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Resumen General

La autofagia es una ruta degradativa lisosomal por la cual distintos
componentes citoplasmaticos van a ser englobados en estructuras cerradas de
doble membrana denominadas Autofagosomas. Previa fusiéon con lisosomas, los
autofagosomas adquieren la capacidad de degradar el contenido que albergan por
accion de las proteasas acidas lisosomales, la vesicula degradativa resultante se
denomina Autolisosoma. La autofagia esta considerada como la principal ruta de
reciclado de proteinas de larga vida y eliminacion de organulos aberrantes. El
proceso de autofagia presenta un componente tanto de adaptacién y supervivencia
celular como de muerte. Dependiendo del tipo de estimulo que la induzca y de la
intensidad/durabilidad del mismo en el microambiente celular, podremos

diferenciar entre Autofagia Adaptativa y Muerte Celular Autofagica.

Como tal es un proceso esencial en la homeostasis celular, que ademas
interviene durante el desarrollo embrionario y en el mantenimiento tisular, sin
embargo se sabe que la autofagia es un proceso tremendamente regulado en
distintos tipos de tumores donde juega un papel dual, pudiendo actuar como
mecanismo de resistencia y adaptacion o como proceso de muerte celular

programada.

PARP-1 es un enzima nuclear muy conservado en organismos eucariotas
superiores. Es el miembro mas abundante de una superfamilia proteica de 18
miembros denominada Familia PARP. PARP-1 cataliza la formacién de un polimero
ramificado de ADP-Ribosa (PAR) partiendo del precursor NAD*, en una reaccion
enzimatica denominada Poli ADP-Ribosilacién o PARilacién. Es capaz de sintetizar
hasta el 85% de todo el polimero de ADP-Ribosa necesario para el mantenimiento

de la homeostasis nuclear.

La principal funcién biolégica de PARP-1 es la de actuar como molécula
sefializadora de dafios al ADN, de forma que permite el reclutamiento a la zona
dafiada de las proteinas encargadas de reparar los dafnos. PARP-1 ademas se
relaciona con otros procesos biolégicos, por ejemplo interviene en el
mantenimiento de la estructura de la cromatina, tiene funciones reguladoras en el
proceso de transcripcidon génica e incluso interviene en la respuesta celular ante
distintos tipos de estreses. En este sentido la biologia de la Poli ADP-Ribosilacién

es fuente de estudio en diversas situaciones fisioldgicas basicas como son la
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muerte celular controlada, el desarrollo embrionario o el mantenimiento tisular,
pero también se la relaciona con procesos patofisiologicos como son el

envejecimiento, respuesta inflamatoria aguda o el cancer.

En esta tesis doctoral nos hemos centrado en el papel que juega PARP-1 y la
Poli ADP-Ribosilacién como mediadores directos del proceso de autofagia, bajo un
estrés fisioldgico nutricional. Las condiciones desfavorables que las células
cancerigenas encuentran en el microambiente tumoral, tanto de disponibilidad de
nutrientes como de oxigeno, son agentes causales de la autofagia. En esta situacion
vamos a analizar la relacion que existe entre la autofagia como mecanismo

adaptativo ante la carencia de nutrientes y el proceso de Poli ADP-Ribosilacion.

Hemos demostrado que la ausencia o inhibicién de la proteina PARP-1,
retrasa considerablemente la autofagia inducida por privacién de nutrientes y que
los dafios al ADN, inducidos por la produccion de Especies Reactivas del Oxigeno,
son un evento temprano durante la autofagia inducida por privacién, siendo éstos
el desencadenante de la activacion de PARP-1, conduciendo a una importante caida

o deplecidn en los niveles de ATP.

La caida en los niveles de ATP son detectados por la quinasa AMPk que
inducira la ruta de autofagia a través de la inactivaciéon del complejo mTORC1. La
ausencia de PARP-1 mantiene inactiva a AMPk y ademas impide la pérdida
completa de la actividad de mTORC1, lo que conlleva a una deficiencia en la
induccién de autofagia. Del mismo modo células parp-1/- o tratadas con los
inhibidores de PARP desarrollan fenémenos de muerte celular inducida por
privacion nutricional, lo que confirma que la autofagia mediada por la activacién
de PARP-1 es un proceso adaptativo y previene de la muerte celular durante estrés

nutricional.

Nuestros resultados demuestran que el grado de activaciéon de PARP-1 va a
influir sobre la velocidad con que la célula entra en autofagia en respuesta a la
retirada de nutrientes. La inhibicién de PARP-1 y la caida en los niveles de PAR en
la célula, enlentecen el flujo autofadgico mientras que la acumulacién no téxica de
polimero PAR la acelera. El mayor flujo autofdgico no viene marcado por un

intento de detoxificacion celular, ya que no se afecta la viabilidad celular.
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El proceso de Poli ADP-Ribosilacién va a regular no solo la autofagia sino
que también es capaz de modular la sintesis de proteinas a través de la actividad
mTORC1. A través de la interaccién directa y modificacion por PARilacion de AMPk
en el nacleo, PARP-1 permite una adecuada activacion de AMPk. AMPk PARilada
sera exportada del nucleo al citosol, favoreciendo la inactivaciéon de mTORC1 y la
induccién de autofagia a través de la activacién del ULK1. La ausencia de PARP-1 o
la inhibicion de la PARilacibn mantienen a AMPk unida a PARP-1, no
produciéndose la modificacibn por PAR que AMPKk necesitaria para inducir

autofagia durante retirada de nutrientes.

Por tanto, segun nuestros resultados PARP-1 y la Poli (ADP-Ribosilacion)
son factores clave en el inicio y el mantenimiento de la ruta autofagica,
convirtiendo a PARP-1 en un nuevo sensor del estatus energético celular a través
de su capacidad de interaccionar y modificar la activacion de AMPk/mTORC1 y

probablemente de otras etapas de la autofagia.
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PARPs Introduccion I

INTRODUCCION I: Biologia de 1a Poli (ADP-Ribosilacién)

1. Poli (ADP-Ribosa) Polimerasa 1

La proteina Poli (ADP-Ribosa) Polimerasa 1 (PARP-1; EC2.4.2.30), también
conocida como Poli (ADP-Ribosa) sintetasa y Poli (ADP-Ribosa) transferasa
(ARTD1), es un enzima nuclear altamente conservada en todos los organismos
eucariotas superiores incluidas plantas y en la mayoria de organismos eucariotas
inferiores, aunque se encuentra ausente en levaduras y en procariotas (Burkle
2005). Fue descrita por primera vez por Chambon y colaboradores en los afios 60
(Chambon, Weill et al. 1963) y desde entonces son muchos los grupos que han
analizado diferentes aspectos de su biologia, tanto a nivel estructural como
funcional. PARP-1 cataliza la sintesis y transferencia covalente de polimeros
ramificados de ADP-ribosa o PAR a distintos aceptores nucleares en una reacciéon
enzimdtica denominada Poli ADP-Ribosilacion (Suzuki, Quesada et al. 1986) y que
sera objeto de profundo analisis en el apartado 2 de la introduccién. Actualmente
se acufian nuevas definiciones de la reacciéon como son Parilaciéon o PARilaciéon

(PARylation).

De forma general a PARP-1 se le atribuye la funcion de proteina de
reconocimiento y sefializacion de dafios al ADN provocados por estrés genotoxico,
para que posteriormente sean reparados de forma satisfactoria por las distintas
proteinas de reparacion del material genético que forman partes del BER (Sistema
de Reparacion por Excision de Bases) y del SSBR (Sistema de Reparaciéon de
Roturas Simples de Cadena); asi pues es considerada como una proteina crucial en
el mantenimiento de la homeostasis nuclear (D'Amours, Desnoyers et al. 1999). Sin
embargo, en los ultimos afios son muchas y distintas las funciones celulares que se
le atribuyen a PARP-1: esta constatado que PARP-1, a través de su actividad
enzimatica, se relaciona con el mantenimiento de la estructura de la cromatina, la
regulacion de la transcripcion, procesos de muerte celular programada, teniendo
como consecuencia un impacto directo sobre procesos de infecciéon virica,
envejecimiento y con distintas enfermedades neurodegenerativas, inflamacion y
cancer. La PARilacion es una modificacion post-traduccional capaz de modular la
expresion génica y la actividad de rutas bioquimicas cruciales en la homeostasis

celular (Kim, Zhang et al. 2005, Gibson and Kraus 2012). El grado de importancia
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de PARP-1 y el metabolismo de la PARilacién en todos los procesos anteriores, sera
sometido a un estudio mas profundo en apartados posteriores de esta tesis. Debido
a esta importancia y como ya analizaremos mas adelante, PARP-1 es considerada
como una diana farmacolégica efectiva en los tratamientos de distintas

enfermedades, destacando el ambito de la biologia tumoral.

2. Poli (ADP-Ribosilacion): Metabolismo de la Poli ADP-ribosa

2.1. Sintesis de Poli ADP-Ribosa: La reaccién bioquimica de Poli ADP-
Ribosilaciéon o PARilacion consiste en la formaciéon de polimeros ramificados de
ADP-ribosa o PAR. La PARilacién conlleva dos etapas posteriores a la formacion
del polimero; la primera consiste en la unidon covalente de PAR sobre aceptores
nucleares llevada a cabo por la propia enzima PARP-1 y la segunda lleva a cabo la
eliminacion de PAR de dichos aceptores, el reciclado del polimero para completar
el ciclo y dejar accesibles los sustratos de la reaccion; en esta etapa destacaremos
la accién de distintas proteinas como PARG, ARH3 o NAMPT. La reacciéon
enzimatica se divide en 3 etapas (Figura INT.1) (Burkle 2005, Hassa and Hottiger
2008):

a) Obtencion de ADP-Ribosa: PARP-1 reconoce como donador de Ribosa
libre a la forma oxidada del nucleétido Nicotinamida Adenina Dinucledtido o NAD*.
PARP-1 va a romper el enlace glicosidico entre la Nicotinamida y la Ribosa,
dejando accesible la Ribosa para la siguiente etapa. La ruptura implica el gasto de

energia en forma de ATP.

b) Elongacion y Ramificado: Distintos mondmeros de ADP-Ribosa se van a
unir entre ellos en una Unica via Ribosa (1”-2") Ribosa Fosfato-Fosfato; de esta
forma es capaz de generarse un polimero lineal de hasta 200 monémeros de ADP-
ribosa. A distintas alturas se produce la ramificacién del polimero lineal a partir de
la formacién de enlaces Ribosa (1”-2”) y el grupo Nicotinamida de la ribosa
proximal (Alvarez-Gonzalez, Watkins et al. 1999). El numero del elongaciones
hasta conseguir el tamafio deseado varia entre 20 y 50 (Kiehlbauch, Aboul-Ela et al.
1993), y siempre debe conseguirse la orientacién deseada de los mondémeros de

ADP-Ribosa en el centro catalitico de PARP-1.
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c) ADP-Ribosilacion: en esta tercera etapa PARP-1 se comportara como
Poli ADP-Ribosa Transferasa, de forma que va a ser capaz de transferir
establemente Poli ADP-Ribosa (o en ocasiones Mono ADP-Ribosa) a distintos
aceptores nucleares como son histonas, factores de transcripcién, proteinas
implicadas en la reparacién por Excision de bases (BER) y moduladores de
cromatina. Es una reaccidn clasica de heteromodificacion a través de enlaces éster
sobre el extremos carboxilo de Glutamicos de las proteinas aceptoras, aunque se

han descrito actividad ADP-ribosa Transferasa sobre Aspartico y Lisina.

Ade Ade ATP
R Rlib Rli b— Rlib Rlib_ OH \
-:—P PAT?P 1 " i NAP
Proteina ;,0 Ad i Ad \ Nam Ade
Nuclear Glu—lf\ o [ e2. o Afde | ¢ 5 |
Aceptora O— +«— OH— Rib Rib<+—> OH— Rlib Rlib— Rib F\;ib— OH <«—— Rlib Rib— OH
I
ﬁ P— P P—P PP ﬁ pw P
PARP-1 PARP-1 PARP-1

() (B) (A)

Reaccion de PARilacion

Figura INT.1. Formacion del Polimero de ADP-Ribosa: Reaccion Bioquimica catalizada por
PARP-1. (A): PARP-1 procesa el enlace glicosidico del NAD* entre la Nicotinamida y la Ribosa.
(B): Etapa de elongacion y ramificado del polimero de ADP-Ribosa. (C): Unidn covalente a través
de un enlace éster entre residuos de Glutamico y el tltimo residuo de ADP-Ribosa.

La activacion de PARP-1 no solo acarrea heteromodificaciéon por ADP-
Ribosa de distintas proteinas, sino que PARP-1 puede sufrir una automodificacion
por ADP-Ribosilacién (homomodificacion) que hara que PARP-1 se vaya volviendo
cada vez mas activa hasta que finalice la etapa de sefalizacion del dafo, en este
momento la automodificaciéon marcara una caida en la afinidad por el ADN y en su
actividad enzimatica. El proceso de PARilacién ira propiciando que la modificacién
que ha ocasionado a sus sustratos, les permita hacer su funcién. Una vez que la Poli
ADP-Ribosilaciéon haya surtido efecto sobre determinadas rutas o proteinas, se
completara el ciclo de la ADP-Ribosa por accidon de las proteinas PARG y ARH3 que
rompen los enlaces Ribosa-Ribosa de las porciones lineales y ramificadas de PAR
unidas a proteinas nucleares y a la propia PARP-1. En consecuencia PARP-1
quedara de nuevo activa y preparada para un nuevo ciclo de PARilacién y se

potenciara el reciclado de los monémeros de ADP-Ribosa para completar de nuevo
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el ciclo del NAD* (Kim, Zhang et al. 2005,Nguewa, Fuertes et al. 2005, Gibson and
Kraus 2012). A continuacién detallamos el metabolismo que sufre el NAD* y la

ADP-Ribosa por accién de PARP-1, PARG y ARH3.

2.2.Degradacion y reciclado de PAR: El enzima mejor estudiado
encargado de degradar polimeros PAR es la Poli ADP-Ribosa Glicohidrolasa o
PARG, que presenta tanto actividad Endo- como Exo-Glicohidrolasa. PARG esta

presente en células de mamifero en 3 isoformas diferentes:

e Isoforma I e Isoforma Il de 99 y 102 kDa respectivamente, que se localizan

en el citoplasma (Tucker, Bennett et al. 2012).

e Isoforma III de 110 kDa que se localiza predominantemente en el ntcleo

(Meyer-Ficca, Meyer et al. 2004).

Las isoformas I y II presentan una secuencia de exporte nuclear o NES,
mientras que PARG III presenta una tipica secuencia de localizacién nuclear o NLS.
Lejos de tener actividades enfrentadas, PARP-1 y PARG son enzimas con funciones
relacionadas y complementarias, ya que el correcto reciclado de PAR es esencial
para que PARP-1 se mantenga activa y pueda iniciar un nuevo ciclo de PARilacién
(Slade, Dunstan et al. 2011). Se ha descrito que el centro catalitico de PARG, rico en
Glutamico, es tremendamente afin por moléculas de PAR; una vez unido a éstas es
capaz de hidrolizar el enlace a (1"-2") de los mondémeros de ADP-Ribosa. La
actividad Exo-Glicohidrolasa se desarrollarda sobre los puntos de ramificado o
Branching rompiendo los enlaces glicosidicosx (1”7 —2”) (Figura INT.2). Cuando
PARG ha finalizado su accién, entra en juego el enzima ADP-Ribosil Liasa que
escindira el enlace éster entre la proteina modificada y el primer monémero de
ADP-Ribosa (D'Amours, Desnoyers et al. 1999, Davidovic, Vodenicharov et al.
2001, Kraus and Lis 2003).

Recientemente se ha descrito otro grupo de enzimas capaz de degradar
PAR, incluye a las proteinas ARHs (ADP-Ribosil Hidrolasas). Dentro de este grupo
destacamos al enzima ARH3 o ADP-Ribosil Hidrolasa-3. Es una proteina distinta
en estructura a PARG nuclear y presenta la peculiaridad de que solo puede

degradar polimeros PAR y no Mono ADP-Ribosa (Figura INT.2) (Oka, Kato et al.
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2006). ARH3 esta altamente conservada en todos los vertebrados y esta implicada
en la degradacion de PAR asociado a la matriz mitocondrial, aunque su funcion in

vivo aln no esta totalmente clara (Niere, Mashimo et al. 2012).
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Figura INT.2. Degradacion de PAR: Accion de PARG y ARH3. (A): Actividad Exo-
Glicohidrolasa rompe los enlaces éster con el aceptor proteico y los enlaces entre Ribosas de PAR
generando ADP-Ribosa libre y polimero PAR no ramificado. ARH3 tiene una funcién similar.
ADPR Liasa escinde el primer monémero de ADP-Ribosa. (B): Accién Endo-Glicohidrolasa y
ARH3 para obtener monémeros de ADP-Ribosa libres. (C): Sintesis de NAD* a partir de ADP-
Ribosa por distintas enzimas como ADP-Ribosa Pirofosfatasa (Kraus and Lis 2003).

De la accion de ambas enzimas se va a obtener mondémeros de ADP-Ribosa
que posteriormente deben de reciclarse hasta conseguir los precursores del NAD*.
Es entonces cuando el enzima ADP-Ribosa Pirofosfatasa procesara la ADP-
Ribosa, hasta conseguir Adenosina 5'monofosfato que reaccionaria con la Ribosa

5-fosfato para obtener NAD* (Diefenbach and Burkle 2005).

Como material anexo a la introduccién, incluimos un esquema general de
toda la ruta de Poli ADP-Ribosilaciéon detallando las reacciones bioquimicas con

todos los intermediarios y los enzimas (Figura Anexa 1).
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3. Estructura de PARP-1
PARP-1 humana es una proteina de aproximadamente 114 kDa codificada
por el cromosoma 1 con una localizacién genética 1q41-q42. Consta de 3 dominios
estructurales bien definidos, cada uno de los cuales se compone de varios
subdominios con funciones especificas relacionadas con la interacciéon con el
genoma y con su funcidén biolégica. La estructura general de PARP-1 podria quedar

resumida de la siguiente forma (Figura INT.3):

Dominio Automodificacion 372-522

Dominio Unién ADN (DBD) 1-371 l Domino Unién NAD*523-1014
h PARP-1
1014 Aa
21 53 125 162 207 l 226 372 522523 1 l 11014
DEVD BRCT 385- WGR547-  SITIOACTIVO
214 476 631 859-908

Figura INT.3. Organizacion Estructural de PARP-1: Representacion esquemadtica de
los distintos dominios estructurales y funcionales de la proteina PARP-1 humana.

3.1.Dominio de Union al ADN o DBD: localizado en el extremo N-Terminal
de la proteina, posee un peso molecular aproximado de 46 kDa. En este dominio se
localizan dos estructuras en Dedos de Zinc, denominadas regiones FI y FII
respectivamente. FI y FII permiten la uniéon a maultiples estructuras de ADN
favoreciendo la sintesis de Poli (ADP-ribosa) y la interacciéon de PARP-1 con la
cromatina (Caldecott, Aoufouchi et al. 1996,Langelier, Planck et al. 2011, Langelier,
Planck et al. 2011). Recientemente un tercer Dedo de Zinc ha sido caracterizado, al
que se le ha denominado FIII, de estructura distinta a FI y FII y cuya funcién se
basaria en permitir el contacto interdominios de la molécula de PARP-1 con zonas
del ADN que presentan dafios de doble cadena, necesario para la activaciéon de
PARP-1 (Langelier, Servent et al. 2008). Dentro del dominio DBD se localiza la
Secuencia de Localizacién Nuclear o Subdominio NLS, donde a su vez encontramos
una region de procesamiento por caspasas 3y 7 o Region DEVD, lo que indica que
PARP-1 esta relacionada por procesos de muerte celular por apoptosis, siendo uno
de los eventos mas tempranos que ocurren en el desarrollo de este proceso de
muerte celular programada (Kaufmann, Desnoyers et al. 1993, Lautier, Lagueux et

al. 1993).
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3.2.Dominio de Automodificacion o AMD: Tiene un peso molecular de
aproximadamente 22 kDa. Este domino central contiene residuos de Glutamico,
Aspartico y Lisina que actdan como aceptores putativos de ADP-ribosilacion,
permitiendo que PARP-1 pueda modular su propia actividad. Ademas se localiza
un motivo de gran importancia denominado Cremallera de Leucina (Leucine
Zipper) o LZ, responsable de las distintas interacciones de PARP-1 con multiples
proteinas nucleares, tanto en reacciones de homo- como heterodimerizacién. En
tercer lugar el Domino AMD contiene el motivo BCRT (Breast Cancer Associated
Protein C-Terminal Motif), el cual es comun en muchas proteinas de reparacion del
ADN vy del ciclo celular y cuya mutacién se asocia al cancer de mama (Figura
INT.3) (D'Amours, Desnoyers et al. 1999, Diefenbach and Burkle 2005).

3.3.Dominio de Unién al NAD+* o Dominio Catalitico (CAT): Localizado
en la region C-Terminal de la proteina, consta de 54 kDa de peso molecular.
Podemos diferenciar un Dominio WGR que es una region rica en residuos de
Triptéfano, Glicina y Arginina, la cual participa junto con los motivos en dedos de
Zinc FI y FIII, en el reconocimiento de zonas con roturas de doble cadena en el
ADN, por lo tanto los dominios WGR son esenciales para la actividad de PARP-1
ademas de estar considerados como la minima estructura proteica necesaria para
el reconocimiento de dafios al ADN (Langelier, Servent et al. 2008, Altmeyer,
Messner et al. 2009). La actividad catalitica recae sobre el Dominio ART (ADP-
ribosyl transferase), el cual presenta una alta homologia con otras ADP-ribosil
Transferesas (Figura INT.3). Este dominio ART consta de una estructura terciaria
muy conservada donde podemos diferenciar tanto Lamiflasomo HMlices q,
sobre las cuales se va a realizar la unién al sustrato NAD*(Ruf, Mennissier de
Murcia et al. 1996, Ruf, de Murcia et al. 1998). Esta alta homologia ha permitido
establecer el concepto de Firma de PARP-1 o “PARP Signature Motif” (100%
conservado entre vertebrados) usado como criterio para la clasificacion de los
distintos componentes de la familia de las Poli (ADP-ribosa) Polimerasas (Figura
INT.4) (Ame, Spenlehauer et al. 2004, Oliver, Ame et al. 2004, Burkle 2005,
Karlberg, Langelier et al. 2013, Langelier and Pascal 2013). Cada uno de los

miembros de dicha familia sera estudiado en el siguiente apartado de esta tesis.
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“Firma” PARP

Figura INT.4. PARP Signature Motif de
PARP-1. Se encuentra localizado en el Domino
ART. (Langelier and Pascal 2013).

Finalmente en el dominio catalitico vy
flanqueando la regién WGR, aparecen dos
zonas de las cuales se desconoce su funcién bioldgica o importancia en la biologia
de PARP-1. En ellas se localizan motivos HTH (Helix Turn Helix) conocidos por ser
dominios de unién de proteinas al ADN. Existe una teoria que establece que PARP-
1, a través de estos motivos HTH, podria interaccionar con el ADN no danado. En
esta situacion no se favoreceria la reaccion de Parilacion encaminada a sefializar el
dafio, por lo tanto esta interaccién seria contraria a la que establecen los motivos
FI, FII y WGR con el ADN dafiado y que si activaria la sefializacién a través de
Parilacion. En plantas el papel de los motivos HTH de PARP-1, estd mas claro y se
sabe que permite la interaccion de PARP-1 con los cromosomas mitoticos,
permitiendo que el ciclo celular se desarrolle de forma correcta (Babiychuk, Van

Montagu et al. 2001).

4. Familia PARP

Utilizando la secuencia “Firma PARP” como criterio de busqueda de
homologos humanos de PARP-1, se ha establecido una Superfamilia compuesta por
18 proteinas PARPs (Ame, Spenlehauer et al. 2004, Hassa and Hottiger 2008)
(Figura INT.5). Cada uno de los miembros se encuentra codificado por una
secuencia génica especifica, pero todos mantienen esa secuencia o “firma”
caracteristica. PARP-1, como miembro fundador de la familia, es la proteina mas
importante de la familia; es capaz de producir hasta un 85% de todo el polimero de
ADP-ribosa necesario para la homeostasis nuclear. Sin embargo dentro de la
familia existen otros componentes con funciones celulares recientemente
descritas, relacionadas o no con la Poli (ADP-ribosilacién), como son PARP-2,

PARP-3, PARP-4 o0 PARP-16.

A pesar de que la “Firma PARP” es utilizada como criterio de clasificacion,
su conservacion varia entre los distintos miembros, tanto que algunos de ellos no

mantienen la actividad catalitica de PARilacién y ADP-ribosil Transferasa (Burkle
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2005, Dantzer, Ame et al. 2006, Schreiber, Dantzer et al. 2006, Hassa and Hottiger
2008). Teniendo en cuenta esto, se establecid un nuevo sistema de nomenclatura
fundamentado tanto en su arquitectura molecular como en su funcién biolégica
conocida. En este nuevo sistema de clasificacion, cada uno de los miembros fue
renombrado a partir de la funcién ADP-ribosil transferasa como proteinas ARTDs
(Hassa and Hottiger 2008, Gibson and Kraus 2012). Hoy en dia aun existe
controversia y discusion acerca de la integracion de algunos de los miembros en la
familia, asi como de que presenten o no funciones de Mono- o Poli (ADP-ribosa)
transferasa; pero de forma general se han agrupado a los miembros en 4

subfamilias:

*

L)

*

PARPs dependientes de NAD*:

L)

e PARP-1(ARTD1)
e PARP-2 (ARTD2)

e PARP-3 (ARTD3)

7/
o

Tanquirasas:
e Tanquirasa 1 (PARP-5A, ARTD5)

e Tanquirasa 2 (PARP-5B, ARTD6)

X4

*+ PARPs con motivos CCCH (Cys-Cys-Cys-His):
e TIPARP (PARP-7, ARTD14)
e PARP-12 (ARTD12)

e PARP-13.1y PARP-13.2 (Ambas ARTD13)

D

* Macro-PARPs:

e BAL1 (B-aggressive lymphoma Protein 1) (PARP-9, ARTD9)
e BALZ2 (PARP-14, ARTDS8)

e BAL3 (PARP-15, ARTD7)

e VPARP (PARP-4, ARTD4)
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Figura INT.5. Principales miembros de la Familia PARP humana: PARP-1 (ARTD1),
PARP-2 (ARTD2), PARP-3 (ARTD3), TANK-1 (Tanquirasa-1 o ARTD5), TANK-2
(Tanquirasa-2 o ARTD6) y VPARP (ARTD4 o PARP-4) (Hassa and Hottiger 2008).

En la tabla 1 se resumen de forma comparativa localizacién subcelular,
nomenclatura, caracteristicas estructurales y funcionales y la actividad enzimatica
de todos los miembros de la Superfamilia. (Tabla Anexa 1). A continuacién

haremos un estudio detallado de las PARPs méas destacadas:

4.1.PARP-1 (ARTD1): las multiples funciones de PARP-1 seran objeto de
profundo analisis en apartados posteriores de esta tesis doctoral (apartado 5
Funciones de PARP-1 humana de la Introduccién).

4.2.PARP-2 (ARTD2): La proteina PARP-2 fue descrita como resultado de
la existencia de una actividad residual PARP en Fibroblastos Murinos
Embrionarios o MEFs procedentes de ratones deficientes en PARP-1 (parp-1-/-
MEFs). Al igual que PARP-1, presenta funciones tanto de Poli (ADP-Ribosa)
Polimerasa como de ADP-ribosa Transferasa. Su tamaiio es inferior al de PARP-1,
presentando unicamente como motivo caracteristico el dominio WGR (Figura
INT.5). El dominio catalitico de PARP-2 presenta un 69% de homologia con el de
PARP-1, no obstante las diferencias estructurales en el dominio de
automodificacion le confieren diferencias en cuanto a las proteinas con las que
puede asociarse (Ame, Rolli et al. 1999, Ame, Spenlehauer et al. 2004, Boehler,
Gauthier et al. 2011). A pesar de no presentar dominio de unién al ADN, esta
enriquecida en aminoacidos de caracter basico, lo que podria permitir su

interaccion con moléculas de ADN. Esta caracteristica hace que PARP-1 y PARP-2
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sean los Unicos miembros capaces de reconocer dafios de doble cadena en el ADN,
participando activamente en la sefalizacion encaminada a la reparacion de
material genético por los sistemas BER y SSBR (Schreiber, Ame et al. 2002, Oliver,
Ame et al. 2004). La relacién que existe entre PARP-1 y PARP-2 con los sistemas de

reparacion de ADN esta recogida en la siguiente figura (Figura INT.6).

Figura INT.6: Funciones nucleares

Moduladores de la

Componentes Cromatina Sefializacién de de la Poli ADP-Ribosilacion: PARP-1,
cromatina ol Daios al ADN PARP-2 y PARP-3 reconocen dafios al

Histonas
macroH2Ax

M . .
ADN e interaccionan entre ellas.

AT
Dependiendo de la intensidad vy
\ ’ durabilidad en el tiempo, la Poli (ADP-
S ANAY

Ribosilacién) va a sefializar un

_PARPs mecanismo de reparaciéon del ADN:
iA sistemas BER, SSBR, NER, HR, NHE]J.
1 (Javle and Curtin 2011, Robert,

f- PARP-2) w - PARP_%/\ Karicheva et al. 2013).

e’

Estudios recientes de varios grupos le atribuyen a PARP-2 funciones

especificas en procesos celulares tan importantes como:

4.2.1. Mantenimiento del genoma durante espermatogénesis: PARP-2
se encuentra altamente expresada en testiculos, donde regula la compactacion de
la cromatina, favorece la reparaciéon ante la existencia de dafios por estrés
oxidativo y regula los procesos de muerte celular por apoptosis cuando se produce
inactivacién de los cromosomas sexuales que desencadenan fallos de divisién
celular en la Meiosis I de los espermatocitos (Dantzer, Mark et al. 2006, Jha,
Agarwal et al. 2009, Mahfouz, Sharma et al. 2009).

4.2.2. Regulacion de la Timopoiesis y la respuesta inflamatoria:
Recientes estudios han demostrado que PARP-2 se encuentra altamente expresada
en la Zona Subcapsular del Timo, donde se produce la proliferacién de los
linfocitos. Dicha expresion ird decreciendo en las etapas maduras de las lineas
linfocitarias. Se ha descrito que una delecién en PARP-2 causa un decrecimiento en
el tamafio del Timo y en el numero total de Timocitos CD4+ / CD8* (Yelamos,
Monreal et al. 2006). Del mismo modo una atrofia en el Timo acarrea una
restriccion en el repertorio de Linfocitos T y en la respuesta inmune mediada por

éstos. Tanto la inhibicién como las deleciones de PARP-1 y PARP-2, desencadena
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proteccién frente a la respuesta inflamatoria mediada por factores tales como
iNOS, 11-1p o TNFa; sin embargo el mecanismo exacto de dmo la ausencia genética
de PARP-2 otorga dicha proteccién se desconoce (Popoff, Jijon et al. 2002,
Phulwani and Kielian 2008).

4.2.3. Regulacion de la expresion génica: La deplecién del gen parp-2
modifica la actividad de diversos factores de transcripcion, lo que altera la
expresion de proteinas tales como SIRT1, en este caso actuaria como represor de la
actividad desacetilasa de SIRT1 modulando negativamente por PARilacion a sus
factores de transcripcion (Bai, Canto et al. 2011, Bai, Canto et al. 2011). Incluso
puede provocar fallos en el modelado de la cromatina al no ser capaz de Poli (ADP-
ribosilarse) los factores TIF-1f y HP-1a por PARP-2 (Quenet, Gasser et al. 2008,
Quenet, El Ramy et al. 2009).

4.2.4. Control del metabolismo energético: La regulacion transcripcional
de PARP-2 ha sido asociada con el metabolismo celular. Ratones deficientes en
PARP-2 son mas pequefios y presentan menos acumulacién lipidica que
organismos normales o wildtype. Se sabe que presentan altos consumos de oxigeno
y carencias en los procesos de (3-oxidacién de los acidos grasos (Bai, Canto et al.
2011). El musculo esquelético de dichos animales presenta un incremento en el
numero de mitocondrias, lo que esta relacionado con la alta expresién de genes
relacionados con el metabolismo oxidativo y oxidacién de acidos grasos. Este
hecho también ocurre en el higado de animales parp-2+/-y esta relacionado con un

incremento en la expresion de la desacetilasa SIRT1.

Comparando con las deficiencias que presentan animales y lineas parp-1-/-,
podemos establecer que las funciones de ambas PARPs son complementarias y no

estarian totalmente solapadas.

4.3.PARP-3 (ARTD3): Es el miembro de menor tamafio de la subfamilia de
PARPs dependientes de ADN. PARP-3 humana estd compuesta de
aproximadamente 540 aminoacidos (tamafio molecular de 67 kDa) de los cuales
489 conforman la region catalitica del enzima y presenta hasta un 61% de
homologia con el dominio catalitico de PARP-1 humana (Figura INT.5). La region
N-Terminal es especialmente corta y le otorga una localizacién subcelular a nivel

del centrosoma. Un gran diferencia con respecto a PARP-1 y PARP-2 radica en que
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solo mantiene funcién como Mono (ADP-ribosa) polimerasa, presentando un
pequefio motivo que actuaria como diana putativa de automodificacion; estudios
recientes le atribuyen también capacidad Poli (ADP-ribosa) Polimerasa (Augustin,
Spenlehauer et al. 2003). La presencia y afinidad de PARP-3 por el centrosoma no
se ve afectada por la existencia o no de dafio al ADN (Augustin, Spenlehauer et al.
2003). Debido a su localizacion y a la importancia que juega el centrosoma en el
ciclo celular, se ha descrito que PARP-3 actta en la transicion entre las fases G1y S
del ciclo celular. A este nivel cabe destacar que PARP-3 influye negativamente en la
progresion de las fases G1/S del ciclo sin interferir con la duplicacion del
centrosoma; de este modo se consider6 a PARP-3 como uno de los primeros
marcadores localizados en los centriolos hijos (Augustin, Spenlehauer et al. 2003).
Kanai y colaboradores establecieron en el afio 2000 que habia interaccion entre
PARP-1 y PARP-3 en células humanas, de modo que PARP-1 se localizaba en ambos
centriolos e interactuaba con PARP-3, evitando fenémenos de inestabilidad
genomica derivados de dafios al ADN de doble cadena (Rouleau, McDonald et al.
2007). De este hecho surgio la teoria de que ambas PARPs eran el ultimo punto de
control o checkpoint del ciclo celular que actuaria como nexo entre la fidelidad del
proceso de mitosis y la red de vigilancia y reparacién de dafios al ADN. La relacién
que existe entre PARP-1 y PARP-3 con los sistemas de reparacion de ADN de unién
de extremos homdlogos, NHE], puede verse como material anexo de esta tesis
(Figura INT.6) (Kanai, Uchida et al. 2000, Augustin, Spenlehauer et al. 2003).
Estudios recientes han demostrado que PARP-3 estabiliza el eje mitotico
regulando, por PARilacién directa, al componente mitético NuMA y contribuyendo
a mantener la integridad de los telémeros a través de la interaccion con la proteina
Tanquirasa 1 (Boehler and Dantzer 2011, Boehler, Gauthier et al. 2011).
4.4.Tanquirasas 1y 2 (ARTD5 y ARTD6): Ambas son proteinas de alto
peso molecular que presentan un alto grado de homologia entre ellas (superior al
85%) y solo difieren en sus motivos HPS (Figura INT.5). Ambas pueden modular
su actividad por auto-ADP-ribosilacion. Se describieron como componentes de los
complejos teloméricos humanos; por lo tanto junto con las proteinas Telomerasas,
contribuyen al mantenimiento y estabilidad de los cromosomas (Smith, Giriat et al.

1998,Cook, Dynek et al. 2002, Sbodio, Lodish et al. 2002). También se ha descrito
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su localizacién en los poros nucleares y en vesiculas del aparato de Golgi. ARTD5 y
ARTDG6 son activas ADP-ribosa Transferasas con funciones que se solapan:

4.4.1. Mantenimiento de la homeostasis del teldmero: a través de la
unién de su dominio ANK (Ankyrin Domain) con la proteina telomérica TRF1
(Telomere Repeat Binding Factor-1). La ADP-ribosilacion de TRF1 por Tanquirasas
inhibe su capacidad de mantenerse unido al ADN telomérico, liberandolo y
permitiendo la apertura del complejo telomérico y el acceso de la Telomerasa
(Smith and de Lange 2000, Chang, Coughlin et al. 2005).

4.4.2. Intervencion en el trafico de membranas: Tanquirasa 1y 2 estan
localizadas en vesiculas que tienen su origen en las proximidades del Aparato de
Golgi. Sobre estas vesiculas son capaces de ADP-Ribosilar distintas proteinas como
son Glut4 o IRAP, con lo cual son capaces de modular el transporte de glucosa en la
célula (Chi and Lodish 2000, Chang, Coughlin et al. 2005).

4.4.3. Regulacion de procesos de muerte celular: Tanquirasa 2 en
ocasiones puede presentar mayor actividad PARP que Tanquirasa 1, este hecho ha
permitido establecer ciertos procesos de muerte celular necrética mediados por un
sobreexpresion de ARTD6 y de la incrementada Poli ADP-ribosilaciéon que acarrea.
Su funcién en procesos de muerte celular estad fundamentada sobre dos pilares: en
que la regulacion de ambas proteinas en situaciones de estrés varia
considerablemente, llegando a ser opuesta en cuanto a moduladores de ambas y en
que uUnicamente Tanquirasa 2 es capaz de Poli ADP-Ribosilar a sustratos
relacionados con procesos de muerte celular (Kaminker, Kim et al. 2001).

4.5.VPARP (PARP-4, ARTD4): VPARP o Vault-PARP es el miembro de
mayor tamafio de la familia, con un peso molecular aproximado de 193 kDa. Se
compone de una regién central de aproximadamente 350 Aminoacidos la cual
presenta un 72% de homologia con el dominio catalitico de PARP-1 y fue definida
como un componente del complejo Vault (Béveda), que es una gran
ribonucleoproteina citosolica que estd ampliamente expresada en multitud de
organismo eucariotas (Kickhoefer, Siva et al. 1999, Burkle 2005). Presenta
actividad Poli ADP-ribosa Polimerasa, conteniendo un dominio BRCT, la region
catalitica de PARP, una region tipo IHRP (Inter- a-Trypsin Inhibitor Protein) y
finalmente un dominio de interaccion MVP que le permite realizar su funcién como

ribonucleoproteina (Figura INT.5). Su dominio BRCT localizado en su extremo N
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terminal, le permite la interacciéon proteina-proteina relacionadas con puntos de
control del ciclo celular en respuesta a dafios al ADN (Wu, Wang et al. 1996, Bork,
Hofmann et al. 1997). A pesar de que los complejos Vault se describieron como
citosolicos, una pequefia porcién del estas riboproteinas fue descrita en nucleos
aislados, concretamente en la cara citoplasmatica de los poros nucleares (Chugani,
Rome et al. 1993). Como componente del complejo Vault, VPARP es capaz de ADP-
Ribosilar al componente proteico de la ribonucleoproteina. Actualmente las
funciones biolégicas de VPARP son desconocidas, si bien estd descrito que en
presencia de dafios al ADN es capaz de Poli ADP-Ribosilar a p53 aunque no es una
proteina PARP dependiente de dafios al ADN, por lo que la sefial que la activa no es
el dafio en si, sino alguna sefial que se desencadena ante la aparicion del mismo en
el material genético. Su relacion con el correcto desarrollo de la mitosis viene dado
por el alto nimero de modificaciones post-traduccionales que VPARP es capaz de
sufrir por fosforilaciéon, automodificacion por uniéon de pequefias moléculas
ramificadas de ADP-ribosa o incluso por interacciéon con distintas proteinas que
realizan cualquiera de los Check Points de la mitosis (Kickhoefer, Siva et al. 1999,
Scheffer, Schroeijers et al. 2000, Liu, Snow et al. 2004).

4.6.0tras PARPs: Son muchos los estudios que han aparecido atribuyendo
nuevas funciones a los miembros restantes de la familia PARP. En este apartado
resaltaré algunos de los mas novedosos, aunque sus caracteristicas estructurales
mas destacadas asi como su localizacion estan recogidas en la tabla anexa a esta
tesis (Tabla Anexa 1). Cabe destacar PARP-10 o0 ARTD10 que es una proteina de
alto peso molecular con localizacién tanto nuclear como citosélica y que presenta
actividad Mono ADP-Ribosa Polimerasa y Mono ADP-Ribosa Transferasa. Cuando
se localiza en el niucleo, ARTD10 es capaz de interaccionar y modificar por ADP-
Ribosilacion a la oncoproteina MYC (Burkle 2005); esta localizacion nuclear y por
tanto su implicacién en biologia tumoral viene marcada por su secuencia de
exporte nuclear dependiente de Crm1 y por un dominio central de ARTD10 que
promueve que se mantenga en el ndcleo. La poblacion nuclear y citosdlica de
ARTD10 es susceptible de Poli Ubiquitinizacion y colocaliza en parte con la
proteina p62/SQSTM1 que podria marcar su degradacion y actuaria como punto
de control de la misma. La conclusién es que ARTD10 es una proteina muy

dinamica en cuanto a su translocacion nucleo/citosol a través de p62; el hecho de
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que p62 sea una proteina que regula en parte la “carga proteica” susceptible de ser
degradada en autofagosomas, hace pensar que ARTD10 podria estar implicada en
la ruta de autofagia (Kleine, Herrmann et al. 2012). Recientes estudios han
demostrado que ARTD8 o PARP-8 presenta macrodominios que son capaces de
reconocer sustratos Mono ADP-Ribosilados por ARTD10 e incluso a la propia
ARTD10 automodificada. Estos dominios denominados macroH2A1.1 domains no
son capaces de reconocer a PARP-1 cuando se encuentra Auto Mono ADP-
Ribosilada. Uno de los sustratos Ribosilados de ARTD10 que reconocen las
proteinas ARTD8 son las proteinas Ran pertenecientes a una familia de pequefias
GTPasas susceptibles de Mono ADP-Ribosilacion por ARTD10, que suelen ser
dianas de multitud de toxinas bacterianas (Di Girolamo, Dani et al. 2005).
Finalmente dentro del grupo de las macro-PARPs vamos a destacar a BAL3
(PARP-15, ARTD7) que es una proteina de alto peso molecular localizada en
granulos de estrés en el citosol y que presenta actividad Mono ADP-ribosil
Polimerasa y Transferasa. Al igual que otras Mono-ARTDs, ARTD7 tiene la
capacidad de modificar la actividad de sustratos relacionados con respuesta
inmune, proliferaciéon celular, regulacion transcripcional y muerte celular (Welsby,
Hutin et al. 2012). El caso de esta macro-PARP es de gran importancia ya que su
sobreexpresiéon se asocia con la resistencia de linfomas de células B a
quimioterapia (Aguiar, Takeyama et al. 2005) por lo que muchos grupos se estan
centrando en la obtencién de inhibidores especificos de la funcién Mono ADP-
ribosa Polimerasa de ARTD7 y otras como ARTD10 (Venkannagari, Fallarero et al.
2013). El fundamento de esta inhibicién es distinto al concepto de letalidad
sintética que se aplica a la inhibicién de PARPs dependientes del dafio al ADN como

ARTD1 y ARTD2 (Jagtap and Szabo 2005, Lord and Ashworth 2008).

5. Funciones de PARP-1

Son muchas las funciones que se le atribuyen a PARP-1; sin embargo la mas
destacada, aquella por la que describié y que mas resalta su funcién como ADP-
Ribosa Polimerasa, es la de reconocer y sefializar dafios al ADN para que sean
reparados por los sistemas BER y SSBR. Sin embargo en los ultimos afios se han
identificado nuevas funciones como por ejemplo intervenir en transcripcion, rutas
de supervivencia y muerte celular, mantenimiento de la estructura de la cromatina,
papel activo en procesos patofisiolégicos como son enfermedades
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neudegenerativas, procesos inflamatorios o cancer, etcétera. En este apartado haré
un profundo estudio de las principales funciones atribuibles a PARP-1 y a la Poli

ADP-Ribosilacién:

5.1.Reparaciéon del ADN y Mantenimiento de la Integridad Gen6émica:
PARP-1 es un enzima nuclear capaz de reconocer dafios de cadena simple y doble,
que se producen en la doble hebra de ADN, sefializando el camino a la maquinaria
de reparaciéon enzimatica nuclear. Cuando se produce un dafio al ADN por ejemplo
por accién de agentes genotoxicos o alquilantes, radiaciones de tipo X oy (Fuentes
Exdgenas), presencia de Especies Reactivas de Oxigeno o Peroxinitritos, o incluso
por fallos en la replicacion génica (Fuentes Endégenas), PARP-1 es capaz de
reconocer la zona donde se ha producido el dafio o ruptura de la hebra de ADN,
uniéndose a la misma para iniciar la reparacién. La afinidad de PARP-1 por el ADN
dafiado es alta y el reconocimiento de la zona dafiada, por ejemplo cuando existen
dafios de doble cadena, lo realiza a través de los Dedos de Zinc [ y III de su Domino
de Unioén al ADN o DBD y de la region WGR de su Dominio de Unién al NAD* o
Dominio Catalitico. Ambas estructuras son esenciales para el reconocimiento y
posterior reparacidon y son totalmente dependientes de dafios al ADN (Langelier,
Planck et al. 2012, Karlberg, Langelier et al. 2013, Langelier and Pascal 2013). La
union ADN-Dedos de Zinc estimulara la ADP-Ribosilaciéon del dominio WGR, lo que
tendra un doble efecto sobre PARP-1, por una parte potencia momentaneamente la
actividad Poli ADP-Ribosa Polimerasa de PARP-1 sobre proteinas de union al ADN,
y por otra parte cuando se hayan reclutado las proteinas encargadas de reparar,
hard que pierda su afinidad por el ADN y se separe de la hebra debido a la
transferencia de carga eléctrica que ejercen los grupos fosfatos presentes en el
polimero PAR que la estd modificando, lo que le confiere una carga neta negativa
que ejerce fuerzas de repulsion electrostatica entre la proteina y el ADN. A Dicho
proceso se le denomin6 Teoria de Automodificacion de PARP-1 y a ella se le
atribuye un papel regulador a la proteina Poli ADP-Ribosa Glicohidrolasa (PARG)
sobre la actividad de PARP-1 (Figura INT.7) (Kawaichi, Ueda et al. 1981). El hecho
de que PARG sea capaz de eliminar la modificacién por auto-PARilacion de PARP-1,
hace que PARP-1 se vuelva inactiva y adquiera una conformaciéon adecuada que la
vuelve susceptible de activarse cuando ocurran nuevos eventos de dafios al ADN.
Actualmente se mantiene la tesitura de que tanto la actividad Poli ADP-Ribosa
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Polimerasa como la Poli ADP-Ribosa Glicohidrolasa son cruciales para el

mantenimiento de la homeostasis nuclear.

ROS, NOS, Agentes
Alquilantes...

ADP-Ribosa Libre Figura INT.7. Teoria de la
Automodificacion de PARP-1.
PARG PARG permite que PARP-1 quede

Dafios ADN NAD* de nuevo inactiva y no
modificada, haciéndola
_ susceptible a un nuevo ciclo de

PARP-1 Inactiva PARP-1 rop:;:::::asas dafio (Kawaichi, Ueda et al.

Automodificada BER

Inactiva 1981)

PARG

ADP-Ribosa Libre

La interaccion de cada dominio con el ADN se ha determinado por
cristalizacion y difraccion de rayos X (Wacker, Ruhl et al. 2007,Altmeyer, Messner

et al. 2009, Langelier, Planck et al. 2011).

En el momento en que PARP-1 automodificada esta en la zona dafiada, va a
iniciar un proceso de Poli ADP-Ribosilacion de distintas proteinas que conforman
la estructura compacta de la cromatina, como son Histonas o Topoisomerasas [ y II,
con las cuales interacciona a través de su Cremallera de Leucina, permitiendo que
se liberen de la cromatina y volviendo la zona mas accesible a la maquinaria de
reparacion (Figura INT.8). En este momento la Poli ADP-Ribosilacién tendra dos
funciones, por una parte actuaria como sefial atrayente a la zona dafada de las
proteinas de reparaciéon por escision de bases (BER) y por otro a través de la
interaccion proteina-proteina, PARP-1 va a Poli ADP-Ribosilar a los distintos
componentes BER/SSBR, aumentando su afinidad por la zona dafiada y
favoreciendo que el ADN sea reparado. Un claro ejemplo de esta interaccion lo
encontramos en la proteina XRCC1, proteina central del sistema BER/SSBR, que
interacciona principalmente con PARP-1, siendo el polimero PAR indispensable
para el reclutamiento de XRCC1 al ADN dafiado (Masson, Niedergang et al. 1998,
Caldecott 2003, Okano, Lan et al. 2003, Plo, Liao et al. 2003). En los tltimos afios se
ha visto como también existe interaccion de PARP-1 y proteinas del sistema de
reparacion por Recombinacién Homéloga (HR) como son MRE11 y ATM (Aguilar-
Quesada, Munoz-Gamez et al. 2007, Haince, McDonald et al. 2008) y del sistema de
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reparaciéon por Unién de Extremos no Homdlogos (NHE]) como son Ku70, Ku80 y

ADN-PK,s (Pleschke, Kleczkowska et al. 2000).

Dafios al ADN
Irradiaciones X o y, ROS, (2)

Peroxinitritos, Agentes
Alquilantes \. Activa Inactiva
——

BER

Activa
Inactlva ® ®
. .

PARG
/ (6)
*

BER

ADP Ribosa
Libre

i Histonas I‘ ADN Reparado
Topoisomerasas /
i Cee
Conformacién adecuada para
reparar los dafos

Figura INT.8. Seiializacion de Dafios al ADN por Poli (ADP-Ribosilacidon): Durante
eventos de dafio al ADN, PARP-1 es capaz de reconocer la zona dafiada, uniéndose a la misma
(1). En este momento mediante un proceso de Auto-PARilacion se modifica a ella misma (2) y
Poli ADP-Ribosila a proteinas que forman parte de la estructura de la cromatina como son
Histonas o Topoisomerasas (3). Estas son liberadas y se reclutan proteinas del sistema BER
que también se PARilan por PARP-1; entonces ésta queda liberada y el material genético se
reparara (4). El ciclo se completa cuando PARP-1 auto-PARilada no afin al ADN y los
miembros BER PARilados se liberen de esta modificacién a través de PARG y ARH3, quedando
PARP-1 y proteinas BER preparadas para un nuevo ciclo y la cromatina adquirira de nuevo su
conformacién inicial (5y 6) (Masson, Niedergang et al. 1998, Caldecott 2003, Okano, Lan et al.
2003, Plo, Liao et al. 2003, Virag 2005).

Cuando PARP-1 modifica covalentemente a las proteinas de reparacion y
debido al grado de Auto-PARilacion que ha sufrido, PARP-1 pierde afinidad por el
ADN y se separa del mismo, adquiriéndose una configuracion estructural adecuada
para una mayor rapidez y efectividad del sistema BER/SSBR (Figura INT.8). Si el
dafio ha sido reparado satisfactoriamente, las proteinas BER/SSBR se separaran
permitiendo que las ADN Ligasas ejerzan su accion y entonces entraran en juego
las proteinas PARG, ARH3 y ADP-Ribosil Liasa. Estos enzimas van a eliminar
cualquier sefial de ADP-Ribosilacién que mantengan todos los intermediarios de la
ruta de reparacion. Asi pues Topoisomerasas e Histonas quedan liberadas de su
modificacion por ADP-Ribosa, permitiéndoles regresar a la cromatina, mientras

que las Proteinas BER y la propia PARP-1 completaran el ciclo quedando en una
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conformacion dependiente de dafio al ADN (de Murcia, Schreiber et al. 1994,

Lindahl, Satoh et al. 1995, Burkle 2001, Virag 2005) (Figura INT.8).

El hecho de que no se produzca una reparacion satisfactoria del ADN puede
acarrear muerte celular, pero también inestabilidad genémica predisponiendo a la
transformacion celular y al cancer.(Hakem 2008). Por lo tanto PARP-1, como factor

de reparacion del ADN, esta estrechamente ligado al proceso de Carcinogénesis.

5.2.Modificacién de la estructura de la cromatina: PARP-1 modifica
directamente la estructura y organizacién de la cromatina al PARilar Histonas y
Topoisomerasas asociadas a la cromatina, provocando una repulsién electrostatica
entre el ADN y dichas proteinas por la carga neta negativa que le proporciona el
polimero PAR. De esta manera favorece la disociacion de los nucleosomas y la
descondensacion de la cromatina. Esta distension cromatinica permitira la entrada
de las proteinas de reparacion en el caso de que la fuente de activaciéon de PARP-1
sean dafios al ADN (D'Amours, Desnoyers et al. 1999,0ei and Shi 2001, Kraus and
Lis 2003). Se ha sugerido que el propio hecho de encontrar PARP-1 automodificada
por PAR en ciertas zonas del ADN dafado, favorece la creacién de un ambiente
idoneo para estabilizar las histonas liberadas de los nucleosomas desestabilizados
(Realini and Althaus 1992). Esta descrito en D. melanogaster que PARP-1 puede
encontrarse en regiones de cromatina transcripcionalmente reprimidas y distintas
de las zonas de heterocromatina ricas en Histonas H1. Se ha descrito que en
respuesta a ciertos estimulos externos, ambientales o propios del desarrollo,
PARP-1 podria activarse, modificar a Histonas que se separarian de la cromatina,
volviéndola mas accesible a la maquinaria transcripcional (Tulin and Spradling
2003).

5.3.Control de la Maquinaria Transcripcional: La regulacién de la
expresién génica requiere de un amplio conjunto de proteinas que presentan
funciones para regular la estructura de la cromatina (actuando como
amplificadores, potenciadores o enhancers) o actuar como co-reguladores
transcripcionales. Teniendo en cuenta que PARP-1 y el proceso de la Poli (ADP-
Ribosilacion) son moduladores directos de la estructura de la cromatina, poseen
influencia en la regulacién de la expresion génica (Tulin, Chinenov et al. 2003,

Tulin and Spradling 2003). PARP-1 es capaz de modular la cromatina favoreciendo
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la transcripcidén a través de la interacciéon y PARilacion de histonas, concretamente
se conoce que PARP-1 puede excluir a la histona H1 de los promotores de ciertos
genes dependientes de PARP-1, bien compitiendo por la unién a los nucleosomas o
bien por Poli (ADP-Ribosilacién) directa la de la histona H1 (Huletsky, de Murcia et
al. 1989, Kim, Mauro et al. 2004) (Figura INT.9).

Transcripcidn Génica

—

(a) L —

Situacién Basal

@ oy
S —=(b) g )

—

\ )Histonas ( ) JE—
c | E—
. Factores de I Promotor g

Transcripcion

—

Figura INT.9. PARP-1 y Transcripcién: Actualmente se conoce que PARP-1 puede regular la
expresion génica de tres formas no excluyentes entre si. (a) Alteracion de la estructura de la
cromatina a través de la modificacién de histonas. (b) Actuando como coactivador o
correpresor a través de la interaccion con los factores de transcripcion. (c) Uniéndose a
secuencias reguladoras o promotoras de distintos genes (Kraus and Lis 2003).

PARP-1 también puede actuar directamente sobre factores de transcripcion
modulando su actividad o sobre los distintos cofactores que forman parte de los
complejos de unién a activadores/represores (Kraus and Lis 2003)(Figura INT.9).
Para conocer cdmo PARP-1 modula la expresion de diversos genes, no basta con
analizar sus funciones en el mantenimiento de la integridad de la cromatina, sino
que hay que ir mas all3, realizando un profundo analisis de la genémica de PARP-1,
conociendo como PARP-1 es capaz de interaccionar con multitud de complejos
proteicos nucleares, muchos de los cuales incluyen a factores de transcripcion

(Droit, Hunter et al. 2007).

Recientes estudios han demostrado asociaciones funcionales de PARP-1 con
una amplia variedad de factores de transcripciéon como son AP-1, AP-2, NF-xB, B-
Myb, STATs, TEF-1, SP1, HIF-1a , HIF2a, Snaill, efétera (Rodriguez, Gonzalez-
Flores et al. , Whitacre, Hashimoto et al. 1995, Oei, Griesenbeck et al. 1997, Oei,

Griesenbeck et al. 1997, Le Page, Sanceau et al. 1998, Oliver, Menissier-de Murcia
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et al. 1999, Martin-Oliva, Aguilar-Quesada et al. 2006, Zaniolo, Desnoyers et al.
2007, Gonzalez-Flores, Jiménez et al. 2012); muchas de estas interacciones
implican la existencia de complejos de proteinas en los que interviene PARP-1 y no
necesariamente que se dé el proceso de Poli (ADP-Ribosilacién). Esto se debe a que
PARP-1 facilitaria las interacciones cooperativas entre activadores especificos de
secuencia y diferentes complejos coactivadores; por lo tanto la presencia de PARP-
1 crearia el ambiente idéneo y ejerceria un efecto “armazoén” para que se
establezca el complejo de inicio de la transcripcion (Hassa and Hottiger
2002)(Figura INT.9). Un ejemplo en el que si hay dependencia de Poli (ADP-
Ribosilacién) lo encontramos en la interacciéon de PARP-1 con los complejos Smad,;
en este caso PARP-1 se une y PARila a Smad4 y Smad5, haciendo que se separen
del ADN, se defosforilen y sean exportados del nucleo hacia el citoplasma; una vez
alli se someten a Poli Ubiquitinizacién y degradaciéon en el proteasoma. La
consecuencia es que la expresion del gen de TGF-f, modulado por Smad 4 y 5,
queda reprimida; esto acarrea una inhibicién del proceso de Diferenciacién

Epitelio Meséquima o EMT (Lonn, van der Heide et al. 2010).

Estudios recientes estdn demostrando que PARP-1 es capaz de regular su
propia transcripcién interaccionando con ciertas regiones préximas a su promotor,
actuando de forma similar a como lo haria un cofactor transcripcional. Soldatenkov
y colaboradores han demostrado que PARP-1 puede unirse a la horquilla y activar
o bloquear su transcripciéon (Soldatenkov, Chasovskikh et al. 2002). También se
conoce que PARP-1 modula la expresion de los genes CXCL1 y BCL6, mediante el
proceso de union a secuencias reguladoras préximas a dichos genes dependientes
de PARP-1. Concretamente en el caso de CXCL1, PARP-1 es capaz de unirse a la
secuencia inmediatamente anterior al promotor y en el caso de BCL6, de unirse al
primer intrén génico, con lo cual favorece que se reprima la expresion de ambos

genes (Amiri, Ha et al. 2006, Ambrose, Papadopoulou et al. 2007).

5.4.Replicaciéon del ADN: En los tultimos afios, numerosos trabajos han
puesto de manifiesto que PARP-1 interacciona con un complejo multiproteico que
estd compuesto por muchas de las proteinas implicadas en replicacion del ADN.
Desde finales de la década de los setenta se conoce que durante la replicacidn, el

proceso de Poli (ADP-Ribosilacion) se encuentra acelerado (Tanuma, Enomoto et
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al. 1978, Kanai, Tanuma et al. 1981, Lamarre, Talbot et al. 1988, Leduc, Lawrence
et al. 1988). Se ha propuesto que PARP-1 interviene en el mecanismo de
supervivencia que controla la progresién de la horquilla de replicaciéon en
presencia de dafios al ADN (Dantzer, Nasheuer et al. 1998) . En este sentido se sabe
que PARP-1 puede interaccionar con las ADN polimerasas a y 3; ADN primasa,
ADN Helicasa, ADN Ligasa y las Topoisomerasas [ y II (Simbulan-Rosenthal,
Rosenthal et al. 1996, Dantzer, Nasheuer et al. 1998, Bauer, Chen et al. 2001),
muchas de las cuales sufren modificaciones por Poli (ADP-Ribosilacién).

5.5.PARP-1 y ciclo celular: PARP-1 esta implicada en la regulacion de los
distintos puntos de control o Check Points del ciclo celular, una vez que se hayan
producido dafios al ADN y lo hace a través de p53. Después de irradiagida
induccion de los genes p21 y mdmZ2 dependientes de p53, se ve atenuada con el
tratamiento de inhibidores de PARPs, produciéndose una supresién en la parada
en G1 y un incremento en los niveles en fase G2/M. Ademas se comprob6 cdmo
tras la induccion de dafos de doble cadena al ADN (DSB) en células parp-17/- se
inducia una alta fosforilacién de p53 acompafiado de una gran activacién de ATM
(Watanabe, Fukazawa et al. 2004, Masutani, Nakagama et al. 2005, Gunji, Uemura
et al. 2006) . El papel de PARP-1 en la regulacion del ciclo celular atin esta por
profundizar a diferencia de lo que ocurre con otros miembros de la familia como
PARP-3 o VPARP, de los cuales si se conoce su implicacién (ver apartados 4.3 y 4.5
de la introduccién)

5.6.Papel en la respuesta a estrés celular: Las células estan regularmente
expuestas a una alta variedad de sefiales de estrés tanto intrinsecas como
extrinsecas, incluyendo aquellas que parten de estrés oxidativo, nitrosativo,
oncogénico, inflamatorio o incluso metabdlico (Kryston, Georgiev et al. 2011)
(Figura INT.10). La propagacidon de estas sefiales implica que en la célula se
produzca una estrecha relacion entre las distintas rutas de adaptacidn,
supervivencia o muerte celular que desencadenan dichos estimulos. Asi por
ejemplo, el estrés oxidativo puede causar o amplificacidon del estrés genotéxico o
estimular respuestas inflamatorias (Kryston, Georgiev et al. 2011). A su vez el
estrés genotodxico es sefial de inestabilidad genémica y consecuencia inmediata de
esto, es la apariciéon de procesos carcinogénicos (Lonkar and Dedon 2011). Por

otra parte el estrés de caracter metabodlico puede derivar en respuesta inflamatoria
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cronica, incremento en la producciéon de ROS en las mitocondrias y promover
estrés en el Reticulo Endoplasmatico (Zhang and Kaufman 2008, Wellen and

Thompson 2010).

Genotéxico Figura INT.10. PARP-1 en la encrucijada de la
Inflamatoric  Oncogénico ,
Metabélico Oxidativo respuesta a estrés celular: PARP-1 es capaz de
Microbi Térmi. . ’
. Fromane ree reconocer estreses derivados de estimulos tanto
r/ extrinsecos como intrinsecos y propagar una

’ serie de sefales, encaminadas a ejecutar ciertas
= funciones moleculares y celulares. Para llevar a
cabo su accion, PARP-1 no solo esta sometida a

automodificacién, sino que es capaz de sufrir

distintas modificaciones post-traduccionales que

~.v condicionarian sus funciones: SUMOilizacién (S),
' . .z . .z
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*Funciones PARP-1 PP .z .
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2012)

Todas estas condiciones de caracter patolégico hacen que sean muchas las
rutas que confluyen en respuesta al estrés; en los ultimos afios se sabe que
distintos miembros de la Familia PARP estan relacionados con dicha respuesta,
concretamente aquella relacionada con el estrés genotoxico derivado de un
estimulo oxidativo o nitrosativo. La respuesta mediada por proteinas PARPs
implicaria sefializar la presencia de dafios al ADN y la regulacion de los procesos de
transcripciéon. Sin embargo estudios recientes han implicado a miembros de la
familia, concretamente a PARP-1 y PARP-2, en respuestas celulares ante estrés
metabolico y por lo tanto se les atribuye un papel esencial en el mantenimiento no
solo de la homeostasis nuclear, sino también en la homeostasis metabdlica general
de la célula (Wellen and Thompson 2010). Son muchas las modificaciones post-
traduccionales que puede sufrir PARP-1 en funcién de cudl sea el estimulo que
desencadena el estrés y la respuesta al mismo. Asi se sabe que PARP-1 no solo es
capaz de modular su actividad por Auto-PARilacidn en respuesta a dafio en el ADN,
sino que es capaz de sufrir modificaciones por fosforilacién a través de las
quinasas ERK1/2 (Alano, Kauppinen et al. 2006), acetilacion a través de la Acetil-
Transferasa p300/CBP (Hassa, Haenni et al. 2005), Ubiquitinizacién e incluso
SUMOilizacién a través de la Ubiquitin Ligasa E3 RNF146/Iduna capaz de proteger
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a las neuronas corticales de la muerte por PARtanatos (PARthanatos) inducida por
fendmenos de exocitosicidad del Glutamato, que acarrean activacion de PARP-1,
translocacion de PAR del nucleo a la mitocondria y translocacion de AIF (Andrabi,
Kang et al. 2011). Por lo tanto PARP-1 es capaz de integrarse en distintas rutas de

adaptacidn, supervivencia o muerte celular (Figura INT.10).

Esta demostrado que ratones parp-17/- de cepa SV129, presentan unos
efectos especificos metabdlicos, exclusivos de cepa, como por ejemplo una
importante tendencia a acumular tejido adiposo con la edad en dietas ricas en
grasas; por lo que se le atribuyé un papel protector frente a la obesidad a PARP-1
(Devalaraja-Narashimha and Padanilam 2010). Por el contrario dietas normales no
enriquecidas en grasas no inducen incremento del peso ni aparicién de
caracteristicas asociadas con obesidad en ratones parp-17/- de tipo C57BL/6];
incluso la ausencia de PARP-1 les induce resistencia a la diabetes. En este sentido
Bai y colaboradores han demostrado que la carencia de PARP-1 hace que se
compense con la actividad de PARP-2 que hace que se regule el metabolismo
mitocondrial, manteniendo un consumo adecuado de oxigeno y unos correctos
niveles de B-oxidacidn de los acidos grasos (Bai, Canto et al. 2011, Slade, Dunstan
et al. 2011). En este modelo, la inhibicién quimica de los miembros de la familia
PARP, concretamente PARP-1 y PARP-2, hace que se incrementen los niveles de
consumo de oxigeno, se aceleren los procegbs de -oxidacion y todo ello
potenciado por la proteina SIRT1, la cual al no tener activos sus dos principales
competidores por el NAD* alteraria el metabolismo mitocondrial (Bai, Canto et al.
2011). Las diferencias entre ambas cepas puede deberse a un defecto en la sintesis
de NAD* en la cepa C57BL/6], aunque se estan estudiando otras diferencias
genéticas que explique por qué esa diferencia en la respuesta al estrés metabdlico.
Ademas, se ha visto que la actividad de PARP-1 es capaz de oscilar de forma
circadiana a través de un mecanismo que implica la regulacién por parte de PARP-
1 y la Poli (ADP-Ribosilacién) de algunos de los miembros de la maquinaria
circadiana. Se conoce que PARP-1 es capaz de testar e integrar la senales de
presencia de nutrientes que modulan la actividad de CLOCK, un factor de

transcripcioén circadiano (Asher, Reinke et al. 2010).
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5.7.PARP-1 y Muerte Celular: PARP-1 es uno de los primeros sustratos
conocidos de caspasas, por lo tanto estd tremendamente relacionado con el
proceso de Muerte Celular Programada de tipo I o Apoptosis (Kaufmann,
Desnoyers et al. 1993,Lazebnik, Kaufmann et al. 1994, Germain, Affar et al. 1999) .
Concretamente, las caspasas 3 y 7 son capaces de reconocer el motivo DEVD
situado en la region de la Secuencia de Localizacién Nuclear de PARP-1 (Figura
INT.3), produciendo su fragmentacion en polipéptidos de aproximadamente 83 y
24 kDa. Este procesamiento de PARP-1 es utilizado como criterio de analisis
bioquimico durante el proceso de induccién de apoptosis, pero no se le considera
como un proceso ejecutor dentro de la ruta apoptética (Virag and Szabo 2002,
Ivana Scovassi and Diederich 2004). La ruptura del dominio de unién al ADN
donde se localiza la secuencia DEVD, provoca que PARP-1 se separe del ADN,
inactivando al enzima. Se sabe que la presencia de los fragmentos de 83 y 24 kDa
contribuyen también a la retroinhibiciéon del enzima no proteolizada o forma
intacta, lo cual va a impedir que se produzca la homodimerizacién y la unién al
ADN (Kim, Kim et al. 2000, D'Amours, Sallmann et al. 2001). Todo este proceso de
retroinhibiciéon va a facilitar un adecuado funcionamiento de la maquinaria
apoptoética, preservando las fuentes de energia necesarias para la correcta
activacion y actuacién de las caspasa efectoras. Dado que la proteolisis de PARP-1
por caspasas se identific6 como uno de los primeros marcadores bioquimicos de la
apoptosis, se han llevado a cabo una serie de estudios en los que se intento
identificar a PARP-1 como un agente activo en el desarrollo de la apoptosis. Asi, se
comprobé que la presencia de un mutante de PARP insensible a caspasas impedia
el desmantelamiento nuclear durante la apoptosis (Oliver, de la Rubia et al. 1998)

y favorecia la muerte celular por necrosis (Herceg and Wang 2001).

Recientes estudios relacionan a PARP-1 con procesos de muerte celular no
apoptotica, tanto necrosis como autofagia. En este sentido se sabe que PARP-1
puede modular la entrada en necrosis, un proceso de muerte poco conocido a nivel
molecular. En los ultimos afios se han publicado una serie de estudios en los que se
demuestra que la necrosis puede tener un cierto grado de regulacion y
programacion (Kaczmarek, Vandenabeele et al. 2013) . Del mismo modo, rutas de
adaptacion y supervivencia, como es la Autofagia, pueden derivar en procesos de
muerte celular programada, denominados Muerte Celular Autofagica o de Tipo II,
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cuya induccién y desarrollo estan tremendamente regulados por PARP-1 y el
proceso de Poli (ADP-Ribosilacion) (Munoz-Gamez, Rodriguez-Vargas et al. 2009)

y van a ser estudio de esta tesis doctoral.

Uno de los factores mas determinantes a la hora de desarrollar un proceso
de muerte celular es el estatus energético que presenta la célula, que va a
determinar la disponibilidad de energia necesaria tanto para los procesos de
apoptosis como de autofagia o necrosis. Es conocido que una sobreactivaciéon de
PARP-1, por ejemplo cuando existen dafios importantes en el ADN, produce un alto
consumo de NAD* y en consecuencia una caida en los niveles de ATP; esto
conducira a un colapso energético en la célula y a que se potencien los fen6menos
de muerte celular por necrosis. En este sentido PARP-1 es considerada como un
interruptor molecular entre apoptosis y necrosis, ya que tiene que procesarse para
un correcto desarrollo de uno y sobreactivarse para inducir al otro (Los, Mozoluk
et al. 2002, Virag and Szabo 2002). La necrosis en si es un proceso de muerte
celular que podriamos considerar sucio e incluso grosero tanto en el contexto
celular como tisular, ya que provoca ruptura de la membrana plasmatica y
liberacion de multiples factores pro-inflamatorios. De este concepto surgié la
Teoria del Ying Yang de PARP-1, que propone un papel dual de PARP-1 como
molécula necesaria para la supervivencia celular pero que en un contexto de

sobreactivacion podria acarrear la muerte de la célula.

En este sentido la necrosis inducida por sobreactivacion de PARP-1 es un
proceso a evitar por la mayoria de las células, si les es posible; para evitarlo la
célula puede desarrollar procesos “alternativos” encaminados a la adaptacion y
supervivencia o a retrasar al maximo fendémenos tan perniciosos para el
organismo. Uno de los principales mecanismos alternativos que pone en marcha la
célula cuando existe un colapso energético es la Autofagia (Klionsky and Emr
2000,Mizushima 2007, Mizushima and Klionsky 2007). Nuestro laboratorio ha
descrito que durante el tratamiento con agentes antineoplasicos, se induce una
Poli (ADP-Ribosilaciéon) que causa una caida en los niveles energéticos celulares
induciendo autofagia; esta autofagia se desencadena como mecanismo de
respuesta y adaptacion, ya que si se inhibe la autofagia, manteniendo activa a

PARP-1, surgen fendmenos de necrosis (Munoz-Gamez, Rodriguez-Vargas et al.
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2009). Partiendo de esta base, esta tesis doctoral se centrara en los mecanismos
moleculares por los cuales PARP-1 y la PARilaciéon regulan la inducciéon de

autofagia.

En relacion a la funcién de molécula senalizadora de dafios al ADN de PARP-
1 y considerando el estatus energético en el que la célula se encuentre durante la
activacion de PARP-1, podemos decir que la intensidad del estimulo que provoca
los dafios al ADN va a determinar el destino final de la célula en funcién de que el
dafio sea reparado, no reparado o que para su reparacion necesite que la célula
entre en colapso energético. Por lo tanto dependiendo del dafio al ADN, PARP-1

puede intervenir en tres rutas diferentes (Figura INT.11).

Danos al ADN

Figura INT.11. La intensidad del estimulo que induce daiios al ADN y el grado de
activacion de PARP-1, determina el destino de una célula hacia su supervivencia o su
muerte.

Destino 1: Cuando se produce un dafio leve en el ADN, la activacion de
PARP-1 va encaminada a sefializar dicho dafio. Si se repara satisfactoriamente la
célula sobrevivira. Destino 2: Estimulos intensos y de naturaleza pro-apoptotica
inducen dafios al ADN que a pesar que activar a PARP-1, no son reparados. En este
caso el dafio conduce a una activaciéon de la ruta apoptética que tiene como diana a

la propia enzima PARP-1 y la célula morira. Destino 3: Dafios excesivos, aunque no
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siempre letales, en el ADN producen un fenémeno de sobreactivacién de PARP-1,
que por su propia actividad Poli ADP-Ribosa Polimerasa consume tanto NAD* y
ATP que provoca un colapso energético en la célula y desarrollaria fendmenos de
necrosis. Como alternativa a la muerte por necrosis, surgen fendmenos de
autofagia para tratar de paliar el colapso energético y evitar la muerte celular

(Jagtap and Szabo 2005, Rodriguez-Vargas, Ruiz-Magana et al. 2012).

En los ultimos afios se ha descrito un mecanismo de muerte celular
dependiente de PARP-1, e independiente de caspasas, en el que juega un papel
fundamental la liberacion del Factor de Induccién de Apoptosis AIF (Apoptosis
Inducing Factor) desde la mitocondria y su traslocacion al nucleo celular. Este
proceso de muerte implica a la activacion de PARP-1 de manera dinamica:
fragmentos de PAR de pequefio tamafio son traslocados fuera del nicleo e inducen
cambios en la permeabilidad de la doble membrana mitocondrial. La alteracién en
la superficie de la mitocondria desencadena que se libere el factor AIF y se
trasloque al nucleo, donde induce condensacién de la cromatina y fragmentacion
del ADN. Este proceso de muerte celular mediado por Poli ADP-Ribosa se
denomina Muerte por PARtanatos (PARthanatos Cell Death) (Yu, Wang et al.
2002,Andrabi,Kim et al. 2006, Yu, Andrabi et al. 2006). Como material anexo
incluyo un esquema detallado de como se postula que se desarrolla el proceso de

muerte por PARtanatos (Figura Anexa 2).

6. Inhibicion de PARPs como terapia en distintas enfermedades

Durante los ultimos afos se han ideado una serie de estrategias
encaminadas a mejorar el conocimiento sobre la biologia de las proteinas PARPs,
para asi conocer mejor sus implicaciones en distintos des6rdenes patoldgicos.
Entre las mas clasicas contamos con el desarrollo de animales deficientes en
PARPs, destacando ratones parp-17/-y parp-27/-, la obtenciéon de lineas celulares
knockout para PARP-1 y PARP-2 o el desarrollo de una amplia bateria de
inhibidores quimicos de su actividad enzimatica. Con estas herramientas no solo se
ha constatado la implicacién de PARP-1 en distintas funciones celulares, sino
también relacionarla con distintas patologias que tanto impacto tienen en nuestra
sociedad como es el cancer o las enfermedades cardiovasculares (Shall and de

Murcia 2000, Virag and Szabo 2002, Virag 2005).
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6.1.Desarrollo de Inhibidores de PARPs: Desde que se descubrié la
actividad PARP y los principales enzimas encargadas de llevarla a cabo en 1963
(Chambon, Weill et al. 1963) se ha desarrollado toda una industria de sintesis
quimica de moléculas que pudieran inhibir dicha actividad para comprender mejor
su biologia. La gran mayoria de los compuestos con capacidad de inhibir la
actividad de las PARPs, se basan en una unién especifica al centro catalitico de las
proteinas, ejerciendo una inhibicién competitiva mediante la ocupacion transitoria
del dominio de unién al NAD*. Los primeros inhibidores desarrollados entre los
afios 70 y 80, denominados de forma general Primera Generacion o Inhibidores
Clasicos, fueron en su mayoria compuestos con estructuras moleculares similares
al NAD* que actuarian como analogos sobre el centro activo de las distintas PARPs.
Dentro de esta primera generacion destacamos la presencia de Nicotinamidas
(ICso= 210uM), originadas por el propio catabolismo de PARP-1 sobre el NAD* y
que actuaban como inhibidores endégenos de la Poli (ADP-Ribosilacion),
produciendo una regulacién negativa por retro-alimentacién (Chambon, Weill et
al. 1963, Purnell and Whish 1980). También dentro de este grupo tenemos a la
Benzamida (ICso= 22uM) o a una variacion molecular por sustitucion de la misma,
3-Aminobenzamida o 3-AB (ICso= 33uM). La 3-AB ha sido uno de los inhibidores

mas utilizados y es mucho mas potente que las Nicotinamidas (Figura INT.12).

O NH,
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o N Figura INT.12. Inhibidores de
Nicotinamida Nicotinamida 3-AB . ., ,
ICoo= 210 pM ICeo= 22 UM ICeo= 33 UM Primera Generacion de Proteinas

PARPs

A pesar de que esta generacion de inhibidores eran muy eficaces
sensibilizando a la radio y quimioterapia (con agentes alquilantes) a células
tumorales, como resultado de una importante deficiencia en los sistemas de
reparacion del ADN, existen varios inconvenientes en el uso tanto de las
Nicotinamidas como de la 3-AB; basados en la generalidad de los mismos que las
hacen ser muy poco especificos sobre las PARPs y en los efectos secundarios sobre
viabilidad celular, metabolismo de la glucosa, sintesis del ADN. En el caso concreto

de la 3-AB, si se quiere aplicar en terapia combinada con quimio o radioterapia,
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necesita ser usado en concentraciones del orden miliMolar (mM), volviéndose

altamente toxica (Milam and Cleaver 1984,Virag and Szabo 2002, Virag 2005).

El interés en desarrollar nuevos compuestos quimicos mas especificos en
cuanto a la inhibicién de la PARilaciéon y con menos efectos secundarios no
deseados, llevé a obtener una Segunda Generacion de Inhibidores. Su obtencién
fue posible gracias al mejor conocimiento de la estructura de PARP-1 y de como se
desarrollaba la interaccién de la proteina con el ADN. Esta nueva bateria de
inhibidores se desarrollé a lo largo de la década de los 90, destacando que la mayor
contribucidn en el area la realiz6 el grupo del doctor M. Banasik (Banasik, Komura
et al. 1992), que contribuyé con mas de 170 farmacos como potenciales drogas
inhibitorias de PARP-1. Su grupo permiti6 el desarrollo de los siguientes
inhibidores: 1,5-dihidroxi-isoquinolona; 2-metilquinazolin-4-[3H]-ona; 4-amino-

1,8-naftalimida (ANI) y 2-nitro-6-[5H]-fenanthridinona (Figura INT.13).
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OH “ZN

1,5-dihidroxi- 2-metilquinazolin- ANI NO,
isoquinolona 4-[3H]-ona ICyo= 0.18 UM 2-nitro-6-[5H]-
IC50=0.39 uM ICs0= 5.6 UM fenanthridinona

IC5o= 0.35 uM

Figura INT.13. Inhibidores de Segunda Generacion de Proteinas PARPs

Todos estos compuestos son altamente especificos y muy potentes
inhibidores de la PARilacion (ICso< 1uM). A partir de los estudios del laboratorio
de Banasik se permiti6é conocer con exactitud los requisitos moleculares minimos,
que precisaria una molécula de nueva sintesis para poder actuar como inhibidor

eficiente de PARPs.

Los trabajos realizados con esta segunda generacion de moléculas, a
concentraciones del orden microMolar (uM, concretamente 50-100 pM) muestran
importantes efectos potenciadores en la sensibilizacién de distintas lineas
tumorales al tratamiento con distintos agentes antineoplasicos y radioterapia; muy
superiores a los conseguidos con las Benzamidas que requerian concentraciones

en uso de 1 a 5 mM. Otro hecho importante es que esta nueva bateria de
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inhibidores pudo ser empleada en tratamientos combinados con compuestos que
inducian dafios al ADN como el Cis-Platino; ademas no potenciaban efectos
citotoxicos no deseados durante el empleo de dichos compuestos no dependientes

de dafios al ADN.

La resolucion de la estructura cristalina del dominio catalitico de PARP-1,
permitié perfeccionar ain mas la sintesis de compuestos inhibitorios (Ruf,
Mennissier de Murcia et al. 1996) . Mediante cristalizacién de diversos inhibidores
como la 4-amino-1,8-naftalimida o NU1025 en el sitio de unién al NAD* del
dominio catalitico de PARP-1, se revel6 la importancia de los enlaces de hidrégeno
entre el grupo amida de los inhibidores y la Ser904 y la Gly863 de la proteina.
Estos enlaces son los mas fuertes y por tanto aumentan la potencia y selectividad
del inhibidor, por la presencia del grupo amida del inhibidor anclado con una
conformacion fija a través de su insercion en un anillo aromatico (Ruf, Mennissier
de Murcia et al. 1996, Peralta-Leal, Rodriguez-Vargas et al. 2009) . Con el avance en
cristalografia y biologia estructural se consigue obtener una Tercera Generacion
de Inhibidores destacando los compuestos triciclicos derivados de lactano-
indoles y los Benzamidazoles (Canan Koch, Thoresen et al. 2002, Calabrese,
Almassy et al. 2004) , destacando a moléculas como AG14361. Todos estos
compuestos son extremadamente especificos, selectivos y potentes, mostrando

ICso del rango de nanoMolar (Figura INT.14).

- Figura INT.14. Inhibidores de Tercera
N Generacion de Proteinas PARPs

cH OH
AG14361 ' UN 1085
ICso= 90 NM IC50= 80 NM

Actualmente existe una nueva bateria de inhibidores, desarrollados en los
ultimos 10 afios, que presentan unas caracteristicas idéneas para alcanzar la fase Il
en tratamientos antitumorales con pacientes. Destacamos el PJ34 (/N-(6-Oxo-5,6-
dihydro-phenanthridin-2-yl)-N,N-dimethylacetamide]) con IC50=20 nM, Olaparib con
[C50=5 nM y KUDOS con I[Cs50=3,2 nM. Para el desarrollo se esta tesis se han

empleado muchos de estos inhibidores quimicos de PARPs de ultima generacién
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que presentan alta selectividad por PARP-1 y con ICso del orden de nM; todos ellos
estan recogidos en el apartado de material y métodos. Ademas todos se estan

empleando en distintas fases clinicas.

6.2.PARP-1 y Carcinogénesis: Empleo de los Inhibidores de PARPs

Como ya hemos comentado la correcta funcionalidad de PARP-1 es
necesaria para que se reparen satisfactoriamente los dafios que ocurren en el ADN.
Es conocido que la respuesta a dafios al ADN tiene importantes consecuencias
tanto para el mantenimiento de la estabilidad genémica como para el proceso de
malignizaciéon de una célula, por lo tanto para el desarrollo de un tumor. Es
conocido que la naturaleza e intensidad con que se vea afectado el ADN, va a
determinar la contribucion que PARP-1 tenga sobre el desarrollo de un proceso
tumoral. Analizando cémo las células reparan los dafios al material genético, se
pueden disenar diversas estrategias encaminadas a atacar estas rutas de
adaptacidén y supervivencia (Figura INT.15) (Bernstein, Bernstein et al. 2002, Kim,

Zhang et al. 2005).

7
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Figura INT.15. Correlacion entre fendmenos de dafios al ADN y Carcinogénesis. Papel de
PARP-1 en la inestabilidad gendémica y formacion de células tumorales (Bernstein,
Bernstein et al. 2002).

En este sentido se desarrolld una estrategia basada en el uso de inhibidores
de PARP-1 en el tratamiento quimioterapéutico o en la potenciacion de la
radiosensibilizacion de diverso tipos tumorales. La observaciéon de que PARP-1 se
activa fuertemente por accidn de radiacion ionizante y agentes metilantes del ADN,
propicio un interés creciente por examinar los efectos de los inhibidores de PARPs

con dichos agentes. Tras el desarrollo de la Segunda Generacidn de Inhibidores, se
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abordo el disefio de los nuevos compuestos en dos sentidos: buscar células diana
genéticamente predispuestas a morir cuando se perdia la actividad PARP o
combinar la inhibicién de PARPs con distintos agentes quimioterapéuticos o
radioterapia. El mecanismo de Letalidad Sintética estd basado en que células que
presentan defectos en la maquinaria de reparacién de dafios de doble cadena o
DSBs, sobre todo aquellas con importantes mutaciones en BRCA, se vuelven
tremendamente dependientes de la actividad PARP-1 y del Sistema de Reparacion
por Excisién de Bases (BER) para mantener la integridad del genoma (Figura
INT.15) (Saleh-Gohari, Bryant et al. 2005). La eficacia del mecanismo de letalidad
sintética ha sido validada en estudios donde se muestra la capacidad de los
inhibidores de PARPs como potentes agentes quimioterapéuticos, en monoterapia,
en modelos preclinicos de inactivacion de BRCA1 y BRCAZ2 tanto in vitro como in
vivo (Bryant, Schultz et al. 2005, Farmer, McCabe et al. 2005) . En estos modelos
con deficiencias en BRCA1 y BRCA2Z, cuando se inhibe PARP-1 y PARP-2, no se
resuelven satisfactoriamente las lesiones de cadena simple en el ADN,
desarrollandose dafios de doble cadena (DSBs). La deficiencia en BRCA1 o 2 no
permite a estas células completar satisfactoriamente la recombinacién homdéloga,
principal ruta de reparaciéon de dafios de doble cadena, con lo cual la inhibicién de
PARP resulta en un incremento en la inestabilidad genémica y de la muerte celular
(Bryant, Schultz et al. 2005). En pacientes donde existen mutaciones hereditarias
de BRCA, los inhibidores de PARPs suponen una terapia selectiva hacia tejidos
tumorales (deficientes en BRCA) en comparaciéon con los tejidos normales
(heterocigotos para BRCA). Esto llevé a la busqueda de otras mutaciones o
deficiencias que permitieran desarrollar el mecanismo de letalidad sintética de
inhibidores en monoterapia; asi se realizé un screening que arroj6 a otros
candidatos de la ruta de reparacién por recombinacién homoéloga (McCabe, Turner
et al. 2006) , proteinas de reparaciéon de ADN como RAD51 o el gen supresor de
tumores PTEN. Mutaciones o deficiencias en RAD51 y PTEN son una herramienta
muy actual que se estan utilizando en canceres con prondstico grave como son los
glioblastomas (Mendes-Pereira, Martin et al. 2009). A pesar de todos los resultados
obtenidos, el mecanismo por el cual se desarrolla la letalidad sintética no esta
totalmente dilucidado; incluso hay evidencias de que se puede dar letalidad

sintética mediada por la inhibiciéon de las Tanquirasas (ARTD 5 y 6) y los genes
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BRCA (McCabe, Cerone et al. 2009), sugiriendo un mecanismo alternativo e

independiente a la inhibicién de PARP-1 y PARP-2.

Un hecho muy llamativo que se ha observado es que células tumorales con
deficiencias en BRCA1 y BRCAZ2, pueden presentar cierta resistencia a inhibidores
de PARPs en monoterapia, debido a una reactivacion de dichos genes BRCA a
través de mutaciones secundarias (Ashworth 2008, Edwards, Brough et al. 2008,
Sakai, Swisher et al. 2008), sobretodo en lineas con mutaciones en el gen brcaZ el
cual por su importancia en el mecanismo recombinacion homoéloga, puede

promover alta tasa de mutaciones secundarias.

La alternativa en la utilizacién de inhibidores de la PARilacién en terapia
tumoral, es usarlos como potenciadores en tratamientos de quimio o radioterapia;
es decir usarlos en terapia combinada por ejemplo con agentes alquilantes,
inhibidores de Topoisomerasas I o radiaciones ionizantes en lineas tumorales
humanas in vivo o incluso en xendgrafos de tumores humanos in vivo (Ratnam and
Low 2007). Uno de los casos mas llamativos lo encontramos en el uso en terapia
combinada del inhibidor AG014699 con el agente metilante Temozolomida

(Plummer, Jones et al. 2008).

6.3.PARP-1 y otros desordenes patologicos

Esta bien caracterizado que varias proteinas de la familia PARP se activan
rapidamente antes distintas condiciones patofisiolégicas y que dicha activacion es
prolongada y continuada en el tiempo, mientras exista el desorden patologico. Un
ejemplo es la importante producciéon de polimero de ADP-Ribosa durante la
oclusién de la arteria cerebral media o cuando se dan fen6menos de reperfusion
(Faro, Toyoda et al. 2002) . Durante infartos de miocardio severos y en situaciones
de trasplantes de corazoén, también hay una importante activacién de PARP-1 y
PARP-2 (Soriano, Liaudet et al. 2002). En general el shock tanto hemorragico como
séptico, induce actividad PARP en pulmones de ratones sometidos a un modelo
agudo de Sindrome de Fatiga Respiratoria; del mismo modo en modelos de
diabetes también se observa dicha actividad (Pacher, Liaudet et al. 2002,
Pyriochou, Olah et al. 2008). A continuacién analizamos algunos de los desérdenes

patolégicos mas destacados donde se ha descrito una funcién para Poli (ADP-
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Ribosilaciéon) y en los que se deriva un beneficio tras el tratamiento con

inhibidores de PARPs.

6.3.1. Regulacion del Sistema Inmunoldgico: Las proteinas PARPs tienen
una gran influencia sobre el sistema inmunolégico, siendo capaces de regular
distintas enfermedades inflamatorias. Es conocido que influyen en la maduracion y
diferenciacion de células inmunolégicas. Durante la recombinacién VD] de las
Inmunoglobulinas, que ocurre tanto en linfocitos B como T, surgen
reordenamientos continuos del ADN que pueden desencadenar fallos y rupturas de
doble cadena; se ha propuesto un papel activo en la sefializacién de dichos fallos
por parte de proteinas PARPs para que sean reparados satisfactoriamente
(Taccioli, Rathbun et al. 1993) ya que se sabe que el uso de inhibidores de PARPs
provoca una alteracion en la sintesis de anticuerpos y una deficiente respuesta
humoral en el organismo (Ambrose, Willimott et al. 2009). No solo se ve afectada la
produccion de inmunoglobulinas, sino que se sabe que ratones parp-1~/- muestran
un alto porcentaje de fenotipos anormales de linfocitos B, debido a alteraciones en
la transcripcion del gen Bcl6 (dependiente de la falta de uniéon de PARP-1 a su
region promotora), que causa que los linfocitos no puedan madurar desde sus
lineas germinales (Ambrose, Papadopoulou et al. 2007). El caso de linfocitos T es
muy similar y se conoce que animales parp-17/- presentan bajas poblaciones de
células CD4+*T y practicamente no sintetizan Interleuquina-2 (IL-2), por lo que la
respuesta inflamatoria en estos animales estd anulada (Nasta, Laudisi et al. 2010).
PARP-2 también afecta al nimero de células T a través de una parada en el proceso
Timopoiesis. Como ya se dijo en el apartado de funciones de PARP-2, esta proteina
estad muy expresada en el regién Subcapsular del Timo y su alteracién provoca una
anormal produccion de células T (apartado 4.2 de la Introduccion) (Yelamos,
Monreal et al. 2006, Nicolas, Martinez et al. 2010).

6.3.2. PARP-1 en Patologias Neuronales: Estd constatado que PARP-1
juega un papel activo en la muerte celular necrética que ocurre en tejido neuronal
bajo condiciones de exotoxicidad, isquemia, reperfusiéon o incluso cuando existe
una dafio traumatico cerebral (Tentori, Lacal et al. 2007). La Lesiéon Traumatica
Cerebral o TBI (Traumatic Brain Injury), también conocida como lesién
intracraneal, ocurre cuando se dan fuerzas extremas sobre el craneo, la cuales
causan un trauma fisico sobre el cerebro. Este tipo de lesiones causa un importante
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porcentaje de muertes entre nifios y personas adultas al afio en todo el mundo.
Dentro de la patofisiologia del TBI se produce un importante incremento del estrés
oxidativo y nitrosativo que acarrea una potente activacion de PARP-1 (Martin-
Oliva, Aguilar-Quesada et al. 2006, Bryant, Petermann et al. 2009, Rodriguez,
Gonzalez-Flores et al. 2011), en respuesta a los dafios al ADN ocasionados por la
especies reactivas de tipo ROS y RNS. La presencia persistente en el tiempo de
Peroxinitritos durante lesiones tipo TBI hace que PARP-1 se active a los 30
minutos tras producirse el trauma y se prolongue hasta 72 horas después del
mismo (Virag and Szabo 2002, Pacher, Beckman et al. 2007). Se ha visto como
distintos inhibidores de PARPs como INH2B (5-iodo-6-amino-1,2-benzopyrone),
INO-1001, PJ34(/N-(6-0Oxo0-5,6-dihydro-phenanthridin-2-yl)-N,N-imethylacetamide]),
o incluso su eliminacion genética, impiden el dafio neurotéxico inducido por TBI
(LaPlaca, Raghupathi et al. 1999, Besson, Croci et al. 2003, Besson, Margaill et al.
2003, Pacher, Beckman et al. 2007).

6.3.3. PARP-1 en Infeccion con VIH: Existen multitud de resultados que
evidencian un papel activo de PARP-1 en la infeccién por el virus del SIDA. Impedir
la localizacién nuclear de PARP-1 tiene consecuencias durante la infeccién
(Molnar, Toth et al. 2006), ya que se relacionaria a PARP-1 con la mayor
susceptibilidad de la célula hospedadora a incorporar la secuencia virica en su
ADN. Estudios independientes han demostrado que inhibidores de primera
generacion de PARPs como son los derivados de la benzopironas y de las
Nicotinamidas, presentan potentes efectos antivirales en células infectadas por VIH
(Pacher and Szabo 2006). En la actualidad se cree que PARP-1 es necesaria para la
integracion y la transcripcion de virus, pero el mecanismo por el cual actia y que
permitiria utilizarla como diana terapéutica atin no se conoce.

6.3.4. PARP-1 y la Enfermedad del Parkinson: El Parkinson es un
desorden neurolégico del Sistema Nervioso Central, que implica muerte de
neuronas que contienen dopamina, localizadas en la sustancia negra cerebral. Se
ha demostrado la produccién y relaciéon de especies reactivas del oxigeno (ROS) y
del nitrégeno (RNS) con la neurotoxicidad inducida por la toxina MPTP; hay
evidencias directas de que dicha toxina se relaciona con la inducciéon de la
enfermedad de Parkinson en modelos de ratén (Akiyama, Takasawa et al. 2001).

Tratamientos simultdneos con 5 inhibidores de PARPs aminoran la pérdida de
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catecolaminas inducidas por la toxina MPTP, por lo que podrian utilizarse como
farmacos putativos en el tratamiento de la enfermedad (Oliver, Menissier-de

Murcia et al. 1999, Stevens, Li et al. 2007).
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INTRODUCCION II: Procesos de Muerte Celular

1. Concepto de Muerte Celular y Clasificacion

El proceso de muerte celular es considerado como un conjunto de cambios
que ocurren en el interior de la célula, que desembocan en que ésta pierda la
capacidad de desarrollar sus funciones vitales basicas, llevando a un colapso
metabolico y una pérdida total de su viabilidad. Los procesos de muerte celular
ocurren continuamente en los tejidos que conforman a un organismo y constituyen
un aspecto crucial en el desarrollo, mantenimiento y reparacion de los mismos; se
sabe que diariamente entre 50 y 70 millones de células mueren de forma
programada en un humano adulto sano, como consecuencia de la renovacién
tisular (Reed 1999). Asi en organismos multicelulares el balance entre
proliferacién y muerte celular es esencial para el control del nimero de células que
conforman el tejido o el 6rgano (Broker, Kruyt et al. 2005). Se puede establecer
que el mantenimiento de la homeostasis celular en los tejidos no es solo el
principal factor que desencadena procesos de muerte celular. Las respuestas
fisiologicas y patofisioldgicas a lesiones fisicas o genéticas, desarrollo embrionario,
privacion de nutrientes u oxigeno, pérdida de contacto célula-célula o la infeccién
con diversos patégenos, también son factores desencadenantes de un tipo u otro
de muerte celular (Cory and Adams 2002, Cory, Huang et al. 2003, Broker, Kruyt et
al. 2005, Kroemer, Galluzzi et al. 2009).

En relacion con procesos patolégicos, hay que destacar que el cancer suele
caracterizarse por una muerte celular insuficiente debido a deficiencias genéticas
en los mecanismos de activacidn y ejecucion de los procesos de muerte celular.
Ademas se conoce que multitud de enfermedades degenerativas que afectan al
sistema inmunolégico, nervioso y cardiovascular, como el SIDA, Alzheimer o
Parkinson, tienen en comudn una activaciéon inadecuada de los procesos de muerte
celular, lo que afectaria fuertemente al nimero de células funcionales que se

presenten en los tejidos u 6rganos mas afectados (Ranger, Malynn et al. 2001).

Algo que caracteriza a todo proceso de muerte celular es la presencia del
denominado Punto de No Retorno, es decir, el momento a partir del cual el

proceso de muerte celular es totalmente irreversible y conllevara la pérdida total
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de viabilidad en la célula. Debido a que el Punto de No Retorno varia entre los
distintos procesos de muerte, se organizd en 2005 un Comité para la Nomenclatura
de Muerte Celular (NCCD) o Nomenclature Committee on Cell Death, el cual
propone que una célula se considera como “muerta” cuando presenta alguna (o
todas) de las siguientes caracteristicas morfolégicas o bioquimicas (Kroemer, El-

Deiry et al. 2005):

% Pérdida total de la integridad de la membrana plasmatica, lo que resulta en una

pérdida de la integridad celular.
¢ Fragmentacidn celular que origina los denominados “Cuerpos Apoptoticos”.

% Captura y digestion por parte de células adyacentes in vivo, de la célula

completa o de fragmentos de la misma.

El comité NCCD propuso una serie de criterios mas especificos que
permitirian definir cada proceso de muerte celular e incluirlo en un grupo general
que mantuviese caracteristicas similares. Primero definiré los criterios y a

continuacion estableceré los grupos de clasificacion.

La muerte celular puede ser clasificada de acuerdo a 4 grandes grupos de
criterios: (A) Apariencia Morfoldgica donde se incluiran los procesos de apoptosis,
necrosis, autofagia, entosis, etcétera. (B) Criterios Enzimolégicos en funcion de que
intervengan o no nucleasas y proteasas degradativas. (C) Aspectos Funcionales que
permitiran establecer si el proceso de muerte estd o no programado
genéticamente, o es resultado de un proceso patoldgico. (D) Caracteristicas
Inmunoldgicas en funcién de que intervenga o no el Sistema Inmunoldgico del

Organismo (Melino 2001, Kroemer, El-Deiry et al. 2005).

Atendiendo a las caracteristicas morfolégicas o bioquimicas propuestas, el

comité NCCD estableci6 3 grandes grupos de Procesos de Muerte Celular:

% Muerte Celular Programada: aquella que ocurre durante el proceso
embrionario, post-embrionario o durante el mantenimiento de la homeostasis

de los tejidos.
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% Muerte Celular Regulada: aquella que siendo o no programada, su inicio o
ejecucion esta mediado por una maquinaria celular determinada por lo tanto es

facil de controlar mediante herramientas terapéuticas.

¢ Muerte Celular Accidental: aquella que ocurre tras un dafio severo al
organismo o a la célula, que practicamente es irreversible y que se manifiesta

con caracteristicas de necrosis.

En el afio 2012 el NCCD propone una serie de recomendaciones para definir
correctamente las distintas morfologias de muerte celular y usar la terminologia
adecuada para cada proceso. Esto supone un gran progreso en la exploraciéon
bioquimica y genética de cada proceso, estableciendo una clasificacion funcional de

la siguiente forma (Galluzzi, Vitale et al. 2012):

% Apoptosis

Por Ruta Extrinseca Por Ruta Intrinseca
«» Necrosis

R/

¢ Muerte Celular Autofagica

¢ Otros tipos:

Cornificaciéon Muerte por PARtanatos (PARthanatos)
Catastrofe Mitética Piroptosis

Anoikis Netosis Paraptosis
Entosis Pyronecrosis Exotoxicidad

2. Apoptosis: Muerte Celular Programada de Tipo I

La apoptosis es un proceso de muerte celular programada que
fisiolégicamente estd conservado en todos los organismos eucariotas superiores,
desde nematodos hasta vertebrados superiores, pasando por plantas (Ellis, Yuan et
al. 1991). Como tal, tiene gran importancia durante el desarrollo embrionario y en
la etapa adulta del individuo, ya que es uno de los principales métodos de
eliminacion celular para el mantenimiento de la homeostasis tisular (Ellis, Yuan et
al. 1991). Se caracterizé por primera vez en el afio 1972 por Kerr(Kerr, Wyllie et al.

1972); el mecanismo molecular de la apoptosis esta bien conservado a lo largo de
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la evolucién y la mayor parte del conocimiento en la ruta lo aport6 un pequefio
gusano Caenorhabditis elegans, en el cual se identificaron por primera vez los
genes implicados en la ruta o genes ced (cell death abnormal) concretamente los
genes ced-3, ced-4 y ced-9(Hengartner and Horvitz 1994, Hengartner and Horvitz
1994, Hengartner 1996, Chinnaiyan, O'Rourke et al. 1997, James, Gschmeissner et
al. 1997). Estudios posteriores demostraron la existencia de genes homoélogos a
ceds en humanos, lo cudl ha sido crucial en el avance de la biomedicina en distintas
patologias y enfermedades; tanto es asi que el premio nobel de Medicina recayé en
el afio 2002 sobre los cientificos Sydney Brenner, John Sulston y H. Robert Horvits,
por sus trabajos en los cuales demostraron qué genes de la familia ced tenian
funcidn iniciadora de la apoptosis (genes pro-apoptoéticos) y cuales era capaces de

reprimir el proceso (genes anti-apoptéticos).

El proceso de apoptosis se caracteriza por la aparicién de una serie de
eventos moleculares y morfolégicos que se encuentran bien definidos (Wyllie, Kerr
et al. 1980) y que se resumen en las siguiente etapas: (A) Condensacion del
citoplasma y compactaciéon de la cromatina (B) Activacion de Endonucleasas
celulares y fragmentacion oligonucleosomal del ADN en fragmentos de 180 pares
de base o multiplo de éstos y (C) Fragmentaciéon Celular en unas estructuras
caracteristicas que pasaremos a llamar “Cuerpos Apoptdticos”, en un proceso que
tradicionalmente se ha denominado Blebbing. Este proceso surge por una
importante dilatacién del Reticulo Endoplasmatico que origina vesiculas, que
tienden a unirse a la membrana plasmatica, adquiriendo esta forma caracteristica
en burbujas. Al mismo tiempo se produce una reorganizacién de la membrana
celular, en la cual las moléculas de Fosfatidilserina quedan expuestas a la cara
externa de la membrana, convirtiéndose en una sefial para que las células vecinas
fagociticas las eliminen (Fadok, Bratton et al. 2000). La activacién de las proteasas
llamadas Caspasas, es el principal responsable de los cambios en la morfologia

celular que caracteriza a la apoptosis (Figura INT.16).
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Figura INT.16: Etapas de la Apoptosis. (1) Disminucion del volumen celular y condensaciéon
de la cromatina (2) Fragmentacion del ADN, aparicién de protuberancias en la célula. Proceso
de Blebbing y fragmentacién celular (3) Fagocitosis

Los cuerpos apoptéticos van a ser eliminados mediante fagocitosis por
macrofagos y por las células vecinas, evitando asi que el material intracelular de la
célula apoptdtica entre en contacto con el Sistema Inmunoldgico, lo que podria

desencadenar una respuesta inflamatoria no deseada.

2.1.Caspasas: Constituyen un conjunto de proteasas de la familia de las
Cistein Proteasas (cystein aspartyl-specific proteases), tremendamente
conservadas en la evolucién y principal componente regulador y ejecutor de la
apoptosis. El acréonimo caspasa fue adoptado por convenio en 1996 (Alnemri,
Livingston et al. 1996). En las células estan constitutivamente expresadas como
proenzimas o zimégenos y se activan por protedlisis, tras la estimulacién de la

apoptosis.

En humanos existen 11 genes que codifican paras las 11 caspasas descritas
hasta la fecha, de la caspasa 1 a la caspasa 10 y la caspasa 14 que tan solo se
expresa en queratinocitos(Pop and Salvesen 2009). Como ya he comentado, todas
ellas se sintetizan en forma de zimo6genos o procaspasas. De forma general todas
las procaspasas contienen un prodominio N-Terminal, una subunidad grande o

p20 y una subunidad pequefia o p10 (Figura INT.17).
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El centro catalitico de las caspasas se localiza en la subunidad p20, donde se
localiza un residuo de Cisteina o residuo 285, que forma parte de una pequena
secuencia “QACXG” muy conservada dentro de la familia. Entre la subunidad p20 y
p10 forman el punto de reconocimiento y anclaje al sustrato, pero la especificidad
sobre el mismo, recaera sobre subdominios especificos de la region p10. La
protedlisis que procesa la procaspasa hacia proteasa activa, se lleva a cabo sobre la
union del prodominio N-Terminal con la region p20, quedando libre el prodominio
y dejando una forma activa del enzima (Lavrik, Golks et al. 2005). Por su estructura
caracteristica, las caspasas activas van a presentar dos sitios cataliticos, uno por
cada mondmero que las forman. Van a ser capaces de reconocer secuencias de
cuatro aminoacidos P4-P3-P2-P1, de forma que cortan después del aminoacido
carboxiterminal o P1, que suele ser una residuo de Aspartico (Li and Yuan 2008).
Se ha descrito que el residuo P3 suele ser un Glutdmico mientras que P2 y P4 son
variables, asi la secuencia de reconocimiento de corte mantiene la morfologia X-

Glu-X-Asp(Lavrik, Golks et al. 2005).

2.2.Tipos de Caspasas: Atendiendo a sus caracteristicas morfolégicas y
funcionales se suelen agrupar a las caspasas en 3 familias funcionales. A pesar de
ser caspasa, algunas de ellas pueden estar relacionadas con funciones no
apoptéticas como son diferenciaciéon celular, migracién o incluso en la
proliferacion de lineas de linfocitos (Kuranaga and Miura 2007). Asi los tres grupos
que establecemos son Caspasas Pro-apoptoticas, Caspasas Pro-inflamatorias y
Caspasa 14, especifica de la diferenciacion de queratinocitos. Cldsicamente se
solian agrupar unicamente en dos grupos funcionales, asi se las denominaba
Caspasas Iniciadoras y Caspasas Ejecutoras o Efectoras. El concepto de caspasa

pro-inflamatoria hace referencia a ciertas funciones atribuibles a un pequefio
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grupo de caspasas, relacionadas con la sobreactivaciéon de células implicadas en la

respuesta inflamatoria (Pop and Salvesen 2009).

Las Caspasas Iniciadoras son capaces de activarse por recepcion de la
sefial pro-apoptotica y también por autocatalisis por proximidad; este grupo lo
componen las caspasas 8, 9, 10, 2, 1, 4 y 5 y todas ellas son capaces de transmitir
las sefial apoptética a las ejecutoras. Las Caspasas Ejecutoras o Efectoras serian
las caspasas 3, 6 y 7 y son las encargadas del desmantelamiento de la arquitectura
celular por presentar multitud de sustratos relacionados con supervivencia celular
(proteinas del citoesqueleto tipo actina, fodrina o plectina), reparacién de dafos al
ADN (PARP-1 entre otras) y proteinas implicadas en el control del ciclo celular
(MDM2 por ejemplo). El hecho de que las caspasas efectoras se activen por
protedlisis inducida por caspasas iniciadoras, hace que a la apoptosis en ocasiones

se la denomine Cascada Apoptética (Figura INT.18).
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2.3.Principales Vias de Activacion de las Caspasas: Dos pueden ser
consideradas las principales vias de induccién y desarrollo de la apoptosis.

2.3.1. Via Extrinseca o a través de Receptores de Muerte: La caspasa
responsable del inicio de la via extrinseca es la caspasa iniciadora 8. Es una ruta
que se induce a partir de la unién de distintos tipos de ligandos de muerte como
son TRAIL, TNF-a o Fas-L, a sus respectivos receptores que se localizarian en la
membrana celular. El resultado de la union ligando-receptor es la trimerizacion de
éste y la formacion de un complejo multiproteico conocido como DISC (Complejo
Inductor de Sefiales de Muerte o Death Inducing Signaling Complex). Sobre DISC se

podra unir la caspasa 8 que a través de un mecanismo de activacion por
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aproximacion se auto-activa y desencadena toda la ruta apoptotica(Strasser,
O'Connor et al. 2000, Igney and Krammer 2002, Lavrik, Krueger et al. 2003, Lavrik,
Golks et al. 2005)(Figura INT.19).

De forma general, todos los receptores de muerte son proteinas
transmembrana de Tipo-I, por lo cual se conforman de un Unico dominio
transmembrana con su extremo N-Terminal hacia el medio extracelular y el C-
Terminal hacia el medio intracelular. En el extremo N-Terminal localizamos de dos
a cuatro dominios extracelulares ricos en Cisteinas que denominamos Dominio
CRD (Cystein-Rich Domain) que estan implicados en la interaccién con el ligando de
muerte. En el extremo C-Terminal localizamos la secuencia o dominio de muerte
DD (Death Domain) que presenta en torno a 80 aminodacidos y que van a servir
para reclutar las proteinas adaptadoras TRADD o FADD (Ashkenazi and Dixit
1998).

Se han descrito 3 vias de sefializacién de ligandos de muerte, una por cada
ligando conocido, TRAIL, Fas-L o TNF-a; manteniendoéstos sus 3 receptores
respectivos. La union entre TNF-a y su receptor TNFR1, resulta en la formacién
de un Complejo I en la superficie celular que transduce una sefial intracelular que
incrementaria la expresion de NF-xf3, el cual activaia genes relacionados con la
supervivencia celular. Ademads se origina un segundo complejo intracitosélico o
Complejo II, que seria capaz de activar la ruta extrinseca de apoptosis. La
formacion del Complejo I permite la unién de TRADD a los dominios de muerte DD
del receptor; esto permite que la proteina RIP1 (Receptor Interacting Protein
Kinase 1) se le una también a DD (Ashkenazi and Dixit 1998). La configuracion final
del complejo I la constituyen las proteinas TRAF2/5 (TNFR-Associated Factor 2/5)
y c-1AP1, y localizandose ya en los Lipid Rafts(Legler, Micheau et al. 2003). De este
modo se permite la activaciéon de NF-xf3 (Hsu, Shu et al. 1996,Baud and Karin 2001,
Varfolomeev and Ashkenazi 2004). Para que se origine el Complejo II se necesita
que tras la trimerizacion del receptor, se libere la proteina inhibidora SODD
(Silencer of Death Domain) del dominio intracelular de TNFR1 y permitiendo que
se le una la proteina adaptadora TRADD (TNFR-Associated Death Domain), que va a
servir de proteina acopladora para el resto de componentes que configuraran el

complejo DISC (Smith, Farrah et al. 1994). Algo especial del TNF-a radica en su
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capacidad de inducir tanto procesos de muerte como de supervivencia. Esto ha
supuesto que a pesar de haber sido descrita inicialmente como una importante
citoquina en el tratamiento antitumoral, su uso esté sujeto a multitud de

controversias (Bertazza, Mocellin et al. 2008). (Figura INT.19).

La union de Fas-L (Fas, CD95 o APO-1) con su receptor Fas-R produce
una rapida formacion del complejo DISC a través de los dominios DD (Medema,
Scaffidi et al. 1997), requiriendo de nuevo la unién de FADD, el cual a través de su
dominio DED interacciona por una parte con el dominio DD del receptor Fas-R y
por otra con la pro-caspasa 8. Una vez que se agreguen 2 o mas moléculas de pro-
caspasa 8, se auto-activan por proximidad, es decir por auto-proteolisis. La
activacion de las pro-caspasas 8 puede inhibirse por FLIP, que también presenta el
dominio DED, que le relaciona estructuralmente a caspasa 8, pero sin llegar a
tener la actividad proteasa de ésta. FLIP por lo tanto presentaria una funcién
claramente antiapoptdética(Rasper, Vaillancourt et al. 1998) en este modelo. Se ha
demostrado que la unién Fas-L/Fas-R no siempre da lugar a procesos de muerte
apoptotica y recientemente se ha identificado la activaciéon de diversas rutas de
supervivencia mediadas por Fas-L. Asi por, ejemplo, es capaz de activar la ruta de
NF-kf3 y MAPk (concretamente ERK1/2, JNK 1/2 y p38) lo que est estrechamente
relacionado con fendmenos de proliferacion e invasividad en células tumorales
(Barnhart, Legembre et al. 2004, Legembre, Barnhart et al. 2004), por lo que se uso

en clinica es controvertido.

El tercer caso lo encontramos en TRAIL (TNF-Related Apotosis-Inducing
Ligand) que es una proteina transmembrana tipo II, expresada en la mayoria de
células del Sistema Inmunolégico y que juega un papel en la eliminacién de células
infectadas por virus o tumorogénicas(Hayakawa, Screpanti et al. 2004). La unidén
entre TRAIL y sus receptores TRAIL-R es mas compleja que en los casos
anteriores, basicamente porque en humanos se localizan hasta 5 receptores
TRAIL-R, numerados de TRAIL-R1 a TRAIL-R5. Se conoce que la unién entre TRAIL
y TRAIL-R1 y TRAIL-R2 va a inducir apoptosis (Screaton, Mongkolsapaya et al.
1997,Sheridan, Marsters et al. 1997, Walczak, Degli-Esposti et al. 1997). Se sabe
que el estrés del Reticulo Endoplasmatico a través de la activacién del factor de

transcripciéon CHOP o los dafios al ADN, a través de p53, pueden inducir expresion
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de TRAIL-R2, lo cual favorece su uniéon con TRAIL y la induccién de apoptosis (Wu,
Burns et al. 1997, Yamaguchi and Wang 2004). Se sabe que la expresion o sobre-
expresion de los receptores TRAIL-R3 y TRAIL-R4 desencadena una represion de
la apoptosis, incluso en el caso de TRAIL-R4 se sabe que es capaz de activar la ruta
de NF-kB, con lo cual favordaeta supervivencia celular y una respuesta

claramente antiapoptdética(Degli-Esposti, Dougall et al. 1997, Kimberley and
Screaton 2004). Esta descrito que el balance entre las rutas de apoptosis y de
supervivencia que regulan los receptores de TRAIL, puede marcar el destino final
de una célula; por lo tanto en células tumorales donde se tiende a mantener
inhibidas o reprimidas las rutas de muerte apoptética, ciertos receptores de TRAIL
estarian encaminados a la supervivencia, adaptacion y proliferacion del tumor.
Esto ha implicado a TRAIL en muchos tipos de tumores como molécula
sefializadora importante, capaz de inducir procesos tales como la autofagia
adaptatativa cuando se las somete a tratamiento con TRAIL en monoterapia

(Herrero-Martin, Hoyer-Hansen et al. 2009). (Figura INT.19).

2.3.2. Via Intrinseca o Mitocondrial: es una via que se activa
principalmente como respuesta a dafos celulares inducidos por radiacién
ultravioleta, agentes genotoéxicos y retirada de factores de crecimiento. A pesar de
que la mitocondria supone el soporte energético vital de todas las células, también
son organulos que se relacionan con los procesos de muerte celular en respuesta a
determinados tipos de estrés. El fundamento de esta via es la liberaciéon de
componentes del espacio intramembranoso mitocondrial al citosol, en respuesta a
tipos concretos de estrés. Las principales proteinas pro-apoptoéticas mitocondriales
liberadas durante la via mitocondrial son Citocromo-C, Smac/Diablo, AlF,
Omi/htrA2 y las Endonucleasas G (Green and Reed 1998, Shimizu, Narita et al.
1999, Lemasters, Qian et al. 2002, Bras, Queenan et al. 2005).
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Figura INT.19: Principales Rutas de la Apoptosis: (1) Via Extrinseca o Por Receptores de
Muerte (2) Via Intrinseca o Mitocondrial. Formacién del Complejo Iniciador DISC y los

Caracteristicas Morfolégicas de la Apoptosis

distintos componentes del Apoptosoma. Una vez que se ha producido la activacion de las
distintas caspasas efectoras, éstas ejercen su funcién como proteasas sobre distintos
sustratos, produciéndose una condensacién de la cromatina y una ruptura del ADN.
Posteriormente la célula sufrira un proceso de fragmentacion celular que favoreceria su
eliminacién por células fagociticas.

La ruta intrinseca esta controlada por las proteinas de la familia Bcl-2
(Green and Reed 1998) formada por mas de 20 miembros, organizados en 3
grandes grupos: (A) Proteinas Anti-apoptéticas: que interfieren la ruta mediante
su uniéon a miembros pro-apoptéticos; destacamos los miembros Bcl-2, Bcl-x1, Mcl-
1, BFL-1 y Bcl-w (Zha, Aime-Sempe et al. 1996). El principal miembro es Bcl-2,
cuyo gen bcl-2 fue descrito como un oncogén que se activa en linfomas foliculares
humanos de células B (Hanada, Krajewski et al. 1993, Zha, Aime-Sempe et al.
1996). (B) Proteinas Pro-Apoptoéticas tipo Bax: Los miembros conocidos de este
grupo son Bax, Bak y Bok y todos ellos son esenciales en la ejecucién de la ruta
mitocondrial de la apoptosis. Se cree que ejercen su funciéon apoptética induciendo
una fuerte permeabilizacién de la membrana mitocondrial externa, produciendo
asi la liberacion de las proteinas pro-apoptdticas alojadas en el espacio
intermembrana(Korsmeyer, Wei et al. 2000, Wei, Zong et al. 2001). La proteina
Bax se localiza en el citosol en forma de monémero, pero tras el estimulo pro-
apoptotico es capaz de oligomerizar y migrar a la superficie de la mitocondria

(Hsu, Kaipia et al. 1997); por el contrario la proteina Bak se encuentra en la
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membrana mitocondrial externa en forma de oligdmero(Chittenden, Harrington et
al. 1995). (C) Proteinas “solo BH3": este grupo lo conforman Bid, Bimi, Bad, Noxa,
Puma, Bmf y Hrk. Se caracterizan todos ellos por presentar el dominio de
homologia BH3, el cual es necesario y suficiente como para que posean la
capacidad de inducir apoptosis. Concretamente las proteinas Bimy, y Bid ejercen su
funcién pro-apoptdética a través de la interaccién con las proteinas Bax y Bak,
produciendo en éstos una serie de cambios conformacionales que inducen su
oligomerizacion y activacion (Korsmeyer, Wei et al. 2000). Las proteinas Bid, Bad y
Noxa interaccionan con Bcl-2 y Bcl-y, de forma que impiden la funcién

antiapoptotica de éstos (Willis and Adams 2005). (Figura INT.19).

3. Muerte Celular por Necrosis
El proceso de muerte celular necrética o necrosis se caracteriza
morfolégicamente por un incremento en el volumen celular (Oncosis), una ruptura
de la membrana plasmatica y en consecuencia una pérdida del contenido

intracelular (Trump, Berezesky et al. 1997)(Figura INT.20).

Apoptosis Necrosis

Figura INT.20: Comparacion Morfoldégica entre
Apoptosis y Necrosis. Imagenes representativas de
microscopia electrénica que muestran las diferencias
. estructurales entre ambos procesos de muerte
celular.

Durante mucho tiempo la necrosis ha sido considerada un proceso
incontrolado y “sucio” de muerte celular; sin embargo en la ultima década han
aparecido multitud de evidencias de peso que confirman que la ejecucion de los
procesos de muerte necrotica estdn muy regulados desde el estimulo inductor
hasta el mecanismo catabdlico que desencadenen, pasando por una importante
cascada de transduccién de sefiales (Festjens, Vanden Berghe et al. 2006, Golstein
and Kroemer 2007). Asi por ejemplo se conoce que receptores con dominios de
muerte, clasicos en la ruta extrinseca apoptotica, como son TNFR1, Fas/CD95 o
TRAIL-R o incluso receptores tipo Toll-Like Receptors (TLR3 y TLR4) pueden
inducir necrosis en presencia de inhibidores de caspasas. En todos los casos, la
muerte necroética inducida por receptores de muerte, esta mediada y regulada por

las quinasas RIP1 (Holler, Zaru et al. 2000); estos descubrimientos fueron
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demostrados usando lineas knockout 'y los inhibidores quimicos
Necrostatinas(Degterev, Huang et al. 2005, Degterev, Hitomi et al. 2008). Bajo
condiciones pro-apoptdticas insuficientes para generar apoptosis, TNF-a es capaz
de interaccionar con TNFR1 e inducir el reclutamiento de RIP1 y otras proteinas
para generar el Complejo I tipico de la apoptosis, pero que no tendra dicho papel
en el desarrollo de esta ruta. En una etapa posterior, RIP1 disociaria del complejo I
completamente activa y se volveria a asociar con otras proteinas citosolicas como
son RIP3, FADD y Caspasa 8 para generar el complejo IIb que es capaz de inducir

Necrosis y no apoptosis (Christofferson and Yuan 2010, Dunai, Bauer et al. 2011).

A raiz de estos descubrimientos, se comenzd a denominar a la necrosis
como Necroptosis, haciendo referencia a su grado de control y regulacion,
definiéndola por el Comité NCCD como un proceso de muerte celular que puede
ser anulado por inhibicion de las quinasas RIP1, tanto por medios quimicos como
por silenciamiento genético (Degterev, Hitomi et al. 2008, Kroemer, Galluzzi et al.
2009). Actualmente se ha conseguido discernir entre situaciones de Necroptosis
totalmente fortuitas en la célula y aquellas que se encuentran programadas de

forma genética.

Distintos mediadores, organulos y procesos bioquimicos han sido
implicados en el desarrollo de la Necroptosis, pero ain hoy en dia hay existe
mucha discrepancia entre la comunidad cientifica sobre cuales regulan y cuales
son mas importantes. Se ha propuesto que podrian darse incluso fendmenos de
Vecindad o Bystander intracelulares capaces de regular el proceso en si. Por
ejemplo, alteraciones en las mitocondrias (desacoplamiento mitocondrial,
generacion de ROS, estrés nitrosativo, pérdida de la permeabilidad de la
membrana mitocondrial), cambios lisosomales (generacion de ROS por reacciones
tipo Fenton, caidas en la permeabilizacién de las membranas lisosomales), cambios
nucleares (sobreactivacion de PARP-1 y colapso energético), degradacion lipidica
(activacion de fosfolipasas, lipooxigenasas y esfindomielasas) o incrementos en las
concentraciones citosdlicas de Ca*2 pueden inducir activaciéon de proteasas no-
caspasas y desencadenar Necroptosis(Nicotera, Bernassola et al. 1999, Nicotera

and Melino 2004, Golstein and Kroemer 2007).
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4. Muerte Celular Autofagica

La autofagia es un proceso catabolico que se encarga del reciclado de
organulos y proteinas de larga vida en todas las células. Es un proceso crucial en el
cual distintas fracciones del contenido citosélico son secuestradas en estructuras
de doble membrana o Autofagosomas, para posteriormente fusionarse con
lisosomas, formando una estructura vesicular denominada Autolisosoma. Como
resultado del proceso ocurrira el reciclado del contenido de los autolisosomas a
través de la proteasas acidas que contenian los lisosomas (Levine and Klionsky
2004, Levine and Kroemer 2008). Dependiendo del estimulo, su durabilidad y la
intensidad con que se desencadena la autofagia en una célula, este proceso puede
volverse un proceso de muerte celular programada. Asi por ejemplo, si la fusion
con lisosomas esta bloqueada, se produce un acimulo de autofagosomas que
conducira a la muerte de la célula por incapacidad de reciclar el contenido de los
mismos y volver a su estado basal. Es quizas en la autofagia, donde el concepto de
Punto de No Retorno esta mas arraigado. Segin el comité NCCD, la Muerte Celular
Autofagica o A Consecuencia de la Autofagia se caracteriza morfolégicamente como
un proceso de muerte celular que ocurre en ausencia de condensacién de la
cromatina, pero que va acompafiada de una vacuolizaciéon autofagica masiva en el

citoplasma celular (Baehrecke 2005).

El concepto, ruta e implicaciones de la autofagia en la fisiologia y
patofisiologia celular seran motivo de estudio en un apartado posterior de esta
Memoria. En la tabla 1 quedan recogidas las principales diferencias morfolégicas
entre apoptosis, necrosis, autofagia y PARtanatos(Clarke 1990, Kroemer, Galluzzi

etal. 2009)(Tabla 1).

5. Cornificacion
La Cornificacion es un tipo muy especifico de muerte celular de la
epidermis. Morfolégica y bioquimicamente es distinta en comparacién con el
proceso clasico de apoptosis. Conduce a la formaciéon de Corneocitos que son
queratinocitos muertos que acumulan una amalgama de proteinas, entre las que
cabe destacar Queratina, Loricrina o Involucrina; y de lipidos, destacando acidos
grasos variados y ceramidas. El acimulo sin control de todas estas sustancias les

acarreara la muerte a los queratinocitos. Desde un punto de vista fisioldgico, la
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Cornificacién es necesaria para formar la primera capa de piel del organismo que
al estar cornificada, supone la primera barrera de resistencia mecanica del
organismo frente al medio externo que le rodea. El proceso de Cornificaciéon dota a
la piel de elasticidad, resistencia a temperatura, humedad o agentes quimicos y
supondrd una barrera importante y muy inexpugnable frente a la mayoria de
patogenos y a una gran cantidad de parasitos. Se la considera como un programa
final de diferenciacion celular (Candi, Schmidt et al. 2005, Lippens, Denecker et al.
2005). El hecho de que pueda ser parcialmente bloqueada si se inhibe la Caspasa-
14, hace pensar que es un proceso de muerte celular regulado por ciertos
componentes de la via apoptoética(Garrido and Kroemer 2004), considerando por
ello algunos autores, que ciertos componentes apoptoéticos regularian este tipo de
muerte celular, imprescindible en el desarrollo del organismo (Galluzzi, Joza et al.

2008).

A nivel molecular la Cornificacién sigue un patron especifico de
diferenciacion epitelial, durante el cual las células expresarian todos los enzimas y
sustratos requeridos para construir la barrera epidérmica. Algunas de las
principales enzimas que los queratinocitos deben expresar durante la
Cornificacién son las Transglutaminas 1, 3 y 5, las cuales presentan como sustratos
especificos las proteinas Loricrinas, Involucrinas o SP100 (Melino, Candi et al.
2000). Ademas estas células deben sintetizar una bateria especifica de lipidos que
deben exportar al espacio extracelular, donde interaccionaran con proteinas

cornificadas y proteasas, para dotar de impermeabilidad y descamacion a la piel.

6. Muerte por PARthanatos (Muerte Mediada por AIF)

El proceso de muerte celular por PARthanatos consiste en una muerte a
través de la sobreactivacion de la proteina nuclear PARP-1. Como consecuencia de
una activacién masiva de PARP-1 en respuesta a dafios al ADN, no solo se produce
un colapso energético debido a la propia actividad del enzima que podria acarrear
fenbmenos de necrosis; sino que la presencia de pequefios oligdbmeros de ADP-
Ribosa en el ntcleo, podria trascender en una traslocacion de estas moléculas de
pequefio tamafio hacia el citosol. Una vez alli por un mecanismo aiin no conocido
serdn capaces de alterar la permeabilidad de la membrana mitocondrial,

permitiendo la salida del factor pro-apoptdtico AIF (Apoptosis Inducing Factor) que
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migrara al nicleo donde propiciaria condensacién de la cromatina y rupturas en el
ADN. Finalmente la célula moriria mediante un proceso con caracteristicas de

apoptosis (Yu, Wang et al. 2002,Andrabi, Kim et al. 2006, Yu, Andrabi et al. 2006)

(Tabla 1 y Figura Anexa 3).
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Tabla 1. Morfologia de los Procesos de Muerte Celular. AD: Enfermedad de Alzheimer;
ALS: Esclerosis Lateral Amiotréfica; HD: Enfermedad de Huntington; PD: Enfermedad de

7. Modalidades Atipicas de Muerte Celular

7.1.Catastrofe Mitética: es un proceso de muerte celular que ocurre
durante o a consecuencia de importantes fallos en la mitosis. Normalmente va
acompafiado de cambios morfoldgicos que incluyen fendmenos de
Micronucleaciéon (fragmentacion nuclear que hace que los cromosomas se
fragmenten y acumulen en los distintos “ndcleos hijos) o Multinucleacién
(presencia de dos o mas nucleos que pueden ser de tamafios similares u
heterogéneos, derivando a una incorrecta separacion durante la Citocinesis). A
pesar de estar caracterizada morfolégicamente, no existe consenso a la hora de
usar este término (Roninson, Broude et al. 2001,Castedo, Perfettini et al. 2004,
Okada and Mak 2004). Como consecuencia el comité NCCD aconseja desde 2005
usar el término “Muerte Celular Precedida por Multinucleacién” o “Muerte Celular
Ocurrida Durante la Metafase”, que es mucho mas preciso e informativo (Kroemer,

El-Deiry et al. 2005).
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7.2.Anoikis: Se trata de un proceso de muerte celular apoptética inducida
por pérdida de adhesion al sustrato o a otras células (Gilmore 2005). A pesar de
compartir similititudes bioquimicas con la apoptosis no es considerada como tal,
sino como una alternativa poco comun y a veces no fiable de la misma, inducida
simplemente por ese desacoplamiento de sustratos o interaccioén con las células
fagociticas(Grossmann 2002). Las caracteristicas bioquimicas mas importantes
que se dan durante la Anoikis son la pérdida de la expresion de la proteipd -
integrina y de la sefializacion de EGF (epidermal growth factor). Ademas se
produce una importante inhibicién de la ruta de sefalizacién de la quinasa ERK1/2
(extracelular-regulated Kinase-1/2) y la sobreexpresion de Bimi que ejercera su
funcién pro-apoptética a través de la interaccién con las proteinas Bax y
Bak(Fischer, Kasales et al. 1994, Gilmore 2005)

7.3.Entosis: Originalmente fue descrita como un proceso de “canibalismo”
en linfoblastos de pacientes con Enfermedad de Huntington(Mormone, Matarrese
et al. 2006). En este tipo de muerte celular las células vecinas se secuestran las
unas a las otras (en un proceso independiente de fagosomas) para posteriormente
ser degradadas a través de la via lisosomal. La entosis se ha identificado en lineas
tumorales, concretamente en células epiteliales de cancer de mama MCF7 (Le Bot
2007, Overholtzer, Mailleux et al. 2007) . Se ha demostrado la independencia de la
apoptosis, ya que ni la sobreexpresion de Bcl-2 ni el tratamiento con inhibidores de
caspasas, es capaz de inhibir la entosis.

7.4.Piroptosis: Es un proceso de muerte celular descrito en macréfagos y
que implica la activacién de la Caspasa-1 y la liberacién de interleuquinas IL-13 e
IL-18; ambas citoquinas estarian implicadas en la respuesta inflamatoria. La
Piroptosis suele estar inducida por los siguientes patégenos: Salmonella
typhimurium, Pseudomonas auriginosa y Shigella flexneri, cuando invaden
macrofagos (Brennan and Cookson 2000). En ocasiones macro6fagos que sufren de
Piroptosis, no solo exhiben caracteristicas apoptdticas sino también necroticas
(Labbe and Saleh 2008).

7.5.Pyronecrosis: Macréfagos infectados por Shigella flexneri que
presenten una alta carga bacteriana, van a experimentar un tipo de muerte
necrotica caracterizada por la liberacién de la histona HMGB1, activaciéon de

caspasa-1 y de la interleuquina IL-1(3, que se denominafa Pyronecrosis. La nica
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distincion entre Pyronecrosis y Piroptosis radica en la temporalidad de activacién
de caspasa-1. Recientes investigaciones han demostrado que existe activacion de la
quinasa RIP1 en el proceso de Pyronecrosis, lo que lo volveria aiin mas regulado
que la Piroptosis(Martinon, Gaide et al. 2007, Ting, Willingham et al. 2008).

7.6.Paraptosis: En la mayoria de células donde se ha descrito este proceso
de muerte no apoptdtica, se present6é un alto nivel de expresion del insulin-like
growth factor receptor I, que se relaciona con una importante vacuolizacion del
citoplasma celular y un hinchazén de las mitocondrias, pero sin que ocurra
liberacion de factores pro-apoptoticos mitocondriales (Sperandio, de Belle et al.
2000). Ningun fenémeno de Paraptosis descrito hasta el momento, ha podido ser
inhibido mediante la sobreexpresion de Bcl-2 o mediante el uso de inhibidores de
caspasas; normalmente la cascada de sefializacion que se dispara suele estar
mediada por las quinasas activadas por mitégeno(Sperandio, de Belle et al. 2000).
El comité NCCD aun no establece si la Paraptosis es un proceso de muerte en si o
un compendio de caracteristicas puntuales de muerte.

7.7.Exotoxicidad: Este tipo de muerte celular ocurre en neuronas que
presentan altas concentraciones de aminodcidos excitatorios como son el
Glutamato. Esto permite la apertura de canales de Ca*2, con lo cual la carga
cationica de Ca*? en el citosol actuaria como sefal de letalidad en la célula
(Orrenius, Zhivotovsky et al. 2003). Generalmente la exotoxicidad suele solapar o,
como suele ocurrir en la mayoria de los casos, desencadenar procesos de apoptosis
0 necrosis clasicos, generando como evento critico la pérdida de la permeabilidad
de la membrana mitocondrial. Por estas razones, el comité NCCD no la considera
como una modalidad de muerte celular propiamente dicha (Melino, Bernassola et

al. 1997).
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INTRODUCCION III: Autofagia

1. Introduccion y Concepto

Las células que se encuentran en condiciones fisiolégicas 6ptimas para su
crecimiento, requieren de un equilibrio bien controlado entre la sintesis de
proteinas y biogénesis de sus organulos, en relacion con el reciclado o turnover
tanto de las proteinas como de los organulos que las componen. Las principales
rutas que se encargan del reciclado de las proteinas celulares, tanto las de larga
vida como las que son esenciales en un determinado momento del ciclo vital de la
célula, son la Autofagia y la eliminacién mediante Proteasoma(Klionsky and Emr
2000). Todas las rutas degradativas de proteinas son importantes a lo largo del
desarrollo y en particular bajo ciertos tipos de estrés ambiental o celular. Por
ejemplo, cabria destacar el reciclado de proteinas bajo condiciones de carencia
nutricional, bajo estrés genotdxico o la reabsorcién y remodelado de estructuras
celulares completas que ocurre en los tejidos en desarrollo (Mortimore, Miotto et
al. 1996, Vittorini, Paradiso et al. 1999). En muchos casos el reciclado o
desaparicion de células completas esta relacionado no con procesos de desarrollo,
sino con rutas de muerte celular. Generalmente el reciclado o turnover ocurre a
una escala subcelular y bajo condiciones muy particulares; quiza la mas destacada,
por su obviedad, sea la privacién nutricional, que va a hacer que las células ante la
carencia de fuentes externas proteicas, utilicen las que disponen endégenamente
en su citosol, para obtener Aminoacidos necesarios en la sintesis de nuevas
estructuras y para el mantenimiento de la homeostasis metabdlica (Rabinowitz

and White 2010).

La Autofagia puede ser definida como un proceso por el cual la célula va a
degradar parte de su material intracelular, utilizando para ello un sistema
catabolico de secuestro y degradacion de dicho material. Se considera como la
principal via de degradaciéon de proteinas de larga vida y organulos aberrantes
(Klionsky 2007, Rabinowitz and White 2010). Es una ruta que se encuentra muy
conservada en todos los organismos eucariotas superiores y esta tremendamente
regulada (Klionsky 2007). Morfolégicamente consiste en el secuestro de porciones
citoplasmaticas por vesiculas de doble membrana, conocidas como Vacuolas

Autofagicas en Mamiferos y Autofagosomas en Levaduras (Kim and Klionsky
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2000), que posteriormente van a fusionarse con Lisosomas en el caso de
mamiferos y con vacuolas en el caso de levaduras, para que el contenido citosdlico,

en ellas secuestrado, sea degradado y reciclado.

La autofagia se considera un proceso esencial desde un punto de vista
evolutivo y adaptativo, para el correcto mantenimiento de la homeostasis celular;
sin embargo son muchos los desdrdenes patolégicos que se asocian con
alteraciones de la ruta autofagica. Considerando a la autofagia como via de
adaptacion, supervivencia y de escape frente distintos procesos de muerte celular,
es facil adivinar la gran importancia de tener una ruta autofagica controlada en

patologias como el cancer (Kourtis and Tavernarakis 2009).

2. Morfologia del proceso de Autofagia

Desde un punto de vista morfolégico el proceso de autofagia es considerado
como un proceso tanto de “autocanibalismo” como de “secuestro” y la explicacion
es bien simple. El término autofagia deriva de las raices griegas “auto” o “a si
mismo” y “phagos” o “comer”, por lo que hariamos referencia a un proceso de
“comerse a uno mismo”, es decir, es un término aplicable a un tipo especifico de
autocanibalismo que practican las células en momentos determinados de su ciclo
vital. Para llevar a cabo el proceso de autofagia, la célula tiene que tener las
herramientas necesarias para apoderarse de determinadas porciones citosélicas y
poder degradarlas; de ahi que la autofagia consiste morfolégicamente en un
secuestro citosolico no solo de moléculas, sino de porciones completas de
citoplasma que pueden incluir a organulos completos (Meijer and Codogno 2004,
Kondo, Kanzawa et al. 2005). El secuestro comenzaria con la formaciéon de una
estructura de doble membrana lipidica en la zona del Trans-Golgi que se denomina
Fagoforo (Phagophore) que va a comenzar a envolver al material citoplasmatico
que sera degradado; esta primera etapa se le denomina Etapa de Iniciacién o
Nucleacion; una segunda etapa consiste en una Elongacion del fag6foro para
completar el secuestro del material que serd degradado y que finalizaria con la
etapa de Fusion de los dos extremos de la doble membrana para constituir un
Autofagosoma maduro; en ocasiones la formacion de autofagosomas suele
coincidir con su fusién con ciertos endosomas cuyo contenido también ha de ser

reciclado, en este caso el autofagosoma pasa a llamarse Anfisoma y cumplira el
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mismo destino que los autofagosomas. Finalmente los autofagosomas se fusionan
con lisosomas celulares, para constituir una estructura denominada
Autolisosoma, en una etapa de Resolucion o Reciclado, que finaliza con la accion
de las proteasas 4acidas lisosomales que actian sobre el contenido del
autofagosoma y el reciclado de todos los componentes secuestrados (Gozuacik and
Kimchi 2004, Levine and Klionsky 2004, Checinska and Soengas 2011)(Figura
INT.21).

Fusidon
Autofagosoma
: (3)

@,

p

Fag()foro Hidrolasas
ATPasas Autolisosoma
e

Lisosoma

Figura INT.21: Fases de la Autofagia: Formacién del Autolisosoma. (1) Etapas de
Nucleacién y Elongacion (2) Etapa de Fusion Lisosomal (3) Etapa de Reciclado.

3. Tipos de Autofagia

A la hora de establecer una clasificacion de los procesos de autofagia hay
que hacer dos resefias importantes; una es que son muchos y variados los
estimulos que inducen autofagia, la mayoria buscan desencadenar una respuesta
en la célula que le permita adaptarse y sobrevivir al estrés desencadenante. Hay
desde estimulos fisioldgicos como son la carencia de nutrientes en el medio o de
oxigeno, hasta patofisiolégicos como alteraciones en los sistemas de plegamiento
de proteinas, existencia de organulos aberrantes o infecciones con agentes
patégenos como virus o bacterias (Kuma, Hatano et al. 2004, Nakagawa, Amano et
al. 2004). La otra resefia a tener en cuenta es que en funciéon del estimulo, de la
intensidad y de la durabilidad del mismo, la autofagia podria ser considerada un
proceso de muerte celular, por lo tanto mientras la intensidad con que un estimulo
pro-autofagico ataca a una célula, no sea excesivo ni pernicioso, no podremos
hablar de muerte por autofagia (Gozuacik and Kimchi 2004, Komatsu, Waguri et al.
2005)(Figura INT.22). A continuacion detallaré la fina barrera que separa al

mecanismo adaptativo del mecanismo de muerte celular.
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Figura INT.22: Efectos
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3.1.Autofagia Adaptativa y de Supervivencia: es aquélla que va
encaminada a que la célula sobreviva a un tipo de estrés concreto, sin que para ello
se autoinfrinja dafos irreparables. Es el tipo de proceso que disparan estimulos
carenciales, que normalmente son cortos en el tiempo y no demasiado intensos. No
solo la carencia tiene caracteristicas pro-autofagicas, sino que la presencia de
algiin organulo aberrante, proteinas mal plegadas o el ataque de patdgenos, activa
esta autofagia de supervivencia (Mizushima 2004). Clasicamente en funcién del
tamafio o volumen del material citoplasmatico que va a ser secuestrado en los
autofagosomas, podemos considerar 3 tipos de autofagia de supervivencia:

3.1.1. Macroautofagia: generalmente referida como Autofagia. Cuando el
volumen o masa del componente citosélico (cargo autofagico) es grande; por
ejemplo una mitocondria aberrante. Es el proceso mas estudiado y conocido y en el
que centraremos el desarrollo de esta tesis doctoral (Xie and Klionsky 2007).

3.2.1. Microautofagia: cuando el cargo citosélico es incorporado
directamente a los lisosomas por invaginacion, protusion o septacién; por lo tanto
no es necesaria la formacién de los autofagosomas(Behrends, Sowa et al. 2010).

3.3.1. Autofagia Mediada por Chaperonas (CMA): proceso en el cual se
emplean chaperonas como proteinas que permitan la traslocacion especifica de

proteinas citosélicas al interior de los lisosomas (Arias and Cuervo 2011).

Teniendo en cuenta que el proceso de Macroautofagia es el mas importante,
actualmente se ha subdivido en distintos grupos especificos que hacen referencia
al organulo en concreto que va a ser degradado; asi podemos considerar como
proceso de Macroautofagia a: (1) Mitofagia o autofagia especifica de la
Mitocondrias aberrantes resultantes del proceso de fision o que han alterado
profundamente su permeabilidad de membrana; encaminada a evitar que en una
posible ruptura de las membranas mitocondriales, se liberen factores

proapoptoticos del espacio intermembrana o del lumen mitocondrial (Narendra,
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Tanaka et al. 2008, Rambold, Kostelecky et al. 2011, Rambold and Lippincott-
Schwartz 2011). Incluso se ha propuesto que en situaciones de privacidon
nutricional el origen de las membranas de los Fag6foros no solo lo encontrariamos
en el Aparato de Golgi, sino que procederia de mitocondrias que han sido
parcialmente digeridas en autofagosomas(Hailey, Rambold et al. 2010) (2)
Peroxifagia o autofagia especifica de los Peroxisomas; cuando un elevado e
innecesario nimero de peroxisomas son eliminados a través de un sistema
autofagosomas(Iwata, Ezaki et al. 2006). (3) Ribofagia y Reticulofagia o autofagia
especifica de los Ribosomas y Reticulo Endoplasmatico; descritas recientemente en
distintas lineas tumorales no solo como procesos de reciclado de organulos
aberrantes, sino como adaptacion al tratamiento farmacolégico y drogas que
afectan al ensamblaje de ambos organulos (Lamparska-Przybysz, Gajkowska et al.

2006, Cebollero, Reggiori et al. 2012)(Figura INT.23.A).

3.2.Muerte Celular Autofagica: A pesar de ser un mecanismo de
supervivencia y evitar fenémenos apoptéticos como ya se ha dicho anteriormente,
(fenémeno de Mitofagia) la autofagia prolongada acarrea muerte celular. El comité
NCCD define la Muerte Celular Autofagica o Muerte Celular Programada Tipo II,
como aquella que deriva del acimulo excesivo de autofagosomas, lo cual acarrea la
pérdida de gran parte de los componentes citosolicos y por tanto de la viabilidad
celular (Kroemer, Galluzzi et al. 2009). Aparte existen otras caracteristicas
morfologicas asociadas a la muerte autofagica: (1) Nucleares: a diferencia de la
apoptosis los nucleos permanecen intactos hasta los ultimos momentos y no se
observa fragmentacion del ADN (2) Citoplasmaticas: gran acumulacion no solo de
autofagosomas sino también de vacuolas y de autolisosomas, por lo tanto existe un
incremento importante de la actividad lisosomal. Ademas suele producirse una
considerable movilizacion de lipidos en forma de vesiculas o Lipid Droplets; este
fendbmeno suele ser muy notable en autofagia inducida por retirada prolongada de
nutrientes. Un tercer criterio morfologico es la dilatacion que sufrira el Reticulo
Endoplasmatico y las cisternas del Aparato de Golgi (Figura INT.23.B). Todas
estas caracteristicas estan recogidas en la tabla comparativa entre apoptosis,
necrosis, PARtanatos y autofagia (Klionsky 2007, Klionsky, Abeliovich et al. 2008,
Kroemer, Galluzzi et al. 2009)(Tabla 1).
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El hecho de que la autofagia sea considerada como un proceso de muerte
celular, implica que tiene un Punto de No Retorno, que como ya definimos
anteriormente, es aquél a partir de cual los dafios en la célula son tan graves que
es incapaz de volver a su estado basal fisiolégico, implicando la pérdida total de
viabilidad (Gozuacik and Kimchi 2004). En el caso de la autofagia, el punto de no
retorno hace referencia al momento en el cual, tal cantidad de material citosélico
esta siendo sefialado para su degradacién en los autofagosomas, que aunque las
condiciones pro-autofagicas desaparecieran y se volviera a una situacién sin
estrés, privacion o alteracion, la célula seria incapaz de reconstituir su citoplasmay
alcanzar un estado de homeostasis general; la consecuencia seria la muerte de la
célula (Figura INT.22).

(a) Reticulofagia
E o

Figura INT.23. Tipos de Autofagia. (a)
Autofagia Adaptativa. Reticulofagia, Mitofagia,
Ribofagia (Lamparska-Przybysz, Gajkowska et
al. 2006). (b) Muerte Celular Autofagica
(Motyl, Gajkowska et al. 2006).

Actualmente la comunidad cientifica mantiene desacuerdos en los términos
por los cuales se debe nombrar o hacer referencia a la autofagia como muerte
celular programada. Gran parte de los investigadores en el area, mencionan la
muerte autofagica como tal, es decir, la nombran como Muerte Por Autofagia; sin
embargo hay un grupo creciente de autores que hablan de Muerte A Consecuencia
de la Autofagia. Las similitudes y diferencias entre ambos términos han llevado a
profundas reflexiones pero sin haberse alcanzado aun un consenso. Lo que parece
estar claro es que aquéllos que hablan de que las células mueren por autofagia,
hacen referencia a que el acimulo excesivo de autofagosomas y el sobrepasar el
punto de no retorno, es suficiente como para causar un colapso metabdlico que va
a matar a la célula. En contraposicion el resto de autores aseguran que muchos de

los procesos de muerte celular que ocurren en el organismo, por ejemplo durante
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el desarrollo embrionario o durante el mantenimiento tisular, son consecuencia
directa de una autofagia selectiva frente a estructuras vitales de la célula, que hace
que ésta entre en apoptosis o Necroptosis. En los ultimos afios el concepto de
muerte a consecuencia de la autofagia esta siendo mas aceptado por la comunidad
cientifica ya que se ha visto como hay interconexion entre autofagia y apoptosis
(Allan and Clarke 2009) y como componentes de la ruta necrética, en concreto la
histona HMGB1, regulan la autofagia bajo ciertos estreses celulares (Tang, Kang et

al. 2010).

4. Mecanismo Basico de la Macroautofagia

La maquinaria bioquimica que controla y ejecuta la autofagia es
extremadamente compleja y se encuentra muy regulada en distintos puntos. El
hecho de ser una ruta tan controlada, la relaciona con diversas patologias y
desordenes bioquimicos. Como proceso, la autofagia fue descrita en Levaduras
hace aproximadamente 40 afios. En estos organismos fue donde se caracterizaron
los genes que regulan la ruta, llamados Genes Autofagicos ATGs (Autophagy
Related Genes) (Nakatogawa, Suzuki et al. 2009, Yang and Klionsky 2010). Hasta la
fecha se han descrito 33 genes ATGs que estan implicados en la ruta degradativa
lisosomal (mamiferos) o vacuolar (levadura) que constituye la autofagia (Inoue
and Klionsky 2010). Recientemente en mamiferos se han descrito nuevos
intermediarios en la ruta autofagica y se considera que hasta 400 factores distintos
pueden regular el proceso (Behrends, Sowa et al. 2010, Lipinski, Hoffman et al.
2010). Teniendo en cuenta toda la bibliografia existente, se puede desglosar cada
una de las etapas morfolégicas de la autofagia con los distintos componentes

reguladores de las mismas.

5. Inicio de la Autofagia: Formacion de Autofagosomas
Como se ha mencionado en el apartado anterior, son muchos y muy
diversos los estimulos que pueden inducir autofagia en una células, pudiéndose
clasificar desde estimulos fisiolégicos como la privacion, presencia de proteinas
mal plegadas o agregados proteicos, hasta estimulos de estrés o patolégicos como
la existencia de organulos aberrantes, presencia de patégenos, pH, presencia de
ROS o incluso dafios al ADN (Deretic 2008, Chen and Klionsky 2011, Rodriguez-

Vargas, Ruiz-Magana et al. 2012). Muchos de los estimulos que desencadenaran la
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formacién del autofagosoma, ejercen un efecto inicial sobre las proteinas TOR
(Target of Rapamycin), que tienen sus homologos mamiferos en mTOR
(Mammalian Target of Rapamycin) (Kroemer, Marino et al. 2010). mTOR es el
principal regulador negativo de la autofagia; es considerado como el sensor
nutricional de la célula y se encarga de mantener el equilibrio entre la sintesis de
proteinas y la degradacion controlada de las mismas por autofagia o proteasoma,
para obtener sustratos aminoacidicos que se emplearian para el Anabolismo
Celular (Chen and Klionsky 2011). Una vez que mTOR esta inhibido se pueden
activar los sistemas ATGs, concretamente ATG1 en levaduras o su homologo ULK1
humano para que se inicie la formacién del autofagosoma. El proceso que va desde
la aparicion del estimulo pro-autofagico hasta que mTOR es inhibido y ULK1 es
activada (para iniciar la formacion del fagéforo), es muy complejo y esta
controlado por distintas quinasas. En el contexto de un estimulo pro-autofagico
fisioldgico como es la carencia de nutrientes, la quinasa que controla el proceso es
AMPK, que se puede definir como el sensor energético celular. El balance entre la
correcta activacion de AMPK, la inhibicion total de mTOR y el inicio de la formacién
del autofagosoma a través de nucleo proteico ULK1, es esencial para el desarrollo

de la autofagia y va a ser motivo de estudio detallado en los siguientes apartados.

5.1.mTOR

TOR (target of Rapamycin) es una Serina/Treonina quinasa
(serine/threonine kinase) perteneciente a la familia PIKK (PIKK Family or
phosphoinositide 3-kinase (PI3k)-Related kinase Family) muy conservada a lo largo
de la escala evolutiva. Podemos considerarlo como el sensor nutricional de la
célula, capaz de regular procesos anabolicos para la obtencién de macromoléculas
esenciales en el crecimiento celular; esto hace que las quinasas TOR mantengan
una estrecha relacién con los sensores energéticos celulares representados por las
quinasas LKB1 y AMPk (de las cuales se hablara mas adelante) y con los procesos
catabdlicos, como es el caso de la ruta de autofagia. Es la principal protein-quinasa
capa de regular el crecimiento y la supervivencia celular. Al tratarse de una
proteina crucial en la homeostasis celular, TOR (o como nos referiremos en
mamiferos mTOR) esta implicada en un alto numero de condiciones patologicas
como son cancer, obesidad, diabetes tipo Il y enfermedades neurodegenerativas
(Sabatini 2006, Laplante and Sabatini 2012). Debido a la importancia que tiene en
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situaciones fisioldgicas y patofisioldgicas, mTOR se ha convertido en una diana
molecular para un amplio espectro de ensayos farmacoldgicos (Rosner, Hanneder

etal. 2008).

Fue descubierta en los afios 90 en levaduras como una quinasa capaz de
controlar el crecimiento celular y que presentaba una alta sensibilidad a la
inhibicion por Rapamicina, que es un macrélido producido por Streptomyces
hygroscopicus (Cafferkey, Young et al. 1993). En levaduras se identificaron 2
proteinas TOR, denominadas TOR1 y TORZ2, ambos sensibles al efecto de la
Rapamicina sobre las levaduras (Kunz, Henriquez et al. 1993). Sera entre los afios
1994 y 1995 cuando se descubra un homologo mamifero de TOR, al cual se le
denominé mTOR (Mammalian Target of Rapamycin) que también presentaba alta
sensibilidad a la inhibicién causada por la Rapamicina(Brown, Albers et al. 1994,
Sabatini, Erdjument-Bromage et al. 1994, Sabers, Martin et al. 1995).
Recientemente se han descubierto compuestos mucho mas efectivos que la
Rapamicina para la inhibicién de la actividad quinasa de mTOR; incluso se ha
profundizado tanto en el estudio de mTOR que se han descubierto varias proteinas
mTOR, algunas de las cuales sin inocuas al efecto inhibitorio de Ila

Rapamicina(Martin and Blenis 2002).

5.1.1. Estructura de mTOR: Se han identificado dos complejos mTOR en
mamiferos a los que se les denomin6 mTORC1 y mTORC2 y ambos presentan
distinta sensibilidad a la Rapamicina(Kim, Sarbassov et al. 2002, Yip, Murata et al.
2010). Tanto mTORC1 como mTORC2 son complejos multiproteicos formados por
un alto numero de proteinas, concretamente 6 proteinas constituyen mTORC1 y 7

mTORC2 (Laplante and Sabatini 2012).

Complejo mTORC1

o,

s mTOR: es el centro activo del complejo mTORC1, donde recae la actividad

Serina/Treonina quinasa (Sabatini, Erdjument-Bromage et al. 1994).

R/

s Raptor: proteina de andamiaje que regula el correcto ensamblado y

localizacién de mTORC1; ademds permite la uniéon del complejo al sustrato de
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la quinasa mTOR. Actia como diana para la Rapamicina(Hara, Maruki et al.

2002, Kim, Sarbassov et al. 2002).

PRAS40: es un componente inhibidor del complejo. Esta enriquecido en
residuos de Prolina. (Sancak, Thoreen et al. 2007, Thedieck, Polak et al. 2007,
Vander Haar, Lee et al. 2007).

Deptor: considerado como otra subunidad inhibidora de mTORC1, es una

proteina enriquecida en dominios DEP (Peterson, Laplante et al. 2009).

mLST8: proteina de funcién desconocida, cuya pérdida no afecta a la actividad
de mTORC1. También se la conoce como subunidad BL (Kim, Sarbassov et al.

2003, Jacinto, Loewith et al. 2004)

Complejo Ttil/Tel2: proteinas de andamiaje que permite el correcto

ensamblaje y estabilidad de mTORC1 (Kaizuka, Hara et al. 2010)
Complejo mTORC2

mTOR: Serina/Treonina quinasa del complejo (Sabatini, Erdjument-Bromage

etal. 1994).

Rictor: proteinas de andamiaje que regula el ensamblaje del complejo y la
union a los sustratos de la quinasa mTOR. Es una unidad semejante al Raptor
pero insensible a la Rapamicina(Jacinto, Loewith et al. 2004, Sarbassov, Ali et

al. 2004).

mSinl: proteinas de andamiaje que regula el ensamblaje del complejo y su
interaccion con SGK1, proteina que se relaciona con desérdenes de infertilidad

o epilepsia (Frias, Thoreen et al. 2006, Jacinto, Facchinetti et al. 2006).

Protor 1/2: proteina que permite que la activacion de SGK1 por medio de

mTORCZ, se incremente (Thedieck, Polak et al. 2007).

Deptor, mLST8, Complejo Ttil/Tel2: mantienen las mismas funciones que en

mTORCI1.

5.1.3. Regulacion y Funciones de mTORC1: mTORC1 es una quinasa que

responde a multiples factores, destacando la presencia o ausencia de aminoacidos,
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factores de crecimiento, oxigeno; y del mismo modo es capaz de regularse a través
de ciertos tipos de estreses, estatus energético celular y por la presencia de
Rapamicina(Laplante and Sabatini 2012). Es capaz de controlar distintas funciones
celulares como son la sintesis de proteinas y de lipidos o los procesos de autofagia
(Ma and Blenis 2009)(Figura INT.24). Los niveles de activacion de mTORC1
permiten regular de forma coordinada procesos anabdlicos y catabélicos al mismo
tiempo, con ello se asegura que la célula tenga disponible una adecuada cantidad
de energia no solo para la homeostasis general, sino para las funciones basicas de
crecimiento y divisién celular. En este sentido se sabe que mTORC1 es capaz de

controlar la progresion del ciclo celular (Ma and Blenis 2009).

N

@"‘% mTORClt,.-‘ Crecimientg \ mTORC2
(i — o G on_ i)
Raptor \ / sin1 - Rictor \

Biosintesis / . Supervivencia
. Metabolismo
Macromoléculas Celular

Autofagia Crecimiento Organizacion
Ciclo Celular Citoesqueleto
Celular

Figura INT.24. Complejos proteicos mTORC1 y mTORC2. Distintos factores que regulan la
actividad de ambos complejos. mTORC1 se encarga de modular el crecimiento celular a través
de la regulacidon de procesos anabdlicos y catabdlicos, ademas de controlar el ciclo celular.
mTORC2 responde basicamente a factores de crecimiento y regula la supervivencia celular, la
organizacién del citoesqueleto y ciertas rutas metabodlicas. Adaptado de (Laplante and
Sabatini 2012).

5.1.2.1. Regulacion de la Sintesis de Proteinas: mTORC1 es una
quinasa con un gran numero de sustratos, tantos como funciones es capaz de
regular. La principal funcién que se le atribuye al complejo es regular la sintesis de
proteinas, por lo tanto ésta es la base para poder modular el crecimiento celular y
la biogénesis de distintos organulos subcelulares(Sabatini 2006). Los dos sustratos
de mTORC1 relacionados con la sintesis de proteinas son 4EBP1 y la quinasa S6k1

(p7056k)_

4EBP1 (elF4E binding protein 1) es una proteina inhibidora del factor de
iniciaciéon elF4E de la sintesis proteica. La fosforilacion de mTORC1 sobre 4EBP1

impide que se una a elF4E y permite que pueda unirse a otro factor de iniciacién
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llamado elF4G, de forma que los ARNm pueden comenzar a traducirse (Mamane,

Petroulakis et al. 2006, Ma and Blenis 2009).

La quinasa S6k1 es la responsable de la fosforilacién de la proteina S6 que
forma parte del ribosoma 40S y esta implicada en la traduccién de los mensajeros
con dominio 5’-TOP, los cuales codifican para la mayoria de proteinas que
controlan la sintesis proteica y proteinas ribosomales(Tang, Hornstein et al. 2001).
En los ultimos afios Mamane y colaboradores han descubierto que S6k1 es capaz
de modular la activacién de otros factores iniciadores de la sintesis de proteinas

como son elF3, elF4B y elF4G (Mamane, Petroulakis et al. 2006).

5.1.2.2. Activacion por Factores de Crecimiento: La sintesis de
factores de crecimiento es tan importante a la hora de mantener unas adecuadas
tasas de crecimiento y division celular, como la sintesis de proteinas generales.
Para ello se necesita que mTORC1 esté activo y que se promueva la traduccion de
los ARN mensajeros que codifican para los factores de proliferaciéon y hormonas
adecuados (Ma and Blenis 2009). En este proceso son dos las rutas que van a
confluir en la regulacién de mTORC1; la ruta PI3k-Akt (mecanismo interno de
transduccion de sefiales) y la ruta Ras-ERK (quinasas reguladas por sefiales
extracelulares) (Shaw and Cantley 2006). El proceso por el que ambas rutas
estimulan a mTORC1, consiste en la inhibiciéon del complejo supresor de tumores
TSC1-TSC2, el cual es un regulador negativo de la actividad de mTORC1 (Hay and
Sonenberg 2004). Para que se lleve a cabo esto, Akt, ERK o la quinasa ribosomal S6
deben fosforilar concretamente a la proteina TSC2 del complejo (Hay and

Sonenberg 2004).

Cuando Akt es activado a través de receptores tirosin quinasa (RTKs o
Receptor Tyrosine Kinase) por accion de hormonas o factores de crecimiento, se
favorece la fosforilacion del lipido de membrana Fosfatidil-inositol-4-5-fosfato o
PIP; dando lugar a Fosfatidil-inositol-3-4-5-fosfato o PIP3. La presencia de PIP3
hace que las quinasas PDK1 (proteina quinasa dependiente de PIP3) (Walker, Deak
et al. 1998) y mTORC2 (Sarbassov, Ali et al. 2004) fosforilen a Akt activandolo. En
este mismo instante la proteina supresora de tumores PTEN (fosfatidil-3-4-5-
inositol fosfatasa) deja de estar activa y no podra inhibir a Akt. La activacion de Akt

conlleva la fosforilaciéon de TSC2, lo que provoca una disociaciéon del complejo
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TSC1-TSC2 y hace que TSC1 permanezca inactiva. El resultado es que TSC1 no
podra inhibir a la GTPasa Rheb; manteniéndose activa Rheb se induce activacién

de mTORC1 (Inoki, Li et al. 2002, Manning, Tee et al. 2002)(Figura INT.25).

5.1.2.3. Inhibicién por estrés energético: en contraposicion a la
accion de las quinasas Akt y ERK, AMPk actuaria como un regulador negativo de la
actividad de mTORC1. Dado que AMPk es considerada como la molécula
sefalizadora de estrés energético intracelular, actuaria como inhibidor directo de
la sintesis de proteinas, favoreciendo exclusivamente las vias catabdlicas (Sim and
Hardie 1988, Inoki, Zhu et al. 2003). Se sabe que para inhibir a mTORC1, AMPk
presenta como sustrato a TSC2, pero fosforilandolo en residuos distintos a los de
Akt(Inoki, Zhu et al. 2003, Kimura, Tokunaga et al. 2003). El efecto inhibitorio
sobre mTORC1 se amplifica debido a que la fosforilacion de AMPk sobre TSC2 es
reconocida por GSK3f, de modo que tambin fosforila en dos residuos distintos a
TSC2. La consecuencia es una activacion maxima de TSC2 e inactivacion total de
mTORC1 (Inoki, Ouyang et al. 2006). Recientemente se ha descrito la fosforilacién
directa de AMPk sobre un componente del complejo mTORC1, concretamente

sobre Raptor (Figura INT.25)(Gwinn, Shackelford et al. 2008).
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Figura INT.25. Regulacion de mTORC1 a través de AMPk y Akt. AMPk actia como
regulador negativo de mTORC1 a través de fosforilacién sobre TSC1-TSC2 y por inhibicién

sobre Raptor. Akt y por conexion mTORC2, regulan positivamente la actividad de mTORC1.
Adaptado de (Hartford and Ratain 2007).

Ademas se sabe que la activaciéon de p53 coopera con AMPK para inducir la
inactivacion de mTORC1 mediante la induccién de las proteinas Sestrinas 1y 2, las
cuales favorecen la fosforilacién de TSC2 por parte de AMPk(Budanov and Karin
2008). p53 también podria inducir el bloqueo de la ruta PI3k-Akt a través de la
induccién de la fosfatasa PTEN (que inhibiria a Akt) e induciendo la actividad de la
subunidad reguladora 1 de AMPK, todo ello favoreceia la actividad del complejo
TSC2-TSC1. Por lo tanto la pérdida o mutacion de p53, que ocurre en la mayoria de
los tumores, implicaria un incremento de la glucolisis en detrimento de la
fosforilacion oxidativa, manteniendo por tanto las rutas biosintéticas

constitutivamente activas (Feng, Hu et al. 2007).

La interrelacién que existe entre los sensores energético y nutricional a la
hora de regular el proceso de autofagia es crucial. mTORC1 es considerado como
un regulador negativo de la autofagia y su funcién es antagonista a la que realizaria
el sensor energético AMPKk. Para llevar a cabo su acciéon, mTORC1 tendria como
sustrato a la quinasa ULK1 (homologo mamifero de ATG1) que es uno de los
componentes mas esenciales en la fase de inicio de formacion del fagéforo. El
mecanismo por el cual mTORC1 y AMPk regulan la autofagia sera motivo de

estudio en un apartado posterior de esta tesis doctoral.

5.1.1. Regulacion y Funciones de mTORC2: Comparada con mTORC1, la
ruta de senalizacion de mTORC2 es mucho menos conocida. Se sabe que este
complejo multiproteico es inocuo a la presencia o ausencia de nutrientes y
practicamente no se ve afectado por el macrélido Rapamicina; sin embargo si que
responde a distintos factores de crecimiento y a la presencia de insulina, a través
de un mecanismo poco conocido pero que implica la activacién de la ruta PI3k. En
este novedoso mecanismo se sabe que se necesita de una interaccion directa entre
mTORC2 y ciertas proteinas ribosomales (Zinzalla, Stracka et al. 2011). mTORC2 es
capaz de controlar distintos miembros de la familia de quinasas AGC, donde

encontramos a Akt, SGK1 (serum- and glucocorticoid-induced protein kinase 1) o la
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proteina quinasa & ( PKC-a). Si tenemos en cuenta que Akt puede modular
procesos como la supresién de apoptosis, rutas de supervivencia, crecimiento y
proliferacién celular, mTORC2 jugaria un papel importante en el mantenimiento de
la viabilidad celular. En el caso de GSK1, se sabe que controla el transporte iénico y
el crecimiento celular (Garcia-Martinez and Alessi 2008). Al contrario de lo que
ocurre con la actividad de Akt, GSK1 queda totalmente abolida cuando se pierde la
actividad mTORC2. La tercera quinasa AGC es PKC-a, cuya activacion por mTORC2
modula la morfologia celular, ya que es capaz de modificar la organizacién de las
actinas en el citoesqueleto y por tanto afectar a la arquitectura celular (Jacinto,

Loewith et al. 2004, Sarbassov, Ali et al. 2004)(Figura INT.24).

5.2.AMPk

AMPKk (quinasa activada por AMP) es una Serina/Treonina quinasa
(serine/threonine kinase) capaz de fosforilar enzimas que participan en el
metabolismo del ATP; igualmente disminuye o incrementa la expresion de ciertos
genes involucrados en procesos anabdlicos como la Lipogénesis, el metabolismo de
la glucosa o la sintesis de proteinas (Hardie 2007). AMPK se encuentra en la
mayoria de organos del cuerpo humano, destacando higado, musculo, tejido
adiposo o corazon, en general 6rganos que requieren un gran aporte energético
(Nielsen, Mustard et al. 2003,Wojtaszewski, MacDonald et al. 2003, Frosig,
Jorgensen et al. 2004). Debido a su importancia en el control del metabolismo,
AMPk se relaciona con los procesos de regulacién de enfermedades metabolicas
como Diabetes tipo II asociada a obesidad (Hojlund, Staehr et al. 2003, Hojlund,
Mustard et al. 2004) y también con enfermedades cardiacas (Hudson, Pan et al.
2003). En el tejido cerebral juega un papel muy importante regulando el

metabolismo de la glucosa y la sensacién de apetito (Kahn, Alquier et al. 2005).

5.2.1. Estructura de AMPKk: es un complejo proteico heterotrimérico
altamente conservado, compuesto por una subunidad cataliticax y 2 subunidades
reguladoras  y y (Gwinn, Shackelford et al. 2008, Mihaylova and Shaw 2011).
Existen genes que codifican para ciertas isoformas de las subunidades o y 3,
concretamente las isoformas al, a2, 1 y 2. Del mismo modo se conocen las
isoformas yl y vy3, pertenecientes a la subunidad y. Existen hasta 12

combinaciones posibles para la formacién del complejo AMPk, siendo la
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predominante la forma alf1lyl (Figura INT.26.A). A nivel de la subunidad y
presentan cuatro repeticiones en tandem de la secuencia CBS (crystathionine-f-
sinthase), descritas por primera vez por Bateman en 1997 (Bateman 1997), que
determindé que se encontraban invariablemente en nimero par y que formaban
estructuras funcionales como dimeros, lo cuales pasarian a llamarse Dominios
Bateman; estos dominios van a estar compuestos por dos tandem CBS. Estos
dominios Bateman son los responsables de la regulacion de AMPk por AMP (Scott,
Hawley et al. 2004). La isoforma a2 se encuentra en gran cantidad en el musculo
esquelético y en el cardiaco, mientras que en el pancreas predomina la isoforma
al. Las subunidades y poseen ciertos dominios de unién al glicégeno; este dominio
es tipico de las enzimas Isoamilasas y varias proteinas que tienen unién al almidon.
Esta caracteristica estructural a nivel de la suburnidaace que AMPk se
relacione con el metabolismo del glicégeno, realizando, gracias a ello, cambios
rapidos en el metabolismo energético celular. Es conocido que los complejos AMPk
a2 son mas tipicos en los nucleos celulares, mientras que los complejos AMPK1
serian mas comunes en el citoplasma (Salt, Celler et al. 1998, Turnley,Stapleton et
al. 1999, da Silva Xavier, Leclerc et al. 2000).

5.2.2. Regulacion de la actividad de AMPKk: es una quinasa que puede
regularse alostéricamente por uniéon del AMP a su subunidad reguladora  (Scott,
Hawley et al. 2004). Sin embargo la actividad maxima de AMPk depende de la
fosforilacion a nivel de su Thr172 (Treoninal72 o T172), localizada en el dominio
catalitico de AMPk (Hawley, Davison et al. 1996). Hoy en dia se conocen tres
quinasas capaces de fosforilar el T172 de AMPk: LKB1, TAK1 y CaMkkf (Figura
INT.26.B).
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Figura INT.26. (a).Estructura de AMPka1: Adaptado de Scott, ].W. (Scott, Oakhill et al. 2009).
(b). Regulacion de AMPka1: fosforilacion en el residuo Thrl172 y accidn directa del AMP
sobre la subunidad y. Consecuencias en el metabolismo celular (Herrero — Martin et al. 2009).
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LKB1 (Liver Kinase-1): Esta quinasa se compone como un heterotrimero
formado por LKB1 y dos proteinas reguladoras llamadas STRAD (STEZ20-related
adaptor) y MO25, ambas necesarias para su actividad quinasa (Alessi, Sakamoto et
al. 2006). Desde que se descubri6, se pens6 en que LKB1 fosforilaba a AMPk previa
union de AMP a la subunidad y de AMPk(Hawley, Boudeau et al. 2003, Woods,
Johnstone et al. 2003), sin embargo se sabe que LKB1 estd constitutivamente
activa, y la uniéon de AMP a la subunidady lo que impide es la defosforilacién (y por
tanto inactivacion) de PP2C sobre AMPk, aumentando asi la activacion de

AMPk(Sanders, Grondin et al. 2007).

CaMkkfB (calcium/calmodulin-dependent kinase kinase f): es una
quinasa dependiente de Calcio, que activa a AMPK en presencia de un incremento
en la concentraciones intracelulares de Calcio (Hawley, Pan et al. 2005, Hurley,

Anderson et al. 2005).

TAK1: es un miembro de la familia MAPkkk (mitogen-activated Protein
kinase kinase kinase) descrita recientemente por Momcilovic en el afio 2006. Se
identifico como un mediador en la ruta de TGF-f3 en élulas de mamifero, por
encima de p38 y JNK (Yamaguchi, Shirakabe et al. 1995). Participa en la via de
activacion de NF-xB a traes de receptores de citoquinas como TNFR, IL -1R y
TLRs(Wang, Deng et al. 2001). Para que se produzca una correcta activacién de
TAK1, se necesita el estimulo adecuado y que sus proteinas reguladores TAB1 y
TAB2 (TAK1 binding proteins) estén unidas a la proteina TAK1, en ese momento
TAK1 es capaz de autofosforilarse y activarse (Sanjo, Takeda et al. 2003,
Kanayama, Seth et al. 2004). En cuanto a la regulacién de TAK1 sobre AMPk, hay
que destacar que se ha descrito que el tratamiento de células epiteliales de mama
con TRAIL es capaz de inducir activacion de AMPk por TAK1 y con ello inducir

autofagia (Herrero-Martin, Hoyer-Hansen et al. 2009).

5.2.3. Funciones de AMPk: Cuando se produce un colapso energético en la
célula, que suele manifestarse con un desacoplamiento entre los niveles de ATP y
AMP, se activa AMPk. Como sensor energético celular tiene la funcién de inhibir las
rutas anabodlicas que consumen energia e inducir las rutas catabdlicas para
restaurar los niveles de ATP, es decir, intentar mantener la homeostasis energética

en la célula. Para realizar esta funcién, AMPk pone en marcha distintas estrategias:
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Inhibir la sintesis de acidos grasos y colesterol: se sabe que AMPK es
capaz de fosforilar dos enzimas claves en el metabolismo lipidico: HMGCR
(Hidroximetil Glutarato CoA Reductasa) con lo cual consigue inhibir la sintesis de
colesterol, y ACC (Acetil CoA Carboxilasa) con lo cual inhibe la sintesis de Malonil-
CoA a partir de Acetil-CoA, primera reaccion en la sintesis de acidos grasos
(Carling, Zammit et al. 1987). Ademas inhibiendo la sintesis de Malonil-CoA,
también se favorece la importacion de acidos grasos de cadena larga a la

mitocondria para ser degradados.

Inhibicion de la sintesis de proteinas: AMPk es capaz de regular
negativamente a mTORC1, mediante la fosforilacion de la proteina TSC2 (Inoki, Li
et al. 2003, Inoki, Zhu et al. 2003) y RAPTOR (Gwinn, Shackelford et al. 2008), tal y
como ya se ha explicado anteriormente. En el siguiente apartado de la tesis,
desarrollaremos con mas detenimiento la regulacion de AMPk sobre mTOR y el

proceso de autofagia en un contexto de privacion de nutrientes o estrés energético.

Control del ciclo celular: AMPK es capaz de fosforilar a p53, activando asi
la via p53/p21 de control del ciclo celular (Imamura, Ogura et al. 2001),
induciendo una parada en la fase G1 del ciclo. Ademas se sabe que p53 coopera con
AMPk para inducir la inactivacion de mTORC1, tal y como ya he explicado en el

apartado de regulacion de mTORC1 por estrés energético.

5.3.Control de la Autofagia a través de AMPk/mTORC1/ULK1

Como ya se ha mencionado anteriormente, la privacion de nutrientes
(starvation) es el estimulo pro-autofagico mas fisiolégico que existe y sobre el que
desarrollaré fundamentalmente el trabajo experimental de esta Tesis Doctoral y el
que se va utilizar para explicar la regulaciéon que sufren las quinasas AMPk y

mTORC1 durante la induccién de autofagia.

Cuando desaparecen los nutrientes disponibles del medio extracelular se
crea una situacion de carencia en la célula, que viene marcada por la ausencia de
biomoléculas, para la obtencion de energia en forma de ATP y de precursores que
mantengan activo el Anabolismo. En este momento la situacion celular debe
cambiar, de forma que se intente obtener energia a partir de las reservas

existentes o a partir de estructuras, que bajo estas circunstancias, se vuelven
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menos imprescindibles para la célula. Para ello se necesita reprimir el anabolismo
y potenciar el catabolismo, lo que se consigue activando AMPk e inhibiendo
mTORC1. El resultado sera la induccién de la autofagia como mecanismo de

supervivencia y adaptacion al estrés energético y nutricional.

Una de las primeras proteinas ATGs que se descubrieron en levaduras,
concretamente en Saccharomyces cerevisiae, fue ATG1 (originalmente conocida
como APG1) (Tsukada and Ohsumi 1993). ATG1 es una quinasa que actia
formando un complejo con ATG13 y ATG17 para constituir el primer nucleo o core
a partir de cual originar el autofagosoma. Sin embargo en los ultimos afios se ha
descrito que el nucleo autofagico en levaduras consta de mas proteinas que
directamente interaccionan con ATG17, son ATG29 y ATG31 (Figura INT.27)
(Nakatogawa, Suzuki et al. 2009). En células de mamiferos se han identificado dos
ortologos de ATG1, conocidos como ULK1 y ULK2 (UNC-51-like kinases 1 and 2)
(Mizushima 2010). Del mismo modo se han caracterizado ort6logos para las
proteinas ATG13 y ATG17, llamadas mATG13 y FIP200 (Ganley, Lam du et al. 2009,
Itakura and Mizushima 2010). En el complejo ademas se localiza una cuarta
proteina de ensamblaje que denominaremos ATG101 (Jung, Jun et al. 2009)

(Figura INT.27).

Complejo ATG1

Complejo ULK1/FIP200/ATG13

Saccharomyces cerevisiae Mamiferos
...@) ®ATG? mgz® Figura INT.24. Estructura del
ATG13 ATG1 .. ® Core Autofagico. Puntos de
ATG13 ATG1 ® ® ® regulacién por fosforilacién; en
- ® mamiferos los encargados son
- - AMPK y mTORC1. Adaptado de
(Alers, Loffler et al. 2012).

Como ya hemos mencionado anteriormente, tanto AMPk como mTORC1 van
a interaccionar fisica y funcionalmente con el nucleo autofagico ULK1-mATG13-
FIP200. El proceso de regulacion de ambas quinasas dependera del estatus
energético y nutricional de la célula. mTORC1 en condiciones basales y normales
de crecimiento celular se encuentra asociado al complejo ULK1-mATG13-FIP200 y
lo fosforila directamente en dos de sus componentes, mATG13 y ULK1, en este

momento ULK1 es capaz de fosforilarse a si mismo, incrementando el efecto
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inhibitorio de mTORC1. En condiciones basales se sabe que incluso Akt podria
fosforilar a ULK1, favoreciendo que la autofagia esté inhibida y de este modo
favorecer la sintesis de proteinas. Cuando se produce una carencia nutricional y un
estrés energético, AMPk a través de la quinasa LKB1, se activa e inhibe a mTORC1,
a través de la vias de TSC1-TSC2 descrita anteriormente o por fosforilacion directa
sobre Raptor (Inoki, Li et al. 2003, Inoki, Zhu et al. 2003) y RAPTOR (Gwinn,
Shackelford et al. 2008) . La consecuencia es una inhibiciéon completa del mTORC1
y su separacion del sistema ULK1-mATG13-FIP200 (Roach 2011). Finalmente para
activar el proceso de autofagia, AMPk va a unirse a ULK1 y lo fosforilara(Bach,
Larance et al. 2011, Kim, Kundu et al. 2011), la consecuencia directa es que ULK1
fosforilada actuara como quinasa de mATG13 y FIP200 y el proceso de autofagia
comenzara (Mao and Klionsky 2011). ULK1 va a ser capaz de fosforilar y modular
negativamente tanto a su regulador negativo (mTORC1) (Dunlop, Hunt et al. 2011)
como al positivo (AMPk) (Loffler, Alers et al. 2011), de modo que se produce un
feedback negativo entre las tres proteinas (Figura INT.28).

Condiciones Privacion
Basales
Tsct TSC1
.......... p
TsC2 TSC2
GTP
GTP
Rheb Rheb
mTORCL mTOR  mLST8
P Raptor Sintesis Proteinas
P ate13 P
ULKL/2 P
ATG101 P
FIP200
P
ATG1 P :
ULK1/2 Autofagia
Sintesis Proteinas Autofagia ATG101 FIP200 P
P

Figura INT.28. Regulacién del complejo ULK1/FIP200/ATG13. Durante condiciones ricas
en nutrientes, mTORC1 fosforila a ULK1 y ATG13 inhibiendo autofagia (Amarillo). Bajo estas
condiciones los niveles 6ptimos de energia mantienen inactiva a AMPk. Durante privacién de
nutrientes y deplecién energética, AMPk que desactiva a mTORC1 a través de TSC1/TSC2 y
Raptor (Azul); en este momento mTORC1 se separa del complejo ULK1. AMPk se une a ULK1 y
lo fosforila (Azul), entonces la actividad quinasa de ULK1 fosforila a FIP200 y ATG13 (Verde) y
el complejo queda activo para comenzar la sintesis del autofagosoma. Adaptado de (Mao and
Klionsky 2011).
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6. Nucleacion de los Autofagosomas
Una vez que el core esta activo comienza la formacion de la membrana del

fagoforo. Existe discrepancia de cudl es el origen de la doble membrana lipidica
que generara el autofagosoma; clasicamente se ha localizado el punto de inicio en
la zona del Trans-Golgi o cerca del Reticulo Endoplasmatico, aunque también se
considera que las mitocondrias aberrantes o incluso la membrana plasmatica son
fuentes de pequefias porciones de membrana que originarian el fagéforo (Longatti,
Orsi et al. 2010). Los eventos mas tempranos incluyen la formaciéon de PIP3 (en la
zona donde se activd el complejo ULK1-mATG13-FIP200), que se asociara con el
efector fosfolipidico WIPI-1/2, todo este proceso va a estar modulado por la PI3k
de clase IIl, renombradas para dicha funcién como VSP34. A VSP34 se le unen
Beclin-1 y VSP15, formando un macrocomplejo que va a estar regulado
positivamente por las proteinas AMBRA1, ATG14, UVRAG y EX084 e inhibido por
las proteinas antiapoptoéticas BCL-2 y BCLy, y por RUBICON (Mizushima 2007,
Matsunaga, Saitoh et al. 2009, Bodemann, Orvedahl et al. 2011) (Figura INT.29).

7. Elongacion de la Membrana de los Autofagosomas

En levaduras esta etapa la realizan dos sistemas de conjugacidn similares a
las ubiquitinas (ubiquitin-like conjugation System) que son ATG8 y ATG12 (Geng
and Klionsky 2008). ATG8 debe ser proteolizado por las proteasa ATG4,
volviéndolo accesible a Fosfatidil Etanolamina (PE); al mismo tiempo ATG12 se
conjugara con otras ATGs como ATG5, ATG16 o ATG7, en una reacciéon E2 similar
al proceso de Ubiquitinizacion (Inoue and Klionsky 2010). Este sistema basado en
dos etapas de ubiquitinas también se ha identificado en mamiferos, aunque no esta
totalmente caracterizado. Se obtuvo el homélogo de ATGS8, llamado LC3, el cual
presenta dos isoformas. LC3-1 o forma citosoélica, la cual tras proteolizarse por
ATG4 y lipidarse con PE o Fosfatidil Etanolamina, pasa a llamarse LC3-II o forma
localizada en la superficie del autofagosoma. Recientes estudios han demostrado la
existencia de 7 homologos de LC3 (LC3A, LC3B, LC3C, GATE-16/GABARAP,
GABARAPL1, GABARAPLZ y GABARAPL3) pero no esta claro cual es su mecanismo
de accién durante la fase de elongacién (Chen and Klionsky 2011) . La conversién
de LC3-I o LC3A a LC3-II o LC3B es el principal marcador bioquimico de induccién

de autofagia utilizado en investigacion (Figura INT.29).
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Figura INT.29. Fases de Nucleacion o formacion del fagéforo y de Elongacién de la
membrana lipidica del autofagosoma. Proteinas implicadas. Adaptado de (Cecconi and
Levine 2008).

8. Fusion de Lisosomas y Autofagosomas

Para la fusion de ambas vesiculas se necesita de la acciéon de microtubulos,
se lleva a cabo gracias a la accién de los motores de Dineina, que permiten que
ambas estructuras se encuentren. El proceso puede desarrollarse segiin un modelo
Kiss and Run segun el cual la fusiéon completa de ambas membranas conlleva el
reconocimiento de proteinas de superficie para la posterior fusiéon de las
membranas. La membrana resultante es una mezcla de las membranas de
lisosomas y vesiculas autofagicas (Jahreiss, Menzies et al. 2008, Burman and
Ktistakis 2010). Las principales proteinas de membrana que regulan la fusiéon son
LAMP1 y LAMP2 en la superficie lisosomal y la GTPasa RAB7 (Gutierrez, Munafo et
al. 2004).

9. Degradaciony Reciclado
La etapa final consiste en una degradacion del material citosdlico
secuestrado por la proteasas acidas lisosomales, con ello se consiguen precursores
moleculares esenciales para obtener energia o sintetizar biomoléculas. Finalizado
el proceso de autofagia, la mayoria de proteinas ATGs deben ser recicladas de la

superficie de los autolisosomas para reutilizarlas. En levaduras, el reciclado lo
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realiza ATG9 y esta regulado por ATG2, ATG18, ATG23 y ATG27 (Reggiori, Tucker
et al. 2004, Legakis, Yen et al. 2007). En células humanas el proceso aun no esta
caracterizado aunque se ha descubierto un homoélogo de ATG18, la proteina WIPI-
1/2, 1a cual es capaz de regular tanto la etapa de Nucleaciéon como la de Reciclado.
Recientes estudios han demostrado como ciertas isoformas de LC3, que se
localizarian en la membrana interna del autofagosoma van a ser degradadas junto

con el material citosoélico.

10. Autofagia y Cancer

Existe mucha controversia acerca de cudl es la funcién exacta que puede
desempeifiar el proceso de autofagia en los procesos de tumorigénesis, metastasis y
adaptacion al nuevo nicho en el que se instalan las células metastasicas. Teniendo
en cuenta que la autofagia representa tanto un mecanismo de adaptaciéon y
supervivencia como un proceso de muerte celular controlada, existen multitud de
evidencias que apoyan la idea de una “doble cara” del proceso de autofagia en el
desarrollo de un tumor, tanto como mecanismo de supresion de tumores como de
potenciaciéon del cancer (Lum, DeBerardinis et al. 2005, Mathew, Karantza-

Wadsworth et al. 2007).

10.1. La Autofagia inhibe la tumorigénesis: Tanto la Autofagia como el
sistema de degradaciéon por Proteasoma y Ubiquitinizacién, son esenciales en el
mantenimiento de la homeostasis celular, ya que se encargan de degradar excesos
proteicos, organulos aberrantes, proteinas mal plegadas, etcétera. Asi, esta
constatado que un defecto en el proceso de autofagia, vuelve propensa a la célula a
volverse tumorogénica. Es conocido que ratones knockout para los genes atg5 y
atg7, son propensos a desarrollar importantes fallos motores y se vuelven
propensos a sufrir distintos tipos de tumores (Hara, Nakamura et al. 2006,
Komatsu, Waguri et al. 2006). La principal causa es que una deficiencia en la
autofagia causa una acumulacién de cuerpos de inclusién en el citoplasma, lo que
hace que se acumulen agregados proteicos que podrian dar lugar a la aparicion de

proteinas aberrantes.

El principal hecho que confirmé a la autofagia como proceso supresor de
tumores se describiéo en 1999 por Liang y colaboradores (Liang, Jackson et al.

1999), que descubrieron que la proteina Beclina-1 estaba muy poco expresada en
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células de carcinoma epitelial de mama en comparaciéon con tejidos sanos
normales. Para confirmar el papel de beclina-1 y la autofagia como mecanismo
supresor de tumores, Yue y colaboradores en el afio 2003, describieron que
ratones Beclin-1/-tenfan una alta tasa de mortalidad durante la embriogénesis y
que los animales heterozigoéticos Beclin-1+*/- eran muy propensos a sufrir multitud
de tumores (Yue, Jin et al. 2003) e incluso muy sensibles a sufrir lesiones
premalignas derivadas de infecciones del virus de la Hepatitis B (Qu, Yu et al.

2003).

Actualmente el campo ha avanzado mucho mas y por ejemplo se sabe que
animales atg4/- tienen mucha susceptibilidad al desarrollo de fibrosarcomas
(Marino, Salvador-Montoliu et al. 2007), la deficiencia en ATG5 aumenta el grado
de malignizacion de las células NK (natural killers) (Igbal, Kucuk et al. 2009),
incluso se ha demostrado que el factor bif-1 (Bax Interacting Factor 1) que regula
tanto la apoptosis (a nivel de Bax) como la autofagia (en la etapa de elongacién del
fagoforo a nivel de ATG4) se relaciona con los procesos que generan tumores

malignos (Coppola, Khalil et al. 2008).

10.2. La Autofagia promueve la supervivencia tumoral: Durante los
procesos de metastasis las células tumorales tienen que enfrentarse a nuevos
nichos donde no siempre las condiciones son 6ptimas para el crecimiento. De esta
manera, la carencia de oxigeno y la disponibilidad de nutrientes llevan a las células
tumorales a desarrollar una serie de estrategias de adaptacion y supervivencia. En
este sentido, procesos como la vasculogénesis, adaptacion a hipoxia y autofagia,
son utilizados como mecanismos de resistencia celular. Asi por ejemplo es
conocido que las células tumorales ante diversos estreses tienden a mantener
inhibidas las rutas apoptoticas y constitutivamente activadas las autofagicas
(Degenhardt, Mathew et al. 2006). Esta constatado que ante situaciones
estresantes de nutrientes, oxigeno o dafos derivados de quimioterapia, las células
tumorales sufren Macro y Microautofagia, manifestdindose fenémenos de Mitofagia

o Reticulofagia selectivas (Jin and White 2007).

La autofagia es capaz de conferir tolerancia a tratamientos antitumorales,
tanto quimioterapia, radioterapia, inhibidores de proteinas tirosin quinasas,

anticuerpos especificos, etcétera. La autofagia que se induce facilita el incremento
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de las reservas energéticas y promueva la supervivencia de la célula tumoral, lo
que confiere una gran resistencia a la célula frente a la terapia antitumoral
También hay que tener en cuenta que los inhibidores quimicos de la autofagia,
estan siendo utilizados, incluso en ensayos clinicos muy avanzados, como
compuestos potenciadores del efecto antitumoral de ciertas drogas. Asi por
ejemplo la Hidroxi-Cloroquina (HCQ), la 3-Metil-Adenina (3-MA) o la Bafilomicina
A (BA) facilitan la re-sensibilizaciéon de las células tumorales resistentes en
ensayos in vivo. Esto ha llevado a que toda una nueva generacién de compuestos
inhibidores de la autofagia estan siendo desarrollados en este sentido (Chen,

Rehman et al. 2010)(Figura INT.30).

(A) (B)

Terapia q - Terapia Muerte
— Resistencia

Antitumoral ’ Antitumoral Celular

Reserva ATP
Supervivencia
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Induccién Induccién
CEE>— @D

Autofagosomas Autofagosomas

Figura INT.30. Doble Cara de la autofagia en cancer. (A) Autofagia confiere resistencia a
las terapias antitumorales. (B) Los inhibidores de la autofagia facilitan la re-sensibilizacion a
la terapia antitumoral. Adaptado de (Chen and Zhang 2010).
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INTRODUCCION IV: Material Anexo
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Figura Anexa 1: Ciclo completo de la Reacciéon de Poli (ADP-Ribosilacion): Las fases 1 a 4
representan las reacciones anabdlicas, mientras que las fases 4 a la 8 el catabolismo del
polimero de ADP-Ribosa. La sintesis de Poli ADP-Ribosa requiere 3 actividades PARP
distintas: (1) Iniciacion o Mono ADP-Ribosilacién de residuos especificos de Histidina (2)
transferencia a un residuo de Glutamico o Aspartico en el enzima PARP correspondiente que
actuaria como primer aceptor (3) elongacién del polimero de ADP-Ribosa (4) ramificacion del
polimero PAR. La degradacién requiere a su vez 4 actividades PARG o ARHs : (5) actividad
exoglicohidrolasa y endoglicohidrolasa de PARG que propicia la ruptura de los enlaces que
mantienen unidos a las unidades de ADP-Ribosa (6) distintas actividades Poli ADP-Ribosil
Hidrolasas y (7) actividad Mono ADP-Ribosil Hidrolasa u (8) actividad Mono ADP-Ribosil
Liasa (Hassa and Hottiger 2008).
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Figura Anexa 2: Modelo esquematico de la muerte mediada por polimero PAR o
PARthanatos: (1) Durante el dafio al ADN, por ejemplo por agentes genotoxicos tipo NMDA o
MNNG, se produce activaciéon de PARP-1. Ademas se sabe que la activacién exotdxica de la
ruta por NMDA induce a la formaciéon de influjo de Calcio, activaciéon de nNOS, produccién de
NO (6xido nitrico) y generacion de especies reactivas del oxigeno (ROS). La reaccién entre NO
y el anién super6xido generan peroxinitritos tremendamente oxidantes que generaran los
dafios al ADN. (2) La activacion de PARP-1 genera formacién de polimero PAR; pequefios
fragmentos de PAR pueden migrar desde el nticleo al citosol, en direccidon a la mitocondria.
(3) PAR media en la liberacion de AIF y su traslocacion al nucleo. (4) AIF causa condensacion
de la cromatina y una amplia fragmentacién del ADN a través de un mecanismo que aliin no se
conoce con exactitud (Wang, Dawson et al. 2009).

Familia  Nombre Nombre Subclase Aa Localizacion Subcelular ~ Motive = Actividad Dominios y
PARP Alternative = Transferasa Triada | Enzimdtica Motivos
Funcionales
PARP1 ARTD1 ADN 1,014 Muclear H-Y-E PandB WGR, zinc-fingers
Dependiente y BRCT
PARPZ ARTD2 ADN 570 Nuclear H-Y-E Pand B WGR
Dependiente
PARP3 ARTD2 ADN 540 Muclear H-Y-E M (P supuesta) WGR
Dependiente
PARP4 vPARP ARTD4 1.724 Citosélica H-Y-E P (supuesta) BRCT
(vault particle)
PARPSA  Tanquirasa ARTDS Tanquirasa 1 1.327 Nuclear y citosalica H-Y-E PyO Ankyrin repetido
1y PARPS
PARPSBE | Tanguirasa @ ARTDG Tangquirasa 2 1.166 Nuclear y citosolica H-Y-E PyO Ankyrin repetido
2y PARPG
PARPG ARTD17 ND H-Y-Y M (supuesta)
PARF7 TIPARP ARTD14 CCCH PARP 657 ND H-Y-1 M {supuesta) Zinc-fingers y
RM1 WWE
PARPS ARTD16 854 ND H-Y-1 M (supuesta)
PARPY BALL ARTD9 macroPARP 854 ND O-Y-T M (supuesta) Macrodominio
PARP10 ARTD10 1.025 Nucleary citosolica H-Y-l M
PARP11 ARTD11 331 ND H-Y-1 M (supuesta) WWE
PARP12  ZC3HDC1 ARTD12 CCCH PARP 701 Citosolica H-Y-I M {supuesta) Zinc-fingersy
(stress granules) WWE
PARP13 @ ZC3HAV1 ARTD13 CCCH PARP 902 Citosalica H-Y-¥ M (supuesta) Zinc-fingersy
ZAPL (stress granules) WWE
PARP14  BAL2 ARTDS macroPARP 1.801 Citosolica H-Y-L M Macrodominio y
COASTE (stress granules) WWE
PARP15 @ BAL3 ARTD?7 macroPARP 444 Citosdlica H-Y-L M (supuesta) Macrodominio
|stress granules)
PARP16 ARTD15 630 ND H-Y-1 M (supuesta)

Tabla Anexa 1: Organizacion y Actividad Enzimatica los miembros de la Familia PARP:
En la siguiente tabla quedan recogidos los nombres clasicos para cada miembro como Poli
(ADP-Ribosa) Polimerasas, ademas de los nombres alternativos, basados en la revision de la
familia realizada por Hottiger y colaboradores (Hottiger, Hassa et al. 2010). El tamafio de cada
proteina, referido al contenido de Aminoacidos, en todos los casos es para la forma humana
de cada miembro. La actividad enzimatica conocida o que se le supone a cada miembro, se
menciona como mono- (M), oligo- (0) y poli ADP-Ribosilacién (P), ademas de la capacidad de
formar ramificaciones en los polimeros de ADP-Ribosa o Branching (B). Todos los miembros
de la familia contienen el dominio PARP o la “firma PARP” (Gibson and Kraus 2012).
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Hipotesis y Objetivos

HIPOTESIS

La célula requiere una regulacion muy eficaz de la respuesta a estrés
nutricional para el mantenimiento de su homeostasis y viabilidad. Esta regulaciéon
pasa por el control estricto de las rutas que requieren energia. El enzima PARP-1
es necesaria para hacer frente al estrés genotoxico y su sobreactivacion da lugar a
una deplecién energética que puede tener consecuencias fatales para la célula.
Dada la importante funcién de PARP-1 en el mantenimiento de la carga energética
celular durante situaciones de estrés, su modulacion podria ser necesaria para
responder a situaciones que llevan a la célula a iniciar el mecanismo de autofagia;
ademas su capacidad para modificar covalentemente por Poli(ADP-ribosil)acion,

podria jugar un papel en la sefializacién de distintas fases de la autofagia.

OBJETIVOS

Para analizar el papel de PARP-1 en el desarrollo de la autofagia,

planteamos los siguientes objetivos:

1. Evaluar las consecuencias de la inhibicion de PARP o de su eliminacion
(utilizando células parp-1/- o silenciadas para PARP-1) sobre la capacidad
de induccién de autofagia tras privacion de nutrientes en fibroblastos
murinos y en células tumorales de mama MCF7.

2. Estudio detallado de los mecanismos de activacion de PARP-1 durante la
induccion de autofagia, incluyendo generaciéon de especies reactivas de
oxigeno, y produccion de dafios en el ADN.

3. Analisis de las modificaciones en el eje principal de activacion de autofagia
en respuesta a retirada de nutrientes, AMPK/mTORC1, inducidas por la
inhibicion de PARP o silenciamiento de PARP-1.

4. Analizar las consecuencias de la perturbaciéon en los niveles de Poli(ADP-
Ribosa) (PAR) sobre la autofagia a través del silenciamiento del enzima
Poli(ADP-Ribosa)Glicohidrolasa (PARG).

5. Estudio detallado de la interacciéon de PARP-1 con componentes de la ruta

autofagica, especialmente AMPk y mTORC1.
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1. Cultivos Celulares

Para la realizacion de esta tesis doctoral se han utilizado varias lineas
celulares humanas y murinas. Concretamente se ha trabajado con tres lineas de
Fibroblastos Murinos Embrionarios Inmortalizados (MEFs 3T3); dos de ellas
obtenidas a partir de ratones de fondo genético C57BL/6 que expresan PARP-1
que pasamos a denominar parp-1*/+ MEFs o linea WildType para PARP-1, asi como
células deficientes en dicha proteina, generadas por recombinacién homologa del
exon 4 en el laboratorio de Gilbert de Murcia (CNRS, Estrasburgo; Francia) (de
Murcia, Niedergang et al. 1997) llamadas parp-17/- MEFs o Knockout para PARP-1.
La tercera linea celular MEFs 3T3 presenta una doble deficiencia en proteinas
apoptoticas Bax y Bak y fueron proporcionadas por el laboratorio de la doctora
Cristina Mufioz Pinedo (IDIBELL, Barcelona; Espana) llamadas Bax/-Bak/- GFPLC3
MEFs. Estas células se encuentran transfectadas establemente con el plasmido
GFPLC3, esencial para el estudio de los procesos de autofagia. Las tres lineas se
cultivaron en medio de cultivo DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium Gibco,
Invitrogen) enriquecido en Glucosa 1g/L y en L-Glutamina y suplementado con
Suero Bovino Fetal, previamente inactivado a 56°C durante 30 minutos, o FBSi
(Gibco, Invitrogen) en una proporcién del 10% y teniendo como antibiético la
Gentamicina en concentracion 50 pg/ml. Las células se mantuvieron a 37°C en una

atmosfera humidificada con un 5% de COx.

Por otra parte el trabajo también se fundamenta en el uso de la linea
tumoral epitelial de cancer de mama MCF7 GFPLC3, proporcionada por el
laboratorio de Marja Jaattela (Danish Cancer Society, Copenhague; Dinamarca) que
se encuentra establemente transfectada con el plasmido GFPLC3 necesario para
todos los estudios de autofagia que a continuacién se detalla. La linea MCF7
GFPLC3 se cultivd en medio RPMI 1640 GlutaMAX (Gibco, Invitrogen)

suplementado con FBSi en proporcién del 6%.

Ademas se han usado lineas celulares humanas de distintos tipos de
tumores sélidos para confirmar los resultados y la reproducibilidad de los mismos

en distintos tipos de tumores:
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Células de melanoma humano g361 y HT144 (estas ultimas deficientes en la
proteina ATM) cultivadas en DMEM enriquecido en Glucosa 1g/L y en L-Glutamina,
con 10% FBSiy Gentamicina 50 pg/ml.

Células Epiteliales metastasicas de mama EVSA-t y de cancer cérvico-
uterino HelLa, cultivadas en DMEM enriquecido en Glucosa 1g/L y en L-Glutamina,

con 10% FBSiy Gentamicina 50 pg/ml.

Células de hepatocarcinoma HepG2 y sus homologas no transformadas
WRL68, proporcionadas por el Centro de Instrumentaciéon Cientifica de la
Universidad de Granada (CIC-UGR); todas ellas cultivadas en DMEM con baja
concentracion de Glucosa (Low Glucose) y en L-Glutamina, con 10% FBS activo y

Gentamicina 50 pg/ml.

Células epiteliales de cancer de pulmdén humano A549, que se encuentran
establemente silenciadas para la proteina PARG (Poli ADP-Ribosa Glicohidrolasa)
mediante infeccion retroviral o lineas shPARG A549 y su linea control shVector
A549; ambas proporcionadas por el laboratorio del doctor Lazlo Virag (Medical
and Health Science Center, Debrecen; Hungria) cultivadas en DMEM enriquecido en
Glucosa 1g/L y en L-Glutamina 2mM, con 10% FBSi y Gentamicina 50 pg/ml y que

mantienen como antibidtico de seleccién la Puromicina 5pug/ml.

Todas las lineas humanas fueron mantenidas a 37°C en una atmosfera

humidificada con un 5% de CO..
2. Tratamientos, Reactivos y Tampones

La base de esta tesis es la privacion nutricional o starvation, fundamentada
en la eliminacién de cualquier fuente externa de Aminoacidos en un medio
totalmente controlado. Para ello todas las lineas celulares han sido privadas de
Aminodacidos tratandolas con Solucion Balanceada HANK (HANK Buffer)
compuesto por NaCl 140 mM, KClI 5mM, MgCl>-6H20 1.3 mM, CaClz-2H20 2 mM,
HEPES 10 mM y D-Glucosa 5 mM pero totalmente carente en Aminoacidos. Para
privar con Solucion HANK previamente las células deben de encontrarse
sembradas en monocapa en placas de cultivo determinadas y con una densidad y

morfologia idoneas para el experimento. Cumpliendo estas condiciones se pasa a
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retirar por aspiracion el medio de cultivo, lavar 1 vez con PBS1x autoclavado y
poner un volumen, adecuado al diametro del plato de cultivo, de Solucion HANK

manteniéndola distintos tiempos segun el experimento en cuestion.

Para llevar a cabo la inhibicion del proceso de Poli ADP-Ribosilacién se han
utilizado cuatro tipos de inhibidores quimicos, todos ellos con una constante de
inhibicién en un rango adecuado (nM o en bajos valores uM). Ademas todos han
sido utilizados en mayor o menor medida en distintos ensayos in vivo con ratones y
en ensayos clinicos, algunos de los cuales se encuentran en fases avanzadas. Se ha
utilizado PJ34 ([/N-(6-Oxo-5,6-dihydro-phenanthridin-2-yl)-N,N-dimethylacetamide])
con [C50=20 nM, DPQ (3,4-Dihydro-5-[4-(1-piperidinyl)butoxy]-1(2H)-
isoquinolinone]) con ICso=1 puM, (Alexis Biochemicals, San Diego, CA), Olaparib
(KU0059436, Selleckchem) con IC50=5 nM y KUDOS (KU0058948) con 1C50=3,2 nM,
proporcionado por el laboratorio de la doctora Francoise Dantzer (CNRS,
Estrasburgo; Francia). Tanto DPQ como Olaparib fueron disueltos en DMSO
(Dimetil-Sulf6xido) en concentraciones 50 mM y 10 mM respectivamente y
mantenidos a -20°C, para posteriormente ser usados a concentraciones finales de
40 uM DPQ y 10 uM Olaparib. Por su parte P]34 y KUDOS fueron resuspendidos en
PBS1x autoclavado y mantenidos a -20°C en concentraciones de 50 mM PJ34 y 10
mM KUDOS, para ser utilizados a concentraciones finales de 10 y 20 uM PJ34 y 1
uM KUDOS. Para la inhibicion de la actividad PARPs, las lineas fueron tratadas
durante al menos 1.5 horas con todos los inhibidores, lo cual seria considerado a
modo de pre-tratamiento, manteniéndolos durante todo el tiempo de privacién con

Solucién HANK.

Para modular los niveles de autofagia que desarrollan las células durante
privacion, hemos utilizado un inhibidor quimico de la autofagia y dos tipos de
controles positivos de induccién de autofagia; permitiendo asi comparar los
resultados obtenidos por las distintas técnicas en cada linea celular tratada con
Solucion HANK, con su control pertinente. Los inhibidores quimicos utilizados han
sido la 3MA (3-Methyl Adenine, 3MA M9281, Sigma, St Louis, Mo) que es un
inhibidor clasico de la ruta de las PI3k de clase III; 3MA fue disuelta en medio de
cultivo estéril y mantenida a -20°C en concentracion de 10 mM para ser utilizada a

concentracion final de 2 mM. Por otra parte los controles positivos de autofagia
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usados fueron Rapamicina (Rapa, Rapamycin 553210 Calbiochem, Alemania) que
es un potente inhibidor del complejo mTORC1 e inductor de autofagia y
Concanamicina A (Con A, Concanamycin A C9705 Sigma-Aldrich, St Louis, Mo) que
potencia la formacién de autofagosomas de forma independiente de mTORC1.
Ambos compuestos fueron disueltos en DMSO a concentraciones 1 mM para la
Rapamicina y 100 nM para la Concanamicina A, para ser usados en tratamiento a
concentraciones finales de 100 nM durante 6 horas Rapamicina y 2 nM durante 4
horas Concanamicina A. El compuesto Cloroquina (Chloroquine Salt 99%, Sigma-
Aldrich, St Louis, Mo) fue utilizado como inductor positivo de movilizacion lipidica
durante el proceso de autofagia, utilizandose a 20 pM durante 2 horas de

tratamiento.

El tercer grupo de compuestos utilizados lo comprende la molécula AICAR
(5-Aminoimidazole-4-carboxamide  1-f-D-ribofuranoside, = Acadesine,  N-(f3-D-
Ribofuranosyl)-5-aminoimidazole-4-carboxamide, AICAR A9978, Sigma-Aldrich, St
Louis, Mo) que es un mimético del AMP, utilizado como inductor de la actividad de
la quinasa AMPk. Fue disuelto en H20 en concentraciéon 7 mg/ml y mantenido a
20°C, para ser utilizado en concentracion final de 1, 2 y 3 mM durante 3 horas
como tratamiento en monoterapia y 1.5 horas usandolo como pre-tratamiento
previo a la privacion, en este caso el AICAR es mantenido durante todo el

tratamiento con Solucion HANK.

El cuarto grupo de compuestos utilizados son aquéllos relacionados con la
induccién de apoptosis, usados como controles positivos. Asi se uso el tratamiento
con Cicloheximida (Cycleheximide CHX C4859, Sigma-Aldrich, St Louis, Mo) a
concentracion 0.5pg/ml durante 8 horas como control positivo de la aparicién de
piknosis nuclear y Estaurosporina a concentracion 2 uM (Staurosporine 6942,
Sigma-Aldrich, St Louis, Mo) durante 8 horas fue utilizado como control positivo de
induccién de apoptosis por aparicién de la fase Sub G1 del ciclo celular y activaciéon

de caspasas efectoras 3y 7.
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Los tampones o Buffers utilizados en esta tesis son los siguientes:
Solucidon de starvation o privacion

% Solucién Balanceada HANK (HANK Buffer): NaCl 140 mM, KCl 5mM, MgCl-
6H-0 1.3 mM, CaCl>-2H20 2 mM, HEPES 10 mM, D-Glucosa 5 mM

Western Blot

% Tampoén PBS10x pH 7.4: NaCl 140 mM, KCl, 2.7 mM, NazHPO4 10 mM, KH2PO4
1.8 mM

% Running Buffer 10x pH 8.8: TRIS-HCI 0.24 M, Glicina 2M, SDS 20%

% Tampoén Transferencia Semiseca: TRIS-HCI 1M, Glicina 0.03 M, Metanol 20%
0.0035% SDS

% Tampoén Transferencia Himeda 10x: TRIS-HC1 0.2 M, Glicina 1.2 M

¢ Tampdn Transferencia Himeda 1x: 100 ml Tampo6n 10x, 200 ml Metanol, 700

ml H,0 MiliQ
Dilucion de ARN total y plasmidos

< Tampén TBE 10x: TRIS-HCI 89.3 mM (pH 8.3), Acido Bérico 89 mM; EDTA 2mM
% Tampoén TE: TRIS-HCI 10 mM (pH 8), EDTA 1mM

Obtencion de Extractos Proteicos Totales

¢ Tampon de Lisis 105: Tris-HCl 50 mM pH 8, EDTA 0.1 mM, 0.5% Trit6n X-100,
12.5 mM B-mercaptoetanol 12.5 mM

% Tampén de Lisis TR3: 10 mM NaZHPO4, 10% Glicerol, 20% SDS

% Tampoén de Carga 6x para proteinas: TRIS-HCI 375 mM pH 6.8, SDS 12%,
Glicerol 10%, B-mercaptoetanol 30%, Azul de Bromofenol 0.1%, H.0 MiliQ.

Inmunofluorescencia

% Solucién de Fijacién: 4% Paraformaldehido en PBS1x (4% mas/vol en PBS1x
2% Sacarosa)
% Solucién de Permeabilizacién: Tritén X-100 0.5% en PBS1x

% Solucién de Bloqueo: 2% de BSA en PBS1x
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Co-Inmunoprecipitacién de proteinas endégenas

% Buffer EBC: TRIS-HCI 50 mM pHS8, NaCl 120 mM, 0.5% NP-40, PMSF 1mM,
Protease Inhibitor Complete Mini Roche

% Buffer NET-N: TRIS-HCI 20 mM pH8, NaCl 100 mM, 0.5% NP-40, EDTA 1 mM,
PMSF 1 mM, Protease Inhibitor Complete Mini Roche

Subfraccionamiento Citosol-Nucleo

% Bulffer de Lisis A: Hepes-KOH 0.5 M pH7.8, MgCl,1 M, KCl 1 M, DTT 1M

¢+ Buffer C: Hepes 0.5 M pH7.8, Glicerol 10%, NaCl 5 M, MgCl, 1 M, EDTA 0.25 M,
DTT1M

% Buffer B: Hepes 0.5 M pH7.8, KCl 1 M, MgCl> 1 M

Microscopia Electrénica

R

¢ Solucién de Fijacion: cacodilate buffer 0.1 M pH 7.4, osmium tetraoxyde, 1.5 %
Glutaraldehyde; 1% Formaldehyde
% Solucién de Lavado: cacodilate buffer 100 mM (pH7.4)

¢ Solucién de Tincion: 2% Acetato de Uranilo en H20 MiliQ
3. Analisis por Western Blot

Para realizar el andlisis de todas las rutas bioquimicas por western blot, las
células humanas y murinas fueron sembradas en placas de 6 pocillos o 6 pocillos
en una densidad de 3 x 105 células por pocillos en medio completos y mantenidos
una noche (overnight) a 37°C en una atmdsfera humidificada con un 5% de CO>. Al
dia siguiente fueron sometidas a los tratamientos oportunos con distintos
reactivos y/o privadas con Solucion HANK a distintos tiempos. Después de los
tratamientos el medio de cultivo es aspirado, se lavan las células en monocapa dos
veces con PBS1x autoclavado y se procede a la obtencién de extractos proteicos

totales. La lisis celular se realiz6 utilizando dos métodos distintos:

a) Buffer de Lisis TR3 (10 mM Na;HPO4, 10% Glicerol, 20% SDS): se
afiaden 200 pl de Buffer de Lisis por cada pocillo de la placa; una vez afiadido el
volumen de Buffer, se lisan las células utilizando un scrapper que raspara la

monocapa y que previamente ha sido esterilizado con Etanol al 70% y lavado con
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PBS1x. El volumen de lisis de cada pocillo es recogido en eppendorfs para cada
condicion; cada muestra es sonicada durante 10 segundos en modo constante de
sonicacién y a un 50% de intensidad. Una vez sonicada se guardan 10 pl de
muestra para realizar una cuantificacion proteica por el método de Lowry y al
resto se le afilade un 10% de su volumen de una solucién de Azul de Bromofenol: 3-
mercaptoetanol en proporciéon 1:1 precalentada a 95°C durante 5 minutos. En este

momento la muestra puede ser congelada y mantenida a -20°C.

b) Buffer de Lisis 105 (50 mM Tris-HCl pH 8, 0.1 mM EDTA, 0.5%
Tritéon X-100, 12.5 mM B-mercaptoetanol): se anaden 70 pl de Buffer de Lisis
por pocillo. Se recogen las células con un scrapper y en un eppendorf se mantienen
en hielo durante 45 minutos. Precipitamos la muestra a 15.000 rpm durante 5
minutos y el pellet es eliminado, mientras el sobrenadante es mantenido a -20°C.
Previamente se guardan 10 pl de muestra para cuantificar proteinas totales por el

método Lowry.

Una vez se han cuantificado las proteinas se calcula el volumen para cargar
aproximadamente 40 pg. Las distintas proteinas fueron resueltas en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes o SDS-PAGE, en geles del 5, 10 o
15% de acrilamida en cubetas de electroforesis vertical Biorad; también se
utilizaron geles en gradiente Amersham™ ECL™ Gels 4-12% y 8-16% (28-9898-06
GE Healthcare, Suecia) con cubetas en horizontal Amershan. El Running Buffer 1x
utilizado esta descrito en la tabla anexa 1. Resueltos los geles, fueron transferidos a
membranas de PVDF (Biorad, Berkeley, CA) para lo cual se usaron dos sistemas de
transferencia: Semiseca para proteinas dentro de un rango de Peso Molecular en
un sistema Biorad y Himeda para proteinas de alto Peso Molecular en un sistema
Biorad en vertical; los buffers utilizados para cada sistema estan recogidos en la
tabla anexa 1. Las membranas fueron bloqueadas con una solucién al 5% de Leche
Desnatada en PBS1x-tween20 (PBS1xt preparado al 1% de tween20) durante una
hora y posteriormente fueron incubadas, durante una noche en agitacion a 4°C, con
los anticuerpos primarios frente a las proteinas objeto de estudio. Todos los
anticuerpos primarios utilizados para esta tesis doctoral serdn numerados a
continuacion, todos estan disueltos en PBS1xt al 1% de leche desnatada y la gran

mayoria en proporciéon 1:1000:
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% Metabolismo de PARP-1: anti-PARP-1 (C2-10) (ALX-804-210, Alexis
Biochemicals, LA), anti-Poli (ADP-Ribosa) (PAR) (20591E10, TREVIGEN, My).

% Daiios al ADN: anti-phospho-yH2Ax (Upstate, #05-636, clone JBW103).

+ Autofagia: anti-LC3 (PD014, MBL, NY), anti-ATG7 (#2631, Cell signalling
Beverly, MA), anti-Beclinl (612112, BD Biosciences), anti-phospho-ULK1
(Ser317) (#6887, Cell signalling Beverly, MA), anti-ULK1 (#4776, Cell
signalling Beverly, MA), p62 (#5114, Cell signalling Beverly, MA).

++ Apoptosis: anti-caspasa 8 (BD, Pharmigen).

% Seifializacion: anti-phospho-AMPka (Thr172) (#2535, Cell signalling Beverly,
MA), anti-AMPka (#2603, Cell Signaling, Beverly, MA), anti-phospho-ACC
(Ser79) (#3661, Cell signalling Beverly, MA), anti- phospho-p70s6 kinase
(Thr389) (#9205, Cell Signaling Technology Beverly, MA), anti-p70s6k total
(sc-8418, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA ), anti-phospho-Raptor
(Ser792) (#2083, Cell signalling Beverly, MA), anti-Raptor (N-19) (sc-27744,
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA).

¢ Sobreexpresion proteica: anti-GFP (G1546 Sigma-Aldrich, St Louis, Mo), anti-
GST (AB3282, BD Pharmigen).

¢ Normalizacion: o-tubulin (Sigma-Aldrich, St Louis Mo), B-Actin (Sigma-

Aldrich, St Louis, Mo), GAPDH (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA).

Posteriormente se retiran los anticuerpos primarios, se lavan las
membranas tres veces con PBSt durante 10 minutos cada lavado. A continuacién se
colocan los anticuerpos secundarios unidos a Peroxidasa (POD) en proporcién
1:5000 6 1:10.000 en PBSt al 1% de leche desnatada. Se incubaron durante 90
minutos y se volvieron a lavar todas las membranas tres veces con PBSt. Las
bandas fueron visualizadas utilizando reactivos de revelado de tipo ECL-PLUS y
ECL-PRIME (Amersham Biosciences) y las bandas fueron obtenidas con el sistema
de imagen digital ChemiDoc XRS System (Biorad) y con peliculas fotograficas
médicas AGFA.

4., Inmunofluorescencia

Todas las lineas para inmunofluorescencia se sembraron en placas de 6
pocillos con una densidad de 3.5 x 10% células por pocillo y en placas 12 pocillos

con una densidad de 2.5 x 103 células por pocillo; en todos los casos sobre
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cubreobjetos previamente esterilizados, cultivandolas en medio completo y
mantenidas una noche (overnight) a 37°C en una atmosfera humidificada con un
5% de CO2. Cuando las células adherentes adquirieron la morfologia idénea, se
hicieron los tratamientos pertinentes y se las someti6 al proceso de
inmunofluorescencia. Para ello primero se aspira el medio de cultivo y se procede
a una primera fase de Fijaciéon con una solucién al 4% de Paraformaldehido en
PBS1x (4%, mas/vol en PBS1x con 2% Sacarosa) autoclavado durante 10 minutos
a temperatura ambiente, salvo en el caso de la fijacién para analizar Poli ADP-
Ribosilacion que se hara a 4°C. A continuacion se retira el medio de fijacion y todas
las muestras se lavan tres veces con PBS1x frio. El siguiente paso es una
Permeabilizaciéon que se lleva a cabo con una solucién de Tritén X-100 0.5% en
PBS1x durante 5 minutos a temperatura ambiente. De nuevo se retira la soluciéon y
se lavan las muestras tres veces con PBS1x frio. La tercera fase consiste en un
proceso de Bloqueo que se hace con una solucién al 2% de BSA en PBS1x durante 1
hora a 37°C. A continuaciéon se afiaden, sin necesidad de lavados previos, los
Anticuerpos Primarios para las proteinas en cuestién: anti-PARP-1 (C2-10) (ALX-
804-210, Alexis Biochemicals, LA), anti-Poli(ADP-Ribosa) (PAR) (20591E10,
TREVIGEN, My); anti-AMPka (#2603, Cell Signaling, Beverly, MA), anti-phospho-
YH2Ax (Upstate, #05-636, clone JBW103) en una soluciéon PBS1x 2% BSA. Todos se
incuban aproximadamente 1 hora a 37°C. Pasado este tiempo, se recuperan los
anticuerpos y se lavan los cubreobjetos tres veces con PBS1x frio. Posteriormente
se afiadiran los anticuerpos secundarios conjugados con distintos fluor6foros FITC
(verde) o cy3 (rojo) en PBS1x 2% BSA y se dejaran incubando 30 minutos a 37°C.
Volvemos a lavar tres veces con PBS1x y afladimos una soluciéon 1:5000 con
marcador nuclear DAPI durante 10 minutos. Retirado el DAPI y previo lavado de la
muestra con PBS1x se procedera a la etapa final consistente en secar bien los
cubreobjetos y colocarlos sobre portaobjetos libres de polvo y humedad con el
Medio de Montaje Vectashield (H-1000, Vector, CA), para posteriormente sellar las
muestras con laca de ufias comercial. Las muestras pueden ser almacenadas
durante una noche a -20°C y fueron visualizadas bajo microscopia de fluorescencia
en un Microscopio de Fluorescencia Zeiss o en un Microscopio Confocal Leica LCS

SP5.
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5. Silenciamiento de Proteinas mediante Tecnologia ARN Interferente

(siRNA)

El ensayo de silenciamiento de proteinas por ARN interferente o siRNA se
realizé sobre células adheridas a cubreobjetos con densidad 6 x 104 para ensayos
de microscopia de fluorescencia y 6 x 10> para ensayos bioquimicos por western
blot. Todas las lineas se cultivaron en sus medios pertinentes, completos pero sin
ningln tipo de antibiédtico, ya que este impide el proceso de interferencia y causa
muerte celular en el cultivo. Las células son cultivadas a 37°C en una atmosfera
humidificada con un 5% de CO:. El silenciamiento especifico se llevd a cabo
utilizando el reactivo de transfeccion para ARNs Lipofectamina 2000™
(Invitrogen) siguiendo el protocolo proporcionado por el distribuidor. Las
secuencias de ARNs de interferencias o RNAi se seleccionaron para las siguientes
proteinas y para cada una de ellas se requiri6 una puesta a punto de la
concentracion de RNAi necesario. 50 nM (iBclin1 and iATG7), 60 nM (iPARP-1 and
iULK1), 30 nM iPARG, fueron proporcionados por las siguientes empresas ATG7
no.l1 y ULK1 desde Sigma; Human PARP-1 desde Ambion Applied Biosystems;
Beclinl, PARG y Murine PARP-1 desde Santa Cruz Biotechnology. En todos los
casos las células se dejaron en presencia de la soluciéon de transfecciéon con los
RNAi durante 48 horas antes de realizar el estudio posterior, ya fuese extraccién de
proteinas o ARN total, transfeccion con el plasmido GFPLC3 para microscopia de

fluorescencia o tratamiento con Solucién HANK.
6. Ensayos de Autofagia

Células que expresan el plasmido GFPLC3 fueron utilizadas para el analisis
morfoldgico de autofagia durante la privacion de nutrientes. Por una parte
trabajamos con la linea tumoral MCF7 y con una murina Bax/-Bak”/- 3T3 MEFs,
ambas transfectadas establemente con el plasmido GFPLC3 y por otra parte el
resto de lineas humanas y murinas (g361, HT144, WRL68, HepG2, HeLa, EVSA-t,
shVector A549, shPARG A549, parp-1*/*y parp-17/- MEFs 3T3) fueron transfectadas
con el mismo plasmido siguiendo dos protocolos distintos. El pldsmido GFPLC3
para la transfeccién transitoria fue amablemente cedido por el laboratorio del
doctor T. Yoshimori (National Institute for Basic Biology, Okazaki; Japon). Todas las

lineas en cuestion fueron transfectadas siguiendo el protocolo para el reactivo
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JetPEI™ (Polyplus Transfection, Illkrich; Francia), de acuerdo con las instrucciones,
utilizando para ello un volumen determinado de reactivo de transfeccion ajustado
a 100 pl de NaCl 150 mM por cada pocillo. Para ello todas las lineas se sembraron
en placas 6 pocillos con una densidad de 4 x 10% células por pocillo en medio
completo y siempre sobre cubreobjetos esterilizados, cultivandolas en medio
completo una noche completa a 37°C en una atmdsfera humidificada con un 5% de
CO2. Después de transfectar las lineas se sometieron a las 48 horas a los
tratamientos pertinentes con distintos reactivos y/o Solucion HANK para el
analisis morfolégico del proceso de autofagia mediante microscopia de
fluorescencia en un microscopio tipo Zeiss. Después del tratamiento y antes del
analisis microscépico, todas las muestras se procesaron de la siguiente forma: se
aspir6 el medio de cultivo y se lavaron al menos dos veces con PBS1x autoclavado
y posteriormente fueron fijadas con una solucién de Fijaciébn que contiene
Paraformaldehido (4%, mas/vol en PBS1x con 2% Sacarosa) durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Para determinar la localizaciéon de GFPLC3 sobre la
superficie de los autofagosomas, se utilizaron una settings no saturantes con el
filtro FITC (verde). Esta misma tecnologia fue utilizada para células MCF7 que

expresan de forma estable GFPLC3.

Por otra parte para analizar bioquimicamente el proceso de autofagia
inducida por retirada de nutrientes, nos basamos en el procesamiento endégeno
que sufre la proteina LC3 desde su forma citosoélica difusa o LC3-I, a su forma
proteolizada y lipidada que se localiza en la superficie de los autofagosomas o LC3-
II. Para estudiar esta translocacién endoégena se utilizo6 para western blot el
anticuerpo anti-LC3 (PD014, MBL, NY) descrito con anterioridad, capaz de medir
tanto el fragmento LC3-1 de 18 kDa y el procesado y localizado en las

autofagosomas LC3-II de 16 kDa.

Como controles positivos de autofagia, tanto para microscopia como para
ensayos bioquimicos, se utilizaron la Rapamicina y la Concanamicina, descritas en
el apartado de reactivos. Ambos dieron idénticos resultados en todas las lineas

celulares estudiadas.

117



Material y Métodos

7. Microscopia Electrénica

Todos los protocolos de experimentaciéon animal utilizados para la
realizacién de esta tesis han sido aprobados por el Comité de Etica Animal del
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC). Se trabajé con cepas de
ratones C57BL/6 wildtype y knockout para la proteina PARP-1. Ratones neonatos
fueron utilizados para determinar las diferencias en autofagia en funcién de la
ausencia de PARP-1, durante privacion en muestras hepaticas. Asi las crias fueron
separadas de las madres en las 4 primeras horas después de los nacimientos. Los
higados de ambas cepas de ratones fueron extraidos y lavados con PBS1x;
prefijados durante 30 minutos en Solucién de Fijaciéon 1 (0.1 M cacodilate buffer pH
7.4, osmium tetraoxyde), lavados de nuevos y fijados con la misma solucion
durante 1 hora a 4 °C. Después del tratamiento las muestras fueron lavadas dos
veces con H20 MiliQ y tefiidas con Acetato de Uranilo. Las secciones para el estudio
fueron cortadas con cuchillas de diamante en un ultramicrotomo (Reichert Ultracut
S). Posteriormente fueron analizadas en un microscopio electréonico modelo TEM
Zeiss 902 con un voltaje de aceleraciéon de 80 KV, localizado en el Centro de

Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada (CIC-UGR).

8. Movilizacion de Vesiculas Lipidicas (Lipid Droplets) por microscopia de

fluorescencia

Células parp-1*/* 'y parp-17- MEFs 3T3 fueron sembradas sobre
cubreobjetos en placas 6 pocillos con una densidad de 4 x 10 células por pocillo.
Mantenidas a 37°C en una atmosfera humidificada con un 5% de CO: el tiempo
necesario para que se adherieran, fueron sometidas a privaciéon con Solucién
HANK a distintos tiempos. Tanto las células tratadas como las controles fueron
fijadas con Paraformaldehido (4%, mas/vol en PBS1x con 2% Sacarosa) durante
10 minutos a temperatura ambiente. Las vesiculas lipidicas movilizadas a
consecuencia de la privacién nutricional, fueron marcadas usando la sonda
BODIPY® 493/503 (Invitrogen) durante 5 minutos a temperatura ambiente y en
oscuridad; se afiadié una solucién 1:5000 con marcador nuclear DAPI durante 10
minutos. Todas las muestras fueron visualizadas en un microscopio de
fluorescencia Zeiss usando el filtro FITC (verde). La incubacién con Cloroquina

(Chloroquine Salt 99%, Sigma-Aldrich, St Louis, Mo) a concentracién 20 uM
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durante 2 horas fue utilizado como control positivo de movilizacién y acumulacién

de vesiculas lipidicas.
9. Ensayos de Muerte Celular

A lo largo de esta tesis se han realizado distintos ensayos encaminados a
analizar como se ve afectada la viabilidad celular durante la privaciéon de
nutrientes y qué procesos de muerte celular especificos desencadenada la
privacion en un contexto en que eliminamos o inhibimos el proceso de Poli ADP-
Ribosilacion. Las lineas utilizadas han sido células parp-1*/*y parp-1/- MEFs 3T3,
Bax/-Bak/- GFPLC3 MEFs y la linea tumoral humana MCF7 GFPLC3.

9.a Ensayo de Viabilidad Celular o Ensayo MTT: parp-1*/*y parp-1/-
MEFs 3T3 y MCF7 GFPLC3 fueron sembradas en placas 24 pocillos con densidad 4
x 10# células por pocillo y sometidas a privacién con Solucién HANK a distintos
tiempos. MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl Tetrazolium Bromide) fue
medido segun las instrucciones incluidas en el kit Cell Proliferation Kit I (MTT, 1-

65-007 Roche; Alemania).

9.b Ensayo de Incorporacion de loduro de Propidio: parp-1+/*y parp-1-/-
MEFs 3T3 y Bax/-Bak/- GFPLC3 MEFs fueron sembrados en placas 6 pocillos con
una densidad de 3 x 105 células por pocillo y tratadas con Solucién HANK a
distintos tiempos. Preincubadas con Ioduro de Propidio, el porcentaje de
incorporaciéon de dicho compuesto al ADN celular es directamente proporcional al
porcentaje de muerte celular. Este ensayo de Tincién de Exclusion fue medido en

un citdmetro FACScalibur con el software Cell Quest (BD Bioscience).

9.c Tincion de Exclusion con Trypan Blue: parp-1*/*y parp-17/- MEFs 3T3
se sembraron en placas 24 pocillos con densidad 3 x 10% células por pocillo y
sometidas a privacién con Solucién HANK durante varias horas. Finalizados los
tratamientos, las células fueron lavadas con PBS1x, despegadas de los pocillos con
Tripsina y recogidas en medio de cultivo (controles) y con Solucion HANK
(tratados). Se precipitaron por centrifugacion 1.500 rpm durante 5 minutos a
temperatura ambiente; el pellet celular se resuspendié en 50 pl de una solucién

1:10 de Trypan Blue en PBS1x. A continuacion la tincidn de exclusion se midié por
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recuento bajo microscopia 6ptica; excluyendo células birrefringentes como Vivas y

marcadas con el azul tipico del Trypan como Muertas.

9.d Ensayos de Apoptosis: para analizar la muerte celular por apoptosis,
utilizamos tanto criterios bioquimicos como morfolégicos. En todos los casos se
utilizaron parp-1+/+'y parp-17/- MEFs 3T3 sometidos a privacién de nutrientes y

con sus controles positivos pertinentes.

9.d.1 Determinacion de nucleos piknéticos: las células sembradas
sobre cubreobjetos a densidad 3 x 104 fueron privadas de nutrientes a tiempos de
6 y 8 horas; posteriormente fueron fijadas con Paraformaldehido (4%, mas/vol en
PBS1x with 2% Sacarosa) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se lavaron
todas las muestras con PBS1x al menos tres veces y se las marco con una solucion
1:5000 con marcador nuclear DAPI durante 10 minutos. El marcaje con DAPI nos
permitié analizar la morfologia nuclear piknotica tipica de los procesos de
apoptosis bajo microscopia de fluorescencia. El tratamiento con Cicloheximida
(Cycleheximide CHX C4859, Sigma-Aldrich, St Louis, Mo) a concentracién 0.5ug/ml
durante 8 horas fue utilizado como control positivo de la aparicion de piknosis

nuclear.

9.d.2 AnexinaV/IP: las células sembradas con una densidad de 5 x
105 células por pocillo en placas 6 pocillos fueron privadas de nutrientes durante 6
horas. Posteriormente fueron lavadas varias veces con PBS1x autoclavado,
tripsinizadas y centrifugadas a 1500 rpm durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Todos los pellets celulares fueron resuspendidos en una solucién de
AnexinaV/IP (Roche Applied, Alemania) y mantenidos en oscuridad a 37°C durante
15 minutos. El porcentaje de células apoptoticas fue medido en un citometro
FACScalibur con el software Cell Quest (BD Bioscience). La Estaurosporina
(Staurosporine 6942, Sigma-Aldrich, St Louis, Mo) durante 8 horas fue utilizada
como control positivo de inducciéon de apoptosis por aparicion de la fase Sub G1

del ciclo celular.

9.d.3 Actividad de Caspasas 3 y 7: se sembraron ambas lineas
celulares en placas de 96 pocillos con densidad de 2 x 103 células por pocillo y se

las someti6 a privacion durante 4.5, 6 y 8 horas. The Caspase-Glo Reagent fue
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afiadido directamente sobre las células en un volumen de 200 pl por pocillo. Todas
las muestras se incubaron a temperatura ambiente durante 45 minutos en
oscuridad y las medidas de luminiscencia se realizaron con un luminémetro TECAN
Infinite 2000 Luminometer. Cada punto representé la media de tres pocillos o
réplicas por cada condiciéon en 3 experimentos independientes. Estaurosporina
2uM durante 3 horas fue utilizada como inductor de actividad caspasa, sin

embargo estos datos no se muestran en los graficos.

9.d.4 Procesamiento de Caspasa 8: ambas lineas celulares fueron
sembradas en placas de 6 pocillos o 6 pocillos en una densidad de 3 x 10> células
por pocillos en medio completos y mantenidos una noche a 37°C en una atmosfera
humidificada con un 5% de CO;. Se sometieron a 6 horas de privacion, se lavaron
los pocillos y se extrajeron proteinas totales con el Buffer de Lisis TR3
anteriormente descrito. El procesamiento de la pro-caspasa 8 hacia fragmentos de
38 y 23 kDa fue resuelto en geles de poliacrilamida con un 12% de acrilamida y
usando el anticuerpo anti-caspasa 8 (BD, Pharmigen). Extractos totales
procedentes de células Jurkat irradiadas con 2 Gy, proporcionados por el
laboratorio de la doctora Maria del Carmen Ruiz Ruiz (CIBM-UGR, Granada;

Espafia), fueron usados como controles de activacion de caspasa 8.
10. Transfeccion Transitoria de ADN plasmidico

A lo largo de esta tesis se han transfectado varias lineas celulares humanas
y murinas con distintos pldsmidos para realizar ensayos variados, tanto de
sobreexpresion como de analisis morfolégico de autofagia. Concretamente células
parp-1*/*y parp-17/- MEFs 3T3 murinas y g361, HT144, HeLa, EVSA-t, shVector
A549 y shPARG A549 humanas has sido transfectadas transitoriamente con el
plasmido GFPLC3 de sobreexpresion para la proteinas LC3 localizada en la
superficie de los autofagosomas. Del mismo modo se restaur6 la actividad PARP-1
en células parp-17/- MEFs 3T3 usando la transfeccion transitoria de pEBC-PARP-1
que sobreexpresa una versién completa y activa de la proteina PARP-1 unida a
GST; en tercer lugar se sobreexpresaron las proteinas PARP-1 y AMPk unidas a
GFP y GST respectivamente en lineas MCF7 GFPLC3 para realizar ensayos de co-
inmunoprecipitacion. En todos los casos se utilizé el protocolo de transfeccién con

el reactivo JetPei™ (Polyplus Transfection, lllkrich; Francia) de acuerdo con las

121



Material y Métodos

instrucciones proporcionadas por la casa comercial; para ello un volumen
determinado de reactivo de transfeccion ajustado a 100 pl de NaCl 150 mM por
cada pocillo y se mantuvieron en contacto con el reactivo junto al ADN 48 horas a
37°C en una atmosfera humidificada con un 5% de CO; antes de realizar el ensayo
en cuestion. A continuacion detallo las concentraciones de ADN plasmidico

después de realizar ensayos de maxi-preps y utilizados en las transfecciones:
GFPLC3: 2.234 pg/ul GFP-PARP-1: 2.597 pg/ul
pEBC-PARP-1: 2.543 pg/ul pEBC-AMPk: 2.526 ng/ul

11. Niveles de expresion génica

11.a Extraccion y Cuantificacion de ARN total: Para ello en células
tratadas y control se extrajo ARN total siguiendo las instrucciones del kit RNeasy
Kit (Qiagen Inc., Valencia; California). La cuantificaciéon de acidos nucleicos se
realizé en el equipo Nano DROP® ND-1000 Spectrophotometer empleando 1 pl de
cada muestra. Este sistema de cuantificacidn esta basado en la absorbancia medida
a 260 nm, tomando como Coeficiente de Extincion 50 (ug/ml)-1cm! para ADN de
doble cadena y 40 (pug/ml)-1cm1 para pequefo oligos y moléculas de ARN. El
sistema Nano DROP® permite detectar contaminacion en la muestra con proteinas,
fenoles 0 moléculas que absorben en torno a 280 nm, calculando asi la relacién
Az60:A280 , € incluso posible contaminacion por moléculas glucidicas Aze0:A230. Se
considerara puro un ADN con un indice Azs0:A280 en torno a 1.8 y un ARN con
indice Azs0:A280 en torno a 2. Si la relacién Azeo:A230 estd entre 1.8 y 2.2,

consideraremos que la muestra presenta contaminacion.

11.b Reaccion de Reverso Transcripcion (RT-PCR): Para llevar a cabo el
analisis de expresion génica de la proteina PARG tras producirse su silenciamiento
génico, trabajamos con células MCF7 GFPLC3 previamente silenciadas segun el
protocolo antes descrito y se les aplicé el protocolo de extraccion de ARN total. La
cantidad de ARN total fue cuantificada y se calcul6 la misma cantidad para realizar
el ensayo de Reverso-Transcripcidon o RT-PCR, para lo cual el ADN complementario
o cDNA se obtuvo por el kit Script cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad Laboratories,

Hercules; California) de acuerdo con las instrucciones del kit.
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11.c PCR Cuantitativa (qPCR): La expresion de PARG tras el
silenciamiento génico con siRNA fue medida por Analisis Real-Time PCR utilizando
el sistema iQ-SYBR Green Supermix y un termociclador iCycler Detection System
(Bio-Rad Laboratories, Hercules; California) siguiendo las instrucciones
pertinentes. Las secuencias especificas del primer u oligo para PARG humana se

detallan a continuacion:
Sense: AGC TGA GCGAGATGT GGTTT
Antisense: TGG AAC AGT TTC TGC AT

Este kit contiene el agente intercalante SYBR Green especifico de ADN recién
sintetizado y el cual emite luz fluorescente tras su estimulacion (absorcion de 497
nm y emisiéon a 520 nm). La emisién se recoge por el sistema detector del equipo
en cada ciclo de la PCR. La fluorescencia detectada es proporcional a la cantidad de
AND sintetizado, lo que nos permite conocer y registrar en todo momento la
cantidad de ADN formado en cada ciclo de amplificacion (Wittwer, Herrmann et al.
1997). El ciclo de PCR en el que se empieza a detectar el aumento de fluorescencia
se denomina Ciclo Umbral o cycle threshold value (C;) y es inversamente
proporcional a la cantidad inicial de ADN de la muestra, es decir, mas cantidad de
ADN inicial menor valor de C:. Por lo tanto comparando los C; de las distintas
muestras a ensayar, se puede calcular el incremento de la expresion génica de una
determinada muestra con respecto a una condicién control. La composiciéon de
cada reaccion de PCR fue la siguiente: 12.5 pl de Reactivo Supermix 2x, 0.5 uM de
cada uno de los cebadores o primers tanto el sentido (sense) como el antisentido
(antisense), 1 ul de ADN complementario y la suficiente cantidad de agua MiliQ
como para completar un volumen final de 25 pl. Ademas se pusieron puntos de
controles negativos o blancos, con 3 réplicas por cada uno de ellos, donde seria
sustituido el ADN por agua MiliQ. Todas las muestras serian normalizadas con
respecto a un gen de referencia que seria utilizado como control interno; el gen

empleado fue 36B4.

El perfil térmico usado para la PCR fue el preestablecido por el sistema
iCycler Detection System, con la excepcién de que la temperatura empleada para

cada etapa de hibridaciéon del ADN de nueva sintesis, se corresponde con la
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temperatura 6ptima de hibridacion de los cebadores utilizados. La cuantificacion
relativa de la expresion génica se determind usando el método comparativo

previamente descrito de las C; (Wang, Liu et al. 2002, Zhu, Blackhall et al. 2004).

Asi el N@ de veces de Induccion = 2-244C;, donde AACt = ACt muestra problema — ACt
muestra control Para un determinado gen de interés. En nuestro casoA Ct muestra problema €S
el valor de Ct de la muestra o gen problema, normalizado segln la expresion del
gen 36B4 y ACt muestra control €S €l valor Ct de la muestra control sin tratar para ese
mismo gen normalizado segun la expresion del gen 36B4. Para la validacion del
calculo AA Ct es necesario la elaboracién de curvas patrén, tanto del gen de
referencia como del gen problema y que dichas curvas cumplan los requisitos de
eficiencia de la PCR. Todas ellas deben cumplir unos valores determinados de
coeficiente de correlacion y deben calcularse con al menos 4 concentraciones
diferentes. El producto resultante de PCR puede analizarse en geles de agarosa
para confirmar el tamafo adecuado del fragmento que se ha amplificado y

cuantificado, segun lo establecido en la bibliografia.
12. Determinacion de ATP

Los niveles intracelulares de ATP fueron medidos en lineas parp-1*/*y parp-
1/- MEFs 3T3 y MCF7 GFPLC3; para lo cual se sembraron sobre placas p60 con una
densidad de 1 x 106 células por pocillo; cada una en su medio completo
correspondiente y mantenidas toda la noche y a 37°C en una atmoésfera
humidificada con un 5% de CO;. Todos los ensayos se hicieron tras someterlas a
tiempos cortos de privacion con Solucion HANK. El contenido de ATP se midio
usando un ensayo tipo Luciferasa/Luciferina con el kit comercial ATP
Bioluminiscent Assay (Sigma-Aldrich, St Louis, Mo), siguiendo las instrucciones
proporcionadas. Se generd una curva patrén con concentraciones conocidas de
ATP y fue utilizada para extrapolar valores de pmoles de ATP desde las unidades
arbitrarias de luminiscencia obtenidas en un luminémetro TECAN Infinite 2000
Luminometer. Los valores obtenidos de pmoles de ATP fueron normalizados con
valores de concentracion de proteinas por muestra obtenidos por el Método
Bradford. Finalmente se expres6 la media de tres experimentos independientes
con tres réplicas por cada condicion y experimento, como porcentaje de ATP con

respecto a los valores control, aplicando el estadistico adecuado.
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13. Determinacion de Especies Reactivos de Oxigeno (ROS)

Los niveles intracelulares de ROS fueron medidos en varias lineas parp-1+/+
y parp-17/- MEFs 3T3 tanto de nuestro laboratorio, como proporcionados por el
laboratorio de la doctora Eva Siles (Dpto. Bioquimica, Biologia Celular y Molecular,
Facultad de Ciencias Experimentales, Universidad de Jaén, Jaén; Espafa). En todas
las lineas la densidad utilizadas fue de 3.5 x 105 células por pocillo en placas 6
pocillos; y manteniéndolas en sus medio adecuados a 37°C en una atmoésfera
humidificada con un 5% de CO:. Cuando las células tuvieron la morfologia
adecuada se las privé de nutrientes con Solucién HANK y se utilizaron los controles
positivos de formacion de ROS con dosis bajas de H202. La produccion de ROS se
llevé a cabo, previa incubacién con una sonda especifica para ROS, llamada DCFDA
(35845, FLUKA) prepara a una concentraciéon de 8mg/ml en DMSO in situ y
midiéndolos en un citémetro Epics Elite ESP Cytometer. Las células fueron
incubadas con la sonda DCFDA aproximadamente 30 minutos antes de que
finalizase el tiempo menor de privacion con Solucion HANK. Acabada la
incubacion, se retiré el medio de cultivo, se lavaron las células tres veces con
PBS1x autoclavado y se tripsinizaron. El pellet celular obtenido a 1.500 rpm 4°C fue
disuelto en 200 pl de PBS1x y analizadas en el citometro. Los valores obtenidos
fueron expresados como unidades arbitrarias de fluorescencia con respecto a los
tiempos de privacion y conseguidos de cuatro experimentos independientes con
cuatro lineas parp-1*/* y parp-1/- MEFs (dos distintas de cada linea) y
manteniendo al menos tres réplicas significativas por cada condicion y

experimento.
14. Determinacion de Daiios al ADN

Para medir dafios al ADN se utilizaron dos técnicas capaces de medir dafios
de simple cadena, normalmente inducidos por la formaciéon de especies reactivas
de oxigeno (ROS). Células parp-1*/*y parp-1/- MEFs se utilizaron en los siguientes

ensayos:

14.a Ensayo Cometa (Comet Assay): Ambas lineas celulares se sembraron
en placas 6 pocillos a densidad 1 x 10> células por pocillo en medio completo, en

las condiciones de cultivo idéneas. Una vez se las privon con Solucién HANK y
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usando los controles positivos pertinentes con Irradiaciéon 2 Gy; se les aspir6 el
medio, se lavaron tres veces con PBS1x y se tripsinizaron. El pellet celular obtenido
a 1.500 rpm 4°C fue procesado segun el protocolo para el ensayo Cometa Comet
Assay Kit (R&S System, Trevigen, MD; USA). El pellet fue mezclado con agarosa tipo
molten LM agarose a 37°C en una proporcion 1:10 (vol/vol) y pipeteado en sobre
cubreobjetos especial tipo COMET. Estos cubreobjetos fueron mantenidos en
oscuridad durante 10 minutos a 4°C e inmersos en una solucion alcalina de lisis
proporcionada por el kit. Posteriormente se sacan de la solucidn de lisis celular, se
lavan con Solucidn TBE y se transfieren a una camara de electroforesis horizontal
donde se les aplica un voltaje de 1V/cm durante 20 minutos. Posteriormente se
lavan los cubreobjetos con H20 destilada y se dejan inmersos durante 5 minutos en
etanol al 70% para después dejar secar al aire. En este momento seran marcados
con SYBR Green y posteriormente analizados por microscopia de fluorescencia en
un microscopio tipo Zeiss. Entre 70 y 90 nucleos fueron analizados por cada
muestra en al menos tres experimentos independientes utilizando el programa
informatico COMET Assay Software Project (CASP software). Los dafos al ADN
fueron cuantificados a partir de los datos de TM (Tail Moment) o Momento del
Cometa que aparece como un “estela” marcada con SYBR Green indicativo de
roturas en el ADN y salida del nucleo por la lisis alcalina que se les aplico a las
muestras. El calculo matematico de TM se obtuvo como porcentaje de ADN en la

cola del Cometa por longitud total del mismo.

14.b Niveles de fosforilacion de la HistompH2AX: La fosforilacién de
esta proteina indica dafios al ADN y relajacién de la cromatina, volviéndola
accesible a la maquinaria de reparaciéon de ADN. La fosforilacién es, por tanto,
directamente proporcional al dafio y nos da una idea de cémo de eficiente es la
reparacion del material genético tras la privacion de nutrientes. Para ello se usaron
ambas lineas de 3T3 MEFs, tratadas con Solucion HANK y con los controles
positivos de dafio usando Irradiacion 2 Gy para los ensayos bioquimicos y
Temozolomida para la cuantificacion de foci o puntos de dafios al ADN marcados
ambos con anticuerpos especificos para los niveles de fosforilacién de la histona

anti-phospho-yH2Ax (Upstate, #05-636, clone JBW103).
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14.b.1. Inmunofluorescencia de foci phospho-yH2Ax: para ello se
utilizd el anticuerpo secundario conjugado a FITC y se preparé la muestra

siguiendo el protocolo para inmunofluorescencia descrito anteriormente.

14.b.2. Western Blot de phospho-yH2Ax: se utiliz6 un anticuerpo
secundario conjugado a Peroxidasa POD segun el protocolo para western blot y

revelado descrito anteriormente.
15. Co-inmunoprecipitacion de Proteinas Endogenas

Células MCF7 GFPLC3 fueron sembradas en placas p100 con una densidad 1
x 106 células por placa. Después de someterlas a privacion, se les aspir6 el medio y
se lavaron dos veces con PBS1x autoclavado. Posteriormente se les afiadié 200 pl
de Buffer EBC (50 mM Tris-HCl pH8, 120 mM NaCl, 0.5% NP-40, 1mM PMSF,
Protease Inhibitor Complete Mini Roche) sobre hielo. Se recogio el extracto y en
eppendorfs se mantuvieron en hielo 30 minutos, aplicaindoles un vortex suave cada
10 minutos. Después se centrifug6é a 13.000 rpm durante 20 minutos a 4°C y se
obtiene un primer extracto total o INPUT, el resto del sobrenadante fue incubado
con 35 pl de Protein Sepharose A (PAS) 30 minutos en agitacion a 4 °C. Aplicando
13.000 rpm durante 5 minutos a 4°C, se obtuvo el extracto Pre-Inmune (PI) desde
el sobrenadante, incubandolo con anti-Cyt C (sc-7159, Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA) y el pellet con 50 pl de Buffer EBC con PAS, dejandolo entre 1 y 4
horas en agitacién a 4 °C. La co-inmunoprecipitaciéon de AMPk y PARP-1 endégenas
(Co-IP) se hizo usando los anticuerpos especificos anti-PARP-1 (C2-10) (ALX-804-
210, Alexis Biochemicals, LA) y anti-AMPka (#2603, Cell Signaling, Beverly, MA).
Ambos fueron utilizados en proporciéon 1:100. La Co-IP fue incubada a 4°C en
agitacion. A continuacidn todas las muestras fueron centrifugadas a 13.000 rpm 5
minutos 4°C. Todos los pellets fueron lavados cinco veces con 500 pl de Buffer
NET-N (20 mM Tris-HCl pH8, 100 mM NacCl, 0.5% NP-40, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF,
Protease Inhibitor Complete Mini Roche) a 13.000 rpm 2 minutos 4°C. Finalmente
todos los pellets fueron resuspendidos en buffer de carga 2x y mantenidos a -20°C
hasta que se resolvieron en geles de poliacrilamida siguiendo el protocolo de

western blot anteriormente descrito.
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16. Colocalizacion de Proteinas End6genas por Microscopia Confocal

Células MCF7 se sembraron en placas 6 pocillos sobre cubreobjetos
autoclavados y con una densidad celular de 4.5 x 103 células por pocillo. Se
cultivaron a 37°C en una atmdsfera humidificada con un 5% de CO; durante toda
la noche. Al dia siguiente se verifico la correcta morfologia de células adherentes y
se las privo de nutrientes con Solucién HANK. Concluido el tratamiento se aspiro el
medio, se lavé con PBS1x todos los pocillos y fijaron las células con una solucién al
4% de Paraformaldehido en PBS1x (4%, mas/vol en PBS1x con 2% Sacarosa)
autoclavado durante 10 minutos a temperatura ambiente. A continuacién se retira
el medio de fijacion y todas las muestras se lavan tres veces con PBS1x frio. El
siguiente paso es una Permeabilizaciéon que se lleva a cabo con una solucién de
Triton X-100 0.5% en PBS1x durante 5 minutos a temperatura ambiente. De nuevo
se retira la soluciéon y se lavan las muestras tres veces con PBS1x frio. La tercera
fase consiste en un proceso de Bloqueo que se hace con una solucién al 2% de BSA
en PBS1x durante 1 hora a 37°C. La incubacidn con los anticuerpos primarios anti-
PARP-1 (C2-10) (ALX-804-210, Alexis Biochemicals, LA) y anti-AMPka (#2603,
Cell Signaling, Beverly, MA) se realiz6 en una solucion al 2% BSA en PBS1x durante
30 minutos a 37°C. Pasado el tiempo de incubacidn, se recuperan los anticuerpos y
se lavan los cubreobjetos tres veces con PBS1x frio. Posteriormente se afiadiran los
anticuerpos secundarios conjugados con distintos fluoréforos FITC (verde) o cy3
(rojo) en PBS1x 2% BSA y se dejaran incubando 30 minutos a 37°C. Volvemos a
lavar tres veces con PBS1x y afiadimos una solucion 1:10.000 con marcador
nuclear DAPI durante 10 minutos. Retirado el DAPI y previo lavado de la muestra
con PBS1x se procedi6 a la etapa final consistente en secar bien los cubreobjetos y
colocarlos sobre portaobjetos libres de polvo y humedad con el Medio de Montaje
Vectashield (H-1000, Vector, CA), para posteriormente sellar las muestras con laca
de ufias comercial. Las muestras se guardaron durante una noche a -20°C para
asegurar la calidad del marcaje. El analisis de colocalizacién se realiz6 en un
microscopio confocal Leica LCS SP5 y el porcentaje de colocalizacién se obtuvo
cuantificando la fluorescencia obtenida de los planos en Z de cada imagen (z-
stacks). Las barras de error muestran el porcentaje de células en las cuales los foci
de colocalizacion fueron observados tanto en una situacidon control como en las
privadas con Soluciéon HANK. *P < 0.05.
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17. Subfraccionamiento Citosol-Nicleo

Para la separaciéon de la fraccién citosolica del nucleo celular se usaron
células MCF7 GFPLC3, sembradas en placas p100 con una densidad 1 x 10¢ en
medio completo y mantenidas un dia completo a 37°C en una atmdsfera
humidificada con un 5% de CO2 para que se adhieran correctamente. Pasado el
tiempo de incubacién, se las privé con Solucion HANK a distintos tiempos y se
aplico el siguiente protocolo de Subfraccionamiento. Para obtener ambas
fracciones purificadas, se aspiré el medio de cultivo y se lavo las células en hielo al
menos 2 veces con PBS1x autoclavado; posteriormente fueron lisadas con 300 pl
de Buffer de Lisis A (0.5 M Hepes-KOH pH7.8, 1 M MgCl;, 1 M KCl, 1M DTT). Se
utilizaron scrappers para la lisis y se recogieron los extractos en tubos pre-
enfriados en hielo. En este momento se resuspendié bien cada muestra con pipetas
al menos 10 veces sin hacer espuma y se incubaron en hielo 10 minutos. A todas
las muestras se les afiadié una mezcla de Tritén X-100 al 10%, concretamente el
10% del volumen inicial y se les aplico el vortex durante 30 segundos por muestra.
Se centrifugaron todas las muestras a 11.000 rpm a 4°C durante un minuto. Se
separo el sobrenadante que a partir de ahora consideraremos Fraccion Citosélica o
CE (que se mantendra a 4°C) y el pellet( Fracciéon Nuclear o NE), se resuspendi6 en
100 pl de Buffer A para lavar restos de citosol contaminante en la muestra y se
volvid a centrifugar a 11.000 rpm a 4°C durante un minuto; esta etapa de lavado se
puede repetir una o dos veces mdas. A partir de ahora los extractos NE se
resuspendieron en un 1/5 de su volumen inicial de Buffer C (0.5 M Hepes pH7.8,
Glicerol, 5 M Na(Cl, 1 M MgClz, 0.25 M EDTA, 1 M DTT) vy los extractos CE con 1/10
de su volumen inicial de Buffer B (0.5 M Hepes pH7.8, 1 M KCI, 1 M MgCl). En este
momento las muestras llevaron al agitacién a 4°C al menos 30 minutos y
posteriormente se precipitaron a 15.000 g 4°C 15 minutos. Todos los
sobrenadantes fueron mezclados con Buffer de Carga y mantenidas a -20°C. Como
control de ausencia de transferencia o contaminacién nucleo-citosol y viceversa, se
utilizaron PARP-1 (control de proteina nuclear) yt -tubulina (control de proteina
citosolica). Tanto los controles PARP-1 y a-tubulina, como las proteinas problema
AMPKk total y phospho-AMPK fueron resueltas en geles de poliacrilamida del 7.5%

de acrilamida segun el protocolo de western blot descrito anteriormente.
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18. Analisis Estadistico

Las diferencias estadisticamente significativas fueron determinadas
aplicando un Test t-Student a datos de al menos 3 experimentos independientes
con al menos 3 réplicas por condicion en la mayoria de los casos. Valores P < 0.05
fueron considerados como estadisticamente significativos. Todos los datos fueron
procesados usando el programa GraphPad Prism Version 5 a partir del cual se
obtuvieron valores de medias y el Error Estdndar de la Media o SEM para cada
condicion y experimento. También se utilizaron hojas de calculo Excell para
normalizar datos y referirlos como % respecto al control. Cada experimento de
esta tesis lleva a cabo una puesta a punto en nimero de células ensayadas, puesta a
punto de concentraciones de reactivos o ADN, tiempos de tratamientos, etcétera;

que fueron tenidos en cuenta en los procesos de normalizacion de cada ensayo.
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CAPITULO I

La autofagia inducida por privacion de
nutrientes conlleva danos al ADN y la
activacion de PARP-1
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Resumen

En respuesta al estrés nutricional, las células ponen en marcha un programa
de autofagia que puede conllevar adaptacion o muerte celular. El mecanismo que
va desde la privacion de nutrientes hasta que comienza la autofagia no es del todo
conocido. En este primer capitulo, demostramos como la ausencia o inhibicién de
la proteina PARP-1, retrasa considerablemente la autofagia inducida por privacién
de nutrientes. Hemos encontrado que los dafios al ADN son un evento temprano
durante la autofagia inducida por privaciéon, tal y como hemos demostrado
mediante ensayos de fosforilaciéon de la histonayH2Ax y por ensayos COMETA. En
células carentes de PARP-1, parp-1/, hemos demostrado que existe una
importante reduccién en ambos parametros. Durante la privaciéon de nutrientes,
los dafios al ADN que se producen activan a PARP-1, conduciendo a una importante

caida o deplecién en los niveles de ATP.

La ausencia de PARP-1 mantiene inactiva a AMPK, considerada como el
sensor energético celular, ademas impide la pérdida completa de la actividad de
mTORC1, sensor nutricional celular, lo que conlleva a una deficiencia en la
induccién de autofagia. La eliminacién genética de PARP-1 favorece que se
produzcan fendmenos de apoptosis en células privadas de nutrientes, sugiriendo
que tanto la autofagia como la activaciéon de PARP-1, favorecen la supervivencia y
adaptacion de las células durante la privaciéon de nutrientes y ausencia de fuentes
de energia externa. Resultados in vivo demuestran que ratones neonatos knockout
para PARP-1, sometidos a privaciéon en el momento de su nacimiento, también
presentan caracteristicas de una autofagia deficiente en el higado, lo que confirma
el papel fisiolégico de PARP-1 en la autofagia como mecanismo no solo de
adaptacion a la ausencia de nutrientes, sino también como mecanismo que
favorece un correcto desarrollo de los tejidos. Por todo esto podemos concluir que
la via de sefializacion a través de PARP modulan las fases iniciales de la autofagia

inducida por retirada de nutrientes.
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Resultados

La ausencia o inhibicion de PARP-1, retrasa la autofagia inducida por

privacion de nutrientes.

La retirada temporal de nutrientes es el estrés mas fisiologico capaz de
inducir autofagia en células eucariotas. Para estudiar el papel de PARP-1 en el
proceso de autofagia inducida por privacidon de nutrientes, trabajamos con células
MEFs parp-1*/*y parp-1/- (Fibroblastos Murinos Embrionarios 3T3), transfectadas
transitoriamente con el plasmido GFP-LC3, que codifica para la proteina LC3,
esencial en la formacién de los autofagosomas. Ambas lineas fueron privadas de
nutrientes con Solucién Salina Balanceada HANK, que induce autofagia por
ausencia de aminoacidos, durante tiempos de 1, 2 y 4.5 horas (apartado de
Material y Métodos). Morfolégicamente el paso de un patrén verde difuso GFPLC3
en una célula transfectada y en condiciones 6ptimas de nutrientes, a un patrén
verde punteado GFPLC3 durante la privacién con Solucion HANK, es considerado
como un marcador de induccién de autofagia. El recuento de vesiculas positivas
para GFP bajo microscopia de fluorescencia, es directamente proporcional al
numero de vesiculas autofagicas o autofagosomas, ya que cada vesicula ha
incorporado GFP unido a LC3, marcador de la superficie autofagosomal. Como se
ve en la figura 1, la retirada de nutrientes en células transfectadas con GFPLC3,
muestra un patron verde punteado caracteristico, indicativo de la acumulacién de
autofagosomas. El porcentaje de células positivas para el patréon punteado GFPLC3
fue superior en MEFs parp-1*/* con respecto a MEFs parp-1-/- ambas tratadas con
Solucion HANK a los tiempos de 1, 2 y 4.5 horas (Figura 1.A). En el panel de la
derecha se muestra una imagen caracteristica de cada linea celular transfectada y
privada con Solucién HANK durante 2 horas; se puede observar la distinta
incidencia de la autofagia entre MEFs parp-1*/*y MEFs parp-17/-. La Rapamicina, un
inhibidor del complejo mTORC1 o sensor nutricional de la célula, a concentracién
100 nM durante 4 horas, fue utilizado como control positivo de inducciéon de
formacién de autofagosomas; MEFs parp-1~/- muestran una sensibilidad menor a la
acciéon de la Rapamicina. Del mismo modo el nimero de vesiculas GFPLC3

(autofagosomas) por célula también fue superior en MEFs parp-1+/+ privadas, con
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aproximadamente 20 vesiculas por célula en MEFs parp-1+/* y de 8 a 9 vesiculas en

MEFs parp-1-/- tratadas ambas con Solucién HANK durante 2 horas (Figura S1).
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Figura 1: La autofagia inducida por privacion de nutrientes esta retrasada en células PARP-1
knockout (I). (A) MEFs 3T3 parp-1+/+y parp-1-/- fueron transfectadas con el plasmido GFPLC3. 24 horas
después de la transfeccién se la privé de nutrientes con Solucién HANK a distintos tiempos de 60, 120 y 240
minutos. En el grafico se muestra el porcentaje de células positivas para el punteado LC3. Rapamicina 100
nM 4 horas fue utilizado como control positivo de formacién de autofagosomas. A la derecha se muestran
imagenes representativas del patrén de distribucién de LC3 en ambas lineas, comparando situacién control
y privadas de nutrientes. *p<0.05 para comparar MEFs parp-1+/* y parp-1-/- privadas de nutrientes. (B)
Analisis por western blot de la translocacion de la forma endégena de LC3-1I en células parp-1+/+y parp-1-/-
control y privadas con Solucién HANK. Rapamicina 100 nM 4 horas fue usada como control positivo de
procesamiento de la proteina LC3. *p<0.05 para comparar MEFs parp-1++ control y tratadas. **p<0.01 para
comparar MEFs parp-1+/+ control y tratadas con Rapamicina y #p<0.05 para comparar MEFs parp-1/-
controles y tratadas con Rapamicina. Resultados similares fueron obtenidos en 3 experimentos
independientes. En las figuras A al menos 250 células fueron contadas bajo microscopia de fluorescencia. 3-
actina fue usada como control de carga.

La conversion de la forma citosolica de LC3 o LC3-I a la forma localizada en
la superficie del autofagosoma o LC3-II mediante proteolisis y lipidacion, es el
principal marcador bioquimico usado para estudiar la autofagia. El siguiente paso
fue medir esta conversion endégena de LC3 en células MEFs parp-1+/* y parp-1+-,
sometidas a los mismos tiempos de privacién con Solucién HANK que para los
ensayos de morfologia. El procesamiento de LC3-II, analizado por western blot, esta
inhibido en MEFs parp-17/-a los mismos tiempos de privaciéon que en MEFs parp-
1+/* confirmando el dato obtenido por microscopia de fluorescencia (Figura 1.B).
Ambos datos indican un importante retraso en la induccién de autofagia en
ausencia de la proteina PARP-1. De nuevo la Rapamicina 100 nM fue utilizada

como inductor positivo de autofagia. A la derecha se muestra una cuantificacion de
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la banda LC3-II con respecto a LC3-1, obtenida de 3 experimentos independientes y

bajo las mismas condiciones de ensayo.

Para evaluar como de activa es la autofagia en nuestro modelo, utilizamos
un inhibidor quimico de la autofagia llamado 3-MA, 3-MetilAdenina (3-
MethylAdenine) que es un inhibidor de la ruta de las PI3k de clase IIl (Class Il
Phosphatidylinositol 3-kinase) esenciales en la etapa de Nucleacion de los
autofagosomas (Blommaart, Krause et al. 1997) y un silenciamiento especifico
para la proteina ATG7, esencial en la fase de Elongacién de la formacién de los
autofagosomas (Klionsky 2010, Yang and Klionsky 2010). Tanto el tratamiento con
3-MA como el silenciamiento de la proteina ATG7 (siATG7), provoca una
considerable reduccion en el nimero de células con patron GFPLC3 en MEFs parp-
1+/* después de 2 horas de privaciéon con Solucion HANK (Figura 1.C y 1.D),
mientras que en células MEFs parp-17/-impide completamente de la induccion de la

autofagia (Figura 1.C, 1.D y S2).

Estos datos indican que la translocacion GFPLC3 que se observa en MEFs
parp-1+/+ es debida a la inducciéon de autofagia; ademas refleja un papel funcional
de la autofagia durante la retirada de nutrientes. La ausencia de PARP-1 sinergiza
totalmente con el efecto de la 3-MA o el silenciamiento de ATG7, para suprimir
totalmente la autofagia durante privacién. En la figura 1.D se muestra la eficiencia
del silenciamiento de ATG7 en ambas lineas celulares y el andlisis densitométrico
de 3 experimentos independientes. En todos los experimentos con siRNA, el
control hace referencia a células transfectadas con un siRNA inespecifico (SIMA),
que no muestra efecto sobre los niveles de autofagia ni sobre la expresion de ATG7
(Figura 1.D). La fusion de los lisosomas con los autofagosomas no se vio afectada
en células MEFs parp-17/- privadas, ya que el tratamiento con Cloroquina, que
inhibe dicho proceso, no afecta a la acumulacién de vesiculas LC3 en ambas lineas

celulares, ni en la translocacién endégena de LC3-1 a LC3-1I (Figura S3.A).
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Figura 1: La autofagia inducida por privacion de nutrientes esta retrasada en células PARP-1
knockout (II). (C) Efecto de la 3-MA 2mM sobre la autofagia inducida por privacién en MEFs parp-1+/+y
parp-1-/-. La 3-MA fue afiadida como pretratamiento durante 1.5 horas y mantenida mientras se trataron
con Solucién HANK. **p<0.01 para comparar MEFs parp-1+/*y parp-1-/- privados de nutrientes y #p<0.05
para comparar MEFs parp-1+/*y parp-1/- ambos controles. (D) Efecto del silenciamiento de ATG7 en MEFs
parp-1++ y parp-1/-. Ambas lineas fueron transfectadas con siRNA ATG7 60nM y 48 horas después,
transfectadas con GFPLC3 y sometidas a Solucion HANK. Como control negativo se usé un siRNA
inespecifico o SIMA en ambas lineas. El panel de la derecha muestra la eficiencia del silenciamiento con
respecto al control negativo, con su cuantificacién correspondiente. *p<0.05 para comparar MEFs parp-1+/+
y parp-1/- SIMA privadas de nutrientes y para comparar MEFs parp-1+/+ y parp-1/- siATG7privadas.
#p<0.05 para comparar MEFs parp-1+/* SIMA y siATG7 privadas de nutrientes. Resultados similares fueron
obtenidos en 3 experimentos independientes. En las figura D al menos 250 células fueron contadas bajo
microscopia de fluorescencia. GAPDH fue usada como control de carga.

Para evaluar el papel de la proteina PARP-1 en la autofagia inducida por
privacién de nutrientes, analizamos el efecto del inhibidor de PARPs, DPQ (3,4-
Dihydro-5-[4-(1-piperidinyl) butoxy]-1(2H)-isoquinolinone]) con una ICso=1 uM, asi
como del silenciamiento especifico para la proteina PARP-1 en células MEFs parp-
1+/* privadas. Tras los tratamientos oportunos, las células fueron transfectadas con
GFPLC3 y se las privo con Solucion HANK a tiempos de 1 a 4.5 horas. La inhibicién
de PARP-1 con 40 uM de DPQ, reduce el nimero de células con el patron GFPLC3
en MEFs parp-1+/+ sometidas a retirada de nutrientes, mientras que no tuvo efecto
en células MEFs parp-17/- privadas a los mismos tiempos (Figura 2.A). Efectos
similares se obtuvieron con el uso de otros inhibidores de PARPs, como son PJ34 y
Olaparib (apartado de Material y métodos) utilizados a concentraciones de 10 pM

(Figura S3.B). El silenciamiento de PARP-1 (siPARP-1), induce una importante

139



Resultados Capitulo I

reduccion en el nimero de células autofagicas en MEFs parp-1+/* a 2 horas de
privacion con Solucion HANK (Figura 2.B), obteniendo unos valores de autofagia
muy similares a los de las células MEFs parp-17/- (Figura 2.A y 1.A) y presentan
una reduccion casi total de la conversion de la forma endégena de LC3-1I, durante
la privacion de nutrientes (Figura 2.C). En este apartado se muestra la eficiencia
del siRNA para PARP-1 por western blot y la correspondiente cuantificacion de 3
ensayos independientes de translocacion de LC3. El siRNA inespecifico o SIMA no
afecta a los niveles de autofagia basales de las células, ni altera los niveles de

formacion de LC3-II con respecto a los resultados de la figura 1.B.

Estos datos indican que la presencia de la proteina PARP-1 juega un papel
activo en la induccién de la autofagia por retirada de nutrientes. Para confirmar
este resultado, reconstituimos la expresion de una forma activa de la proteina
PARP-1 en células MEFs parp-1+/-, utilizando el plasmido pBC-PARP-1 (Figura 2.D
y S4) y tras confirmar que la actividad PARP-1 quedaba restaurada, co-
transfectamos con GFPLC3 para analizar los niveles de autofagia. Células MEFs
parp-17/- transfectadas con el vector vacio pBC, fueron utilizadas como controles
negativos. La reconstituciéon de una forma activa de PARP-1 en MEFs parp-1-/-,
increment6 el nimero de células autofagicas sometidas a privacion tras 30 y 60
minutos, en comparacién con células control transfectadas con el plasmido vacio
pBC (Figura 2.D y S4). Estos resultados sugieren que tanto la presencia como la
correcta activacion de PARP-1, son esenciales en la induccién de autofagia por
privacién de nutrientes. Asi mismo la inhibicién o el silenciamiento de PARP-1,
conduce a un importante retraso en la respuesta autofagica, incluyendo la
conversion de LC3 y la formacién de autofagosomas. Es importante destacar que la
ausencia de actividad PARP-1 no inhibe totalmente la autofagia, sino que la retrasa
considerablemente, ya que a tiempos superiores a 4.5 horas encontramos que los
niveles de induccién de autofagia, son similares entre MEFs parp-1+/* y MEFs parp-
1-/- privados de nutrientes. Para ello se hizo un curso del tiempo de privacion con
Solucién HANK durante tiempos superiores a 1 hora hasta 8 horas, y se realiz6 el
recuento de aproximadamente 250 células con morfologia punteada GFPLC3 bajo

microscopia de fluorescencia (Material Anexo Resultados Figura 1).
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Figura 2: La inhibicién o el silenciamiento de PARP-1, interfiere con la autofagia inducida por
privacion de nutrientes. (A) Efecto de la inhibicion de PARPs con DPQ, sobre la autofagia inducida por
privaciéon. Células parp-1+/+ y parp-1/- fueron transfectadas con GFPLC3 y 24 horas después fueron
pretratadas con DPQ 40 uM 1.5 horas. DPQ se mantuvo como cotratamiento con la Solucién HANK a los
tiempos marcados. Se muestra el porcentaje de células positivas para el punteado GFPLC3. *p<0.05 para
comparar MEFs parp-1+/+ tratadas con DPQ y privadas, con MEFs parp-1+/+ privadas con Soluciéon HANK.
(B) Efecto del silenciamiento de PARP-1 sobre la autofagia. MEFs parp-1+/+ fueron transfectados con el
siRNA murino para PARP-1 (50nM) y 48 horas después se transfectaron con GFPLC3. Porcentaje de células
con punteado LC3 en situacién SIMA con respecto al siPARP-1, ambas a 120 minutos de privacion. El panel
de la derecha muestra la eficiencia del silenciamiento de PARP-1 en MEFs parp-1+/+. *p<0.05 para comparar
MEFs parp-1+/+ SIMA y siPARP-1 privadas de nutrientes a 120 minutos. (C) Efecto del silenciamiento de
PARP-1 sobre los niveles de translocacién endogena de LC3-1I en MEFs parp-1+/+*. ** p<0.01 para comparar
MEFs parp-1+/+ SIMA y siPARP-1 privadas de nutrientes. (D) Reconstitucién de la actividad PARP-1 en MEFs
parp-1-/-, efecto sobre la autofagia inducida por privacién de nutrientes. MEFs parp-1-/- fueron transfectadas
con el plasmido pBC-PARP-1. 24 horas después fueron transfectadas con GFPLC3 y tratadas con Solucién
HANK a los tiempos marcados. El plasmido vacio pBC fue usado como control negativo. El panel derecho
muestra el grado de reconstitucién de PARP-1 en MEFs parp-1/- comparandolos con los niveles de
expresion de PARP-1 en células wildtype. #p<0.05 para comparar MEFs parp-1-/- transfectadas con pBC y
con pBC-PARP-1, privadas de nutrientes. Resultados similares fueron obtenidos en 3 experimentos
independientes. En las figuras A, B y D al menos 250 células fueron contadas bajo microscopia de
fluorescencia. a-tubulina fue usada como control de carga.

La privacion de nutrientes induce produccion de ROS, dafios al ADN y

activacion de PARP-1.

PARP-1 es un enzima nuclear que se activa ante la presencia de dafios al
ADN, generados por estrés genotodxico, irradiacién o fallos en la replicacion.
Cuando se activa, sintetiza un polimero ramificado de ADP-Ribosa o PAR, que

participa en el mantenimiento de la homeostasis nuclear (Burkle 2005, Hassa and
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Hottiger 2008) . Muchos tipos de estreses celulares pueden inducir activacién
excesiva de PARP-1 y conducir a muerte celular dependiente de PARilacion. Es
conocido que durante la privacién de nutrientes se generan Especies Reactivas del
Oxigeno o ROS y esto pueden jugar un papel importante en la regulaciéon del
proceso de autofagia (Scherz-Shouval, Shvets et al. 2007). En funcién de estos
antecedentes, quisimos comprobar si la producciéon de ROS durante la privacién de

nutrientes, podria ser la fuente de activacion de PARP-1.

Para ello primero se midié si PARP-1 era capaz de activarse durante el
tratamiento con Solucién HANK, por lo que se privaron de nutrientes células MEFs
parp-1+/+ a distintos tiempos y se midid la actividad PARP, usando un anticuerpo
especifico que detecta el polimero de ADP-Ribosa o PAR. De hecho comprobamos
que la privacién de nutrientes inducia la sintesis de de PAR (Figura 3.A). El
tratamiento con el inhibidor de PARP, P]34 bloque¢ la sintesis de PAR dependiente
de privacion nutricional, lo que confirma que la PARilacién que medimos es debida
a la carencia de nutrientes. H202 10 mM durante 10 minutos es el tratamiento
control de PARilacion y confirma que el anticuerpo mide correctamente los niveles
de produccion de polimero PAR (Figura 3.A). Como material suplementario se
incluye una inmunofluorescencia de PAR durante el tratamiento con H02 10 mM y
1 hora de privacion con Solucion HANK; en ambos casos comprobamos la

existencia de polimero PAR nuclear, debido a la activacion de PARP-1 (Figura S5).

La produccion de ROS durante estrés nutricional, la confirmamos usando
una sonda especifica para la produccién de H;0; y otros ROS, llamada 2’-7’-
Diclorofluoresceina Diacetato (2’-7’-Dicjlorofluorescein diacetate DCFDA), en
células MEFs parp-1+/+y parp-17/- privadas con Solucion HANK a distintos tiempos,
mediante citometria de flujo (LeBel, Ischiropoulos et al. 1992). El ensayo mostro
una importante disminuciéon en la producciéon de ROS en células MEFs parp-17/-a
tiempos cortos, inmediatamente después de privar de nutrientes (Figura 3.B).
Este resultado es consistente con estudios previos que muestran una caida en la
produccion de ROS en linfocitos sometidos a estrés oxidativo y tratados con
inhibidores de PARPs (Virag, Salzman et al. 1998). La sintesis de ROS y su
traslocacion al nucleo para inducir dafios al ADN es muy rapida por lo que se eligi6

como referencia el tiempo de 30 minutos de privacién de nutrientes para medir
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dafios al ADN, ya que a ese tiempo exacto hay una gran produccién de ROS y
activacion de PARP-1 (Figura 3.A y 3.B). Los ROS suelen inducir dafios de cadena
simple en el ADN. Este tipo de lesiones pueden medirse por varias técnicas como
son Ensayos COMETA (COMET Assay) y niveles de fosforilaciéon de la histona
YH2AX. El ensayo COMETA muestra que los dafios al ADN a 30 minutos de
privacién, son mas pronunciados en MEFs parp-1*/* (Figura 3.C). El parametro
que se analiza es la intensidad y longitud del “momento de la cola” o Tail Moment
(TM) de los COMETAs, que es directamente proporcional a la intensidad de dafio
producido; su valor numérico se obtiene de una cuantificacion de los COMETAs
obtenidos mediante el software COMET Assay Software Project (CASP software), tal
y como se explica en el apartado de material y métodos. En 3 ensayos
independientes con un recuento de al menos 50 nucleos por condicion, se obtuvo
que el parametro TM es siempre mayor en células parp-1*/* cuando se tratan con
Solucion HANK (Figura 3.C). Pasada una hora los TM fueron cada vez menores;
este dato nos indica que el dafio al ADN esta siendo sefializado por PARP-1 y que la
maquinaria de reparacién esta activa. Por el contrario en células parp-1-/- privadas
a los mismos tiempos, encontramos que los dafios al ADN son considerablemente
menores aunque la carencia de PARP-1 hace que la maquinaria de reparacién no
sea tan eficiente como en células wildtype, dando lugar a un importante dafio
residual al ADN a tiempos de 60 minutos de privaciéon (Figura 3.C). Por tanto, las
células carentes de PARP-1, a pesar de sufrir menos dafios tienen un mayor dafio
residual. A los mismos tiempos de privacién (30 minutos), las células parp-1++
presentan niveles elevados de fosforilaciéon de la histonasyH2AX, dato qu e sugiere
un elevado numero de lesiones en el ADN provocadas por los ROS sintetizados
durante la privacion nutricional (Figura 3.D). El maximo de sefial obtenida para vy-
H2AX, la encontramos a una hora de privacion en células parp-1+/*, desapareciendo
a partir de este momento, mientras que en células deficientes en PARP-1 la sefal
aparece mas tarde pero es mantenida en el tiempo. La cuantificaciéon de 3
experimentos independientes se muestra como andlisis densitométrico de la
histona fosforilada con respecto al control de carga. Estos datos son consistentes
con los obtenidos mediante ensayo COMETA y demuestran el distinto grado de
eficiencia en la maquinaria de reparacion de ADN entre ambas lineas. Mas aun, el

analisis por inmunofluorescencia de focis de YH2AX, revelé que el nimero de
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células con marcaje positivo paydl2AX durante el tratamiento con Soldci
HANK, fue siempre superior en MEFs parp-1*/* con respecto a MEFs parp-1/-
(Figura S6).
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Figura 3: Poli (ADP-Ribosilaciéon) y dafios al ADN durante autofagia inducida por privaciéon de
nutrientes (I). (A) Analisis por western blot de la formaciéon de polimero PAR durante privaciéon de
nutrientes. MEFs parp-1+/* fueron privados de nutrientes a 30, 60 y 120 minutos con Solucién HANK,
mostrandose el resultado de PARilacién con un anticuerpo especifico de ADP-Ribosa. El inhibidor de PARPs,
PJ34, se usd para confirmar la existencia de PARilacién durante privacién y H202 10 mM como control
positivo de PARilaciéon y especificidad del anticuerpo. (B) Produccién de ROS en MEFs parp-1+/+ y parp-1-/-
durante privacién. Ambas lineas fueron sometidas a tiempos cortos de privacidn, en presencia de la sonda
DCFDA 8mg/ml. Se muestra grado de fluorescencia como unidades arbitrarias por triplicados en 3
experimentos independientes. (C) Ensayo COMETs durante privacién de nutrientes. MEFs parp-1++ y parp-
1/~ fueron privados de nutrientes a 15, 30 y 60 minutos y procesados segun las instrucciones del ensayo. El
parametro Tail Moment fue analizado para al menos 90 ntcleos en 3 experimentos independientes y en
ambas lineas; se emple el software CASP. En el panel de la derecha se muestran COMETs caracteristicos de
cada linea celular tiempos de 15, 30 y 60 minutos de privacidn. ** p<0.01 para comparar MEFs parp-1+/+y
parp-1-/- privadas. Resultados similares fueron obtenidos en 3 experimentos independientes. a-tubulina fue
usada como control de carga.

Para confirmar la implicacién de los ROS en las etapas iniciales de la
autofagia, usamos el compuesto antioxidante N-Acetil-Cisteina (NAC, N-Acetyl-
Cysteine). Las células expuestas a este compuesto, muestran una considerable
reduccion en los niveles de fosforilacipH2AX y en los niveles de
procesamiento de la proteina LC3-II. Estos datos indican que la produccién de ROS

es un evento crucial no solo en la activacién de PARP-1 por dafos al ADN, sino
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también en la sefalizacién de las primeras etapas del proceso de autofagia (Figura
3.E). Junto al analisis bioquimico se acompafia una densitometria de los niveles de
traslocacion de la proteina LC3-II endogena y del grado de fosforilacién de la

histona yH2AX.

W parp-1+* MEFs
D parp - 1 ** MEFs parp - 1 -MEFs [ parp-1+MEFs

o
o

*k*k
*% H#t
Hit

Solucién HANK Soluciéon HANK

N . O
S & & & X
& &S &
S NS &

N
a
*
I*

p-H2Ax/tubulina
H*

p-yH2AX

o

a - tubulina

E parp - 1¥*MEFs

HANK HANK+NAC [ P2p-1° MEFs  Parp-1** MEFs
m parp-1*+MEFs NAC

~
a

famsa | parp-1*+MEFs NAC

a
=]

LC3 1

pH2AXx/tubulina
N
ul

o

p-yH2AX

LC3-1I/LC3-I

-25
a-tubulina

Figura 3: Poli (ADP-Ribosilacién) y dafios al ADN durante autofagia inducida por privacién de
nutrientes (II). (D) Fosforilacién de la histona yH2AX durante privacién de nutrientes en extractos
totales de. MEFs parp-1+/+ y parp-1/- privados de nutrientes. * p<0.05 para comparar MEFs parp-1++
control y tratadas. #p<0.05 y ## p<0.01 para comparar MEFs parp-1-/- controles y tratadas con Solucién
HANK. (E) Tratamiento con NAC reduce los niveles de translocacién endégena de LC3-1I. MEFs parp-1+/+
cotratados con Solucién HANK no muestran activaciéon de la histoydl2AX y reducen los niveles de
autofagia. **p<0.01 y ***p<0.001 para comparar MEFs parp-1+/+ NAC privados y solo privados con
Solucién HANK. a-tubulina fue usada como control de carga.

En resumen, todos los datos obtenidos muestran que durante la privaciéon
de nutrientes hay una importante produccién de ROS en células MEFs parp-1+/+
privadas de nutrientes, que estos ROS inducen dafos al ADN y activacién de PARP-
1. La consecuencia es la produccion de polimero PAR y el desarrollo de autofagia
asociada a dicha privacién. En células MEFs parp-17/- a pesar de que también se
generan ROS, no se produce un dafio masivo al ADN ni la activaciéon de PARP-1, en
consecuencia en estas células hay un importante retraso y deficiencia en el proceso

de autofagia cuando se las priva de nutrientes.

La pérdida de PARP-1 reduce la deplecion de ATP, activacion de AMPK y la
inhibicion de mTORC1, que se producen durante el proceso de autofagia

inducida por privacion de nutrientes.

La deplecion energética, medida como el balance entre AMP y ATP

intracelulares, es la sefial que detecta la quinasa AMPKk para iniciar el proceso de
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autofagia. Para investigar si PARP-1 esta implicada en la autofagia dependiente de
AMPK, medimos los niveles de ATP en MEFs parp-1*/+y parp-17/- a diferentes
tiempos de privacion nutricional con Solucién HANK. Los niveles de ATP en MEFs
parp-1*/* disminuyeron por debajo del 50% de los niveles basales tras el
tratamiento con Solucion HANK durante 60 minutos, mientras que en MEFs parp-1-
/- disminuyeron mucho mas lentamente (Figura 4.A). El tratamiento con 3-MA,
bloqued la caida en los niveles de ATP en MEFs parp-1+/+ privadas, indicando que
esta caida esta relacionada con la induccién de autofagia mediada por la activacion
de PARP-1 (Figura 4.A). El tratamiento con la 3-MA también tuvo efecto sobre

MEFs parp-17/- donde la autofagia esta bloqueada.

Consistente con una caida en los niveles de ATP, observamos una
importante activacidn del sensor energético AMPK, por fosforilacién directa de la
quinasa LKB1 que determina el balance AMP:ATP, en MEFs parp-1++* privadas con
solucion HANK, mientras que esta activaciéon estaba marcadamente inhibida en
MEFs parp-17/- a los mismo tiempos de privaciéon (Figura 4.B). La cuantificacién
densitométrica refleja la deficiencia de activaciéon en MEFs parp-1~/-. En apartados
posteriores de esta tesis doctoral abordaremos con mas profundidad las causas de
este bloqueo de la ruta de AMPk en MEFs parp-17/- y analizaremos las

consecuencias en la sefializacion de la ruta autofagica.

Del mismo modo que AMPk es considerada el sensor energético celular,
mTORC1 es el sensor nutricional de la célula. La interconexiéon entre AMPk y
mTORC1 va a controlar los procesos mas importantes del anabolismo celular como
la sintesis proteica y la biogénesis lipidica, y procesos catabdlicos y de crecimiento
celular, como es el caso de la autofagia (Hay and Sonenberg 2004). mTORC1 es
considerado como un regulador negativo de la autofagia y AMPk como el principal
inductor de autofagia durante estrés energético, capaz de inhibir la actividad de
mTORC1 (Shaw, Bardeesy et al. 2004, Hoyer-Hansen and Jaattela 2007). Hemos
evaluado los niveles de actividad de mTORC1 en MEFs parp-1+/+y parp-1-/- tratadas
con Solucion HANK en tiempos crecientes, midiendo los niveles de fosforilacion de
la quinasa p705¢k que es sustrato directo de mTORC1 y que controla la sintesis de
proteinas. Tiempos de privacion comprendidos entre 15 y 30 minutos, fueron

suficientes para inducir una completa inactivacion de mTORC1 en MEFs parp-1+/+,
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mientras que en MEFs parp-1-/- encontramos una inhibicién parcial de su actividad
a los mismos tiempos, prolongandose la fosforilacién de p705¢k incluso a tiempos
de 60 minutos. Es mas, a tiempos de casi 4 horas de privacion, encontramos una
recuperaciéon importante de la actividad mTORC1 en MEFs parp-1~/-(Figura 4.C) lo

que nos podra ayudar a comprender por qué la autofagia esta enlentecida en esta

linea celular.
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Figura 4: PARP-1 modula la activacién de AMPk y la inhibicion de mTORC1, durante autofagia
inducida por privacién de nutrientes (I). (A) Efecto de la privacion de nutrientes sobre los niveles de
ATP. MEFs parp-1+/+ y parp-1-/- fueron privados de nutrientes a tiempos de 15, 30 y 60 minutos. Los
niveles de ATP fueron normalizados con la concentracién de proteinas de cada muestra y referidos como
% del control. 3-MA como inhibidor de autofagia fue usada durante 1,5 horas de pretratamiento y
mantenida durante la privacién con Solucién HANK. Las barras de error representan el Error Estdndar de
la Media o SEM de 5 experimentos independientes. (B) Activacién de AMPk en MEFs parp-1+/+y parp-1-/-
durante privacién de nutrientes. Se usé un anticuerpo especifico para la forma fosforilada de AMPk y los
niveles de AMPk como control de uniformidad de expresién. (C) Analisis por western blot de la actividad
de mTORC1 durante privacion de nutrientes. MEFs parp-1+/+ y parp-1-/- fueron privados de nutrientes y
los niveles de inactivacion de mTORC1 se midieron con grado de fosforilacion de p7056ék. Concanamicina
4nM fue usada como inductor de autofagia independiente de mTOR y Rapamicina como inductor
dependiente de la inactivacion de mTORC1. Total p70s6k fue usada para normalizar la proteina
fosforilada. Resultados similares fueron obtenidos en 3 experimentos independientes. $-actina fue usada
como control de carga.

Es importante destacar que los tiempos donde encontramos inactivacion
total de mTORC1, coinciden con el momento donde los dafios al ADN han
provocado activacion de PARP-1, deplecion energética y activacion de AMPk
(aproximadamente 30 minutos de privacion) (Figuras 3.A, 4.A y 4.B). El

tratamiento con el antioxidante NAC, retardd la inactivacion de mTORC1 inducida
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por privacion en MEFs parp-1+/*, se emple6 tiempos de 60 minutos donde la
inactivacion de mTORC1 es total (Figura 4.D). Se acompafian cuantificaciones para
los ensayos de sefializacion de mTORC1 de las figuras 4.C y 4.D. Estos datos
sugieren que PARP-1 podria controlar la actividad de mTORC1, posiblemente a
través de la activacion de AMPK, actuando como un inductor en la ruta de autofagia

durante carencia nutricional y energética.

Para profundizar mas en este hecho, analizamos el papel de PARP-1 en la
regulacion de mTORC1 en un modelo tumoral, concretamente en células MCF7
GFPLC3. En las células tumorales el balance energético es crucial para que la célula
se adapte al microambiente tumoral, el cual suele caracterizarse por la carencia de
nutrientes y las bajas concentraciones de oxigeno (Gogvadze, Orrenius et al. 2008,
Tomitsuka, Kita et al. 2010). Durante la privacién con Solucion HANK, esta linea
presenta la tipica morfologia punteada GFPLC3 bajo microscopia de fluorescencia

(Figura 4.E).
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Figura 4: PARP-1 modula la activacion de AMPKk y la inhibicién de mTORC1, durante autofagia
inducida por privacion de nutrientes (II). (D) Tratamiento con NAC redujo considerablemente la
pérdida de actividad de mTORC1 durante privacién de nutrientes, medida como grado de fosforilacion de
p70s6k, (E) Induccién de autofagia en células MCF7 GFPLC3 durante privacion de nutrientes con Solucién
HANK. Rapamicina 100 nM 4 horas fue usada como control positivo de autofagia. 3-MA bloqueé la
induccién de autofagia durante privaciéon.*p <0.01 para comparar MCF7 GFPLC3 controles y privadas de
nutrientes. (F) Silenciamiento de PARP-1 previene de la total inhibicién de mTORC1 durante privacién de
nutrientes. Panel de la Izquierda: muestra los niveles de activacién de mTORC1, durante privacién, por
fosforilacion de p70s¢k. Panel de la Derecha: Células MCF7 GFPLC3 fueron transfectadas con el siRNA
humano para PARP-1 (60 nM) y sus controles con el siRNA no especifico o SIMA. Concanamicina A y
Rapamicina fueron usados como los controles positivos y p705¢k para normalizar la forma fosforilada.
Datos de la cuantificacion densitométrica: * p<0.05, ** p<0.01 para comparar células MCF7 GFPLC3
controles y privadas de nutrientes. #p<0.05 y ## p<0.01 para comparar MCF7 GFPLC3 siPARP-1 con
células SIMA privadas de nutrientes. Resultados similares fueron obtenidos en 3 experimentos
independientes. 3-actina fue usada como control de carga.

Las células MCF7 GFPLC3 fueron usadas para determinar los niveles de
activacion de mTORC1 durante privacion de nutrientes, en presencia y ausencia de
la proteina PARP-1 (Figura 4.F). En estas células, mTORC1 es rapidamente
inhibido al tratar con Solucién HANK, practicamente a los 15 minutos de
tratamiento, se pierde toda la sefial de fosforilaciéon de p70s¢k y las células entran
en autofagia. El tratamiento con 3-MA retrasé la entrada en autofagia, confirmando
la especifidad de la autofagia por privaciéon con Solucién HANK y ademas mantuvo
inactivo a AMPk y activo a mTORC1 (Figura S7.A y S7.B). Cuando se silenci6
PARP-1 en esta linea, se obtuvo un importante retraso en la inhibicion de mTORC1
durante privacién, tal y como pudimos comprobar por los niveles de fosforilaciéon
de p705¢k (Figura 4.F). Este retraso tanto en células parp-1/- como en silenciadas
para PARP-1, indica que PARP-1 es capaz de regular la actividad del sensor

nutricional celular mTORC1.

Para confirmar el grado de implicacién de una eficiente maquinaria de
reparacion del ADN en las etapas iniciales de induccién de autofagia, trabajamos
con las células de melanoma HT144, la cuales presentan la caracteristica genética
de ser deficientes en ATM y por tanto mantienen un sistema reparacion del ADN
poco eficaz. Al mismo tiempo se compararon con otra linea de melanoma humano
sin esta deficiencia, g361 y se realizaron los ensayos y controles oportunos. En una
primera aproximacion, confirmamos que ambas se comportan de forma distinta en
cuanto a reparacién del material genético, cuando se les infringen dafios directos

por irradiaciony. Ad vimos como las células HT144 son incapaces de reparar
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correctamente los dafios por irradiacion a diferencia de las células g361. Para ello
se determinaron los niveles de fosforilacion de la histonayH2AX (Material Anexo
Resultados Figura 2). Es mas, las células HT144 mantienen de forma basal gran
cantidad de dafios al ADN, tal y como indican los niveles de YH2AX en células no
irradiadas (Material Anexo Resultados Figura 2, Figura S8.A). Las células g361
(ATM wild type) acumularon dafios al ADN durante privacién e inhibicién total de
mTORC1 a partir de los 15 minutos con HANK. La actividad de mTORC1 también
decreci6 muy rapidamente en HT144 con ATM mutada, pero una activacién
residual de la quinasa se mantuvo incluso después de los 30 minutos de privacién
(Figura S8.A). El marcador autofagico LC3-II, al igual que el recuento de células
positivas para el punteado GFPLC3, fue muy inferior en células HT144 en
comparacion con g361, sometidas a los mismos tiempos de privacién (Figura S8.B
y S$8.C). Si comparamos estos resultados con los obtenidos en MEFs parp-1/,
(también deficientes en reparacion del ADN), podemos concluir que bajo un
estimulo pro-autofagico como la retirada de nutrientes, hay una relacion directa
entre la eficiencia para reparar dafios al ADN y la capacidad de la célula para

desarrollar un programa adecuado de autofagia.

La deficiencia en la autofagia por inactivacion de PARP-1, conduce a un

incremento en la muerte celular apoptética

La autofagia es considerada como un mecanismo de adaptacion y
supervivencia ante condiciones adversas, sin embargo, si estas condiciones se
mantienen en el tiempo y los niveles de autofagia se vuelven excesivos, se
desarrollara un proceso de muerte celular programada o Muerte Celular
Autofagica (Autophagic Cell Death ACD) (Kroemer and Levine 2008). Las
caracteristicas morfoldgicas del proceso de muerte por autofagia estan recogidas
en la Introduccién de esta tesis doctoral, pero basicamente podriamos definirla
como un proceso que se desarrolla en ausencia de alteracion de la cromatina y que
se caracteriza por el acimulo excesivo de autofagosomas en el citoplasma (Levine
and Yuan 2005). Aquellas células que mantienen un programa adecuado de
autofagia, podran recuperar sus condiciones basales cuando el estimulo pro-
autofagico haya cesado, por el contrario si se sobrepasara el Punto de No Retorno,

aunque las condiciones ambientales fueran de nuevo Optimas, las células serian
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incapaces de recuperar su estado de homeostasis y morirdn por ACD. Para
determinar qué proceso de muerte celular es el predominante durante la autofagia
inducida por privacion de nutrientes, en un contexto de inhibicién o eliminaciéon de
PARP-1, se evalué la presencia de caracteres tanto de la muerte celular por

autofagia como por apoptosis, a tiempos elevados de privacion.

Los anadlisis de muerte celular general durante cursos de tiempo de
privaciéon, mediante incorporacion de loduro de Propidio, indicaron que la
ausencia de PARP-1 acelera los niveles de muerte, es decir, la ausencia de PARP-1
vuelve mas sensibles a las células tratadas con Solucién HANK y hace que el Punto
de no Retorno esté mas préximo en el tiempo que en células wildtype (Figura 5.A).
Tanto la inhibicion de PARPs con P]J34 como el silenciamiento especifico con
siRNA, tuvo el mismo efecto sobre los niveles de muerte durante privacion de
nutrientes en MEFs parp-1+/+ que en MEFs parp-17/- (Figura 5.A); por lo tanto la
ausencia de actividad PARP-1 acelera la apariciéon de muerte celular asociada a la
privacion nutricional. Todos estos resultados se confirmaron utilizando otros
métodos de medicion generales de muerte celular como son Tincién de Exclusién
con Trypan Blue y ensayos de Viabilidad MTT, utilizando ademas otros inhibidores

de PARPs, como el DPQ (Material Anexo Figura 3).
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Figura 5: La eliminacion de PARP-1 durante la retirada de nutrientes favorece la aparicién de
apoptosis (I). (A) Efecto de la inhibicién de PARPs y el silenciamiento de PARP-1 sobre la viabilidad
celular durante autofagia inducida por retirada de nutrientes. MEFs parp-1+/+ fueron sometidos al
inhibidor de PARPs, PJ34 10 uM, y al silenciamiento de PARP-1 (60nM). Células parp-1+/* y parp-1/-
fueron privadas con Solucién HANK durante 8 horas y los niveles de muerte se midieron como grado de
incorporacion de IP por citometria de flujo en 3 experimentos independientes con 4 réplicas por
condicidn. (B) Efecto de la 3-MA sobre los niveles de supervivencia en MEFs parp-1++ y parp-1-/- durante
la retirada de nutrientes. 3-MA fue usada como pretratamiento 1.5 horas y mantenida durante los
tiempos de privacién. Los niveles de viabilidad celular se determinaron por ensayo MTT. Se obtuvo
resultado de 3 experimentos independientes con 5 réplicas por condicion. (C) Efecto del silenciamiento
de ATG7, combinado con PJ34 sobre la viabilidad celular durante privacién de nutrientes. MEFs parp-1+/+
fueron silenciados para ATG (siRNA 70 nM) y tratados con PJ34 en combinacién con Solucién HANK. Los
niveles de muerte celular se midieron por ensayo MTT. Se obtuvo resultado de 3 experimentos con 3
réplicas por condicion.

De forma general la autofagia inducida por retirada de nutrientes, suele
favorecer la adaptacién y supervivencia celulares. El incremento de muerte celular
durante privacion en una situacién en que eliminamos PARP-1, puede ser debido al
retraso en la induccién de autofagia. Para determinar si la autofagia tiene un papel
citoprotector en células PARP-1 wildtype, se inhibi6 la autofagia con 3-MA y se
midié viabilidad celular con ensayos MTT, eligiendo el tiempo de 8 horas como
aquél en que las diferencias en niveles de muerte son méas acusadas (Figura 5.B).
El bloqueo de la autofagia con 3-MA protege a MEFs parp-1+/* frente a la muerte
celular, mientras que no tiene efecto sobre células deficientes en PARP-1. Estos
datos sugieren que las células con PARP-1 activa, principalmente mueren como
consecuencia de una autofagia prolongada después de privarlas de nutrientes,
mientras en las células con PARP inactivada se produce un proceso de muerte
celular no autofagica (Figura 5.B). El silenciamiento especifico de ATG7, redujo
considerablemente los niveles de muerte celular en células MCF7 GFPLC3 sujetas a
periodos mas largos de privacion (hasta 8 horas), mientras que el tratamiento con
inhibidor de PARP P]34 aumento los niveles de muerte en células silenciadas para
ATG?7 y privadas de nutrientes. La conclusién es que la muerte celular derivada de
autofagia no esta involucrada en la gran mortalidad causada por la inhibicion de

PARP-1 (Figura 5.C).

Para analizar el tipo de muerte especifico que tiene lugar en ausencia o
inhibicion de PARP-1 durante el tratamiento con Solucién HANK, se utiliz6 una
linea 3T3, carentes de las proteinas Bax y Bak (MEFs 3T3 Bax/-/Bak~/-). Tanto Bax

como Bak son proteinas esenciales en el proceso apoptético, de modo que estas
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células no desarrollan correctamente el proceso de apoptosis, concretamente no
sufren caida de la permeabilidad de la membrana externa mitocondrial (MOMP)
(Caro-Maldonado, Tait et al. 2010). Este modelo de MEFs Bax//Bak”/- nos
permitiria establecer si los procesos de muerte asociados a la eliminacién de
PARP-1, son dependientes de la activacion de apoptosis. Primero se determind los
niveles de autofagia en 3T3 Bax/-/Bak”/- a distintos tiempos de privacion, para
comprobar que se comportaban de forma similar a las lineas 3T3 de que
disponiamos. Las células 3T3 Bax”/-/Bak’/- presentan idénticos niveles de
induccién de autofagia a MEFs parp-1+/+* tanto en morfologia GFPLC3 como en el
grado de procesamiento de las forma LC3-II endégena (Figura 5.D). Mas aun, el
co-tratamiento con 3-MA o con el inhibidor de PARPs DPQ, redujo
considerablemente el porcentaje de células autofagicas a niveles cercanos a
nuestra linea MEFs parp-1+/-, tal y como ya se habia constatado en MEFs parp-1+*
(Figura 5.E y 2.A). Para determinar la importancia del componente apoptotico en
la muerte celular inducida por ausencia de PARP-1, silenciamos PARP-1 en MEFs
3T3 Bax7/-/Bak”/-. La eliminacion de PARP-1 en un contexto de ablacién genética de
Bax y Bak, reduce de forma significativa los niveles de muerte celular durante el
tratamiento con Solucién HANK (Figura 5.E y 5.F), indicando que la ganancia en
muerte celular tras la eliminacién de PARP-1 (en un contexto de MEFs 3T3 Bax”/-
/Bak/- con PARP-1, (Figura 5.A y 5.C) es debida a un componente apoptotico. Para
confirmar este resultado medimos la actividad de distintas caspasas,
concretamente la activacion de caspasa 3/7 mediante ensayos fluorimétricos y
caspasa 8 mediante western blot, con un anticuerpo especifico que determina el
procesamiento de su pro-caspasa. Un curso del tiempo de privacion indico la gran
activacion de las caspasas 3/7 en MEFs parp-1/-, con respecto a MEFs parp-1+/+
(Figura 5.G). Del mismo modo el procesamiento de la pro-caspasa 8 no tuvo lugar
en MEFs parp-1+/+ privados de nutrientes (Figura 5.H). Otros criterios de
apoptosis fueron analizados; asi por ejemplo comprobamos por citometria de flujo
que en MEFs parp-17/- el nimero de células apoptéticas dobles positivas para
Anexina V y loduro de Propidio, fue muy superior al de MEFs parp-1*/+; incluso la
cuantificacion de nucleos picndticos fue muy superior en ausencia de PARP-1
(Material Anexo Figura 4). Todos estos datos indican que en células MEFs parp-1-

/- donde la deficiencia en autofagia es tan marcada, hay una importante tendencia a
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morir por apoptosis cuando se sobrepasa un determinado tiempo de privacidn,
tiempo que coincidird con el Punto de no Retorno para MEFs parp-1/-. Células
PARP-1 wildtype, a los mismos tiempos de privacion, van a morir por un proceso
de muerte celular dependiente de autofagia, sin embargo en estas células el Punto
de no Retorno tarda mas tiempo en ocurrir, por lo que la autofagia dependiente de

PARP-1 otorga una capacidad de supervivencia y adaptaciéon frente al estrés

Capitulo I

nutricional, con respecto a la situacion de ablaciéon de PARP-1.

MEFs Bax”-/ Bak”’- GFPLC3

90 1 #

80 |
70 4
60 A
50
40
30

PR S W1

% Células LC3 Punteadas

#

[ No Tratadas
EXX 3MA 2 mM
E=3DPQ40 MM
MEFs Bax”"/ Bak’" GFPLC3
Soluciéon HANK &‘
g .S S
&L Q{«‘ K
S & &

|‘ " . !"'ll_cal
—— ““‘r LC3 Il

>
‘so
OO

f% 1A HEE

Solucién HANK

E

HEm MEFs Bax’/ Bak”’- GFPLC3

70

% Muerte Celular
w
o

Solucién HANK

|-----|u-tubulin

F MEFs Bax’/ Bak”’ GFP-LC3

70
60
50
40
30
20
10

N S|MA 60 nM
EXX {PARP-1 60 nM

a-tubulina

% Muerte Celular

Solucién HANK

G
90000 ™ ==gm== parp-1** MEFs
'n,:, 80000 = ™=E= parp-1"- MEFs **
é 70000 M
2. 60000 "
3
& 50000 M H
S 40000 =
o
$ 30000 9 MEFs 3T3
5 20000 parp-1*/+ parp-1"-
10000
<
ot T T r " &
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 o
Solucién HANK (horas)
I 55/50 procaspasa 8
30 = W parp-1*+ MEFs
@ [ parp-1’- MEFs T p38
% p23
220 4 %
2 *
[%2]
<
% 10 =
O -acti
M [
gl ol 10 0 (10

Solucién HANK

154



Capitulo I Resultados

Figura 5: La eliminaciéon de PARP-1 durante la retirada de nutrientes favorece la apariciéon de
apoptosis (II). (D) Niveles de induccion de autofagia en MEFs 3T3 Bax~/- / Bak/- GFPLC3. Translocaciéon
endégena de LC3-II y nimero de células autofigicas durante el tratamiento con Solucién HANK.
Rapamicina se usd como control positivo de autofagia. 3-MA y DPQ se afiadieron como pretratamiento
durante 1.5 horas y se mantuvieron durante la privaciéon. #p<0.05 para comparar MEFs 3T3 Bax/- / Bak
/- GFPLC3 no tratadas y privadas con tratadas con 3-MA o DPQ privadas. (E) Muerte celular por
incorporacion de IP en MEFs 3T3 Bax/- / Bak/- GFPLC3 durante retirada de nutrientes. 3 experimentos
independientes con 3 réplicas por condicién. (F) Efecto del siPARP-1 (60nM) sobre los niveles de muerte
celular inducida por la privacién de nutrientes. MEFs 3T3 Bax~/- / Bak/- GFPLC3 fueron transfectadas con
siRNA y son SIMA, privadas de nutrientes. Incorporacion de IP por citometria de flujo. 3 experimentos
independientes con 4 réplicas por condicion. #p<0.05, ##p<0.01 para comparar MEFs 3T3 Bax~/-/ Bak/-
GFPLC3 SIMA y MEFs 3T3 Bax/- / Bak-/- GFPLC3 siPARP-1 privadas.

Figura 5: Continuacion: (G) Actividad de Caspasa 3/7 en MEFs 3T3. MEFs parp-1+/* y parp-1-/- fueron
privados de nutrientes a tiempos suficientes para inducir apoptosis. Las unidades de luminiscencia
correspondientes a la actividad de las caspasas de midi6 en un aparato TECAN infinite 200 Luminometer
seguin las instrucciones del kit Caspase Glo 3/7. Cada punto representa la media de 3 réplicas o
mediciones por condiciéon de 3 experimentos independientes. **p<0.01 para comparar MEFs parp-1-/-
privadas con MEFs parp-1+/+ privadas. (H) Activaciéon de caspasa 8 en MEFs parp-1-/- tratados con
Solucién HANK a 6 horas. Extractos de células Jurkat irradiadas fueron usados como control positivo de
activacién de caspasa 8.3 -actina fue usada como control de carga en 3 experimentos independientes. (I)
Porcentaje de células apoptéticas durante privacion MEFs parp-1+/+ y parp-1/- fueron privadas de
nutrientes 6 y 8 horas y se determiné el porcentaje de células doble positivas para IP y Anexina V por
citometria de flujo. Resultado obtenido de 3 experimentos independientes con 3 réplicas por condicién.
STS 4 uM fue usado como control positivo de induccién de apoptosis. * p<0.05 para comparar MEFs parp-
1+/+y parp-1-/- privadas de nutrientes.

Ratones deficientes en PARP-1, presentan una alteracion en la autofagia

durante carencia nutricional

Para confirmar las consecuencias in vivo de la eliminaciéon de PARP-1 sobre
el proceso de autofagia, sometimos a ayuno a un grupo ratones neonatos parp-1+/+
y parp-17/- retirados de la madre en el momento de nacer y mantenidas en
privacion durante 4 horas, siguiendo estrictamente la reglamentacién de Bioética.
Posteriormente se sacrificaron y se procesaron los higados de ambos modelos para
la obtenciéon de muestras para microscopia electronica de transmision (TEM),

segun esta recogido en el apartado de material y métodos.

El andlisis TEM mostr6 que los higados procedentes de ratones parp-1*/+*
presentaban caracteristicas tipicas de 6rganos en crecimiento y mantenimiento
continuo, en cuanto a numero y morfologia mitocondrial y en la presencia de
vesiculas lipidicas o Lipid Droplets tan caracteristicos en hepatocitos. Bajo
condiciones de privacién, en los higados observamos cambios estructurales

debidos a un proceso activo de autofagia como es la presencia de estructuras con
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doble membrana concéntrica que incluian material citosélico (autofagosomas),
dilatacion del Reticulo Endoplasmatico, dilataciéon del Aparato de Golgi y una
importante acumulacién de gotas lipidicas (Lipid Droplets), lo que indicaba
movilizacién lipidica (Figura 6.A Panel Superior). Todas estas caracteristicas
morfologicas no se presentaban en higados de ratones no sometidos a privacion.
Las estructuras membranosas concéntricas reflejan degradaciéon de componentes
celulares membranosos, presumiblemente organulos, que se reordenan en
verticilos membranosos llamados Figuras de Mielina. Las imagenes de TEM de
higados de ratones parp-17/- muestran importantes diferencias en la morfologia
ultraestructural tanto en el grupo de controles alimentados como en animales
privados. Asi en higados parp-17/- privados encontrados un Reticulo
Endoplasmatico bien organizado, no hay dilataciéon del Golgi, tampoco aparecian
estructuras membranosas concéntricas y practicamente no existia movilizacién
lipidica (Figura 6.A Panel Abajo). Para refutar esta informacidén, se extrajeron
proteinas totales de higados de ambos grupos de animales (alimentados y
privados) y se midié la translocacion endégena de LC3-I. No se pudo analizar la
proteolisis y lipidacion hacia la forma LC3-II en estas muestras. La reduccion de la
forma LC3-I fue mucho mas pronunciada en ratones ayunados parp-1*/* que en

ratones parp-17/-y con respecto a sus controles respectivos (Figura 6.B).
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Figura 6: Autofagia deficiente en higados de ratones PARP-1 knockout (I). (A) Dos horas después de
su nacimiento, crias de ratones wildtype y knockout para PARP-1 fueron separadas de sus madres y
sometidas a privacidn nutricional, siguiendo las normas aprobadas por el comité de bioética animal del
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC). Las crias fueron sacrificadas y se extrajeron los
higados que se dividieron en grupos para preparaciéon de muestras de microscopia electrénica de
transmisién (TEM) o para el analisis bioquimico del marcador autofagico LC3. A: autofagosomas que
muestran estructuras membranosas concéntricas, ER: Reticulo Endoplasmatico, L: Lipid Droplets, Ly:
Lisosomas, N: Nuicleo Celular.

El almacenamiento y uso de los lipidos intracelulares es critico para el
mantenimiento de la homeostasis energética celular. Los lipidos celulares son
mantenidos en forma de Triglicéridos (como vesiculas lipidicas), en higados que se
encuentran en una situaciéon normal en cuanto a disponibilidad de nutrientes y
energia. Para obtener energia desde estas fuentes lipidicas se necesita hidrolizar
los triglicéridos hacia acidos grasos. Un segunda respuesta celular a la carencia de
nutrientes, esencialmente aminoacidos, e independiente del consumo de proteinas
intracelulares, es movilizar estos acimulos lipidicos en ausencia de fuentes
externas de proteinas. Para confirmar que higados de ratones parp-17/- no
acumulan ni movilizan lipidos durante privacién de aminoacidos (Figuras 6.A y
6.B) usamos la sonda para marcaje fluorescente lipidica BODIPY. El marcaje con
BODIPY revel6 que la cantidad de vesiculas lipidicas en células parp-17/- era
considerablemente inferior al que presentaban células con PARP-1 (Figura 6.C).
Por lo tanto la conclusién que se obtiene es que higados de ratones parp-1/-
presentan una respuesta autofdgica muy inferior a la de ratones normales ante

privacién de nutrientes.
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Figura 6: Autofagia deficiente en higados de ratones PARP-1 knockout (II). (B) Analisis western blot
de los niveles de proteinas LC3-1 en muestras de higados de ratones PARP-1 wildtype y knockout. o-
tubulina fue usada como control de carga. Al menos 6 ratones de cada genotipo fueron usados, divididos en
2 grupos, control y privados de nutrientes. (C) Vesiculas lipidicas en MEFs parp-1+/* y parp-1-/-. Ambas
lineas fueron privadas con Solucién HANK e incubadas con la sonda lipidica BODIPY. 3 muestras por
condicién de 3 experimentos independientes fueron recontadas bajo microscopia de fluorescencia.
Cloroquina 20 pM 2 horas fue usada como control de movilizacién de vesiculas lipidicas. * p<0.01 para
comparar MEFs parp-1+/+y parp-1-/- privadas de nutrientes.

Discusion

Los factores genéticos y ambientales modulan la respuesta de los
organismos multicelulares al estrés. El mantenimiento de la homeostasis tisular y
los patrones de respuesta se encuentran tremendamente regulados e integrados
de forma critica en las células. El fin ultimo de estos patrones es conseguir la
adaptacion y supervivencia celular y el mantenimiento del organismo completo;
sin embargo los mecanismos y la forma en que se coordinan e integran ain no esta
del todo dilucidada. En este trabajo demostramos que una ruta tan esencial en el
mantenimiento de células y tejidos, como es la autofagia, necesita de una adecuada
activacion de la proteina nuclear PARP-1 para su correcto desarrollo en respuesta
a un estrés por carencia de nutrientes. Nuestros resultados también muestran
claramente que la pérdida de la actividad PARP-1 estd acompafiada de una

inhibicion del sensor energético celular AMPk. Este resultado esta en consonancia
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con el hecho de que PARP-1 esta relacionada con el metabolismo del AMP, a través

de la hidrélisis de moléculas de ADP-Ribosa (Formentini, Macchiarulo et al. 2009).

En ausencia de PARP-1 o después de su inhibicién/silenciamiento, los
niveles de ATP no caen tanto como ocurre en células con PARP-1 funcional (Figura
4.A); en consecuencia AMPk se mantiene inactiva y no sefaliza hacia la
inactivacion del complejo mTORC1 lo que conlleva a que la autofagia se encuentre
detenida o retrasada. Aun no se conoce cémo PARP-1 y AMPKk estan interactuando
en el modelo de autofagia. Una posibilidad es que los dafios al ADN inducidos por
los ROS generados por una disfuncién mitocondrial y liberaciéon de Ca*? durante
privacion, produzcan una sobreactivacion de PARP-1 y ello favorezca que se active
AMPk (Hoyer-Hansen and Jaattela 2007). Otra posibilidad que podria explicar
cémo PARP-1 conecta con la sefializacion AMPk/mTORC1 (eje encargado del
mantenimiento de la homeostasis energética) es que la inactivacién de PARP-1
conduzca a una ineficiente respuesta de ATM ante dafios al ADN, lo cual se ha
demostrado que esta relacionado con la activacion de AMPk (Aguilar-Quesada,

Munoz-Gamez et al. 2007, Haince, Kozlov et al. 2007).

Nuestros datos sugieren que la proteina PARP-1 es un importante regulador
in vivo de la autofagia y proponen un nuevo nexo entre la funcién de PARP-1 con la
respuesta general celular a la escasez de nutrientes. Los resultados demuestran
que la privacién de nutrientes, producciéon de ROS y danos al ADN, conducen a la
activacion de PARP-1, lo cual es necesario para que la célula ponga en marcha la

magquinaria autofagica.

También hemos demostrado que el papel de PARP-1 en la autofagia
inducida por privacién de nutrientes, esta relacionado con la capacidad de la
proteina para localizar y sefalizar danos al ADN y provocar una deplecién
energética tras su sobreactivacion, sin embargo no hemos sido capaces de excluir
la posibilidad de una perturbacion en el flujo intracelular de Ca*? tras la ablacién
de PARP-1, evento anterior a la deficiencia en la sintesis de ATP mitocondrial y la

activacion de AMPk (Cardenas, Miller et al. 2010).

Ademas hemos analizado las consecuencias in vivo de la eliminaciéon de

PARP-1 durante privacién de nutrientes. La carencia nutricional induce autofagia
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hepatica e incrementa la liberaciéon de acidos grasos hacia el higado, por lipolisis
del tejido adiposo. Ensayos de microscopia electrénica revelaron que la autofagia
incrementa la presencia de vesiculas lipidicas o Lipid Droplets, ademas de un
incremento de  estructuras membranosas asimétricas, generalmente
autofagosomas, en las muestras analizadas. El papel crucial de la autofagia
neonatal ha sido claramente demostrada a través de la inactivacion especifica de
genes pro-autofagicos como ATG5 o ATG7 (Kuma, Hatano et al. 2004, Komatsu,
Waguri et al. 2005). Ratones deficientes en ambos genes, aparentemente no
presentaban rasgos diferenciales en el momento de su nacimiento, salvo por una
ligera pérdida de peso con respecto a animales wildtype (aproximadamente un
10% en ratones atg5/-y un 18% en ratones atg7~/-), pero murieron un dia después
de su nacimiento. Uno de los fenotipos de ratones parp-1-/- presenta un tamafio
menor a los animales wildtype (aproximadamente un 40%) (de Murcia, Niedergang
et al. 1997). Por lo tanto seria muy interesante intentar dilucidar si esa reduccién
en el tamafio corporal que acompaifia a la ausencia de PARP-1, esta relacionada con

una deficiencia genética en autofagia.

Se ha demostrado que los ROS son importantes moléculas sefializadoras de
la ruta de autofagia en multitud de lineas celulares y en respuesta a diversos
estimulos, incluyendo la privacion de nutrientes (Scherz-Shouval, Shvets et al.
2007). Teniendo en cuenta el papel de supervivencia y adaptacion celular que tiene
la autofagia, nuestros resultados apoyan la idea de que PARP-1 es necesaria para
que la célula mantenga activa la autofagia en respuesta a privacion nutricional que
se prolonga en el tiempo (Figura 5.B). En este sentido hemos demostrado que la
ausencia o la inactivacién de PARP-1, en un contexto de privaciéon prolongada de
nutrientes, provoca un incremento en la muerte celular. Ademas hemos definido el
mecanismo por el cual la supresion de la actividad PARP-1 acelera la muerte
celular, usando lineas celulares deficientes en apoptosis, concretamente
deficientes en las proteinas Bak y Bax. Hemos demostrado que la privacion de
nutrientes en células bax/-/bak~/-, conduce primero a autofagia y a continuaciéon a
muerte celular, la eliminacién de PARP-1 en células bax”/-/bak~/- privadas de
nutrientes redujo sustancialmente los niveles de muerte celular, en contraposicién

alo observado en lineas con la apoptosis activa.
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Otra observacion importante es que hemos demostrado que un estrés tan
fisioldgico como es la privacidon de nutrientes, es capaz de inducir dafios al ADN, a
través de la generacion de ROS. Se sabe que el estrés genético reprime a mTOR en
respuesta a estrés oxidativo, generalmente causado por ROS a través de la
sefializacion citosolica de la ruta LKB1/AMPk/TSC2 (Nakada, Saunders et al.
2010). Los ensayos COMETs y la acumulaciéon de foci de la histona yH2Ax
confirman la existencia de dafios al ADN y demuestran que los niveles iniciales de
dafio se corresponden con la capacidad de la célula para iniciar los procesos de
autofagia. El tratamiento con el antioxidante NAC impide los dafios al ADN y la

inactivacion de mTORC1, con lo cual retrasa la entrada en autofagia.

(Por qué las células deficientes en PARP-1 mueren por apoptosis cuando se
las priva de nutrientes? Una posibilidad interesante la sugieren los resultados de
las figuras 3.C y 3.D: células carentes en PARP-1 presentan una deficiencia en la
reparacion de ADN durante privacion de nutrientes; debido a esto la célula “elige”
morir por apoptosis evitando asi acumular dafios en su material genético. En un
contexto tumoral, donde el oxigeno y los nutrientes son limitados, esta deficiencia
en autofagia (sumada a la tendencia a morir por apoptosis en ausencia de PARP-1)
aportaria beneficios, evitando que ocurran fendmenos de necrosis, generacion de
ROS y procesos inflamatorios, lo que podrian retrasar o bloquear el crecimiento

tumoral.

La razén ultima por la cual la ausencia o inhibicién de PARP-1, conduce a
una inhibicién en la produccién de ROS, no esta totalmente dilucidada. Estudios
recientes muestran que las alteraciones en la funciéon mitocondrial durante
fendbmenos de citotoxicidad inducidos por estrés oxidativo, estan mas relacionados
con la activacion de PARP-1 que con el efecto oxidante sobre la mitocondria (Virag,
Salzman et al. 1998). Las rutas de sefalizacion del Ca*? mitocondrial son
mediadores esenciales en la regulaciéon bioenergética celular y en los procesos de
muerte celular. La sefializacién constitutiva InsP(3)R Ca*? es necesaria para
suprimir la autofagia en la mayoria de las células, cuando se encuentran ante
disponibilidad de nutrientes. Se ha demostrado que tras la privacién de nutrientes,
las células mantienen disminuido los niveles de Ca*2 mitocondrial para evitar este

fenomeno (Cardenas, Miller et al. 2010). Recientemente se ha demostrado que

161



Resultados Capitulo I

tanto PARP-1 como la proteina Poli ADP-Ribosa Glicohidrolasa o PARG son capaces
de regular el flujo de Ca*? a través de la proteina TRPM2 (Blenn, Wyrsch et al.
2011). .En el trabajo de Blenn y colaboradores (Blenn, Wyrsch et al. 2011), han
demostrado que el incremento en el flujo de Ca*? que acompafia al tratamiento con
H>02, conduce a una activacion de las caspasas y a un procesamiento de la proteina
proapoptotica mitocondrial AIF. AIF se traslocaria al nicleo donde favorece la
fragmentacion del ADN, condensacion de la cromatina y muerte celular apoptética.
Claramente los niveles de ROS derivados de citotoxicidad y la activacién de PARP-
1, difieren en varios niveles. Mientras los tratamientos con H20; producen una
“explosion” en la produccidon de mediadores oxidativos, la privaciéon de nutrientes
conlleva una generacién de ROS insuficiente como para inducir muerte celular,
promoviendo supervivencia a través de la induccion de autofagia, por lo tanto la
activacion mediada por ROS iria encaminada a evitar la muerte por apoptosis en
un contexto de estrés oxidativo. Apoyando esta teoria Scherz-Shouval y
colaboradores, han demostrado que los ROS en la autofagia inducida por privacién
de nutrientes, favorecen que la célula se adapte y sobreviva al estrés (Scherz-
Shouval, Shvets et al. 2007). Este grupo muestra que las condiciones oxidativas son
esenciales para la autofagia y que el incremento en ROS es localizado y con
caracter reversible durante la privacidn, lo cual favorece fendmenos de oxidaciéon
de dianas moleculares especificas. Por el contrario, la generacién masiva de ROS
durante un estrés oxidativo, conducira a una muerte celular inducida por ROS y
mediada por autofagia (Yu, Alva et al. 2004). Nosotros hemos demostrado que en
un contexto de eliminaciéon de PARP-1, un estrés oxidativo derivado de privacién
de nutrientes, genera fendémenos de apoptosis. La conclusion es que PARP-1 es
necesaria para que las células disparen fen6menos de supervivencia a través de la

autofagia.

El modelo que proponemos aparece en la Figura 7 y puede ser resumido de
la siguiente forma: Tras la privaciéon de nutrientes, se ve afectado rapidamente el
metabolismo mitocondrial, condiciendo a la generacion de ROS y a una caida
importante en los niveles de ATP. El desbalance entre los niveles de AMP y ATP en
favor del AMP, activa a la quinasa AMPk que actuaria como sensor energético
celular. La activacion de AMPk conduce a la inactivacion del sensor nutricional
mTORC1, permitiendo que la autofagia tenga lugar. En paralelo, los ROS son
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rapidamente traslocados al nucleo celular donde generan dafos al ADN, que a su
vez activan a PARP-1, inicidndose la reparacién del ADN dafiado. La
sobreactivacion de PARP-1 que se genera durante privacion, hace que se produzca
una caida importante en los niveles de ATP y NAD* por la propia actividad PARP;
en consecuencia estaremos ante un sistema de feedback que retroalimenta la
activacion de AMPk. En este escenario, el eje ROS/AMPk/mTORC1 y ROS/Dafios al
ADN/PARP-1 sinergizan para optimizar la respuesta celular a la carencia de
nutrientes, mediante la induccién de autofagia. En este caso la autofagia tiene una
papel de mecanismo de adaptacién y supervivencia celular ante condiciones

adversas (Figura 7.A).

En ausencia de actividad PARP-1, la produccion de ROS, deplecién
energética y activacion de AMPk se encuentran disminuidas; del mismo modo el
ciclo de retroalimentacion sobre el eje ATP/AMPk que ejercia la sobreactivaciéon de
PARP-1, no se va a producir. La conclusién es una inactivaciéon parcial de mTORC1
y un importante retraso en la induccion de autofagia. Alternativamente al
mecanismo de autofagia, durante la ausencia o inhibicion de PARP1, se
desarrollara la apoptosis como mecanismo de muerte celular en respuesta a la

privacion de nutrientes (Figura 7.B).

163



Resultados Capitulo I

PARP-1 ES UN MODULADOR POSITIVO DE LA AUTOFAGIA INDUCIDA POR PRIVACION

PRIVACION Glucosa Ammoaudos

v = =
Suficiencia
Aminoacidos / v M U ERTE
\| ] CELULAR
/ e AUTOFAGICA

v /

Disfuncion
Mitocondrial

Produccién ROS

Fusién con
Lisosomas

Dafios ADN inducidos por ROS

:'.'f';fi &

PARP-1 ES UN MODULADOR POSITIVO DE LA AUTOFAGIA INDUCIDA POR PRIVACION

PRIVACION | Glucosa | | Aminoécidos | Qm Figura7 B

[cesceocce( WMUTWOOO xDoocx)cx)cmcr

oooooooocxmmoooooocmomooooodt

¥,

Estrés *
' P
o | Energético

.....
.o

rorcl.
tord)..

(Gasar |

64

v /
Disfuncién
Mitocondrial

Produccién ROS |

Fusién con
Lisosomas

Dafios ADN inducidos por ROS

57 :._\, v
"y N 1/

N '\CaidaNAm
. PARP1

roe Sobreactivacio s - W
\ PARP-1 y

) X

MUERTE
CELULAR
APOPTOTICA

164



Capitulo I Resultados

Figura 7: (A) PARP-1 es un modulador positivo de la autofagia inducida por privaciéon de
nutrientes. Durante la privacién de nutrientes, las células entran en autofagia a partir de la activacién de
AMPKk y la inhibicion de mTORC1. Eventos anteriores a esta regulaciéon son la depleciéon energética,
produccion de ROS y generacion de dafios al ADN. Bajo estas condiciones, la sobreactivacion de PARP-1
provoca una mayor depleciéon en ATP que actia como retroalimentador para reactivar la autofagia. Si el
estrés se mantiene en el tiempo se desarrollan fenémenos de muerte celular con caracteristicas
autofagicas. (B) Inactivacion de PARP-1, retrasa la autofagia y favorece la apoptosis. En ausencia de
PARP-1 o cuando se inactiva, los niveles de ROS caen y la depleciéon en ATP es menor. Como consecuencia
el feedback que ocurre sobre la autofagia por la activacién de PARP-1, no tiene lugar. Si la privacién se
mantiene en el tiempo, estas células mueren por apoptosis.

La autofagia se considera como un potente mecanismo supresor de
tumores, presumiblemente porque contribuye al mantenimiento de la estabilidad
genomica (Karantza-Wadsworth, Patel et al. 2007), porque evita la formacion de
ROS (Mathew, Karp et al. 2009) y por su relacion con los fendémenos de
senescencia celular (Young, Narita et al. 2009). Por todo ello representa una
barrera importante contra la carcinogénesis. De acuerdo con lo expuesto, existen
muchos genes encargados de regular la induccién y ejecucion de la autofagia, que
son considerados como potentes supresores tumorales. En este grupo podemos
incluir a PTEN, TSC1-TSC2, LKB1, ATG4, Beclin-1, UVRAG o las proteinas BH3-only
pertenecientes a la familia Bcl-2 (Ma and Cline 2010). En este trabajo, analizamos
el papel de PARP-1 como proteina que va a ser capaz de regular la induccién de
autofagia desde una situaciéon fisioloégica, hasta la presencia de un estrés
nutricional. Teniendo en cuenta que los inhibidores de PARPs estan siendo
utilizados como potentes drogas antitumorales en distintos ensayos clinicos,
podemos considerar a la proteina PARP-1 y su actividad como una importante
diana farmacolégica. Considerando la disponibilidad de nutrientes como una
barrera continua al crecimiento tumoral y teniendo en cuenta la capacidad de los
inhibidores de PARP-1 para inducir apoptosis durante la carencia nutricional,
tenemos a nuestra disposicion una herramienta que podria tener gran proyeccién
frente al avance tumoral. El mecanismo molecular por el cual PARP-1 y su
actividad va a regular las fases iniciales de la formacion del autofagosoma, sera

motivo de estudio en el siguiente capitulo de esta tesis doctoral.
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FIGURAS SUPLEMENTARIAS
CAPITULO I
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Figura S1: Recuento de vesiculas positivas para el marcaje GFPLC3 en MEFs parp-1+/+y parp-1-/-.
Ambas lineas se privaron de nutrientes y se hizo un recuento de aproximadamente de las vesiculas de
250 células de 3 experimentos independientes con 3 réplicas por condicién. Rapamicina fue usada como
control positivo de autofagia. El panel de la izquierda muestra imagenes representativas de microscopia
de fluorescencia para GFPLC3. * p<0.05 para comparar MEFs parp-1*/*y parp-1-/- privadas de nutrientes.
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Figura S2: Efecto de la inhibiciéon con 3-MA o el silenciamiento de ATG7 40 nM sobre los niveles de
autofagia inducida por privacion de nutrientes en MEFs parp-1+/+ y parp-1/-. Imigenes
representativas de 3 experimentos independientes con 3 réplicas por condicién, obtenidas bajo
microscopia de fluorescencia en ambas lineas celulares.
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el nimero de células punteadas para GFPLC3 durante privacién en MEFs parp-1+/*y parp-1-/-, ademas de
no presentarse diferencias en el grado de translocacion de LC3-II. ** p<0.01 para comparar MEFs parp-
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Figura S3: (B) Retraso en la autofagia inducida por
privaciéon en MEFs parp-1+/* cuando se cotratan con
dos inhibidores de PARPs, P]34 y Olaparib. *p<0.05
para comparar MEFs parp-1+/+ privadas y tratadas
con PJ34, *p<0.05 y ** p<0.01 para comparar MEFs
parp-1+/+ privadas y tratadas con Olaparib.
Resultado similar obtenido de 3 experimentos
independientes, recuento de al menos 200 células
bajo microscopia de fluorescencia
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Figura S4: La reconstitucion de PARP-1
en MEFs parp-1+/- restaura los niveles de

autofagia. (A) MEFs parp-1-/-
reconstituidos con pBC-PARP-1 muestran la
sefial de PARP-1 en el nicleo vy
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transfectados con GFPLC3 mostrando el
patréon verde GFPLC3 difuso entre citosol y
nucleo. (B) MEFs parp-1/-con PARP-1
restaurada, recuperan la respuesta ante
retirada de nutrientes y muestran un patrén
de vesiculas GFPLC3 similar a la linea

wildtype.
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Figura S5: La produccién de Polimero
PAR confirma la sobreactivacion de
PARP-1 durante la privacion de
nutrientes. Inmunofluorescencia de PAR
en MEFs parp-1+/+ tratados con Solucién
HANK y usando como control positivo de
PARilacion H202 10 mM. El resultado se
confirmé en 4 inmunofluorescencias

independientes.
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Figura S6: Marcaje de la histona yH2AX (éas al ADN) durante privacion en MEFs  parp-1+/+*y
parp-1+/-. (A) La intensidad de los foci de YH2AX que aparecen en MEFs parp-1-/- es muy superior a 120
minutos que en células PARP-1 wildtype. (B) Nimero de MEFs parp-1+/+y parp-1/- marcados para la
histona durante privacién de nutrientes. El niimero de células positivas para el marcaje a 120 minutos es
muy superior en MEFs parp-1/-, confirmando el resultado obtenido por inmunofluorescencia.
Temozolomida 2 mM 2 horas fue utilizado como control positivo de inducciéon de foci de YH2AX. Se
recontaron 200 células en 3 experimentos independientes con 2 réplicas por condicién. *p<0.05 para
comparar MEFs parp-1+/+y parp-1/- privados; #p<0.05 para comparar MEFs parp-1+/+ privadas a
distintos tiempos.
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Figura S7: Accion de la 3-MA en la ruta de seiializacion de la autofagia. (A) La inhibicién con 3-MA
evita la pérdida de actividad mTORC1, mientras que evité la translocacién de LC3-1I en MCF7 GFPLC3.
(B) EI mantenimiento de mTORC1 va acompafiado de un gran retraso en la activacién de AMPk, medida
como fosforilaciéon de sustrato ACC, en MCF7 GFPLC3 privadas y cotratadas con 3-MA. Se muestra la
cuantificacion de los niveles de p-ACC con respecto a GAPDH.
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Figura S8: Retraso de la autofagia inducida por privacién, en un modelo deficiente en reparaciéon
del ADN. (A) Efecto de los dafios al ADN sobre la ruta de mTORC1: células g361 y HT144 (deficientes en
ATM) son privadas de nutrientes y se mide el grado de inactivacién de mTORC1 como fosforilacién de su
sustrato p70s¢ék. La deficiencia en la sefializacién de dafios, marcada poyH2AX, se corresponde con un
retraso en la sefializacion de mTORC1 durante el tratamiento con Solucion HANR -actina fue usada
como control de carga. Resultados similares se obtuvieron de 3 experimentos independientes. (B)
Analisis western blot de la translocaciéon enddgena de LC3-II en células g361 y HT144 durante privacion
de nutrientes. a-tubulina fue usada como control de carga. Resultados similares se obtuvieron en 2
experimentos independientes. (C) Transfeccién con GFPLC3 sobre células g361 y HT144. Recuento del
numero de células positivas para el patron punteado GFPLC3 después del tratamiento con Solucién
HANK. Rapamicina 100 nM 4horas fue usada como inductor positivo de formacién de autofagosomas. Al
menos 250 células fueron recontadas de cada linea celular, en 3 experimentos independientes, bajo
microscopia de fluorescencia.
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FIGURAS ANEXAS
CAPITULO I

Capitulo I
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Figura Anexa 1: Niveles de autofagia a
tiempos largos de privacion de
nutrientes. Células MEFs parp-1+/+ y parp-
1/~ transfectadas con GFPLC3 fueron
sometidas a privacién de nutrientes con
Soluciéon HANK a tiempos de 1, 2, 4, 6 y 8
En el gréfico
porcentaje de células positivas para el
punteado LC3, obtenido bajo microscopia
de fluorescencia. *p<0.05 para comparar
MEFs parp-1+/+ y parp-1/- privadas de
nutrientes.
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Figura Anexa 2: Fosforilacion de la histona yH2AX tras irradiacion. Células g361 y HT144 fueron
irradiadas a 6 Gy durante 10 minutos. Posteriormente se mantuvieron en cultivos durante distintos
tiempos en los cuales se analizaron los dafios al ADN como grado de fosforilacién de yH2AX. Células con
deficiencias en ATM (HT144) muestran dafios duraderos y alteraciones en la reparacién del ADN

irradiado.

Figura Anexa 3: Niveles de muerte
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Métodos. ** p<0.01 para comparar MEFs
parp-1+/+y parp-1+/+ privadas de nutrientes.
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CAPITULOII

PARP-1 y la Poli ADP-Ribosilacion participan
en la activacion de AMPK, su salida desde el
nucleo al citosol y la correcta induccion de
autofagia
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Resumen

En este nuevo capitulo profundizaremos en los mecanismos por los cuales
se induce autofagia y el papel regulador que juega PARP-1 en el eje regulador
primario de la autofagia, AMPk/mTORC1. Para ello trabajaremos con un modelo
tumoral de células epiteliales de mama, MCF7, establemente transfectadas con el

plasmido GFPLC3.

Hemos demostrado que el grado de activacién de PARP-1, va a influir sobre
la velocidad con que la célula entra en autofagia en respuesta a la retirada de
nutrientes. Al igual que multiples procesos celulares dependientes de Poli ADP-
Ribosilacion, la autofagia inducida por carencia nutricional esta estrechamente
regulada por los niveles de Poli ADP-Ribosa (PAR) que se encuentren en la célula.
La inhibicién de la actividad PARP-1, principal Poli ADP-Ribosa Polimerasa, y la
caida en los niveles de PAR en la célula, enlentecen el flujo autofagico, mientras que
la acumulacién no téxica de polimero la acelera. El mayor flujo autofagico durante
privacién de nutrientes (en respuesta al acimulo de ADP-ribosa), no viene
marcado por un intento de detoxificacion celular, ya que no se afecta la viabilidad
celular. Hemos demostrado que el bloqueo conjunto de la Poli ADP-Ribosilacién y
de la autofagia tiene efectos similares en el flujo autofagico, por lo que la Poli ADP-

Ribosilaciéon marca la velocidad en el proceso de formacion de los autofagosomas.

La actividad PARP-1 va a ser capaz de regular tanto la supervivencia celular
y sintesis de proteinas, cuyo principal modulador es mTORC1, como el inicio en la
formacion del autofagosoma, modulado por ULK1. PARP-1 intervendra a ambos
niveles gracias a que las dos rutas se modulan por el sensor energético AMPK, para
el que hemos demostrado que se encuentra en interaccidn estructural y funcional
con PARP-1. La carencia de nutrientes activa a PARP-1 que modificara a AMPk con
Poli ADP-Ribosa permitiendo su exporte desde el ntcleo hacia el citoplasma, donde
favorece la induccién de autofagia. AMPk PARilada es translocada a través de la
membrana nuclear y una vez en el citoplasma, AMPk inhibe a mTORC1 y activa
ULK1. PARP-1 es por tanto, un nuevo modulador de AMPk por su capacidad de
formar un complejo inhibidor y de modificarla pos-transduccionalmente,

conduciendo a su exporte citosolico y a su activacion.
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La Poli (ADP-Ribosilacion) regula la induccion de autofagia durante la

privacion de nutrientes en células tumorales

En esta apartado hemos profundizado en el papel que juega PARP-1 y la
reaccion bioquimica de PARilacién en las etapas iniciales de la ruta de autofagia.
Vamos a trabajar con las células tumorales MCF7 GFPLC3 y al igual que el apartado
anterior, se inducira autofagia tratandolas a distintos tiempos con Solucién HANK.
El primer paso fue validar a la linea MCF7 GFPLC3 como un modelo idéneo para
estudiar la ruta autofagica. La carencia de nutrientes a tiempos a 30, 60, 120 y 240
minutos provoca un incremento en el nimero de células que presentan morfologia
punteada GFPLC3, indicativa de la formacion de autofagosomas (Figura 1.A).
Demostramos que tanto el nimero de células autofagicas como el numero de
vesiculas GFPLC3 por célula, aumentan de forma proporcional al tiempo del
tratamiento (Figura 1.A y S1.A). El procesamiento de la forma enddgena de la
proteina LC3-I hasta la forma lipidada LC3-II aumenté con el tiempo de privacién
de nutrientes (Figura 1.A), para confirmar que la autofagia es una ruta activa y
dependiente de carencia nutricional en células MCF7 GFPLC3, se utiliz6 por una
parte Concanamicina A 4nM como control positivo de traslocacion de LC3-II
(Figura 1.A) y el silenciamiento especifico de dos genes claves en las primeras
etapas de formacion de los autofagosomas, ATG7 y Beclina-1 (Figura S1.B).
Finalmente para considerar las células MCF7 GFPLC3 como un modelo ideal para el
estudio de autofagia, medimos los niveles de actividad del sensor energético
mTORC1 durante privaciéon de nutrientes. El tratamiento con Solucién HANK
inhibe la actividad de mTORC1 tal y como se comprobé al analizar los niveles de
fosforilacidn del sustrato p70s¢k (Figura 1.B). El hecho de que a los 15 minutos de
privacion desapareciera la sefial de fosforilaciéon de p70s¢k y que la Rapamicina
actuie tan especificamente como control positivo de inhibicién de mTORC1, apoya
la idea de la adecuacién de este modelo de células tumorales para analizar la ruta
autofagica. De la misma manera que la Rapamicina es un control positivo de
autofagia dependiente de la inhibicion de mTORC1, Concanamicina A la usaremos
como control positivo de acumulaciéon de autofagosomas y traslocacion de LC3-II
de forma independiente a la inhibicion de mTORC1. Ambos controles son validos
para sacar conclusiones acerca del flujo autofagico en este modelo (Figura 1.B).
Como material anexo se incluyen datos sobre otros modelos de tumores sélidos, en
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los cuales tras inducir privacién de nutrientes se presentan caracteristicas
autofagicas como es la acumulacidn de vesiculas GFPLC3 (Material Anexo Figura

1.A).
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Figura 1: Los niveles de PARilacién regulan la autofagia inducida por privacién de nutrientes (I).
(A) Autofagia inducida por privacién. Células MCF7 GFPLC3 fueron privadas de nutrientes con Solucién
HANK a los tiempos 30, 60, 120 y 240 minutos. Porcentaje de células positivas para el punteado LC3.
Concanamicina A 4nM 4 horas fue utilizado como control positivo de formacién de autofagosomas. A la
derecha se muestran imagenes representativas del patrén de distribuciéon de LC3 en condiciones de
privacién y tratamiento con Concanamicina A. Western blot de la translocacién de la forma endégena de
LC3-II. **p<0.01, ***p<0.001 para comparar células MCF7 GFPLC3 controles y privadas de nutrientes.
###p<0.001 para comparar células MCF7 GFPLC3 controles y tratadas con Concanamicina A. (B) Analisis
por western blot de la actividad de mTORC1 en células MCF7 GFPLC3 control y privadas con Solucién
HANK. Los niveles de inactivacion de mTORC1 se midieron con grado de fosforilacién de p7056k.
Concanamicina 4nM fue usada como inductor de autofagia independiente de mTOR y Rapamicina como
inductor dependiente de la inactivacion de mTORC1. Total p705¢k fue usada para normalizar la proteina
fosforilada. (C) Andlisis por western blot de la formacién de polimero PAR durante privaciéon de
nutrientes. MCF7 GFPLC3 fueron privados de nutrientes a 60 y 120 minutos con Solucién HANK,
mostrandose el resultado de PARilacién con un anticuerpo especifico de ADP-Ribosa. El inhibidor de
PARPs, PJ34 10 uM, se us6 para confirmar la existencia de PARilaciéon durante privaciéon y H202 10 mM
como control positivo de PARilacién y especificidad del anticuerpo. Resultados similares fueron
obtenidos en 3 experimentos independientes. Al menos 250 células fueron contadas bajo microscopia de
fluorescencia. $-actina y a-tubulina fueron usadas como controles de carga.

Una vez optimizado el modelo autofagico, necesitamos conocer cémo de
activa es PARP-1 en células MCF7 GFPLC3 y asi estudiar la relevancia de la
actividad PARP en el desarrollo de la autofagia. PARP-1 es una proteina que se
relaciona con la respuesta a diversos tipos de estreses celulares, de naturaleza
genotoxica, oxidativa o incluso con una base mas fisiologica (Kalisch, Ame et al.

2012, Rodriguez-Vargas, Ruiz-Magana et al. 2012). Para confirmar la actividad de
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PARP-1, medimos produccién de polimero de ADP-Ribosa (PAR) inducida por
carencia nutricional en células MCF7 GFPLC3. Los ensayos por western blot indican
que PARP-1 se activa durante el tratamiento con Solucién HANK, ademas esta
activaciéon es proporcional al tiempo de privacién (Figura 1.C y Figura 3.A del
Capitulo I). El tratamiento con el inhibidor de PARPs, P]34, inactiva la PARilaciéon
asociada a la privacién, confirmando la dependencia entre la carencia total de
nutrientes y la activacion de PARP-1. H20; (10 mM durante 10 minutos) se utilizo

como control positivo de la activacién de PARP (Figura 1.C).
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Para evaluar el papel que juega PAR en la autofagia inducida por privacién

de nutrientes, la primera estrategia fue analizar la modulacion de autofagia
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perturbando los niveles de PAR, regulados por la actividad de la proteina que lo
sintetiza (PARP-1) y la proteina que pone en marcha su degradacion y reciclado
(Poli ADP-Ribosa Glicohidrolasa o PARG) (Le May, Iltis et al. 2012). Dado que ya
conocemos el efecto que presentan tanto la inhibicion quimica de PARPs como el
silenciamiento especifico de PARP-1 sobre los niveles de autofagia (Capitulo I
Resultados y Figura Anexa 1.B), se llevo a cabo el silenciamiento especifico de

PARG, para impedir la degradacion de PAR.

Figura 1: Los niveles de PARilacion regulan la autofagia inducida por privacion de nutrientes (II).
(D) Efecto del silenciamiento especifico de PARP-1 y PARG y de la inhibicién quimica de la PARilacién
sobre los niveles de autofagia inducida por privacién de nutrientes. MCF7 GFPLC3 fueron transfectadas
con el siRNA PARP-1 (60nM), siRNA PARG (30nM) y con su control negativo SIMA. 48 horas después se
privaron con Solucién HANK a tiempos de 30, 60, 120 y 240 minutos. Una condicién fue pretratada con
PJ34 10 uM durante 1,5 horas, el inhibidor se mantuvo durante el tiempo de privacién. El silenciamiento
de PARP-1 se confirmé por western blot para PARP-1, mientras que en el caso de PARG se aplicé un
protocolo de g-PCR, usando primers especificos. Células con el tipico patrén GFPLC3 tras la retirada de
nutrientes fueron recontadas bajo microscopia de fluorescencia. El panel de la derecha muestra imagenes
caracteristicas de cada situacién ensayada. * p<0.05, *** p<0.001 para comparar Células MCF7 GFPLC3
privadas con las pretratadas con PJ34 y privadas de nutrientes. ## p<0.01, ### p<0.001 para comparar
Células privadas SIMA MCF7 GFPLC3 con células privadas iPARP-1. @ p<0.05, ggg p<0.001 para comparar
células privadas SIMA MCF7 GFCPL3 con células privadas iPARG. (E) La inhibicién de PARP reduce el
efecto acelerador de la PARilacién sobre la autofagia inducida por privacién de nutrientes. Células A549
shVector y shPARG fueron transfectadas con el plasmido GFPLC3 y sometidas a privacién con Solucion
HANK durante 60 y 120 minutos. PJ34 10 pM durante 1,5 horas se mantuvo como pretratamiento y
posteriormente se mantuvo durante el tiempo de privacion. Células con el tipico patrén GFPLC3 tras la
retirada de nutrientes fueron recontadas bajo microscopia de fluorescencia. El panel de la derecha
muestra la translocaciéon de la forma LC3-II endégena durante privacion. # p<0.05, ## p<0.01 para
comparar entre A549 shVector y A549 shPARG ambas privadas de nutrientes *p<0.05 para comparar
entre células A549 shVector tratadas con P]34 y privadas, con células A549 shPARG privadas. **p<0.01
para comparar entre Células A549 shPARG privadas con Células A549 shPARG tratadas con P]34 y
privadas de nutrientes. (F) El silenciamiento de ATG7 bloquea el incremento en los niveles de autofagia,
inducidas por PARilacién. Células A549 shVector y shPARG fueron transfectadas con siRNA ATG7 (50nM)
y con el interferente inespecifico o SIMA (50nM). 48 horas después, fueron transfectadas con GFPLC3 y
privadas de nutrientes con Solucién HANK a tiempos de 60 y 120 minutos. Células con el tipico patrén
GFPLC3 tras la retirada de nutrientes fueron recontadas bajo microscopia de fluorescencia. El panel de la
derecha muestra el efecto de bloquear la autofagia sobre la translocacién de la forma LC3-II endbgena
durante privacion de nutrientes. #p<0.05, ## p<0.01 para comparar entre células A549 shVector SIMA
privadas con células A549 shPARG SIMA privadas. **p<0.01 para comparar células A549 shVector iATG7
privadas con células A549 shPARG SIMA privadas. ***p<0.001 para comparar entre células A549 shPARG
SIMA privadas con células A549 shPARG iATG7 privadas. Resultados similares fueron obtenidos en 3
experimentos independientes. En las figuras D, E y F al menos 250 células fueron contadas bajo
microscopia de fluorescencia. 3-actina y a-tubulina fueron usadas como controles de carga.

Se confirmo el silenciamiento de la proteina PARP-1, en MCF7 GFPLC3, por
western blot para los niveles de proteina y el de PARG por PCR cuantitativa (Figura
1.D) y se corroboraron por inmunofluorescencia indirecta de PAR nuclear usando
un anticuerpo especifico y controles positivos con H202 10 mM (Figura S2.A).

Tanto el silenciamiento especifico de PARP-1 como el uso del inhibidor quimico

179



Resultados Capitulo II

PJ34, provocé una caida o retraso importante en los niveles de inducciéon de
autofagia, tras el tratamiento con Solucion HANK a distintos tiempos (Figura 1.D).
Se obtuvo idéntico resultado utilizando otros inhibidores de PARPs, como son DPQ
y Olaparib. Con ello podemos confirmar que los inhibidores de la PARilacién
inhiben la autofagia inducida por privaciéon en células tumorales y no es algo
especifico del PJ34 (Figura S2.B). La acumulacién de PAR en la célula puede
volverse téxica y podria causar fenémenos de muerte celular por acumulacion de
vesiculas de detoxificacion o por el mecanismo de Muerte por PARtanatos (Virag,
Robaszkiewicz et al. 2013). Por lo tanto antes de analizar el efecto de la
acumulacion de PAR sobre la ruta de autofagia, necesitdbamos conocer sus efectos
sobre la viabilidad celular. El silenciamiento de PARG y la consecuente
acumulacion de PAR, no acarrea pérdida de viabilidad celular mayor que la
inducida por privacion (Figura S2.C). La acumulaciéon no téxica de PAR, en un
contexto de silenciamiento de PARG, acelera la autofagia inducida por privacion de
nutrientes (Figura 1.D). Por tanto, incremento en los niveles de autofagia, o lo que
es lo mismo el incremento en el nimero de autofagosomas, sugiere que exista un
mecanismo de regulaciéon de la PARilacion sobre las primeras etapas de la
formacion de autofagosomas. En el panel de la derecha se detallan imagenes de
microscopia de fluorescencia que muestran una mayor acumulacién de
autofagosomas cuando se silencia PARG y como la inhibicién de la PARilacién

retrasa la induccion de autofagia, durante carencia de nutrientes (Figura 1.D).

Para confirmar el papel de la PARilacion en la formacién de los
autofagosomas, analizamos el trafico de membranas asociado a la autofagia en dos
lineas de cancer de pulmén A549. Ambas lineas se transfectaron con vectores
retrovirales para conseguir un silenciamiento estable de la proteina PARG, A549
shPARG, y compararlas con sus controles transfectadas con la secuencia no
especifica de ARNi o A549 shVector. Los dos modelos A549 son capaces de
sintetizar PAR durante la privacién de nutrientes, pero las células A549 shPARG
van a ser incapaces de degradar este polimero. Del mismo modo las células A549
shPARG acumulan mas forma LC3-II durante el tratamiento con Solucién HANK, es
decir, tienen mas acelerado el proceso de autofagia (Figura S3). Tanto las células
silenciadas como sus controles fueron transfectadas con el plasmido GFPLC3 para
el andlisis morfoldgico de la autofagia, tras la retirada de nutrientes durante 60 y
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120 minutos. El porcentaje de células con el patréon punteado GFPLC3, recontado
bajo microscopia de fluorescencia, fue superior en células A549 shPARG (Figura
1.E), confirmando los resultados obtenidos en el modelo MCF7 GFPLC3 iPARG
(Figura 1.D). La inhibicién de la PARilaciéon con P]J34 suprime la formacién de
autofagosomas asociada a la acumulacién no toxica de polimero PAR durante
privacion, en células A549 shPARG. Los resultados morfolégicos fueron
confirmados bioquimicamente, analizando la traslocacién de la forma endégeno de
LC3-II sobre la superficie de los autofagosomas (Figura 1.E). A pesar de que en
células control A549 shVector también hay efecto del inhibidor de PARPs, si
tenemos en cuenta la ganancia en autofagia por acumular polimero entre ambas
lineas, concluimos que tanto la PARilacion como la presencia (supuestamente
citosolica) del polimero PAR acelera la formacion de los autofagosomas.
Finalmente para demostrar la importancia de la PARilacién en la formacion de los
autofagosomas, usamos la combinacion del silenciamiento estable de PARG con el
transitorio para la proteina autofagica ATG7, tanto en células A549 shPARG como
en sus controles A549 shVector. Una vez silenciadas, ambas lineas celulares fueron
transfectadas con el pldsmido GFPLC3 y sometidas a privacién de nutrientes
durante 60 y 120 minutos. En ambos casos encontramos que el silenciamiento de
ATG7 durante la privaciéon reduce los niveles de autofagia, pero la pérdida en la
poblacién autofagica es mayor en células A549 shPARG donde la acumulacion de
polimero aceler6 la formacion de autofagosomas (Figura 1.F). A modo de
conclusiéon podemos decir que la acumulacién de PAR en la célula acelera la
formacion de autofagosomas y este hecho no estd propiciado por un intento de
detoxificacion, sino por un mecanismo de regulacion en las primeras etapas tras la
induccién de autofagia. El resultado fue confirmado midiendo la importante
pérdida en los niveles de traslocacion de LC3-II que ocurre en A549 shPARG
cuando se les silencia ATG7 y se las priva de nutrientes (Figura 1.F). Obtuvimos
idéntico resultado silenciando otra proteina esencial en el inicio de la formacién
del autofagosoma, como es ATG1 (Material Anexo Figura 2). Todos estos
resultados indican que el proceso de PARilacion es crucial no solo para la
induccidon de autofagia durante la privaciéon de nutrientes, sino también para la

formacion de los autofagosomas.
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La inhibicion de la PARilacion evita la activacion de AMPK y la induccién de

autofagia

“

El estatus metabdlico celular esta “vigilado” por dos proteinas quinasas,
AMPKk o sensor energético y mTORC1 o sensor nutricional. Ambas proteinas estan
a su vez reguladas muy estrechamente por diferentes quinasas y mantienen una
fuerte relacién bioquimica orquestada tanto por los niveles energéticos
intracelulares como por la disponibilidad de nutrientes en el microambiente
intracelular (Mihaylova and Shaw 2011, Clohessy, Reschke et al. 2012, Laplante
and Sabatini 2012). Dependiendo de los niveles de energia, marcados por la ratio
AMP:ATP y la disponibilidad de biomoléculas energéticas como lipidos o proteinas,
mTORC1 es capaz de actuar como un regulador negativo de la autofagia,
permitiendo la proliferacion y crecimiento celular. Por el contrario, AMPk que se
encuentra regulado por la quinasa LKB1 sensible a los niveles de ATP, es activada

en situaciones de deplecion energética induciendo la inhibicion de mTORC1 y por

lo tanto, actuando como un regulador positivo de la autofagia (Shaw 2009).

Para evaluar los niveles de activacion de AMPk durante privacién en células
MCF7 GFPLC3, primero medimos los niveles de ATP a diferentes tiempos de
privacion de nutrientes. Los niveles de ATP decrecen progresivamente durante la
privacion con Solucién HANK (Figura 2.A) y esta deplecién se correlaciona con
una importante y rapida activacion de la quinasa AMPk. Para ello verificamos tanto
los niveles de fosforilacion de la propia quinasa por LKB1, como la fosforilacién de
un sustrato de AMPk especifico en condiciones de estrés nutricional, como es ACC
(Acetil CoA Carboxilasa) (Figura 2.B). PARP-1 esta totalmente activa durante
privacion (Figura 1.C), por lo cual para investigar si los niveles de activaciéon de
PARP-1 regulan la actividad de AMPk, debemos bloquear tanto la sintesis como la
degradacion de PAR asociada a la carencia nutricional. Tanto el silenciamiento
especifico de PARP-1 como el inhibidor de PARPs PJ]J34, bloquearon
especificamente la deplecion del ATP (Figura 2.C.1), por lo que la activacién de
PARP-1 durante la privacion es la principal causa de la caida en los niveles de ATP.
Recuperados los niveles de ATP, LKB1 no puede advertir el fallo energético y por lo
tanto la inhibiciéon de la PARilacién conlleva a la total inactivacién de AMPk

(Figura 2.C.2) y a la inhibicidn del proceso de autofagia (Figura 1.D). Ademas, la
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acumulacién no toxica de polimero PAR por el efecto del silenciamiento de PARG
en MCF7 GFPLC3, no tuvo efecto alguno sobre los niveles de ATP (Figura 2.D.1),
sin embargo esta acumulacién tiene el suficiente efecto sobre la activacion de
AMPk como para que se vea incrementada su fosforilacién y se acelere la ruta de
autofagia (Figura 2.D.2 y 1.D). Es bastante probable que el sistema esté saturado
en situacién de acumulacion de PAR, de forma que aunque el ATP no se vea
afectado, la activacion de AMPk sea maxima debido a la gran concentracion de PAR
en la célula. Por lo tanto los niveles del PAR juegan un papel importante en la
activacion de AMPk durante privacion de nutrientes y la inhibicion de la actividad

PARPs acarrea una regulacion negativa sobre la ruta de AMPk.

Con el fin de confirmar que existe una relacion funcional entre PARP-1 y la
quinasa AMPK, trabajamos con fibroblastos murinos embrionarios MEFs parp-1+/+
y parp-17/- . Las células MEFs parp-17/- presentan una importante inhibicién de la
actividad AMPKk durante la privaciéon de nutrientes (Figura 2.D y Capitulo I) en
comparacion con células wildtype para PARP-1 (Figura S4.A). para comprobar
esta interaccion tratamos las células parp-1+/*y parp-1~/- con un potente mimético
del AMP, llamado AICAR, con el fin forzar la activacion de AMPk durante una
situacion de privacion de nutrientes y comprobamos los efectos sobre la actividad
de AMPk (medida como grado de fosforilizaciéon de su sustrato ACC) inhibicion de
mTORC1 (medida como grado de fosforilizacién de su sustrato p70s6¢k) y la
induccién clasica de autofagia (translocaciéon de la forma endégena de LC3-II y
morfologia GFPLC3). En la Figura 2.F se observa que las células parp-1*/*y parp-1-
/- privadas de nutrientes se comportan de la forma esperada, es decir encontramos
una recuperacién en los niveles de actividad de mTORC1 y una importante
deficiencia en la formacién de la forma LC3-II en 3T3s parp-1/- (Figura 2.F Panel
Izquierdo y Central). El tratamiento con AICAR en células parp-1/- promueve la
activacion de AMPk (se recupera la fosforilacion de ACC) durante privacién de
nutrientes. AMPk activa, inducira la inhibicibn de mTORC1 y una correcta
translocacion de LC3-II (Figura 2.F Panel Derecho). Del mismo modo el uso de
AICAR combinado con Solucion HANK en células parp-1+/* no provoca una mayor
activacion de AMPk durante privacién, con lo cual no tiene efectos apreciables en
los niveles de induccion de autofagia (Datos no Mostrados). Estos resultados
fueron confirmados morfolégicamente por microscopia de fluorescencia,

183



Resultados Capitulo II

transfectando células parp-1*/*y parp-1/- con el plasmido GFPLC3 y privandolas
de nutrientes en presencia de AICAR. La reactivacion de AMPk con AICAR
incrementa el nimero de células autofagicas con una patrén GFPLC3 punteado
(Figura 2.E) y la cantidad de vesiculas autofigicas presentes en cada célula
(Figura S.4.B). En este caso los niveles de induccion de autofagia en células parp-1-
/- tratadas con AICAR y privadas de nutrientes son similares a los obtenidos para
células parp-1+/+, poniendo de manifiesto la importancia de la actividad PARP-1 en
la ruta. Todos estos datos sugieren que tanto la presencia fisica como la correcta
activacion de PARP-1 son necesarias para la activacion de AMPk durante la

retirada de nutrientes y que con ello promueva la inhibicion de mTORC1 y la

induccién de autofagia.

MCF7 GFPLC3 MCF7 GFPLC3
100! Soluciéon HANK

Niveles Intracelulares de ATP
(% del control )
~
o
Pt

T . S RN SO S . s |
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Soluciéon HANK (min.)

== Untreated
Ci1 8- PJ3410 pM MCF7 GFPLC3
120 =Q==iPARP-1 60 nM

MCF7 GFPLC3

Niveles Intracelulares de ATP
(% del control )

T ™ T — — g
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Solucién HANK (min.)

Figura 2: La inhibicién de la PARilacién inhibe la actividad AMPk (I). (A) Niveles de ATP durante
retirada de nutrientes. Células MCF7 GFPLC3 fueron sometidas a Solucién HANK a tiempos de 15, 30, 60
y 90 minutos. Las concentraciones de ATP fueron normalizadas con respecto a la concentracion total de
proteinas de cada muestra y referidas con respecto al 100% del control. Resultados similares se
obtuvieron en 3 experimentos independientes. * p<0.05, **p<0.01 para comparar entre células MCF7
GFPLC3 controles y privadas de nutrientes. (B) Analisis western blot de la actividad de AMPk a diferentes
tiempos de privacién. Células MCF7 GFPLC3 se privaron con Solucién HANK y la actividad de AMPk se
midié por fosforilacion directa de la quinasa y por fosforilacidon de su sustrato ACC. AMPk total fue usada
para normalizar los niveles de proteinas fosforiladas. (C) Efecto de la inhibicién de la PARilacion
sobre los niveles de ATP y la activaciéon de AMPk. (C.1) El tratamiento con PJ34 10 uM y el
silenciamiento de PARP-1 (60nM) evita la caida de ATP asociada a la privacién de nutrientes en células
MCF7 GFPLC3. El panel de la derecha muestra la eficiencia del silenciamiento de PARP-1 por western blot
en comparacién con su ARN SIMA inespecifico y una situacién no transfectada. **p<0.01 para comparar
entre células MCF7 GFPLC3 controles y privadas de nutrientes.
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Figura 2: La inhibicion de la PARilacién inhibe la actividad AMPk (II). C.2) Células MCF7 GFPLC3
silenciadas para PARP-1 (panel izquierdo) o tratadas con el inhibidor P]34 (panel derecho) muestran
inhibicién de la actividad AMPk, medida por el grado de fosforilacién del sustrato ACC y como phospho-
AMPk. AMPK total es usada para normalizar los niveles de proteinas fosforiladas. Idéntico resultado se
obtuvo en 3 experimentos independientes. (D) Efecto de la acumulacién no téxica de polimero PAR sobre
los niveles de activaciéon de AMPk. (D.1) El silenciamiento especifico de PARG (30nM) acumula polimero
PAR y no tiene efecto sobre la pérdida en los niveles de ATP asociada a la privacién de nutrientes. La
eficiencia del silenciamiento se muestra como western blot de PAR en comparacién con una situacién
control y transfectada con el siRNA inespecifico o SIMA. H202 10 mM como control positivo de PARilacién
y especificidad del anticuerpo. Resultados similares fueron obtenidos en 3 experimentos independientes.
**p<0.01 para comparar entre MCF7 GFPLC3 controles y privadas de nutrientes. gg p<0.01 para
comparar entre MCF7 GFPLC3 controles y privada iPARG. (D.2) Células silenciadas para PARG y SIMA
(30nM) fueron privadas de nutrientes. Los niveles de actividad de AMPk se midieron como el grado de
fosforilacion del sustrato ACC y como phospho-AMPk. AMPKk total es usada para normalizar los niveles de
proteinas fosforiladas. Idéntico resultado se obtuvo en 3 experimentos independientes.
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Figura 2: Continuacién: (E) La ausencia de PARP-1 causa una pérdida total de actividad AMPk. MEFs
3T3 parp-1+/+y parp-17/- fueron privados de nutrientes con Solucién HANK, analizando el grado de
activacion de AMPk (phospho-AMPk). Resultados similares se obtuvieron en 4 ensayos independientes.
(F) AICAR induce reactivaciéon de AMPk en células MEFs 3T3 parp-1+/-privadas de nutrientes. MEFs 3T3
parp-1+/+y parp-1/- controles y tratadas con AICAR fueron privadas con Solucién HANK a tiempos de 30,
60, 120 y 240 minutos. La activacién de AMPk se midi6 como grado de fosforilacion del sustrato ACC,
inhibicion de mTORC1 como fosforilaciéon del sustrato p70s6k e induccién de autofagia como
translocacién de la forma enddgena LC3-II. Resultados similares se obtuvieron en 3 experimentos
independientes. (G) AICAR dispara la autofagia inducida por privacién de nutrientes en MEFs 3T3 parp-1-
/-. MEFs 3T3 parp-1+/*y parp-1/- fueron transfectadas con GPFLC3 y sometidas a privacién a tiempos de
30, 60, 120 y 240 minutos. AICAR se usé como pretratamiento y se mantuvo durante la privaciéon de
nutrientes. El nimero de células GFPLC3 positivas se obtuvo bajo recuento con microscopia de
fluorescencia. **p<0.01, ***p<0.001 para comparar MEFs 3T3 parp-1~/- tratadas con AICAR y privadas,
con MEFs 3T3 parp-1+/- privadas y no tratadas. Resultados similares fueron obtenidos en 3 experimentos
independientes. En las figura G al menos 250 células fueron contadas bajo microscopia de fluorescencia.
a-tubulina, -actina y GAPDH fueron usadas como control de carga.

La activacion de AMPK requiere de la interaccion con PARP-1 y de su

modificacion por Poli ADP-Ribosilacion

Los mecanismos por los cuales AMPk regula la respuesta celular al estrés
metabdlico o energético, no se conocen con detalle. Hasta ahora en este capitulo
hemos descrito que la inhibicién de la Poli ADP-Ribosilacion induce una
importante inactivacion de AMPk y que ello acarrea un retraso en la induccién de
autofagia. Por lo tanto el siguiente apartado trataremos de determinar si existe
interaccién fisica entre AMPk y PARP-1 e intentar explicar un mecanismo de
adaptacion y supervivencia al estrés metabdlico, que implique a PARP-1 en la

regulacion del eje AMPk/mTORC1/autofagia.

Para evaluar si PARP-1 y AMPk se encuentran formando un complejo,
realizamos ensayos de co-inmunoprecipitacién de ambas proteinas en distintas
condiciones de privacidon de nutrientes. Para ello tratamos células MCF7 GFPLC3
con Soluciéon HANK a tiempos comprendidos entre 15 y 60 minutos de privacion,
suficientes como para inducir PARilacion, activacion de AMPk y total inactivaciéon
del mTORC1. Datos directos de inmunoprecipitaciéon indican que en condiciones
basales existe una interaccion importante entre PARP-1 y AMPK; la interaccidn se
obtuvo realizando la inmunoprecipitaciéon en ambos sentidos (Figura 3.A).
Asimismo cuando se priva de nutrientes a tiempos de 15, 30 y 60 minutos,

observamos una pérdida paulatina de la interaccién entre ambas proteinas
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(Figura 3.A), que coincide en el tiempo con la activacién por fosforilacion de AMPk
(INPUT) y la inactivacion de mTORC1 e induccion de autofagia (Figura 1.A y 1.B).
Como material anexo adjuntamos las inmunoprecipitaciones con un anticuerpo
inespecifico (Citocromo C) que demuestra la especificidad de la interaccién
(Material Anexo Figura 3). La inmunoprecipitaciéon de AMPk revelada frente a
PARP-1, muestra un maximo de interacciéon a 15 minutos de tratamiento con
Solucion HANK, que indica la posibilidad de que varias moléculas de PARP-1
estuvieran interaccionando con AMPK; sin embargo estos datos estequiométricos
aun no han sido confirmados y representan una perspectiva de trabajo futuro muy

atractiva para conocer mejor la ruta.
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Figura 3: Presencia nuclear de AMPk e interaccion con PARP-1 (I): (A) Inmunoprecipitacién
endégena de PARP-1 y AMPk. Células MCF7 GFPLC3 fueron tratadas con Solucién HANK a tiempos de 15,
30 y 60 minutos. INPUT muestra los niveles totales de AMPk y PARP-1, asi como el grado de activacién de
AMPKk (phospho-AMPEk). Se realizé IP de ambas proteinas y el revelado correspondiente con anticuerpos
frente a las formas endégenas de AMPk y PARP-1. Resultados similares se obtuvieron en 3 ensayos
independientes. (B) Colocalizacién endégena de PARP-1 y AMPk. Células MCF7 GFPLC3 fueron tratadas
con Solucién HANK a tiempos de 15, 30 y 60 minutos. Se procesaron las muestras segtn el protocolo de
microscopia confocal. El porcentaje de colocalizacion se obtuvo para 3 experimentos independientes con
2 réplicas por condicidn, analizando al menos 30 nucleos por ensayo. El panel de la derecha muestra el
analisis tipico realizado sobre las imagenes, segun el software Leica SP5. * p<0.05 para comparar células
MCF7 GFPLC3 controles y privadas de nutrientes.

Para cerciorarnos de los datos obtenidos por co-inmunoprecipitacién, se
realizé un ensayo de colocalizacion entre PARP-1 y AMPk, mediante microscopia
confocal. El andlisis de colocalizacion se realizé en un microscopio confocal Leica
LCS SP5 y el porcentaje de colocalizacion se obtuvo cuantificando la fluorescencia

obtenida de los planos en Z de cada imagen (z-stacks) tal y como se especifica en el
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apartado de material y métodos. El analisis microscépico muestra un porcentaje de
colocalizacion nuclear entre AMPk y PARP-1 endogenas de aproximadamente un
17% (Figura 3.B). Durante la retirada de nutrientes y de forma proporcional al
incremento en el tiempo de tratamiento, observamos que el porcentaje de
colocalizacion AMPk/PARP-1 se reducia hasta un 6%, lo que indica que la
interaccién entre ambas proteinas queda rota durante la privacién (Figura 3.B). Al
igual que como hemos demostrado con las inmunoprecipitaciones, la caida en el
porcentaje de colocalizacién coincide en el tiempo con la activacion de AMPk y la
inactivacion de mTORC1 (Figura 1.B). El panel derecho de la figura 3.B muestra
imagenes representativas de una situacién control y un tiempo de privacién de 15
minutos en células MCF7, obtenidas con el microscopio confocal Leica LCS SP5. La
conclusion es que ambas proteinas estan interaccionando de forma basal

formando un complejo que se va a separar cuando se induce retirada de nutrientes.

Como hemos descrito en el Capitulo I de resultados, durante privacion de
nutrientes se producen dafos al ADN, inducidos por ROS, que hacen que se active
PARP-1. En este contexto PARP-1 es capaz de modificar por PARilacién a diversas
proteinas nucleares. El siguiente paso consiste en demostrar si AMPk una vez que
se ha separado de PARP-1, queda modifica por Poli ADP-Ribosilacién y evaluar la
importancia de esta modificacion en el proceso de induccidon de autofagia. El grado
de PARilacion de AMPk se determind realizando una co-inmunoprecipitacién de
AMPk y polimero PAR, manteniendo las mismas condiciones experimentales
usadas en los ensayos de interaccion AMPk/PARP-1. Utilizando anticuerpos
especificos confirmamos que durante la privacién de nutrientes, AMPk estaba
modificada por PAR tras separarse de PARP-1 (Figura 3.C). De nuevo
confirmamos que esta modificacion que PARP-1 ejerce sobre AMPk coincide en el
tiempo con la activacién por fosforilacion de AMPK, necesaria para que inhiba a
mTORC1 y active autofagia (INPUT). La inmunoprecipitacion de AMPk cuando se
revela frente a la presencia de polimero PAR, muestra un incremento de la sefial de
PAR a 15 minutos de privacion. Este dato coincide con el obtenido anteriormente
al revelar frente a PARP-1. Si tenemos en cuenta que PARP-1 sintetiza
aproximadamente el 85% de todo el polimero PAR celular bajo condiciones de
estrés, los datos de las inmunoprecipitaciones y revelado frente a PARP-1, se
podrian interpretar de dos formas distintas: (a) la relacién estequiométrica de la
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interaccion de AMPk y PARP-1, indica que mas de una molécula de PARP-1
interacciona con una molécula de AMPk (b) otros miembros de la familia PARP,
probablemente PARP-2, estén también interaccionando con AMPKk y contribuyan a
que su modificacion por ADP-Ribosa. A pesar de que no disponemos de datos
concluyentes en uno u otro sentido, hemos demostrado que el uso de inhibidores
de PARPs mantiene unido al complejo, lo cual demuestra la necesidad de que
PARP-1 se active durante privacién de nutrientes, modifique a AMPk por
PARilacién y permita que el complejo se separe (Figura 3.D). Este ultimo dato
indica modificacion por PARilacidn pero aun no describe la importancia que juega

AMPk PARilada en la ruta de autofagia, ruta predominantemente citosélica.
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Figura 3: Presencia nuclear de AMPk e interaccion con PARP-1 (II): (C) Inmunoprecipitacion
endégena de AMPk asociada a polimero PAR. Células MCF7 GFPLC3 fueron tratadas con Soluciéon HANK a
tiempos de 15, 30 y 60 minutos. INPUT muestra los niveles totales de AMPk y PAR, asi como el grado de
activaciéon de AMPk (phospho-AMPK). El revelado correspondiente se realizé con anticuerpos frente a las
formas enddgenas de AMPk y los niveles de ADP-Ribosa. (D) Efecto de la inhibicién de la PARilacién
sobre la interaccién AMPk/PARP-1. Células MCF7 GFPLC3 fueron tratadas con el inhibidor PJ34 10 uM,
manteniéndolo durante el tiempo de privaciéon de 30 minutos. INPUT muestra los niveles totales de
AMPk y PARP-1. El revelado correspondiente se realiz6 con anticuerpos frente a las formas enddgenas de
AMPKk y PARP-1. Resultados similares se obtuvieron en 3 ensayos independientes.

Para demostrar si la modificacién de AMPk por polimero PAR es un evento
crucial en la induccién de autofagia en el citosol o por el contrario es una
modificacion post-traduccional sin relevancia en la ruta, empleamos una estrategia
basada en medir los niveles de AMPk total y activa (fosforilada) en nucleo y citosol

durante privaciéon de nutrientes. Resultados previos han puesto de manifiesto la
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existencia de AMPK en el compartimento nuclear con una funcién en la regulaciéon
de la transcripcion (Bungard, Fuerth et al. 2010, Yokoyama, Iguchi et al. 2011). Con
este tipo de ensayos estamos describiendo si existe un flujo de AMPK, previamente
PARilada, entre ambos compartimentos celulares y la relevancia de la poblacién
nuclear de AMPk en la induccion de autofagia, con respecto a la poblacién
citosolica. Para ello se privaron de nutrientes células MCF7 GFPLC3 con Solucién
HANK y se aplicé un protocolo de Subfraccionamiento Celular para separar la
fraccion citosoélica (CE) y la fraccidn nuclear (NE). Los datos de subfraccionamiento
muestran que durante la retirada de nutrientes, la poblaciéon nuclear de AMPk se
separa del complejo PARP-1/AMPk y es exportada al citosol de forma proporcional
al tiempo de privacién. Se confirmé que la salida de la poblacién nuclear de AMPk
va acompafiada de un incremento en los niveles de fosforilacion de AMPk en el
citosol, asimismo en el ndcleo no observamos activaciéon por fosforilacién de AMPk
durante la privacion, lo que confirma la salida y activacién citosélica (Figura 3.E
Panel Izquierdo). Las proteinas -tubulina y PARP-1 son utilizadas como
controles de ausencia de contaminacién entre ambas fracciones. El uso del
inhibidor de PARPs P]J34, que mantenia unido el complejo de PARP-1/AMPK, evita
la salida de AMPk al citosol, manteniéndola en el nicleo y al mismo tiempo inhibe
la activacion por fosforilacién de la poblacion citosoélica de AMPk (Figura 3.E
Panel Derecho). Todos estos datos sugieren que la salida de AMPK hacia el nucleo

es necesaria para la activacién del AMPk citosélico.

La inhibicién con Leptomicina B del exporte nuclear evita la salida de AMPk
modificada por Poli ADP-Ribosa (Figura 3.F). Adn no tenemos datos que lo
confirmen, pero es de suponer que evitando la salida de AMPk PARilada del ntcleo
al citosol conseguiremos un efecto inhibitorio en la activaciéon de la poblacién de
AMPk citosélica, manteniendo la actividad de mTORC1 y en consecuencia

inhibiendo la induccion de autofagia.

Todos los datos obtenidos indican que cuando las condiciones energéticas
son optimas, ambas proteinas estdn unidas formando un complejo que las
mantiene inactivas a ambas. Cuando se produce carencia de nutrientes tienen
lugar dos eventos claves: (1) Por una parte la producciéon de ROS induce danos al

ADN que activan a PARP-1, en este momento PARP-1 es capaz de modificar a AMPk
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por Poli ADP-Ribosilacién, permitiendo que se separe del complejo (2) A
continuacion AMPk PARilada va a ser translocada desde el nucleo hacia el citosol.
La presencia de AMPk PARilada citosolica actiia como sefal inductora del inicio de
la autofagia. De forma paralela, la depleciéon energética causada por una
sobreactivacién de PARP-1 se manifiesta en la caida de los niveles de ATP
intracelulares, lo que provocaria la activacién de la quinasa LKB1. Tanto la
presencia de AMPk PARilada como la deplecion energética, creard un nicho
molecular adecuado para que LKB1 pueda activar por fosforilacién al resto de la
poblacién de AMPKk, promoviendo asi la induccidn de autofagia. Los inhibidores de
PARPs bloquearan la ruta por dos motivos, por una lado mantienen inactiva a
PARP-1 durante la privacion y por tanto no va a modificar la poblacion nuclear de
AMPKk y por otro evitan que se produzca la depleciéon energética asociada a la

sobreactivacion de PARP-1.

MCF7 GFPLC3
E No Tratadas PJ3410uM

Citosol Nucleo Citosol Nucleo

Solucion HANK Solucion HANK Solucién HANK Solucién HANK

a-tubulina

PARP-1

F MCF7 GFPLC3

Citosol Nucleo

No Tratadas LeptoB No Tratadas LeptoB

0,
sy

& Q N
9 & O
S & &
& &8

” »

AMPk

a-tubulina

PARP-1

Figura 3: Presencia nuclear de AMPK e interacciéon con PARP-1 (III): (E) Flujo citosol-ntcleo de la
proteina AMPk. Células MCF7 GFPLC3 fueron privadas de nutrientes a tiempos 15, 30 y 60 minutos con
Soluciéon HANK. Se obtuvieron las fracciones citosoélica (CE) y nuclear (NE) y se midieron los niveles
totales de AMPKk. a-tubulina y PARP-1 se usaron como controles de cada fraccién separada. Resultados
similares se obtuvieron en 4 experimentos independientes. (F) Leptomicina B evita la traslocacién de
AMPKk y reprime la via autofagica. Células MCF7 GFPLC3 fueron tratadas con Leptomicina B durante 3
horas como pretratamiento. El compuesto se mantuvo durante el tratamiento con Solucién HANK a 30
minutos. Niveles de la quinasa AMPk en la fracciéon nuclear y citosélica tras el tratamiento con
Leptomicina B 20 ng / ml durante privacién de nutrientes. a-tubulina y PARP-1 se usaron como controles
de cada fraccion separada. Resultados similares se obtuvieron en 3 experimentos independientes.
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El silenciamiento de PARP-1, impide por medio de la inhibiciéon de AMPK, la
inactivacion de mTORC1 y la fosforilacion de ULK1 inducida por privacion de

nutrientes.

Una vez que hemos confirmado la necesidad de que la poblacién nuclear de
AMPK, en interaccion directa con PARP-1, sea PARilada y translocada al citosol en
respuesta a privacion de nutrientes, vamos a analizar como se ve influenciada toda
la ruta de sefializacion desde AMPk hasta el inicio de la formacién del
autofagosoma. AMPk como inductor autofagico debe mantener inhibido a mTORC1
e inducir la actividad ULK1, necesaria para que se conjugue el core autofagico. En
este sentido AMPK reprime la actividad mTORC1 a través de la fosforilacion directa
de Raptor (componente del complejo mTORC1) y activa a la quinasa de tipo ATG,
ULK1 por unidn y fosforilacion directa (Mao and Klionsky 2011). Para analizar las
consecuencias de la inhibicion de la Poli ADP-Ribosilacion en respuesta a privacion
de nutrientes, sobre el eje AMPk/mTORC1/ULK1, llevamos a cabo dos estrategias:
tratamiento con el inhibidor de la PARilacién PJ34 y el uso de siRNA especifico
para PARP-1 en células MCF7 GFPLC3 privadas con Soluciéon HANK a distintos
tiempos. En ambas situaciones analizamos los niveles de fosforilacion de los
sustratos de AMPk Raptor (mTORC1) y ULK1 (complejo ULK1/mATG13/FIP200).
El silenciamiento especifico de PARP-1 mantiene activo a mTORC1 tal y como
demuestran los niveles de fosforilacion de p705¢k; al mismo tiempo los niveles de
autofagia se ven comprometidos seriamente cuando eliminamos la proteina PARP-
1 (Figura 4.A Panel Izquierdo). A pesar de que el inhibidor de PARPs, PJ34, es
capaz de inhibir la activacion de AMPk y reducir los niveles totales de autofagia
(Figuras 1.D y 2.C.2) no es capaz de reactivar la actividad mTORC1, inhibida
durante privacion de nutrientes (Figura 4.A Panel Derecho). El uso de otros
inhibidores como DPQ arroj6 el mismo resultado en cuanto a inactivacién de
AMPK, descenso en los niveles de autofagia e ineficiencia a la hora de mantener

activoa mTORC1 (Material Anexo Figura 4 y Capitulo I).

La confirmaciéon de que la inhibicién de la PARilacion tiene un efecto
distinto sobre mTORC1 que la eliminaciéon fisica de PARP-1, la obtuvimos al
realizar una dosis respuesta de inhibidor P]J34 en presencia de retirada de

nutrientes en células MCF7 GFPLC3. Concentraciones elevadas de PJ34 no
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consiguen mantener activo a mTORC1 a pesar de que si mantienen un efecto

inhibitorio sobre la induccion final de autofagia (Figura 4.B).

A MCF7 GFPLC3 MCF7 GFPLC3
SIMA 60 nM iPARP-1 60 nM No Tratadas PJ3410 u M
Soluciéon HANK  Solucién HANK Solucién HANK Solucion HANK
N N
S & L L& L & &L
é ) > ) > > > >
§ é‘ @ é‘ o°° & QS 6

v v ] p70S6k

- o T —1 - T a

B-actina

B MCF7 GFPL3 MCF7 GFPLC3
90 = [ No Tratadas
804 IE==] PJ3410pM

No Tratadas PJ3410pM  PJ34 20uM

HANK HANK HANK B3 P24 204
Sy S s o 70 - w
C SETESESL S

c,°°»£’n,°o s S e S 60+

50 4
40 4
30 4
20 4

)*_T‘

p70Ssk

% Células LC3 Punteadas

B-actina

Solucién HANK

Figura 4: Efecto de la inhibicion de la PARilacion sobre el eje AMPk/mTORC1/ULK1 (I): (A) Efecto
del inhibidor de PARPs PJ34 y del silenciamiento de PARP-1 sobre la actividad mTORC1 durante
privacion de nutrientes. Células MCF7 GFPLC3 fueron transfectadas con siRNA PARP-1 (60nM) (panel
izquierdo) y su control siRNA inespecifico SIMA (60nM). 48 horas después, un grupo de células se trat6
con PJ34 10 pM durante 1.5 horas, manteniéndolo durante la privacién (panel derecho). La actividad
mTORC1 se midi6 como grado de fosforilacién de su sustrato p7056k. Los niveles totales de p70s¢k se
usaron para normalizar la proteina fosforilada. Se muestran los niveles de translocacién de la forma
endégena de LC3-1I durante privacién de nutrientes. (B) Efecto de dosis crecientes de P]34 sobre la
actividad mTORC1. Células MCF7 GFPLC3 fueron pretratadas durante 1.5 horas con PJ34 a
concentraciones de 10 y 20 uM. El inhibidor se mantuvo durante los tiempos de privacidn con Solucién
HANK de 15 y 30 minutos. La actividad mTORC1 se midié como grado de fosforilacién de su sustrato
p70s6k. Los niveles totales de p705¢k se usaron para normalizar la proteina fosforilada (panel izquierdo).
Recuento de células con morfologia GFPLC3 punteada durante privacién de nutrientes en presencia de
dosis crecientes de P]34. Recuento de al menos 250 células bajo microscopia de fluorescencia. *p<0.05,
**p<0.01 para comparar células MCF7 GFPLC3 no tratadas y privadas de nutrientes con células privadas
y tratadas con dosis crecientes de P]34.

No se obtuvieron conclusiones aumentando la concentraciéon a mas de 20
uM de PJ]34, ya que a mas concentracidon se ve muy afectada la viabilidad celular y
los resultados son contradictorios a la hora de explicarlos. Los datos demuestran
que la inhibicién de la autofagia inducida por privacién de nutrientes por parte de
los inhibidores de PARPs es independiente de mTORC1, mientras que el efecto del
silenciamiento especifico de PARP-1 sobre la autofagia precisa de una reactivaciéon

de mTORC1.
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El segundo sustrato a través de cual AMPk regula la induccién de autofagia
es ULK1. Para que AMPk se una y active por fosforilacion a ULK1, se necesita que
ocurran dos eventos: (1) se precisa de una carencia energética y nutricional que
promueva la activacion de AMPKk (2) se debe disociar mTORC1 de ULK1
permitiendo que AMPK, via fosforilacién de Raptor, inactive a mTORC1 y active por
unién y fosforilacién a ULK1 (Zhao and Klionsky 2011). Por ello continuamos
confirmando que el silenciamiento de PARP-1 es mas efectivo sobre la actividad de
mTORC1 que el tratamiento con P]J34, analizando el grado el fosforilacion que
AMPk ejerce sobre Raptor durante privacion de nutrientes. La eliminacion de
PARP-1 acarrea una pérdida total de fosforilacién de Raptor a través de AMPk y en
consecuencia el complejo mTORC1 se mantiene activo y la autofagia inactiva
(Figura 4.C). Por el contrario el PJ34 no es capaz de eliminar la fosforilizaciéon de
Raptor en niveles adecuados como para reactivar mTORC1, con lo cual la
inhibicion de la autofagia que ejercen los inhibidores de PARPs parece ser
independiente de la actividad mTORC1. La especificidad de fosforilacién de Raptor
por parte de AMPk la demostramos comparando el grado de fosforilacién que la
privacion de nutrientes ejerce sobre Raptor con un control positivo de activacién
de AMPk como es el AICAR; podemos comparar la fosforilacion de ACC y Raptor y
la defosforilacién de p705¢k entre ambos estimulos (Figura S.5). Probablemente el
uso de inhibidores de PARPs esté propiciando la activacién de rutas
suplementarias que podrian mantener inactivo a mTORC1, aunque aun no
conocemos el sentido bioldgico de esto, ya que no concuerda con el grado de caida
en los niveles totales de autofagia (Figura 4.D). El uso de un inhibidor de ultima
generacion de PARPs como es KUDOS muestra los mismos resultados sobre la ruta,
de forma que vuelve a impedir que se active AMPk y de nuevo ejerce un efecto
global sobre ULK1 de forma independiente a la inactivacion de mTORC1 (Figura

S6.Ay S6.B).

Finalmente el sustrato clave de AMPk que debe ser activado para que se
inicie la formacion del autofagosoma es ULK1. Para ello células MCF7 GFPLC3
fueron silenciadas para PARP-1 y pretratadas con P]J34 10 uM y posteriormente
privadas de nutrientes con Solucién HANK. Los niveles de fosforilacion de ULK1
por parte de AMPK, desaparecieron totalmente al eliminar PARP-1 por siRNA, con
lo cual la inhibicién de la autofagia es total (Figura 4.E). EL PJ34 actiia en el mismo
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sentido y practicamente elimina la fosforilacion de ULK1 al igual que la situacién
siPARP-1, con lo cual la autofagia también queda seriamente comprometida
(Figura 4.F). La conclusién es que bloqueando la formacion de PAR, se paraliza la
sefalizaciéon del eje Sensor Energético AMPk/Sensor Nutricional mTORC1/core
autofagico ULK1. El resultado final es el bloqueo de la formaciéon de los

autofagosomas.
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Figura 4: Efecto de la inhibicién de la PARilaciéon sobre el eje AMPk/mTORC1/ULK1 (II): (C) Efecto
del PJ34 sobre el sustrato de AMPKk, Raptor. Células MCF7 GFPLC3 fueron pretratadas con PJ34 10 uM
durante 1.5 horas, manteniéndolo durante la privaciéon. La actividad de AMPk sobre mTORC1 se evalud
como niveles de fosforilaciéon de Raptor y La actividad mTORC1 se midié como grado de fosforilacién de
su sustrato p70Sék, Proteinas Raptor y p705ék totales se usaron para normalizar los niveles de proteinas
fosforiladas. (D) Efecto del PJ34 sobre el core autofagico regulado por AMPk. Células MCF7 GFPLC3
fueron pretratadas con PJ34 10 uM durante 1.5 horas, manteniéndolo durante la privacién. La actividad
de AMPKk sobre la autofagia se evalu6 como niveles de fosforilacién de ULK1. ULK1 total se usé para
normalizar la proteina fosforilada. (E) Efecto del silenciamiento de PARP-1 sobre el sustrato de AMPk,
Raptor. Células MCF7 GFPLC3 fueron transfectadas con siRNA PARP-1 (60nM) (panel izquierdo) y su
control siRNA inespecifico SIMA (60nM). 48 horas después se las privé de nutrientes con Solucion HANK
a tiempos de 30, 60 y 120 minutos. La actividad de AMPk sobre mTORC1 se evalué como niveles de
fosforilaciéon de Raptor y La actividad mTORC1 se midi6 como grado de fosforilacion de su sustrato
p70s6k, Proteinas Raptor y p705ék totales se usaron para normalizar los niveles de proteinas fosforiladas.
(F) Efecto del silenciamiento de PARP-1 sobre el core autofagico regulado por AMPk. Células MCF7
GFPLC3 fueron transfectadas con siRNA PARP-1 (60nM) (panel izquierdo) y su control siRNA
inespecifico SIMA (60nM). 48 horas después se las privé de nutrientes con Solucién HANK a tiempos de
30, 60 y 120 minutos. La actividad de AMPk sobre la autofagia se evalué como niveles de fosforilacién de
ULK1. ULK1 total se usé para normalizar la proteina fosforilada. En todos los casos se obtuvieron
similares resultados en 3 experimentos independientes. a-tubulina y f-actina fueron usadas como
control de carga.
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Discusion

Uno de los requisitos fundamentales para la subsistencia celular es el
mantenimiento de la homeostasis energética, que viene marcado por el balance
entre la sintesis y el consumo de ATP. Las células podrian definirse como sistemas
en continua adaptacion al medio que las rodea, por lo tanto son sistemas que
tienden al automantenimiento adaptativo. De forma general las células dependen
en gran medida de la disponibilidad de nutrientes, oxigeno y energia que haya en el
medio extracelular que les rodea, esta pauta se mantiene tanto en organismos
unicelulares de vida libre como en células que constituyen tejidos, érganos o
sistemas. Sin embargo células autobnomas pueden ser capaces de monitorizar y
adaptarse de forma apropiada a las continuas fluctuaciones en las fuentes externas
de energia, asi en el caso de que se den situaciones de insuficiencia energética o
nutricional la célula podria iniciar tropismo hacia las fuentes mas disponibles y de
facil acceso. Dentro de los organismos pluricelulares, o incluso en células de vida
libre que no presentan fuentes energéticas externas accesibles, la carencia
nutricional se intenta suplir de forma provisional con procesos de autodigestiéon
interna (Yang and Klionsky 2010). A este proceso se le denomina Autofagia y
comprende un importante trafico de estructuras y moléculas citosélicas con el fin
de que sean degradadas hasta sus componentes mas esenciales, que serviran de
fuente de biomoléculas esenciales en el mantenimiento de la homeostasis celular.
La intensidad y durabilidad con que la célula sufra autofagia, va a marcar el destino
final de la misma. En este sentido un proceso autofagico encaminado a la
adaptacion y supervivencia, puede derivar en muerte celular si las condiciones
adversas no se restauran en un determinado momento. En este capitulo
demostramos como los sensores energéticos y nutricionales mas importantes de la
célula (AMPk y mTORC1 respectivamente), necesitan de una correcta activacion de
la proteina nuclear PARP-1 para su activacion y sefializaciéon hacia la autofagia

adaptativa inducida por privacién nutricional.

Nuestros resultados demuestran que la pérdida de la actividad PARP en
células tumorales acarrea una importante inhibicidn de la actividad AMPK, incluso

bajo condiciones de estrés energético, como es la induccién de autofagia por
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retirada de nutrientes. Como consecuencia el complejo mTORC1 va a permanecer
activo incluso bajo condiciones nutricionales adversas y el efecto global es una
marcada ralentizaciéon del proceso de autofagia y en consecuencia una ineficaz
adaptacion a la carencia de nutrientes por parte de la célula. Los nuevos datos
obtenidos en el laboratorio nos permiten conocer como PARP-1 y el proceso de
ADP-Ribosilacién regulan la actividad de AMPk y las repercusiones que los niveles

de ADP-Ribosa tienen sobre la formacién de los autofagosomas (Figura 1).

Distintos miembros de la familia PARP, se encargan de regular multitud de
funciones relacionadas con el metabolismo celular. Ratones deficientes en la
proteina PARP-1 son mas pequefios y presentan menos acumulacién lipidica que
los ratones wildtype. Ademas se sabe que presentan alto consumo de oxigeno e
importantes carencias en los procesos de -oxidacion de acidos grasos (Bai, Canto
et al. (2011). Nuestros resultados demuestran que el mantenimiento de unos
niveles 6ptimos de Poli ADP-Ribosilaciéon, favorecen la formacién de
autofagosomas durante el estrés por carencia de nutrientes y energia. Aun no se
conoce con exactitud todo el mecanismo por el cual los autofagosomas se forman.
Existe mucha discrepancia acerca del origen, aunque se estd de acuerdo en la
necesidad de que se formen a partir estructuras membranosas llamadas Fag6foros
que sirvan de base sobre la cual constituir el autofagosoma. Hay datos que
demuestran que no siempre son membranas de nueva sintesis, sino que derivan de
dobles membranas lipidicas preexistentes (Tooze and Yoshimori 2010). Es muy
probable que durante la sintesis de novo de los Fagoforos, el proceso de PARilaciéon
tenga una funcién reguladora importante ya que hemos demostrado que diversas
proteinas implicadas en la etapas de Nucleacion y Elongacion de los Fagoforos,
como es el caso de ULK1, se encuentran disminuidas en actividad en ausencia de
PARP-1 o durante el uso de inhibidores de PARPs. Datos que apoyan nuestros
resultados, muestran que la proteina PARP-10 (ARTD10) en su forma citosdlica es
susceptible de Poli Ubiquitinizacién y colocaliza en parte con la proteina
p62/SQSTM1 que podria marcar su degradacidn y actuaria como punto de control
de la misma. El hecho de que p62 sea una proteina que regula en parte la “carga
proteica” susceptible de ser Poli ADP-Ribosilada y degradada en autofagosomas,
hace pensar que ARTD10 podria estar implicada en la ruta de autofagia (Kleine,
Herrmann et al. 2012).
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Durante los procesos de respuesta a estrés PARP-1 puede ver
comprometida su actividad por distintas proteinas, con lo cual es capaz de sufrir
muchos tipos de modificaciones post-traduccionales. Esta descrito que PARP-1
puede modificarse por acetilaciéon a través de la Acetil-Transferasa p300/CBP
(Hassa, Haenni et al. 2005), SUMOilizaciéon a través de la Ubiquitin Ligasa E3
RNF146/Iduna (Andrabi, Kang et al. 2011) o incluso fosforilaciéon por las quinasas
ERK1/2 (Alano, Kauppinen et al. 2006) e incluso esta descrito que interaccionaria
a través del metabolismo del NAD* con la quinasa AMPk (Shin, Cho et al. 2009) .
Hemos demostrado que existe una poblacidon nuclear de la quinasa AMPk que se
encuentra en interaccion directa con PARP-1 (Figura 3) y que necesita de la
activacion de ésta, para poder ejercer su accion en la ruta de autofagia en el citosol.
Asi en condiciones basales, AMPk se encuentra interaccionando con PARP-1 en un
estado que podriamos considerar como inactivo, ya que las condiciones de energia
y nutrientes son idoneas. Durante eventos de carencia nutricional y privacion
ocurren dos hechos fundamentales para que se induzca autofagia: (1) la ausencia
de nutrientes provoca la activacién de PARP-1, la cual va a modificar por Poli ADP-
Ribosilacion a AMPk, separandose ambas proteinas y quedando modificadas por
ADP-Ribosa. Con los datos que tenemos no podemos saber si en estas condiciones
se produciria también la fosforilacion de PARP-1 por AMPk, que podria ser
necesaria para su activacion. En cualquier caso, si parece que la automodificacién
PARP-1 por PAR puede ser una sefal para la separacién del complejo AMPk/PARP-
1. (2) En este momento ambas proteinas emprenden caminos separados, PARP-1
PARilada (también probablemente fosforilada por AMPK) senalizara los dafios al
ADN derivados de los ROS generados durante la privaciéon y AMPk PARilada va a
ser exportada a través de la membrana nuclear hacia el citosol, donde junto con la
caida en los niveles de ATP como consecuencia de la sobreactivacion de PARP-1 y
de la propia privacion de nutrientes, creara un entorno molecular adecuado para
que la quinasa LKB1 se active y fosforile al resto de poblacidon citosolica de AMPK,
permitiendo la inhibicion de mTORC1 y la activacion de core autofagico
ULK1/mATG13/FIP200 (Figura 5). Trabajos anteriores han demostrado la
regulacion de la proteina de exportacion nuclear CRM1 por PARP-1 durante la
retencion nuclear de p53 y de p65/NfkB (Kanai, Hanashiro et al. 2007, Zerfaoui,

Errami et al. 2010); en estos trabajos se pone de manifiesto que CRM1 no puede
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reconocer a p53 o p65 PARiladas y por tanto no permite su paso al citosol,
facilitando asi su acumulacién nuclear. En nuestro caso la PARilacion de AMPk
parece ser la sefial para permitir la salida nuclear de CRM1 por lo que debe estar
actuando otro mecanismo de reconocimiento para permitir la salida nuclear de

AMPK, aunque la implicaciéon de CRM1 no puede ser excluida en este caso.

Los inhibidores de PARPs o el uso de siRNA especifico para PARP-1
consiguen bloquear la activacién de PARP-1 asociada a la privacion de nutrientes y
en consecuencia no dejan que se separe el complejo, quedando AMPk bloqueada en
el nucleo. La consecuencia es que la activacion de LKB1 va a ser mucho menor y la
autofagia estara enlentecida. Los resultados de la figura 1 apoyan este hecho y
sugieren fuertemente un papel regulador del polimero de ADP-Ribosa sobre el
flujo autofagico. La consecuencia es que PARP-1 y el polimero de ADP-Ribosa no
solo regulan la autofagia a nivel de AMPk, sino que parte del polimero podria

intervenir sobre otros componentes de la ruta AMPk/mTORC1/ULK1.
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Figura 5: Interacciéon Fisica/Funcional PARP-1/AMPK. En condiciones basales ambas proteinas se
encuentran interactuando. Durante privacion de nutrientes la presencia de ROS induce dafios al ADN, se
activa a PARP-1 que PARila a AMPk y se separan. AMPk PARilada se transloca al citosol y junto con la
deplecién energética en ATP, permite la activacién de LKB1 y la induccién de autofagia.

Una vez que se ha producido la activacion de AMPk va a tener lugar la
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fosforilacién de dos dianas claves en el proceso de induccién de autofagia, el
complejo mTORC1 y el core autofagico ULK1/mATG13/FIP200. Para ello AMPk
realiza una serie de fosforilaciones en distintos sustratos con el fin de inhibir la
interacciéon de mTORC1 con el complejo ULK1, consiguiendo que se separe de él y
dejarlo accesible a la propia AMPk. Al mismo tiempo AMPk fosforila el componente
Raptor de mTORC1 inhibiendo su actividad y se une a ULK1 activando el core
(Yang and Klionsky 2010). Nuestros datos demuestran que PARP-1 regula la
activacion del core autofagico, ya que la pérdida o el silenciamiento de la actividad
PARP-1 ocasiona una pérdida de la actividad AMPk y en consecuencia se induce
reactivacion del complejo mTORC1 y la caida en los niveles de fosforilizaciéon de
ULK1. La consecuencia es que la autofagia queda inhibida. Los datos reflejan el
potencial del polimero de ADP-Ribosa como molécula sefializadora en el eje

AMPk/mTORC1/ULK1 (Figura 6).
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Figura 6: Eje PARP-1/AMPKk/mTORC1/ULK1: (A) PARP-1 permite que AMPk inhiba al sensor nutricional
mTORC1 y activa el complejo ULK1 (core autofagico) (B) La inhibicién o el silenciamiento de PARP-1
bloquea la actividad de AMPk inhibiendo la activacién del complejo ULK1.

El hecho de que la inhibicion de la actividad PARP afecte de forma distinta
que el silenciamiento especifico de PARP-1 a la fosforilacién de Raptor, indicaria
que la formacidén del complejo AMPk/PARP-1 (y probablemente la fosforilacion de
PARP-1) se requiera para determinadas funciones de AMPk sobre los sustratos
implicados en el inicio de la autofagia: la ausencia de PARP-1 impide
completamente la activacion de la ruta evitando la salida de AMPk desde el nicleo

y la fosforilacion de raptor y Ulk1. En este caso mTOR permanece activo durante
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un tiempo y se acompafia en la ausencia de fosforilacién de raptor, Ulk1l y el
retraso en la autofagia; la consecuencia es el bloqueo total de la ruta en un proceso
dependiente de la reactivacién de mTORC1. Sin embargo la inhibicién del proceso
de PARilacién no afecta a la activacion de mTOR (que cae al mismo nivel que las
células no tratadas) ejerce un efecto similar sobre AMPKk y su sustrato ULK1, por lo
que las consecuencias globales sobre la autofagia son las mismas que en el caso del
silenciamiento de PARP-1, sin embargo parece ser un mecanismo parcialmente
independiente de la reactivacion de mTORC1 (Figura 4). Esto podria explicarse de
dos formas: (1) una parte del polimero de ADP-Ribosa sintetizado por PARP-1 o
por otros miembros de la familia, esta translocando al citosol y ejerciendo un papel
regulador sobre la activacion de mTORC1 o (2) un efecto off target de los
inhibidores de PARPs que no conocemos. En este sentido estamos analizando los
niveles de reactivacién de la ruta de supervivencia Akt, donde datos previos en
células parp-17/- y en células tratadas con distintos inhibidores indican una
reactivacion de Akt y una fosforilacién sobre su sustrato TSC1-TSC2. Dependiendo
de que AMPk o Akt fosforilen al complejo TSC1-TSC2, se va a producir un efecto
determinado sobre la actividad mTORC1. La fosforilacion de Akt podria hacer que
TSC1-TSC2 actuara sobre la GTPasa Rheb, dejando a mTORC1 inactivo a pesar de
que la autofagia estuviese activa. En estos momentos, resultados preliminares

parecen indicar esta posibilidad.

En resumen, el efecto que ejerce PARP-1 sobre la activacion de la autofagia
parece mediado por su interaccién con AMPk a la que es capaz de unirse y
modificar post-transduccionalmente por PARilacidn, siendo esta sefial y la
formacién del complejo con PARP-1, necesarios para la salida nuclear de AMPk y la
activacion, aguas abajo, de la formacién de autofagosomas. Quedan ain muchas
preguntas por contestar: ;como se explica que una cantidad pequefa de AMPk
presente en el nucleo tenga que activarse en el compartimento nuclear unido a
PARP-1 para disparar en el citosol toda la sefal autofagica, donde reside la
mayoria de la poblacion de AMPk? ;Hay otros componentes del core autofagico
modificados por PARP-1?7 ;Qué sistema de salida nuclear se esta utilizando para la
exportacion de AMPK al citosol? ;Cual es la secuencia de AMPk modificada por PAR
y cudles las consecuencias de su mutacion? ;Cual es el impacto de una PARP-1 no
fosforilable por AMPk sobre el desarrollo de la autofagia? Y asi podriamos seguir

201



Resultados Capitulo II

haciendo un gran nimero de preguntas para abordar este problema biolégico
apasionante que nos puede arrojar luz sobre la diseccion molecular de la respuesta
al estrés nutricional en células tumorales y abordar nuevas terapias basadas en la

alteracion del microambiente tumoral.
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FIGURAS SUPLEMENTARIAS
CAPITULO II
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Figura S1.A. Nimero de vesiculas GFPLC3 o autofagosomas en células MCF7 GFPLC3 privadas
de nutrientes. Las células se sometieron a carencia de nutrientes con Solucién HANK a tiempos de
30, 60, 120 y 240 minutos. El nimero de vesiculas positivas para LC3 se reconté bajo microscopia
de fluorescencia; aproximadamente 250 células fueron contadas en 3 experimentos independientes.
Con A 2nM 4horas se usé como control positivo de induccion de vesiculas LC3. * p <0.05, **p<0.01
para comparar células MCF7 GFPLC3 control y privadas de nutrientes. ## p<0.01 para comparar
células MCF7 GFPLC3 control y tratadas con Concanamicina A 2 nM.
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Figura S1.B. Efecto del silenciamiento de ATG7 y Beclina-1 sobre la autofagia inducida por
privacion de nutrientes. Células MCF7 GFPLC3 fueron transfectadas con ATG7 siRNA (60nM), Beclinl
siRNA (60nM) y SIMA o non-specific siRNA (60nM). 48 después de la transfeccion, se trataron con
Solucién HANK a tiempos de 30, 60, 120 y 240 minutos. El nimero de células con el patrén GFPLC3 se
recontd bajo microscopia de fluorescencia; aproximadamente 250 células fueron contadas en 3
experimentos independientes. **p<0.01 para comparar células MCF7 GFPLC3 SIMA y silenciadas ATG7
privadas de nutrientes. ## p<0.01 para comparar células MCF7 GFPLC3 SIMA y silenciadas Beclina-1.
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Figura S2.A. Inmunofluorescencia de polimero PAR que muestra el efecto del silenciamiento
de PARP-1 y PARG en células MCF7 GFPLC3. Las células fueron transfectadas con siRNA PARP-1
(60nM) y siRNA PARG (30nM). SIMA fue utilizado como control negativo. 10 mM H202 se usé durante
10 minutos como control positivo de la formacion de Poli ADP-Ribosa. Resultados similares se

obtuvieron de 3 experimentos independientes.

MCF7 GFPLC3 Figura S2.B. DPQ y Olaparib tienen el
45+ I No Tratadas mismo efecto inhibitorio sobre los
0 40+ E10P0 40 uM niveles de autofagia inducida por
T 354 2= Olaparib 10 uM *k privacion de nutrientes. Células MCF7
g 304 % I x GFPLC3 fueron pre-tratadas con DPQ 40 uM
g y Olaparib 10 uM durante 1,5 horas. Ambos
8 259 * inhibidores fueron mantenidos durante el
é 20+ tiempo de tratamiento con Solucién HANK
S 154 durante 60 y 120 minutos. Al menos 250
Ej 10 células se recontaron bajo microscopia de
> 54 fluorescencia, mostrandose en el grafico el
o porcentaje de células con patrén autofagico
GFPLC3. *p<0.05, **p<0.01 para comparar
células MCF7 GFPLC3 no tratadas y privadas
con MCF7 GFPLC3 con células PARPs
Solucion HANK inhibidas y privadas de nutrientes.
Figura S2.C. Silenciamiento de PARG y
_ MCF7GFPLC3 acumulacién de polimero PAR no afecta a
la viabilidad celular. Células MCF7 GFPLC3
== S|IMA 30 nM
©100 —6—iPARG 30 nM fueron transfectados con siRNA PARG
§ (30nM) y con el control negativo SIMA
; 75 d (30nM) y posteriormente tratadas con
o Solucion HANK a distintos tiempos. El
@ 50 - porcentaje de viabilidad celular se obtuvo
§ por el método del MTT segun se describe en
= 25 el apartado de material y métodos.
Resultados similares se obtuvieron de 4
0 —————r——T—T—S—r— experimentos independientes con 2 réplicas
0 1 2 3 45 6 7 8 9101 12 por condicién ensayada.
Solucién HANK( horas)
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Figura S3. Produccion de PAR en células A549 durante retirada de nutrientes. Células shVector y
shPARG A549 fueron privadas de nutrientes con Solucién HANK a 30, 60 y 120 minutos y posteriormente
se les extrajo proteinas totales para analizar formacién de Poli ADP-Ribosa y la traslocacién de la forma
endégena de LC3-1I, asociadas a la activacién de PARP-1 y autofagia respectivamente. Resultados similares
se obtuvieron en 3 experimentos independientes.
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Figura S4. (A) Retraso de la autofagia en MEFs 3T3 parp-17/- durante la retirada de nutrientes.
Ambas lineas celulares se transfectaron con el plasmido GFPLC3 y se privaron de nutrientes con Solucién
HANK a tiempos de 60 y 120 minutos. El recuento de la poblacién autofagica en cada linea se realiz6 bajo
microscopia de fluorescencia en al menos 250 células repartidas en 3 experimentos independientes.
**p<0.01 para comparar MEFs 3T3 parp-1++ and parp-1-/- privados de nutrientes. (B) El tratamiento con
AICAR incrementa el nimero de vesiculas positivas para GFPLC3 en MEFs 3T3 parp-1 /- during
starvation. MEFs 3T3 parp-1+/*y parp-1/- fueron transfectados con GFPLC3 y privadas con Solucién HANK
durante 30, 60, 120 y 240 minutos. El nimero de vesiculas GFPC3 de al menos 250 células se contaron bajo
microscopia de fluorescencia en 3 experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.01 para comparar MEFs
3T3 parp-1/-no tratados y en presencia de AICAR, ambos en un contexto de privacién nutricional.
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Figura S5. La fosforilacion de Raptor es
especifica de la activacion de AMPk durante
retirada de nutrientes. Células MCF7 GFPLC3
fueron tratadas con AICAR a concentraciones de
1, 2 y 3 mM durante 4 horas. Los niveles de
activacibn de AMPk, medidos como la
fosforilaciéon del sustrato ACC, ademas de la
inhibicién de mTORC1, se compararon con los
resultados obtenidos para el estimulo de
privacion nutricional de 60 minutos con Solucién
HANK. Raptor total y p70S6k se usaron para
normalizar el grado de fosforilaciéon de ambas
proteinas y B actina como control de carga.
Resultados se obtuvieron en 3
experimentos independientes.
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Figura S6.A. KUDOS inactiva a AMPK pero no afecta
a la actividad de mTORC1 durante la retirada de
MCF7 GFPLC3 fueron
pretratadas con KUDOS a concentracién 1pM
durante 1,5 horas. El inhibidor fue mantenido
durante la retirada de nutrientes con Solucién
HANK. La actividad de AMPk se midi6 como grado
de fosforilizacién de ACC y la de mTORC1 a través
del sustrato p70Sék. Resultados similares fueron
obtenidos en 2 experimentos independientes.

nutrientes.  Células

S6.B MCF7 GFPLC3

KUDOS 1uM
Solucion HANK

No Tratadas

Solucién HANK

p-Raptor
Raptor
p-p 7056k
p7ossk

B-actina

MCF7 GFPLC3
KUDOS 1pM
Solucién HANK

No Tratadas
Solucién HANK

Y . SR > . SR~
o & .& > S &8 >
TS L &S &
& & & o & SIS

[ A O A

p-ULK1
ULK1

a-tubulina

Figura S6.B KUDOS reduce los niveles de fosforilacién de ULK1 por AMPk durante privacién de
nutrientes. Células MCF7 GFPLC3 fueron pretratadas con KUDOS a concentraciéon 1uM durante 1,5 horas.
El inhibidor fue mantenido durante la retirada de nutrientes con Solucion HANK. La actividad de mTORC1
se midi6 a través del sustrato p70S6k. Resultados similares fueron obtenidos en 2 experimentos

independientes.
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FIGURAS ANEXAS
CAPITULO II
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Figura Anexa 1: Niveles de autofagia en distintas lineas tumorales. (a) Células HeLa, HepG2 y EVSA-t
fueron transfectadas con el plasmido GFPLC3 y privadas de nutrientes con Solucién HANK a tiempos de 30
y 60 minutos. En el grafico se muestra el porcentaje de células positivas para el punteado LC3, obtenido
bajo microscopia de fluorescencia. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 para comparar situacion control y
privadas de nutrientes en cada linea. (b) Efecto del inhibidor DPQ sobre la autofagia en células HelLa,
HepG2 y EVSA-t transfectadas con GFPLC3 y privadas de nutrientes a 60 minutos. **p<0.01 para comparar
situacién control y privadas de nutrientes # p<0.05 y ## p<0.01 para comparar privadas sin tratar y
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Figura Anexa 2: Efecto del Silenciamiento de ATG1 sobre los niveles de induccion de autofagia.
Células A549 shVector y shPARG fueron silenciadas para ATG1 (60nM). Pasadas 48 horas fueron
transfectadas con GFPLC3 y privadas de nutrientes con Solucién HANK a tiempos de 60 y 120 minutos.
Recuento de al menos 250 células bajo microscopia de fluorescencia. Western Blot indicativo del grado de
silenciamiento en ambas lineas celulares. # p<0.05 y ## p<0.01 para comparar A549 shVector privadas y
A549 shPARG privadas de nutrientes. **p<0.01, ***p<0.001 para comparar situacién iATG1 A549 shVector
privadas e iIATG1 A549 shPARG privadas, con respecto a A549 shPARG privadas de nutrientes.
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Figura Anexa 3: Prel utilizando Citocromo C como anticuerpo inespecifico. Células MCF7 GFPLC3
fueron privadas de nutrientes con Solucién HANK a tiempos de 15, 30 y 60 minutos. Durante el protocolo
de inmunoprecipitacién se us6 el Citocromo C como anticuerpo inespecifico o control de la especificidad de
la inmunoprecipitacion de AMPk y PARP-1. Resultados similares se obtuvieron en todas las IPs realizadas
en esta tesis doctoral.
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Figura Anexa 4: Efecto del inhibidor DPQ sobre la activacion de AMPKk e inactivacion de mTORC1.
Células MCF7 GFPLC3 fueron pretratadas con DPQ 40 uM durante 1.5 horas. Pasado este tiempo fueron
privadas de nutrientes con Solucién HANK a tiempos de 15, 30 y 60 minutos, manteniendo en todos los
caso el inhibidor. Los niveles de activaciéon de AMPk se midieron como fosforilacién del sustrato ACC y los
de inactivacion de mTORC1 como pérdida de fosforilacion de p705¢k. GAPDH y B-actina fueron usados
como controles de carga. Resultados similares se obtuvieron en 3 experimentos independientes.
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1. La ausencia de PARP-1 o su inhibiciéon dan lugar a un retraso en el
desarrollo de la autofagia inducida por retirada de nutrientes tanto en
células normales (fibroblastos murinos) como en células tumorales de
mama MCF7.

2. Laretirada de nutrientes conlleva la liberacion de especies reactivas de
oxigeno que causan dafios en el ADN y activaciéon de PARP-1. Dicha
activacion repercute en la disminucion de la carga energética celular, en
la activaciéon del sensor energético AMPk y la inhibicién del sensor
nutricional mTORC1. La inhibiciéon farmacolégica, el silenciamiento y el
uso de células knockout para PARP-1 causa una disminucién en la
liberacion de ROS, la caida de ATP y la activacion de AMPk.

3. Enausencia de PARP-1 o tras su inhibicion, la induccién de autofagia por
privacion de nutrientes conduce a muerte celular por apoposis, mientras
que las células donde PARP-1 no se ha alterado mueren a consecuencia
de la autofagia sin caracteristicas de apoptosis.

4. El retraso de la autofagia en ausencia de PARP-1 tiene consecuencias in
vivo con la falta de acumulacion de vesiculas lipidicas y de caracteristicas
morfoldgicas de autofagia en el higado de ratones parp-1 knockout.

5. La acumulacién de Poli (ADP-Ribosa) (PAR) incrementa la autofagia, sin
afectar a la viabilidad celular, en células tumorales de mama o de
pulmén silenciadas para el enzima de degradacion de PAR, Poli (ADP-
Ribosa) Glicohidrolasa (PARG). Esta acumulacién también se acompafia
por un aumento de la activacién de AMPk. La activacién forzada de
AMPK por el inductor AICAR impide el retraso en autofagia inducido por
la inhibicién de PARP, indicando que la interacciéon entre AMPk y PARP
es determinante en el papel de PARP-1 sobre la autofagia.

6. AMPk y PARP-1 se encuentran formando un complejo nuclear en células
no inducidas a autofagia. Tras la privacion de nutrientes este complejo
se disocia, AMPk es Poli (ADP-Ribosilada) y exportada al citoplasma
para activar sustratos aguas abajo necesarios para inducir la autofagia.

7. La modificacion de AMPk por PAR y la formacién del complejo
AMPk/PARP-1 son necesarios para la activacién éptima de AMPk

durante la autofagia.
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Todos estos resultados ponen de manifiesto una funcién reguladora
fundamental de PARP-1 y de Poli (ADP-ribosa) que determina, en
ultimo término, la capacidad adaptativa de las células tanto tumorales
como no tumorales, en respuesta a estrés nutricional y demuestran una
interaccidn estructural y funcional entre AMPk y la sefializacion a través

de PARP-1.
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Perspectivas

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el desarrollo de esta tesis
doctoral y atendiendo a la gran cantidad de funciones que se le atribuyen a las
rutas (Poli ADP-Ribosilacién y Autofagia) y proteinas (PARP-1 y AMPK) objeto de
estudio, proponemos los siguientes experimentos futuros que ayudardn a conocer

mejor la interconexion y las implicaciones en biologia tumoral:

1) Ensavos Interaccion PARP-1/AMPKk:

» Estudiar la interaccion de la quinasa AMPk con otros miembros de la familia
PARP dependientes de NAD* durante privacion de nutrientes, destacando
PARP-2 por sus implicaciones en el metabolismo energético y en el

desarrollo celular.

» Realizar ensayos de PARilaciéon in vitro para confirmar el grado de
modificacion por Poli ADP-Ribosa que sufre AMPk. En caso de existir
interaccidn fisica con PARP-2, determinar la importancia del polimero PAR
sintetizado por PARP-1 y PARP-2 en la activacién de AMPKk durante

privacion de nutrientes, mediante siRNA especifico para ambas proteinas.

» Confirmar los dominios de interaccion/PARilacién de AMPk con PARP-1 y
asi determinar si la modificacién por PAR es una sefal de traslocacion o por
el contrario es necesaria para la activacion de AMPKk en el citosol. Realizar
ensayos de mutagénesis dirigida a los dominios de interaccién o putativos

de ser Poli ADP-Ribosilados y observar las consecuencias en autofagia.

» Realizar ensayos de subfraccionamiento ntcleo-citosol durante privacion
de nutrientes en presencia de inhibidores del proteasoma y de inhibidores
de la traslocacién nuclear, para confirmar la funcionalidad de la proteina

AMPk PARilada fuera del ntcleo.

» Ensayos de Fosforilaciéon in vitro de AMPKk sobre PARP-1 para estudiar si
AMPk podria estar implicada en la activacion de PARP-1 durante

fendmenos de dafios al ADN.
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2) Ensayos Seifializacion Ruta LKB1/AMPk/mTORC1 /ULK1:

» Determinar el grado de activacion de la proteina LKB1 durante privacién de

nutrientes en presencia de inhibidores de PARP-1.

» Realizar el silenciamiento especifico de LKB1 y medir niveles totales de
activacion de AMPK, inactivacién de mTORC1 e induccién de autofagia
durante privaciéon de nutrientes, siempre en comparativa con el efecto de

los inhibidores de PARPs sobre la ruta.

» Completar el estudio de la regulacion de AMPk sobre mTORC1 estudiando
el grado de activaciéon de TSC1/TSC2 en presencia de inhibidores de PARPs
y silenciamiento especifico de PARP-1. Confirmar el mayor efecto sobre la

inhibicién de mTORC1 del silenciamiento de PARP-1.

» Estudiar la interaccién fisica entre AMPk y el core autofagico
ULK1/mATG13/FIP200 necesario para el inicio de la formacién de los
autofagosomas, durante retirada de nutrientes y en presencia de

inhibidores de PARPs.

» Ampliar el conocimiento en la ruta de sefializaciéon de autofagia utilizando
como objeto de estudio la proteina p62, reguladora de la via del
proteasoma. Estudiar el efecto del silenciamiento de PARP-1 y PARG sobre

la regulacion de p62 durante retirada de nutrientes.
» Estudiar en profundidad la ruta de supervivencia Akt y su relacién con

AMPKk/mTORC1, durante retirada de nutrientes en presencia de inhibidores

de la PARilacion.
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