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Introduccion

1 Enfermedad de Lafora. Genes implicados.

La epilepsia mioclénica progresiva de tipo Lafora (LD; OMIM: 254780) es
una enfermedad neurodegenerativa de herencia autosémica recesiva,
descrita por primera vez en 1911 por el neurdlogo espafiol Gonzalo
Rodriguez Lafora (Lafora, 1911a; Lafora, 1911b). La enfermedad se
manifiesta durante la adolescencia como una epilepsia mioclénica asociada
a demencia progresiva, apraxia, afasia y pérdida visual, llevando a los
pacientes a un estado vegetativo y a la muerte, que se suele producir en la
primera década desde que se manifiestan los primeros sintomas (Delgado-
Escueta et al., 2007).

Hasta la fecha se han identificado dos genes implicados en la
enfermedad, Epm2a que codifica para laforina, una fosfatasa dual, y Eom2b
gue codifica para malina, una proteina con actividad E3 ubicuitina ligasa.

Un 48% de los pacientes presentan mutaciones en el gen Epm2a,
mientras que el 40% de los casos se deben a mutaciones en Epm2b. En un
12 % de los pacientes no se han identificado mutaciones en ninguno de
estos dos genes, lo cual sugiere la existencia de un tercer locus (Chan et al.,
2004).

Los pacientes con mutaciones en laforina o malina son histoldgica y
neurolégicamente indistinguibles, sugiriendo que ambas proteinas
participan en las mismas rutas. Sin embargo, los pacientes asociados a
mutaciones en el gen Epm2a parecen tener un desarrollo clinico mas
severo, ya que los pacientes deficientes en Epm2b tienden a vivir mas que
aquellos con defectos en Epm2a (Gomez-Abad et al., 2005).

Por el momento se han descrito 38 mutaciones distintas y varios
polimorfismos en el gen de laforina. Las mutaciones se distribuyen entre los
4 exones conocidos del gen Epm2a (Figura 1, superior). Destaca la
prevalencia de la mutacién R241X dentro de la poblacion espafiola (Ganesh
et al.,, 2006). También se han descrito hasta 34 mutaciones y varios
polimorfismos en el gen de malina (un solo exdn), siendo la mutacién P69A,

en el dominio RING, la mas prevalente (Figura 1, inferior).
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Laforina

Frecuencia

Figura 1: Representacion de 38 mutaciones conocidas en el gen de laforina (parte
superior) y de 34 mutaciones conocidas en el gen de malina (parte inferior). Los
diagramas muestran la organizacion en dominios de las proteinas, la posicion de las
distintas mutaciones encontradas en las familias con enfermedad de Lafora y su
frecuencia (nimero de familias independientes con una determinada mutacién). La
figura también muestra la organizacion gendmica del gen de laforina y las grandes

supresiones asociadas con la enfermedad de Lafora. Adaptado de Ganesh et al.,

2006.
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1.1 Laforina.

Laforina es una proteina de 331 aminodacidos con un dominio de unién a
carbohidratos en su regiéon N-terminal (CBD), el cual promueve la unién de
la proteina al glucdégeno. En la regién C-terminal presenta un dominio
fosfatasa de especificidad dual, capaz de desfosforilar serinas, treoninas y
tirosinas (Figura 2). Es la Unica fosfatasa humana conocida que contiene un
dominio de unién a carbohidratos (Gentry et al., 2009). Adem3s es capaz de
formar homodimeros.

Laforina se encuentra, mayoritariamente en el citosol asociada a
poliribosomas y reticulo endopldasmico (RE). Sin embargo se han
identificado dos isoformas con dominio C-terminal divergente y distinta
localizaciéon subcelular. La isoforma A se localiza en el reticulo
endopldsmico, mientras que la isoforma B lo hace en el nucleo de la célula.

Aungque se ha caracterizado como una fosfatasa dual, por el momento se
desconoce la identidad de sus sustratos. Ademas de su capacidad fosfatasa,
la laforina también ejerce como molécula de andamiaje dirigiendo a malina

a sus sustratos.

1 116 156 331
NH2 ST coon
Médulo de unidn a Dominio fosfatasa de
carbohidratos especificidad dual

Figura 2: Vista simplificada de los dominios de laforina (gen Epm2a). CBD:
dominio de unidn a carbohidratos; DSP: dominio fosfatasa dual.
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1.2 Malina.

Malina es la segunda proteina que se conoce implicada en la
enfermedad de Lafora. Es una proteina de 395 aminodcidos, que contiene
un dominio RING (Really Interesting New Group of Proteins) y seis dominios
NHL (definido por homologia entre las proteinas Ncl-1, HT2A y Lin-41) (Slack
and Ruvkun et al., 1998) (Figura 3). Los dominios RING son caracteristicos
de una clase de E3 ubicuitina ligasas, mientras que los dominios NHL
forman una hélice B de seis hojas y estan implicados en interacciones entre
proteinas (Pickart et al., 2001)

22 73 395
NH2 L1 "2 M3 M4 M5 M6 = cooH
Dominio T~ — —
RING NHL

Figura 3: Vista simplificada de los dominios de malina (gen Epm2b). RING: dedo de
Zinc (Really Interesting New Gene); NHL dominio implicado en las interacciones

proteina-proteina.

Se ha descrito que malina es capaz de unirse, ubicuitinar y promover la
degradacion de Laforina (Gentry et al., 2005), aunque paraddjicamente
laforina es necesaria para la accion de malina como E3-ubicuitina ligasa.
Ambas forman un complejo funcional en el que laforina recluta sustratos
para ser ubicuitinados por malina. Algunos de los sustratos de malina estdn
implicados en el metabolismo del glucégeno como la isoforma muscular de
GS (Glucdgeno sintasa), que se expresa también en neuronas, AGL/GDE

(Enzima desramificante de glucégeno) (Cheng et al., 2007) y R5/PTG
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(Subunidad reguladora de PP1)(Gentry et al., 2005; Solaz-Fuster et al., 2008;
Vernia et al., 2009a).

1.2.1 Ubicuitinacién de proteinas.

La ubicuitinacidn es una modificacién post-traduccional que consiste en
la unidén covalente de una o varias moléculas de ubicuitina a un residuo de
lisina de la proteina sustrato. La ubicuitina es una proteina de 8.5 KDa cuya
secuencia presenta siete residuos de lisina (K6, K11, K27, K29, K33, K48 y
K63) y una glicina 76 (G76) importantes para la uniéon al sustrato vy
formacién de cadenas de poliubicuitinas (Pickart and Fushman et al., 2004)
(Figura 4).

C-terminal
LRGG

Figura 4: Representacion de la estructura terciaria de la ubicuitina. En rojo se han

sefialado las lisinas (K) y en azul el tetrapéptido C-terminal (LRGG) con la Glicina 76.

El proceso de ubicuitinacion transcurre en tres pasos discretos, cada uno
catalizado por un grupo de enzimas diferentes (Figura 5). La primera etapa
de activacidn de la ubicuitina es llevada a cabo por la enzima El-activante;
en esta etapa se consume ATP. En la segunda etapa participa la E2-
conjugasa, que se une temporalmente a la ubicuitina e interacciona con la

E3-ligasa que en el caso de las E3-ligasas de tipo RING, finalmente

7
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promueve la transferencia de la ubicuitina desde la E2-conjugasa hasta el
sustrato. La unién de la primera ubicuitina se produce entre el residuo de
glicina de la ubicuitina (G76) y la cadena lateral de un residuo de lisina del
sustrato (Glickman and Ciechanover et al., 2002).

Por ultimo, esta modificacién puede ser revertida en un proceso

catalizado por un grupo de enzimas denominadas deubicuitinasas (DUBs)

(Figura 5)
PROTEOLISIS/
. OTROS PROCESOS
NO DEGRADATIVOS
UB+ATP E3 SUSTRATO /
AMP ‘ \

OTROS PROCESOS NO
DEGRADATIVOS

Figura 5: Esquema en tres pasos del proceso de ubicuitinacion 1) Activacion,
participa la enzima El-activante y se consume una molécula de ATP; 2)
Conjugacion, mediada por la E2-conjugasa; 3) Ligacion del grupo ubicuitina (UB) al
sustrato (azul), por medio de la E3-ligasa. El sustrato puede ser monoubicuitinado
(parte inferior) o poliubicuitinado (parte superior). Ambas modificaciones tienen

funciones diferentes.

Inicialmente se identificd el proceso de ubicuitinacidn como un proceso
para etiquetar proteinas destinadas a degradacién por el proteasoma.

Después, se observd que puede tener otras funciones no degradativas,
dependiendo del tipo de ubicuitinacidén. En este sentido se han descrito
monoubicuitinaciones o multiubicuitinaciones (varias ubicuitinas en varias
lisinas de un mismo sustrato) y poliubicuitinaciones (cadena de ubicuitinas
enlazadas entre si). Ademas las poliubicuitinaciones pueden tener

funciones diferentes dependiendo de la lisina implicada en el enlace entre
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unas ubicuitinas y otras. En este sentido las cadenas mayoritarias son en
K48 y K63. Las primeras dirigen a la proteina a degradacion por
proteasoma; sin embargo las cadenas K63 estan implicadas en otros
procesos como reparacion de ADN, trafico y localizacidn intracelular,
respuesta inflamatoria, funcidon ribosomal, regulacién de cascadas de
sefializacion y degradacidn por autofagia (Glickman and Ciechanover et al.,
2002; Pickart and Fushman et al., 2004).

1.3 Mecanismo de la enfermedad de Lafora.

Histolédgicamente, la enfermedad de Lafora se caracteriza por la
presencia de acumulos intracelulares de poliglucosanos, también Ilamados
cuerpos de Lafora (Lafora Bodies, LB) (Figura 6). Estos cuerpos se
encuentran en numerosos tejidos, principalmente en drganos como
higado, piel, rifidén, muisculo esquelético y cardiaco, retina, medula espinal y
en las dendritas de las neuronas, (Harriman et al., 1955), sugiriendo que la
enfermedad puede ser debida a un desorden generalizado relacionado con
la sintesis o degradacion de glucégeno.

Los cuerpos de Lafora contienen alrededor de un 90% de polimeros de
poliglucosano y un 6% de proteinas (Sakai et al., 1968 ; Yokoi et al., 1975).

Estos cuerpos aberrantes se asemejan a la amilopectina de plantas mas
que al glucégeno de los animales (Gentry et al., 2009), ya que tienen la
misma estructura de polimero formado por residuos de glucosa unidos
entre si por enlaces a-1,4-glicosidicos, pero a diferencia del glucégeno, que
tiene ramificaciones cada 8-12 residuos a través de enlaces a-1,6-
glicosidicos. Los cuerpos de Lafora presentan menos ramificaciones, lo que

los hace mas insolubles (Worby et al., 2006).
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Figura 6: Cuerpos de Lafora. Tincion PAS (Periodic Acid Shift) sobre una biopsia de
piel axilar, las flechas sefialan los caracteristicos cuerpos de inclusién en las células
mioepiteliales de los acini de las glandulas apocrinas. Adaptado de (Van heycop Ten
ham et al., 1974).

A pesar de la presencia caracteristica de los cuerpos de Lafora en
numerosos tejidos, por el momento se desconoce el proceso por el cual se
producen éstos, asi como su relacion causal con la enfermedad. Podrian ser
los causantes de los sintomas que desencadena la enfermedad o
consecuencia de una neurodegeneracion previa en el paciente.

Actualmente existen dos hipdtesis que pretenden explicar el mecanismo

de la enfermedad.

A) La primera se centra en el estudio de la actividad fosfatasa de
laforina. Aunque se desconoce la identidad de un posible sustrato proteico,
se ha demostrado que laforina es capaz de desfosforilar carbohidratos
complejos como el glucégeno (Worby et al., 2006). Recientemente se ha
publicado un trabajo en el que se propone un mecanismo para explicar el
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proceso por el cual se incorporan moléculas de fosfato en el polimero de
glucégeno. En este estudio se demuestra que la enzima glucégeno sintasa
(GS) es capaz de introducir no sélo moléculas de glucosa a su sustrato sino
que también incorpora un fosfato cada diez mil glucosas, aunque éste es un
componente minoritario del polimero (Tagliabracci et al., 2011), y se
sugiere que laforina es la fosfatasa encargada de eliminar los fosfatos
presentes en el glucégeno. Por tanto en ausencia de laforina, el glucdgeno
se encuentra hiperfosforilado y el exceso de moléculas de fosfato impediria
la acciéon normal de la enzima ramificante, produciéndose un glucégeno
menos ramificado.

Algunos estudios han sugerido que laforina es capaz de desfosforilar a
GSK3B, una proteina quinasa inhibidora de la glucdégeno sintasa, lo cual
explicaria que en ausencia de laforina se produzca una sintesis de
glucdgeno desregulada y ello facilita la formacidn de los cuerpos de Lafora,
pero esta hipdtesis no se ha podido confirmar por otros autores.

Basandose en estos datos, algunos grupos defienden que la formacién
de un glucégeno “aberrante”, en ausencia de laforina, es la causa de la
muerte neuronal del paciente y de la enfermedad de Lafora.

No obstante en este contexto el papel de malina como E3-ubicuitina
ligasa no queda claro. Sin embargo defectos en ésta producen un fenotipo
neurolégica e histolégicamente indistinguible con los pacientes con
defectos en laforina, por lo que es necesaria una segunda hipdtesis para

explicar la funciéon de malina en el mecanismo molecular de la enfermedad.

B) La segunda hipodtesis se centra en la capacidad de laforina y malina
para formar un complejo funcional en el que laforina actia como
“andamiaje” llevando a malina a sus sustratos, que generalmente son
proteinas implicadas en el metabolismo del glucégeno, para que ésta los
poliubicuitine y sean degradados por el proteasoma.

En este contexto, se ha demostrado que los cuerpos de Lafora (LB)

contienen materias ubicuitinadas y productos glicosilados (Mittal et al.,
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2007), sugiriendo la presencia de proteinas mal plegadas y destinadas a
degradacion.

En ausencia de laforina o malina el sistema de degradacién de proteinas
por el proteasoma se encuentra alterado, produciéndose una acumulacién
de material no degradado que produce un efecto téxico para la célula
desencadenando estrés de reticulo endoplasmico (RE) y eventualmente
apoptosis celular.

De acuerdo con esta hipdtesis, recientemente se ha descrito que
diferentes modelos carentes de laforina presentan estrés de reticulo
endoplasmico (RE) y disminuciéon de la actividad proteasomal (Vernia et al.,
2009a), sugiriendo que ambos fendmenos juegan un papel importante en la
patogénesis de la enfermedad de Lafora.

También existen otras rutas proteoliticas independientes de la actividad
del proteasoma que participan en la homeostasis de proteinas como la
autofagia.

La autofagia se inicia por la formacién de vesiculas (autofagosomas) que
secuestran lipidos, proteinas mal plegadas, acidos nucleicos y carbohidratos
que deben de ser eliminados de la célula. Una vez se han cargado de este
material, se fusionan con el lisosoma donde residen las enzimas necesarias
para la degradacion de estos productos.

De este modo, un defecto en autofagia puede ser debido a un fallo en la
formacién de los autofagosomas, a la incapacidad de estos para cargar el
sustrato o para fusionarse con el lisosoma o a defectos en la actividad
lisosomal.

Recientemente se ha demostrado que la ausencia de laforina afecta a la
formacién de los autofagosomas. Ademdas se ha observado que la
sobreexpresion de laforina aumenta la actividad autofagocitica. Aunque se
desconoce el mecanismo molecular, los resultados sugieren que laforina
podria actuar modulando la ruta de sefializacién controlada por mTOR, una
quinasa que reconoce el estado energético de la célula y actia como
inhibidor de autofagia, (Aguado et al., 2010; Knecht et al., 2010) (Figura 7).

12



Introduccion

Laforina > a —p Enfermedad de Lafora
(Neurodegeneracion,

J_ l cuerpos de Lafora)

mTOR mTOR /E\
AUTOFAGIA AUTOFAGIA —"

Figura 7: Representacion esquematica de la regulacion de autofagia por laforina.
Laforina induce autofagia mediando la inhibicién de mTOR. La pérdida de laforina
en los pacientes de la enfermedad de Lafora activa a mTOR e inhibe la autofagia
contribuyendo a la patogeneidad de la enfermedad. Adaptado de (Aguado et al.,
2010)

Resumiendo esta segunda hipdtesis, laforina modula diferentes rutas de
degradacion de proteinas. Por una parte la degradacion dependiente de
proteasoma, actuando de andamio para que malina reconozca y ubicuitine
a sus sustratos para ser degradados y, en otro sentido, favoreciendo la
degradacion por autofagia.

De modo que la ausencia de laforina produce un defecto en la
homeostasis proteica y en consecuencia induce la acumulacidn de proteinas
y material destinado a degradacién. Esta acumulacion ejerce un efecto
téxico para la célula y desencadena fendmenos como el estrés del RE,
aumentando la sintesis de chaperonas que puedan revertir la acumulacion
de proteinas mal plegadas y la activacion de otras rutas degradativas, como
la autofagia, para eliminar el exceso de material degradable. Sin embargo,
en ausencia de laforina, esta ultima alternativa degradativa también esta

comprometida por lo que la acumulacién de este material degradable lleva
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a la célula a un estado de toxicidad que es incapaz de revertir, inicidndose la
muerte celular por apoptosis.

No obstante, ambas hipdtesis o funciones de laforina no son
mutuamente excluyentes siendo posible que laforina ejerza ambas
actividades.

Por el momento se desconoce el mecanismo molecular exacto por el
que laforina modula los diferentes procesos descritos en ambas hipétesis.
Este mecanismo depende de la identificacién de los sustratos de laforina.
Con esta finalidad, diferentes grupos han realizado estudios de
interactdmica que revelan la existencia de interacciones de laforina con
diversas proteinas implicadas en el metabolismo energético, asi como

también en otros procesos celulares. Algunas de ellas son:

(i) Malina, una E3 ubicuitin ligasa, implicada en la enfermedad de
Lafora, que interacciona con laforina promoviendo su
ubicuitinacién y degradacion dependiente de proteasoma
(Gentry et al., 2005).

(ii) HIRIP5 (HIRA interacting protein 5), proteina citosolica
implicada en la homeostasis del hierro. (Ganesh et al., 2003)

(iii) GSK3B (Glycogen synthase kinase 3) (Lohi et al., 2005;Wang et
al., 2006) componente crucial en la ruta de Akt/PKB y Wnt y de
la sintesis de glucégeno.

(iv) R5/PTG (Protein Targeting to Glycogen) (Fernandez-Sanchez et
al., 2003; Solaz-Fuster et al., 2008; Vernia et al., 2009b), una
de las subunidades reguladoras de la proteina fosfatasa de tipo
1 (PP1). R5 favorece la unidn de PP1 a sus sustratos, glucégeno
sintasa (GS), fosforilasa (Ph) y fosforilasa quinasa (PhK), e inicia
la acumulacion de glucégeno.

(v) EPM2AIP1 (EPM2A interacting Protein 1), es una protein de
funcién desconocida. Esta proteina interacciona con laforina

por doble hibrido (lanzano et al.,, 2003) y ademas se ha
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.observado que ambas colocalizan en cuerpos de poliglucosanos
(Chan et al., 2004).

(vi) RanBP (Ran binding protein), (Fernandez-Sanchez et al., 2004)
proteina que participa en el transporte intracelular nucleo-
citoplasma, el ensamblaje microtubular y en la formacién de la
membrana nuclear, entre otros procesos.

(vii)  AMPK (AMP-activated protein kinase). Recientemente se ha
descrito que laforina interacciona con las subunidades AMPKa y
AMPKPB del complejo AMPK también conocido como el sensor
energético de la célula (Solaz-Fuster et al., 2008).

(viii)  PIASy [Protein Inhibitor of Activated STAT (Signal Transductor
Activator of Transcription) y] (Fernandez-Sanchez, 2004).
Participa en la regulacion de rutas de sefializacién mediadas por
Jak2/STAT3.

En el contexto de la interactdmica uno de los objetivos de la presente
tesis doctoral ha sido demostrar la existencia de la interaccion de PIASy con
laforina y caracterizar dicha interaccion, con el fin de estudiar la posible

implicacion de PIASy en la patogeneidad de la enfermedad de Lafora.

2 PIASy.

PIASy es una proteina que posee actividad E3-SUMO ligasa y se expresa
mayoritariamente en cerebro y testiculos, con niveles mas bajos en bazo,
ovarios, colon y leucocitos de sangre periférica.

Esta proteina pertenece a la familia PIAS (Protein Inhibitor of Activated
STAT), con actividad E3-SUMO ligasa confiriéndoles la capacidad de
sumoilar a otras proteinas, modulando la estabilidad, localizacion
subcelular o actividad de sus sustratos sumoilables, asi como también la

interaccion entre proteinas.
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2.1 Familia de proteinas PIAS.

El término de proteinas inhibidoras de la actividad STAT (PIAS) deriva de
la identificacion de dos miembros de esta familia como inhibidores de
STAT1 y STAT3 (transductores de sefial y activadores de la transcripciéon 1y
3 respectivamente) (Chung et al., 1997; Liu et al., 1998).

Mas tarde se observd que la actividad de estas proteinas no es exclusiva
para la regulacidn de la sefializacion por citoquinas a través de STAT, sino
que se han identificado otras funciones en la regulacién de procesos
celulares como el ciclo celular, apoptosis o inflamacion entre otros (Shuai
and Liu et al., 2005).

Existen cuatro miembros en esta familia, PIAS1, PIAS2 o PIASx, PIAS3 y
PIAS4 o PIASy. Ademas de éstas, se conocen también dos variantes para
PIAS2 (PIAS2a y PIAS2b), para PIAS3 ( PIAS3L y PIAS3) y para PIAS4 (PIAS4 y
PIAS4E6), en las que se ha perdido por splicing alternativo alguna regidn
caracteristica de la proteina (Rytinki et al., 2009).

Estas cuatro proteinas se expresan de forma ubicua, pero PIASx y PIASy
son mas abundantes en testiculo que en otros tejidos humanos. Se han
encontrado ortélogos de estas proteinas en animales invertebrados, en
plantas y en levaduras. En Saccharomyces cerevisiae existen dos ortélogos

de la familia PIAS denominados Siz1 y Siz2.

2.1 Sumoilacidn de proteinas.

La sumoilacidon consiste en la uniéon covalente y reversible de un
miembro de la familia SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier) a un residuo de
lisina de la proteina diana por un proceso analogo a la ubicuitinacion.

A diferencia de la ubicuitinacién, la unién del SUMO a la lisina ocurre
frecuentemente dentro de un motivo de aminodacidos conservados, YkxE
(donde  es I, L o V; y x puede ser cualquier residuo), aunque estudios

recientes han demostrado que SUMO también puede unirse a residuos de
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lisina que no se encuentran localizados entre estos motivos (Shuai and Liu
et al., 2005).

SUMO es una proteina similar a la ubicuitina en su estructura
tridimensional, sin embargo difieren en su secuencia de aminoacidos, la
distribucidon de cargas y tamano, 11 KDa, en vez de los 8,5 kDa de la

ubicuitina (Figura 8).
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Figura 8: Esquema de la estructura terciaria de SUMO1 comparada con

ubicuitina. Adaptado de www.genetik.uni-koeln.de

En mamiferos la familia SUMO estd compuesta por tres miembros:
SUMO1, SUMO2 y SUMO3. Se ha identificado un cuarto gen en el genoma
humano que codifica para SUMO4, pero no se ha descrito que pueda
conjugarse a proteinas (Zlatanou and Stewart et al., 2010) .

SUMO2 vy 3 se consideran idénticos, por ello se les nombra como
SUMO2/3, mientras que SUMO1 sdlo presenta un 50% de identidad con
SUMO2/3.

El proceso de sumoilacidn ocurre en tres pasos: activacidn, conjugaciéon

y ligacion. Cada uno de ellos esta catalizado por una enzima especifica E1-

17



Introduccion

activante, E2-conjugasa y E3-ligasa, respectivamente (Geiss-Friedlander and
Melchior, 2007; Kerscher et al., 2006) (Figura 9)

Antes del paso de activacidn, es necesaria la eliminacién de la extensién
carboxilo terminal de SUMO por proteasas especificas para generar un
extremo con dos residuos de glicina. Después SUMO es activado por la
enzima activante E1, un heterodimero compuesto de SAE1l (SUMO
Activating Enzyme subunit 1) y SAE2 (SUMO Activating Enzyme subunit 2),
en un proceso dependiente de ATP.

En esta etapa, se forma un enlace tioéster entre la glicina en posicion C-
terminal de SUMO y el residuo cisteina de SAE2.

En la segunda etapa SUMO es transferido al residuo de cisteina de la E2-
conjugasa, UBC9 (Ubicuitin Conjugating Enzyme 9).

Por ultimo la E3 SUMO ligasa promueve la transferencia de SUMO desde
la E2 al sustrato, formando un enlace isopeptidico entre el extremo C-
terminal de SUMO y el grupo e-amino de una lisina en la proteina diana.

A diferencia de la ubicuitinacién, donde la especificidad de sustrato esta
determinada por el elevado numero de combinaciones E2-E3 posibles, en la
sumoilacién sélo se conoce una E2-conjugasa, UBC9. Ademds no siempre es
requerida la accién de la E3-SUMO ligasa y se ha observado que UBC9, al
menos in vitro, es capaz de dirigir la sumoilacion de un sustrato en ausencia
de la E3-SUMO ligasa (Shuai and Liu et al., 2005).
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Figura 9: Esquema del proceso de sumoilaciéon y desumoilaciéon de proteinas. (1)
Activacion del grupo SUMO, en este paso se consume una molécula de ATP y se
une el SUMO al complejo SAE1-SAE2 (E1), por medio de la glicina en C-terminal de
SUMO; (2) Conjugacion, mediada por la E2-conjugasa, UBC9; (3) Transferencia del
SUMO al sustrato por medio de la E3-ligasa. (4) La sumoilacién es un proceso

reversible por la accién de las SENPs (SUMO-especific proteases).

Sorprendentemente, SUMO2/3 y no SUMO1 contienen un motivo de
sumoilacién alrededor de la lisina 11, (WkXE, donde  representa un
aminodcido hidrofébico y X puede ser cualquier aminodcido), que le
permite formar cadenas de polisumo cuya funcidon se desconoce. Sin
embargo SUMO1 no presenta esta capacidad y suele encontrarse en
monosumolaciones o al final de una cadena de SUMOS 2/3 (Tatham et al.,
2001).

Por ultimo, también se han observado que las ubicuitinas pueden unirse
a los SUMO formandose cadenas mixtas de SUMO vy ubicuitinas, cuya
funcién es desconocida (Zlatanou and Stewart). Otra de las diferencias

descritas para las modificaciones por SUMO1 o por SUMO2/3, es que se ha
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observado que la conjugacién de SUMO2/3 y no de SUMO1, se activa en
respuesta a diferentes tipos de estrés celular (Rytinki et al., 2009).

Del mismo modo que la ubicuitinacidn, la sumoilacion de proteinas es un
proceso dinamico y reversible. La desconjugacién del SUMO en la proteina
sustrato es llevada a cabo por desumoilasas, en mamiferos llamadas
proteinas SENPs (SUMO-especific proteases) (Hay et al., 2007; Kim and Baek
et al.,, 2009). Esta familia de proteinas se compone de seis miembros,
mientras que en levaduras se han definido dos miembros Ulpl y Ulp2 (Kim
and Baek, 2009).

Las funciones cataliticas que se conocen para las proteinas desumoilasas
son dos: el procesamiento de precursores SUMO generando un mondmero
de SUMO libre que se puede conjugar a una proteina; revertir la
sumoilacién por desconjugacién de SUMO en proteinas modificadas por
monosumoilaciones y polisumoilaciones (Figura 10) (Kim and Baek et al.,
2009).

Cada una de estas proteasas presenta especificidad de sustrato vy
preferencia por una determinada isoforma SUMO (Kim and Baek et al.,,
2009).
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Figura 10: Funciones cataliticas de las enzimas desumoilasas. A) Procesamiento de
precursores SUMO; B) Desconjugacién de SUMO en proteinas monosumoiladas; C)
Editado de SUMO en el extremo de cadenas poliSUMO2/3 conjugadas al sustrato.

A pesar de las diferencias entre la sumoilacién y la ubicuitinacién de
proteinas, ambos procesos celulares estan intimamente relacionados. La
misma lisina de una proteina diana puede ser modificada por ubicuitina o
por SUMO, sugiriendo que la sumoilacion puede estar implicada en la
regulacién de procesos dependientes de ubicuitinas, como la estabilidad de
proteinas. Los SUMO podrian competir con las ubicuitinas e impedir la
ubicuitinacién y posterior degradacién a través del proteasoma, o por el
contrario favorecerla.

De este modo la modificacién por SUMO1 o SUMO2/3 es un proceso
selectivo con funciones diferentes. Mientras que la sumoilacion por
SUMO2/3 puede potenciar la degradacién de proteinas, SUMO1 puede
modular la actividad de una proteina, su localizacién subcelular o la

interaccidon con otras proteinas (Rytinki et al., 2009). Ademas SUMO2/3 y
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no SUMO1, se conjuga a proteinas en respuesta a estrés celular como
choque térmico, estrés oxidativo o exposicion a etanol (Vertegaal et al.,
2006).

Sin embargo, se desconoce el mecanismo por el cual un sustrato es

modificado especificamente por SUMO1 y no por SUMO2/3 y viceversa.

2.2 Mecanismos de regulacion mediados por la familia PIAS.

Las proteinas PIAS se describieron inicialmente como inhibidores de la
ruta de sefalizacion por citoquinas, JAK/STAT. Mas tarde se demostré que
estas proteinas no solo inhiben a estos factores de transcripcion sino que
también pueden regular otros procesos celulares, activando o inhibiendo la
transcripcién de diversos genes, en algunos casos sumoilando a factores de
transcripcién y en otros de manera independiente a la sumoilacién. Se han
descrito diferentes modelos para explicar el mecanismo por el cual las
proteinas PIAS son capaces de modular la transcripcion (Shuai and Liu et al.,
2005). Estos mecanismos se describen en la Figura 11:

A) Mecanismos de regulacion negativa.

Existen cuatro mecanismos moleculares diferentes por los que las proteinas

PIAS pueden reprimir la transcripcién (Shuai and Liu et al., 2005).

i. El primer mecanismo consiste en la sumoilacion del factor de
transcripcién, impidiendo su unién al ADN o su actividad como
activador de la transcripcion (Figura 11 C).

ii. Independientemente de sumoilaciéon las proteinas PIAS pueden
bloguear la unién al ADN de factores de transcripcion (Figura 11A).

iii. Las proteinas PIAS también pueden reclutar correpresores de la
transcripcién (Figura 11 B).

iv. Por ultimo, esta familia de proteinas puede reprimir la actividad

transcripcional secuestrando factores de trasncripcidn en
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estructuras subnucleares donde quedan retenidos también

correpresores de la transcripcién (Figura 11 D).

B) Mecanismos de regulacién positiva.

Las proteinas PIAS ademas de actuar como represores transcripcionales,
también pueden regular positivamente la actividad de diversos factores de

transcripcién por dos mecanismos (Shuai and Liu et al., 2005):

i. Reclutando coactivadores transcripcionales (Figura 11 E).

ii. Por sumoilacion de factores de transcripcion, activandolos (Figura
11 F).

Por tanto, la sumoilacién mediada por las proteinas PIAS de un factor de
transcripcién, puede resultar en la inhibicion o activacién de su actividad
transcripcional. Es posible que el efecto de la sumoilacién en la actividad de
un factor de transcripcién dependa del contexto quimico en el que se
encuentra el promotor de cada gen diana individualmente, de modo que la
sumoilacién del factor de transcripcién puede favorecer su capacidad para
inducir a unos genes o impedir la transcripcién de otros (Shuai and Liu et al.,
2005).
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Figura 11: Mecanismos de regulacién transcripcional mediada por proteinas PIAS.
Mecanismos de regulacion negativa: A) Las proteinas PIAS bloquean la union del
factor de transcripcion al ADN. B) Reclutando correpresores transcripcionales como
la Histona desacetilasa (HDAC) inhibiendo la transcripcién. €C) Sumoilacidon del
factor de transcripcion mediada por las proteinas PIAS, impidiendo que ejerza su
actividad. D) Reclutando factores de transcripcion en estructuras subnucleares e
impidiendo que ejerzan su funciéon. Mecanismos de regulacion positiva. E) Las
proteinas PIAS pueden reclutar coactivadores de la transcripciéon. F) Por

sumoilacién de un factor de transcripcién. Adaptado de (Shuai and Liu et al., 2005).

2.3 Estructura de las proteinas PIAS

Los cuatro miembros de la familia PIAS poseen un alto grado de
homologia en su secuencia de aminodcidos. Sus tamafios varian desde 510
aminodcidos presentes en PIASy (la mas pequefia) hasta 651 aminoacidos
de PIAS1 (Rytinki et al., 2009).

Se han identificado 5 dominios o motivos en estas proteinas (Figura 12):

Dominio_SAP: (Scaffold- attachment factor-A (SAFA) and B (SAFB),

Apoptotic chromatin-condensation inducer in the nucleus (ACINUS) and PIAS
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domain) localizado en el fragmento N-terminal de esta familia. Este dominio
se encuentra en proteinas asociadas a la cromatina y es el responsable de la
union a regiones y estructuras especificas del ADN (Aravind and Koonin et
al., 2000).

Dentro de este dominio se encuentra el motivo LXXLL donde X puede ser
cualquier aminoacido (Shuai and Liu et al., 2005). Este motivo media la
interaccion con receptores nucleares y sus correguladores y se ha
observado que es necesario para que PIASy ejerza su funcion como

represor de STAT1 y del receptor de andrégenos (Liu et al., 2001).

Motivo PINIT: es el siguiente después del dominio SAP; es un motivo
muy conservado y determina la localizacidén subcelular de estas proteinas.
Como ejemplo, se ha demostrado que este dominio es esencial para que
PIAS3 se localice en el nucleo (Duval et al., 2003).

Otras de las funciones asignadas a este motivo es la capacidad para
dictar la modificacién de proteinas preferentemente por un determinado
pardlogo de SUMO. En este sentido, se ha observado que un producto de
splicing alternativo de PIASy en el que se ha eliminado el dominio PINIT es
capaz de promover la modificaciéon por SUMO2/3, mientras que ha perdido
su capacidad de modificacion por SUMO1 (Wong et al., 2004).

Dominio SP-RING: Junto con el dominio SAP es la region mas conservada

de esta familia. Es una regidn rica en cisteinas que forman un anillo de tipo
dedo de zinc llamado Siz/PIAS RING. También es conocido como dominio
RLD (RING-finger-like zinc-binding domain). Se encuentra en la parte central
de la estructura y es necesario para la actividad E3- SUMO ligasa de estas
proteinas, ademas de mediar interacciones proteina-proteina (Hochstrasser
et al., 2001).

Los dominios clasicos tipo RING contienen ocho residuos de cisteina o
histidina que les permiten coordinar dos iones de zinc, creando un dominio
globular que media la interaccién entre proteinas (Weissman et al., 2001).

Muchas de las proteinas que contienen un dominio RING actiian como E3-
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ubicuitina ligasa y median la transferencia de la ubicuitina desde la E2-
conjugasa al sustrato. Se piensa que esto ocurre sin la formaciéon de un
intermediario covalente. Probablemente el dominio SP-RING de la familia
PIAS ejerce la misma funcidon que el dominio RING de las E3-ubicuitina
ligasas, aunque carece de las cisteinas capaces de coordinar dos iones de
zinc (Rytinki et al., 2009).

En PIASy, el dominio SP-RING estd comprendido entre los aminoacidos
311 y 388 y la mutacién de los aminoacidos cisteina 342 y cisteina 347 a
alanina resulta en la pérdida de su actividad E3-SUMO ligasa (Liu et al.,
2001; Gross et al.,, 2001). Esta forma mutada de PIASy se empled como
control negativo en los ensayos de actividad realizados en el presente

trabajo.

Motivo SIM: (SUMO interacting motif), se encuentra en la region C-
terminal de estas proteinas y se encarga de la interaccidon no covalente con
proteinas sumoiladas (Rytinki et al., 2009). Este motivo es variable entre los
miembros de la familia PIAS pero al menos todos contienen una secuencia
consenso, formada por un nucleo de naturaleza hidrofébica, Ux o YPxP
(donde y suele ser V o 1) (Minty et al., 2000) y seguido de una region rica en
residuos con carga negativa (region acida E/D). Curiosamente esta region
acida es muy grande en PIASy respecto el resto de miembros de la familia
(16 residuos E/D respecto de 4 en otros miembros PIAS) (Hannich et al.,,
2005; Hecker et al., 2006; Song et al., 2004; Song et al., 2005).

Regién S/T: Se encuentra en la regidén C-terminal de esta familia de
proteinas. Es una regidn rica en serinas y treoninas. Es la region menos
conservada y por el momento se desconoce su funcion (Shuai and Liu et al.,
2005).
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PIAS1 N-terminal|:= [ PINIT ] [ SP-RING ] = [ S/T }c_te,mi"a|
PIAS2-a m [ PINIT ] [ SP-RING ] = [S/T]
PIAS2-B |:= [ PINIT ] [ SP-RING ] = [ S/T ]
PIAS3 m [ PINIT ] [ SP-RING ] = [ S/T ]
PIAS3B |:= [ PINIT ] [ SP-RING ] = [ S/T ]
PIASY |:= [ PINIT ] [ SP-RING ] = |
PIASYE6 m ~ [ SP-RING ] = |
Dominio SAP Region AD
@ (SAFA and SAFB ACINUS and PIAS domain) = ( highly acidic domain)

Dominio PINIT I (SIM ) SUMO1-interaction motif
Dominio SP-RING o RLD RegionS/T
(RING-figer-like zinc-binding domain) (serine-threonine rich region)

B)

LXXLL motivo (20-24)

Piasy [ﬁ [Lwr ] EZR

12 46 | 119 279 311 | 388 464 492
NLS (57-65) NLS (359-365)

Figura 12: Esquema de los dominios de la familia PIAS. A) Comparacion de la
estructura de los diferentes miembros que componen la familia de proteinas PIAS.
PIASy y PIASyE6 no contienen la regién ST ni el motivo de interaccién con SUMO1
(SIM). B) Esquema de los dominos de PIASy. Se ha detallado la posicion exacta de
cada uno de los dominios (numero de aminoacido marcado en gris), la posicion del
motivo LXXXLL y las sefiales de localizacién nuclear (rojo).
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A pesar de que el dominio SP-RING, de la familia PIAS presenta actividad
catalitica E3-SUMO ligasa, por el momento se desconoce la importancia
fisioldgica de esta actividad.

En este contexto se ha observado que existen otras proteinas que
carecen de este dominio y son capaces de ejercer como E3-SUMO ligasas,
por ejemplo la proteina RanBP2 (Ran Binding protein 2) (Pichler et al.,,
2004), Pc2 (polycomb protein 2) (Kagey et al., 2003), o TOPORS
(topoisomerase I-binding, arginine/serine-rich) (Weger et al., 2005).

Por otra parte se ha observado que un mutante de PIASy, en el que se
han mutado las cisteinas 342 y 347 del dominio SP-RING a alanina,
mantiene su capacidad para sumoilar y reprimir al receptor de andrégenos
(Gross et al., 2004). Sin embargo otros estudios indican que la actividad E3-
SUMO ligasa de PIAS1 y PIASxa es necesaria para la regulacién de este
receptor (Nishida and Yasuda et al., 2002).

Estos datos contradictorios han llevado a poner en duda la actividad
SUMO ligasa de estas proteinas y se ha propuesto que estas proteinas
promueven la sumoilaciéon actuando como adaptadores que estabilizan la
interaccion de Ubc9 (cargado de SUMO) y la proteina aceptora (Rytinki et
al., 2009).

2.4 Modificaciones post-traduccionales en las proteinas PIAS.

Se han observado diversas modificaciones post-traduccionales en PIASy
y en otros miembros de la familia PIAS con el fin de modular su actividad,
localizacién o estabilidad. Entre ellas estan la sumoilacion, fosforilacion y
ubicuitinacién. Ademas, debe tenerse en cuenta que la ubicuitinacién, la
fosforilacidn, y otras modificaciones post-traduccionales como la
sumoilacién, pueden ejercer una accién combinada en la regulacion de la

actividad de un mismo sustrato (Hunter et al., 2007).
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Fosforilacién: Es la modificacion postraduccional mas estudiada en las
proteinas PIAS y enlaza la actividad de esta familia con otras rutas de
sefializacion.

Curiosamente no se han identificado fosforilaciones en la secuencia de
PIASy pero si en otros miembros de esta familia. Por ejemplo, se ha descrito
que PIAS2 se fosforilada en los aminoacidos Serl13 y Serll6, en una
reaccién catalizada por la MAP quinasa p38, favoreciendo su actividad
como regulador transcripcional (Yang and Sharrocks et al., 2006).

En el contexto de las fosforilaciones de PIAS, se ha identificado la
fosforilacién en el residuo Ser90 del dominio SAP de PIAS1 mediada por
IKKa (Liu et al., 2005). Esta fosforilacidn se inicia en respuesta a estimulos
inflamatorios y es necesaria para que PIAS1 reprima la actividad
transcripcional de STAT1 y de NF-kB. Sorprendentemente, para que PIAS1
se fosforile en este residuo es necesaria su actividad E3-SUMO ligasa, bien
para mediar su autosumoilacién o la sumoilacién de otras proteinas
implicadas en este proceso, indicando la existencia de una relacién directa

entre sumoilacién y fosforilacion de proteinas (Rytinki et al., 2009).

Sumoilacidon: Ademds de fosforilacion también se han identificado
sumoilaciones en algunos miembros de la familia PIAS y en algunos casos se
produce una reaccidn intramolecular denominada autosumoilacién cuyo
mecanismo molecular se desconoce. Asi, se ha descrito que PIASy se
modifica por SUMO1 en los aminodacidos Lys 35 y Lys 128 y se piensa que se
trata de autosumoilacion. Se ha observado que la sumoilacién en la Lys 35
es necesaria para que PIASy sumoile a Tcf-4 un factor de transcripcion de la
ruta Wnt. Este factor se activa por sumoilacién mediada por PIASy. Sin
embargo, el mutante K35R de PIASy (no sumoilable en este residuo) no es
capaz de iniciar la sumoilacion de Tcf-4 pero si de otros sustratos
(Yamamoto et al., 2003; lIhara et al., 2005).

Ubicuitinacidn: Por ultimo, también se han observado ubicuitinaciones

en esta familia. En este contexto se ha descrito que PIAS1 y PIASy son
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ubicuitinadas y enviadas a degradacidn por las E3-ubicuitina-ligasas hSiah2
(seven in absentia homologue2) y Trim32 (Tripartite motif-containing
protein 32), respectivamente (Albor et al., 2006; Depaux et al., 2007)

2.4.1 TRIM32.

TRIM32 es una E3-ubicuitina ligasa de tipo RING que pertenece a la
familia de proteinas TRIM, formada en humanos por 68 miembros.

La familia de proteinas TRIM (tripartite motif) también se conocen por el
nombre de RBCC (Ring/B-Box/Coiled-coil) por contener un motivo
compuesto por el dominio RING que permite la unidon de estas proteinas
con la E2-ubicuitina conjugasa, una o dos cajas B (cuya funcion se
desconoce) y una region coiled-coil que participa en la oligomerizacion de
estas proteinas (Nisole et al., 2005).

Seguido del motivo TRIM o RBCC, se encuentra el fragmento C-terminal
que difiere entre los diferentes miembros de la familia TRIM. En el caso de
TRIM32 presenta cuatro repeticiones NHL similares a las descritas
anteriormente en malina (Figura 13) (Nisole et al., 2005). Dentro de estas
repeticiones NHL, la mutacion en TRIM32 humano de un aspartico
conservado a asparagina (D487N) es la causa del desarrollo de una
enfermedad denominada Distrofia muscular de Limb-girdle de tipo 2H
(LGMD2H) (Albor et al., 2006). Una mutacién en malina (D233N) en una

posicidn similar se ha descrito en pacientes de Lafora (Chan et al., 2003a).
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Tripartite motif

N-terminal {W ] C-terminal

RING B1 B2 Coiled-Coil Dominio variable

A)

B)

" FIL NHL

MATH

ARF

" FIL

™

NHL™ NHL™ NHL™ NHL™ NHL® NHL

Figura 13: A) Esquema de los dominios conservados de la familia TRIM: motivo
tripartito formado por el dominio RING, una o dos cajas B y un coiled coil. B)
Esquema de la regién variable (C-terminal) de la familia TRIM. ARF, ADP
ribosylation factor like; BR, bromo domain; COS C-terminal subgroup one signature;
FIL, filamine type immunoglobulin; FN3, fibronectin type 3; MATH Meprin and
tumour necrosis factor receptor-associated factor homology; PHD, plant
homeodomain; TM dominio transmembrana; NHL (definido por homologia entre
las proteinas Ncl-1, HT2A y Lin-41).

Se ha descrito que TRIM32 es una E3-ubicuitina ligasa de actina.
Ademas, se ha observado que es capaz de ubicuitinar a PIASy marcandolo
para ser degradado por el proteasoma. Ademas, esta ubicuitinacidn de
PIASy dependiente de TRIM32 se produce en condiciones apoptdticas para

la célula, inducidas por radiacién UV y TNF-a (factor de necrosis tumoral
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gue activa al factor de transcripcion NF-kB) (Albor et al., 2006). Por tanto,
TRIM32 es un inhibidor de la actividad de PIASy en la ruta de apoptosis
mediada por NF-KB.

Se ha observado que otros miembros de la familia TRIM, como TRIM27
(RFP), interaccionan con otros miembros de la familia PIAS. Sin embargo no
se ha observado que medie la ubicuitinacion y degradacién de las proteinas
PIAS con las que interacciona (Matsuura et al., 2005).

Dado que existe un alto grado de similitud entre la estructura de
dominios de TRIM32 y malina, una E3-ubicuitina ligasa también de tipo
RING (Figura 14), decidimos analizar la posible interaccidon entre PIASy y
malina, asi como la posible ubicuitinacién y degradacion de PIASy mediada
por malina. Esta hipdtesis se explicard y analizard en el apartado de
“Resultados”.

TRIM32 —.—. FIL === NHL == NHL == NHL = NHL = NHL == NHL =
Malina _‘7 NHL = NHL = NHL = NHL = NHL = NHL =

Figura 14: Comparacion esquematica de los dominios de la estructura de Malina y
TRIM32. Ambas proteinas poseen un dominio RING en el extremo N-terminal y seis

repeticiones NHL en el extremo C-terminal.
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2.6 Actividad de las proteinas PIAS en la sefalizacion de
citoquinas.

Estudios bioquimicos y genéticos revelan que las proteinas PIAS estan
implicadas en la regulacidn de diferentes rutas de sefializacion mediadas
por citoquinas.

Las citoquinas son pequefios polipéptidos o glicoproteinas secretadas
por una gran variedad de células con la finalidad de modular el crecimiento
celular y diferenciacién asi como la respuesta inmune y antiinflamatoria.

En este contexto son diferentes factores de transcripcion los encargados
de regular la activacién de un amplio rango de genes en respuesta a
citoquinas. Estos factores pertenecen a las familias de proteinas STAT
(Signal Transducer and Activator of Transcription proteins), NF-kB (Nuclear
Factor-kB) y SMAD (MADH: Mothers against decapentaplegic homolog).

Inicialmente se identificaron a las proteinas PIAS como inhibidores de la
actividad transcripcional STAT, pero después se ha observado que también
participan en la regulacién de la familia NF-kB y SMAD, ademas de regular a
otras proteinas implicadas en ciclo celular y apoptosis (Bischof et al., 2006)
como las proteinas p53 (Wu and Chiang, 2009; Bischof et al., 2006), p73
(zhang et al. 2010), MDMZ2, STAB2, MITF, C/EBP-¢ o a la topoisomerasa |l
(Azuma et al., 2005). Por tanto las proteinas PIAS regulan un amplio rango
de procesos celulares modulando diferentes vias de sefializacion.

En el presente trabajo se ha estudiado la participacion de PIASy en las rutas
de sefializacion NF-kB y STAT, por lo que seran analizadas con detalle, a

continuacion.

A) Seiializacién mediada por NF-kB

La familia de proteinas NF-kB son factores de transcripcién diméricos
compuestos por las proteinas de uniéon a ADN, Rel. En mamiferos se han

identificado cinco miembros de la familia de proteinas NF-kB/Rel: NF-kB1
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(p50 y su precursor p105), NF-kB2 (p52 y su precursor p105), cRel, RelA
(p65) y Rel-B (Shuai et al., 2006; Karin and Ben-Neriah et al., 2000).

Estos factores de transcripcion pueden ser activados por numerosas
sefiales, tales como citoquinas proinflamatorias como TNF (factor de
necrosisis tumoral), IL-1 (interleuquina 1), lipopolisacaridos bacterianos,
virus y estreses celulares como la radiacién ultravioleta, radiacién y e
hipoxia. Por tanto NF-kB esta implicado en la regulacién de un gran nimero
de procesos celulares, incluyendo inflamacién, proliferacion celular,
apoptosis y respuesta a infecciones (Viatour et al., 2005; Karin et al., 2004).

Todos los miembros de esta familia contienen una sefial de localizacidn
nuclear (NLS), ademas de una regidon altamente conservada de 300
aminoacidos, RHR (Rel homology region), que es la responsable de la
dimerizacién, unién a ADN e interaccion con la proteina inhibidora IkB
(Shuai et al., 2006).

En condiciones basales para la célula, los factores de transcripcién NF-kB
son secuestrados en el citoplasma por un grupo de proteinas inhibidoras,
IkBs (IkBa e IkBB), que se unen a NF-kB enmascarando su sefial de
localizacion nuclear (NLS).

En respuesta a un estimulo extracelular las proteinas inhibidoras IkB son
rapidamente fosforiladas por la quinasa IKK. Esta quinasa es un complejo
compuesto por dos subunidades cataliticas IKKa/1 e IKKB/2 y una
subunidad reguladora NEMO/IKKy.

La fosforilaciéon de IkB desencadena su ubicuitinacién y degradacién
dependiente de proteasoma, liberandose el factor de transcripcion NF-kB
que se transloca al nucleo donde activa la transcripcion de diversos genes
(Shuai et al., 2006).

En este contexto se ha demostrado que PIAS1 y PIAS3 pueden
interaccionar con p65. Mientras que PIAS1 se une al extremo N-terminal
(Liu et al., 2005), PIAS3 lo hace en C-terminal (Jang et al., 2004). Sin
embargo hasta la fecha se desconoce el mecanismo molecular por el que

PIAS3 actiia como represor de p65, si bien existen evidencias de que PIAS1
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inhibe la transcripcién mediada por p65, impidiendo la unién de p65 al ADN
(Shuai and Liu et al., 2005) .

Se ha descrito que PIASy también participa en la regulacién de la ruta de
NFkB, en este caso mediando la sumoilacion de NEMO con SUMO1 en
respuesta a estrés genotoxico (condiciones en las que la célula esta
expuesta a agentes que dafian al ADN), formandose el complejo IKK activo.
Finalmente, IKK fosforila a IkB desencadenando su ubicuitinacidon vy
degradacion. Por tanto el efecto final de la sumoilacién de NEMO es la
activacion de NF-kB (Mabb et al., 2006; McCool and Miyamoto et al., 2009).

La sumoilacién de NEMO constituye un ejemplo de cooperacidn entre
sumoilacién y ubicuitinaciéon (Ulrich et al., 2005). La proteina NEMO se
sumoila en K277 y K309 lo que retiene a la proteina en el ndcleo donde se
fosforila por la quinasa ATM (Huang et al., 2003). Esta fosforilacion es
necesaria para que la proteina se ubicuitine y pueda translocarse al
citoplasma para unirse a IKK formando un complejo activo. La
ubicuitinacién se produce en los mismos residuos en los que se sumoila
(K277 y K309). Por ello se piensa que en la secuencia de modificaciones es
necesaria la desumoilacién antes de la poliubicuitinacién (Huang et al.,,
2003). Sin embargo se desconoce el mecanismo de cooperacion entre la
sumoilacién, desumoilacién y ubicuitinacién de NEMO.

A pesar de estas evidencias, el papel de PIASy en la regulacién de NF-«kB
todavia es objeto de debate. Aunque se ha descrito que ejerce como
activador de NF-kB en respuesta a estrés genotdxico, otros grupos han
observado que en respuesta a citoquinas proinflamatorias como TNF-a e IL-
1B, PIASy interacciona e inhibe directamente a NF-kB/p65 (Tahk et al.,,
2007) (Figura 15).

Recientemente se ha propuesto que las proteinas PIAS ejercen como
inhibidoras o activadoras de la transcripcién de un mismo grupo de genes
en funcién de la citoquina que inicia la sefializacion (Tahk et al., 2007).

Aunque por el momento se requieren mas estudios para entender las

bases moleculares de esta especificidad, la descripcion de PIASy como
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activador de NF-kB en respuesta a estrés genotodxico e inhibidor de esta
misma ruta en condiciones sefializacién por TNF-a refuerzan esta hipdtesis.

En otro sentido, se ha demostrado que la regulacién mediada por las
proteinas PIAS de la transduccidn de la sefal de citoquinas es un proceso
complejo observandose que existe cooperacién entre PIAS1 y PIASy para
regular la ruta de NF-kB y STAT1 en respuesta a TNF-a. En este contexto
estudios realizados con modelos que no expresan PIASy o PIAS] indican
que, en respuesta a TNF-a, estas proteinas activan la transcripcion mediada
por NF-kB de un grupo de genes diferentes (Tahk et al., 2007). Por ejemplo,
en estas condiciones se ha observado que PIASy activa la expresion de Cxcll
y no de otros genes que se activan en respuesta a TNF-a, como JunB, Nos2
o Mip2. Sin embargo PIAS1 favorece la expresion de Mip2 en estas mismas
condiciones (Tahk et al., 2007) y se cree que debe de existir cooperacién
con otros miembros de la familia PIAS que posiblemente regulan a otros
subgrupos de genes diferentes en respuesta a una misma citoquina.

Este fendmeno ocurre también en la regulaciéon de los factores STAT y
sugiere que la actividad especifica de los diferentes miembros de la familia
PIAS depende del entorno quimico del promotor de los genes regulados. De
modo que los genes inducidos por citoquinas pueden ser regulados en
subgrupos (Shuai et al., 2006).
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Estrés genotoxico

Complejo IKK @w — '

UV, TNF-a

NF-xB |7 ' li TRIM32

APOPTOSIS \ ‘Inflamacién

Figura 15: Esquema del efecto de PIASy en la ruta de seiializacion NF-kB (p65) en
respuesta a diferentes estimulos.

B) Sefializacion JAK-STAT.

La familia STAT (Signal Transductor Activator of Transcription) consta de
siete miembros, STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5A, STAT5B y STAT6. Los
factores STAT son activados por citoquinas y factores de crecimiento,
incluyendo 1L-2,3,4,5,6,7,10,12, GM-CSF,EPO, prolactina, hormona de
crecimiento, EGF, PDGF, IFNa, 3,y u hormonas como la leptina.

La cascada de activacion de estos factores se inicia cuando las citoquinas
son reconocidas por sus receptores en la superficie celular. La union de las
citoquinas al receptor inicia la dimerizacién y activacion de JAK (Janus
Kinase), las tirosina quinasas asociadas con el receptor.

Existen cuatro miembros de esta familia de tirosina quinasas, JAK1, JAK2,

JAK3 y TYK2 (tyrosine kinase-2). Estas quinasas fosforilan residuos de

37



Introduccion

tirosinas especificos en los receptores, iniciando el reclutamiento de unos
factores de transcripcién latentes en el citoplasma, denominados STAT.

Las proteinas JAK activas fosforilan a los factores de transcripcién STAT,
lo que induce a la formacidon de homo o heterodimeros por medio de la
interaccion entre un dominio conservado (SH2), lo que activa su
translocacion al ndcleo donde activan la transcripcidon de un amplio rango
de genes (Figura 16).

Ademas de los componentes principales de la via JAK/STAT, en esta ruta
de sefializacion participan otras proteinas adaptadoras. Hasta el momento
se conocen tres familias de adaptadores de la ruta JAK/STAT: (i) Las
proteinas STAMs (signal-transducing adapter molecules) que facilitan la
transcripcién de genes especificos como Myc; (ii) Las proteinas STAPTIP,
gue pueden asociarse con las proteinas JAKs y STAT no fosforiladas, que
posiblemente sirven de andamiaje para que JAK fosforile a STAT; (iii) La
familia SH2B/Lnk/APS que son sustratos de las proteinas JAK.

La ruta JAK/STAT estd regulada a distintos niveles y se conocen tres
mecanismos de regulacion negativa de estas proteinas (Figura 16):

i. El primer mecanismo estda mediado por las proteinas SOCS
(supressor of cytokine signaling) que inhiben la actividad tirosina
quinasa de las proteinas JAK. La expresion de estas proteinas se
induce por la ruta JAK/STAT, ejerciendo un feed-back negativo.

ii. La sefializacién STAT también puede ser regulada negativamente
por fosfatasas de tirosinas, PTPasas, inactivando a JAK o STAT. Por
ejemplo la proteina fosfatasa de tirosinas TC45 es responsable de la
desfosforilacién de STAT1 en el nucleo.

iii. Por ultimo las proteinas PIAS son capaces de inhibir la actividad

transcripcional de los factores STAT.

Se ha demostrado que cada miembro de la familia PIAS puede

interaccionar in vivo con un miembro de la familia STAT. Por ejemplo PIAS1,

38



Introduccion

PIAS3 y PIASx interaccionan con STAT1, STAT3 y STAT4, respectivamente y
PIASy interacciona con STAT1.

Ademas, la interaccién entre las proteinas PIAS y STAT requiere la
estimulacién por citoquinas y sélo interaccionan cuando las proteinas STAT
se encuentran en forma dimérica y activa.

Se ha observado que cada miembro de la familia PIAS regula la actividad
de la proteina STAT con la que interacciona, por un mecanismo diferente.
PIAS1 y PIAS3 funcionan bloqueando la unidon a ADN de STAT1 y STAT3
respectivamente. Sin embargo PIASy y PIASx reprimen la actividad
transcripcional de STAT1 y STAT4 respectivamente, reclutando

correpresores como HDACs.
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Figura 16: Esquema de la ruta de sefalizacion JAK/STAT y los diferentes
mecanismos de regulacion negativa de esta ruta.
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Se han realizado un amplio nimero de estudios genéticos para estudiar
el papel de las proteinas PIAS en la regulacion de los factores de
transcripcién STAT, siendo la actividad de PIAS1 sobre STAT1 la mas
estudiada por el momento.

Estudios de PCR cuantitativa en macrofagos derivados de medula ésea
(BMDMs) y en cultivo primario de fribroblastos de embriones (MEFs) de
ratones Piasl-/-, han revelado un aumento de actividad transcripcional
STAT1 en respuesta a IFN-B o IFN-y. Pero lo mas interesante de estos
experimentos es que la eliminacién de PIAS1 afecta sélo a un grupo de
genes estimulados por IFNy no a todos.

Estas observaciones refuerzan la hipdtesis (descrita en el apartado 2.6 a)
gue sostiene que las proteinas PIAS regulan la expresion de genes inducidos
por citoquinas en subgrupos, existiendo una cooperacién entre los
diferentes miembros de la familia PIAS.

Para entender las bases moleculares de la especificidad de las proteinas
PIAS en la regulacidon de la actividad de los factores de transcripcion STAT,
se han realizado ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP). En
ese trabajo se ha observado que PIAS1 se une a los promotores de sélo un
subgrupo discreto de genes inducidos por STAT1 y no otros dependiendo
del microambiente quimico en estos promotores (Liu et al., 2004).

Del mismo modo que para la ruta de NF-kB, se ha observado que existe
cooperacion entre PIAS1 y PIASy en la regulacién de la actividad
transcripcional de STAT1 , siendo imprescindible la presencia de PIASy en
células en las que no se expresa PIAS1, como las células dendriticas.
Ademas, en estas mismas células se ha observado que la actividad de los
factores de transcripciéon STAT o NF-kB no esta afectada cuando se silencia
PIASy. Este efecto puede ser debido a la presencia de otros miembros de la
familia PIAS que ejercen una funcién redundante, por lo que es necesario el
silenciamiento de mas de un miembro PIAS para eliminar por completa la
actividad de estas proteinas.

En resumen, las proteinas PIAS participan en la regulacién de los

factores de transcripcién inducidos por citoquinas, STAT y NF-kB,
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posiblemente de forma cooperativa entre varios miembros de esta familia.
De modo que los genes inducidos por cada uno de estos factores de
transcripcién se regularian en subgrupos y cada miembro PIAS participaria
en la regulacion de unos determinados genes u otros.

En este contexto, la ruta de sefalizaciéon JAK2/STAT3 mediada por
leptina, es de amplio interés para el presente trabajo, debido a que existen
evidencias de una posible implicacidon de laforina en la regulacién de la
sefial de leptina.

La via JAK2/STAT3 se activa por diferentes estimulos por ejemplo, GH
(hormona de crecimiento), Epo (Eritropoietina), Tpo (Trombo poietina),
leptina, IL6 (interleuquina 6) y estrés oxidativo (Gorina et al., 2005 ; Planas
et al., 2006).

Recientemente se ha observado que ratones Epm2a-/- presentan una
mayor ingesta de comida y ganancia de peso corporal (Vernia et al.), que
puede ser debido a un desajuste en la regulacidn de la sefial de leptina,
debida a la ausencia de laforina en el hipotdlamo (hipétesis analizada en el
apartado “Resultados I1”).

3. Funciones fisioldgicas de la leptina

3.1 La leptina y sus receptores.

La leptina es una hormona de 167 aminodacidos que contiene un motivo
de cuatro hélices similar al de las citoquinas (Zhang et al., 1997). Se produce
mayoritariamente en tejido adiposo, pero se expresa en una gran variedad
de tejidos como en placenta, ovarios, epitelio mamario, médula dsea
(Margetic et al., 2002) y tejido linfoide (Matarese et al., 2005; Dardeno et
al.,2010).

El patron de secrecion de leptina es pulsatil y sigue los ritmos
circadianos, detectandose altos niveles entre la medianoche y por la

mafiana temprano y mas bajos a medio dia y por la tarde (Bluher and
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Mantzoros, 2009; Dardeno et al.,, 2010.; Licinio et al., 1997; Sinha et al.,
1996).

Los niveles de leptina circulante son directamente proporcionales a la
cantidad de grasa corporal y fluctian con los cambios en la ingesta de
calorias (Boden et al., 1996; Chan et al., 2003b), siendo un sistema sensible
a la deprivacidn energética (Dardeno et al.,2010). Las mujeres presentan
niveles mas altos de leptina que los hombres, aunque estos niveles
disminuyen durante la menopausia. Esta diferencia entre hombres vy
mujeres se debe a las diferencias en hormonas sexuales asi como a la
diferente distribucidon de la grasa corporal, ya que se ha observado que la
grasa subcutanea (mayoritaria en mujeres) expresa mayores niveles de
MRNA de leptina (Kiess et al., 2008; Saad et al., 1997) .

La leptina ejerce sus efectos metabdlicos mediante la unién a sus
receptores especificos que se localizan en el sistema nervioso central (SNC)
y en tejidos periféricos, presentando un amplio rango de accién.

Se conocen al menos seis variaciones de estos receptores (ObRa, ObRb,
ObRc, ObRd, ObRe y ObRf). La estructura de estos receptores es similar a la
de los receptores de citoquinas y estdn compuestos por una regién
extracelular a la que se unird la leptina (aunque se desconoce la
estequiometria de unidn de la leptina a sus recepetores), una regién
transmembrana, a excepcién de la forma soluble ObRe, y por ultimo un
dominio intracelular de unidén a JAK (Figura 17).

Las diferentes isoformas difieren en los dominios intracelulares que
varian en tamafio y secuencia debido al fenédmeno de splicing alternativo
(Tartaglia, 1997; Lee et al., 1996; Fei et al., 1997), distinguiéndose dos tipos
de receptores, las formas cortas (ObRa, ObRc, ObRd, y ObRf) cuyo dominio
intracelular presenta un tamano de 34 aminoacidos, y las formas largas del
receptor (ObRb), que contienen un dominio intracelular de 303

aminoacidos.
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Figura 17: Esquema de la estructura de las diferentes isoformas del receptor de
leptina. ObRb contiene el dominio intracelular mas largo, ObRa, ObRc y ObRd
contienen un dominio intracelular corto, por lo que se denominan isoformas
cortas. Por ultimo ObRe es la isoforma soluble y no presenta dominio
transmembrana. El sitio de unién a leptina es el modulo CHR y todas las isoformas
contienen dos de estos dominios, aunque sélo el dominio CHR-2 parece tener
capacidad para unir leptina. El dominio Ig-like (immunoglobulin-like fold) y FN-III
(fibronectin type Ill domain) son criticos para la activacion del receptor. Adaptado
de (Bernotiene et al., 2006).

Las formas cortas median la accion de la leptina en tejidos periféricos y
se expresan mayoritariamente en pulmén, rifién, higado, pancreas, corteza
adrenal, ovarios, testiculos, musculo esquelético, células hematopoyéticas,

tejido adiposo y tracto gastrointestinal. En cambio, la forma larga ObRb se
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expresa en cerebro, concretamente en los plexos coroideos y en regiones
hipotaldmicas como el nucleo arcuato, las regiones para-ventricular y
ventro-medial, (Tartaglia, 1997;Lee et al., 1996), donde ejerce un papel
regulador de la homeostasis de energia y una funcidon neuroendocrina (Fei
et al., 1997; Dardeno et al.,, 2010). También se expresa en el hipocampo,
cerebelo, corteza cerebral y endotelio capilar.

Por tanto, la leptina secretada a la sangre por los adipocitos o por otras
células puede: a) atravesar la barrera hematoencefalica y en el cerebro
desencadenar mecanismos relacionados con la inhibicion de la ingesta
(pérdida del apetito), la activacion del gasto energético (pérdida de grasa) y
la regulacién de diversos procesos metabdlicos y funciones endocrinas, o b)
unirse a sus receptores en diversos tejidos periféricos, participando en
procesos como la angidgenesis, inmunidad, reproduccién, absorciéon o

respuesta inflamatoria entre otros (Figura 18).
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Figura 18: Esquema de las diferentes acciones fisioldgicas de la leptina. La
leptina es secretada por el tejido adiposo y otras células y puede unirse a sus
receptores en tejidos periféricos o atravesar la barrera hematoencefalica,

ejerciendo la mayoria de sus acciones en el hipotalamo.

3.2 Efecto de la leptina en el sistema nervioso central.

La unién de la leptina a su receptor ObRb activa diferentes vias de
transduccion de sefiales (Figura 19) con la finalidad de mantener la
homeostasis energética. De todas ellas la ruta mas estudiada es la de
JAK2/STAT3, (Dardeno et al., 2010). La unidn de la leptina inicia la
dimerizaciéon del receptor y activacion de JAK2 (quinasa asociada al
receptor). La quinasa JAK2 activada fosforila al receptor de la leptina en dos
sitios clave, Tyr985 y
Tyr1138, que sirven como sitios de reclutamiento del factor de
transcripcién STAT3. JAK2 fosforila a STAT3, que dimeriza y entonces se
transloca al nucleo iniciando la transcripcidon de genes especificos (Shuai et
al., 2006).
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La activacion de la ruta JAK2/STAT3 por leptina en el nucleo arcuato
(ARC) del hipotdlamo induce la transcripcion de proopiomelanocortina
(POMC), un neuropeptido anorexigénico que suprime el apetito (Ernst et
al., 2009). Ademas de estimular la accién de agentes anorexigénicos la
leptina también inhibe la produccién de los neuropeptidos orexigénicos
AgRP (agouti-related peptide) y NPY (neuropeptide Y) cuya funcién es
aumentar el apetito y reducir el gasto de energia (Bates et al., 2003;
Hamrick et al., 2005).

Aungue se ha demostrado que la leptina activa la fosforilaciéon de STAT3
en tejidos y células humanas ex vivo e in vitro (Kim et al.,, 2000) se
desconocen los efectos in vivo de la leptina en humanos lo que podria
ayudar a encontrar terapias para el tratamiento de la obesidad (Dardeno et
al., 2010).

Ademas de activar la ruta JAK2/STAT3, la leptina también activa otras
rutas en el sistema nervioso central como la ruta de la MAPK ERK1/2 (Figura
19) o la ruta de la PI3K que activa el metabolismo de la glucosa. En
hipotdlamo la leptina también ejerce un papel inhibidor del complejo AMPK
y en consecuencia se produce una disminucién de la oxidacién de acidos

grasos (Figura 19).
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Figura 19: Esquema de las diferentes rutas moduladas por la activacion del
receptor de leptina en el hipotadlamo. En respuesta a leptina se activan diferentes
rutas en el hipotdlamo, todas ellas con la finalidad de regular la ingesta de comida y
gasto energético. Como se observa en el esquema, ademas de la ruta JAK2/STAT3,
encargada de la estimulacion de neuropeptidos anorexigénicos e inhibir
neuropeptidos orexigénicos, se activan las rutas de la PI3K, que activa el
metabolismo de la glucosa y la ruta de la MAP ERK1/2. La leptina en hipotalamo

también inhibe al complejo AMPK
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3.3 Funcion de la leptina en el control energético en tejidos
periféricos.

La leptina contribuye al mantenimiento de la homeostasis energética
activando diferentes rutas en el hipotdlamo que regulan el apetito y el
consumo de energia, pero también regula el metabolismo energético a
nivel de tejidos periféricos.

En este sentido, diferentes estados deficientes de leptina, como
lipodistrofia o la deficiencia completa de leptina, se han asociado a
resistencia a insulina y diabetes. Se ha observado que la leptina estimula el
metabolismo de la glucosa (Brennan and Mantzoros et al., 2006) y aumenta
la sensibilidad a insulina, en primer lugar disminuyendo la masa grasa
ectdpica e intraabdominal (Moran et al., 2004). Por otra parte, estimula la
activacion por insulina de tejidos sensibles a la hormona incluyendo tejido
adiposo y hepatico (Kim et al., 2000). Ademas, la leptina activa diferentes
vias de sefalizacidon implicadas en el metabolismo energético que solapan
con la sefializacion de la insulina, como STAT3, la via de las MAPK (ERK1/2),
PI3K, (Kim et al., 2000) y AMPK, no solo en el hipotalamo sino también en
otros tejidos.

La accidn de la leptina en tejido periférico, en parte es debida a su
efecto sobre AMPK que junto con p38 contribuyen al efecto final de la
leptina en la oxidacion de acidos grasos y consumo de glucosa (Ahima,
2006; Lim et al.; Minokoshi et al., 2002).

En el hipotdlamo la leptina inhibe a AMPK resultando en una
disminucién de la ingesta de comida y de la ganancia de peso (Figura 19)
(Minokoshi et al., 2004; Morris and Rui, 2009). Sin embargo, en musculo
esquelético el efecto es contrario y la leptina activa a AMPK que fosforila a
ACC (acetyl co-enzyme A carboxylase) inactivandola, estimulandose la
oxidacion de acidos grasos (Minokoshi et al., 2002; Steinberg et al., 2006)
(Figura 20). La capacidad de la leptina para estimular la oxidacion de acidos
grasos en musculo esquelético puede prevenir la lipotoxicidad y la

resistencia a insulina.
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Figura 20: Efectos de la activacion del receptor de leptina sobre AMPK en musculo
esquelético. En musculo esquelético, a diferencia del efecto observado en el

hipotalamo, la leptina activa a AMPK induciendo la oxidacién de 4cidos grasos.

En resumen, la leptina participa en el control del balance energético
total y del peso corporal, inicialmente uniéndose a su receptor en el
hipotdlamo y promoviendo la activacion de la ruta JAK2/STAT3 entre otras,
asi como controlando diferentes rutas metabdlicas en tejidos periféricos,
favoreciendo la oxidacién de acidos grasos por medio de la activacion de
AMPK, reduciendo la grasa ectdpica, estimulando tejidos sensibles a

insulina y favoreciendo la actividad de rutas glicoliticas.
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3.4 Resistencia a la leptina como causa de obesidad.

Se ha observado que individuos obesos presentan elevados niveles de
leptina y son resistentes al efecto de la leptina en el hipotadlamo (Considine
et al., 1996).

Inicialmente se asocid la resistencia a la leptina como consecuencia de
mutaciones en el receptor de la leptina y otros sindromes monogénicos
mas raros, como mutaciones en el neuropeptido POMC. Sin embargo, la
mayoria de los casos de obesidad en humanos se deben a fendmenos
multifactoriales (Farooqi et al., 2007).

En primer lugar, se ha observado que el transporte de leptina a través de
la barrera hematoencefalica se encuentra dafado en individuos obesos, en
parte debido a la saturacién de los transportadores por hiperleptinemia e
hipertriglicerinemia asociada con obesidad, que disminuye la actividad de
los transportadores de leptina (Banks, 2001; Banks et al., 2002; Burguera et
al., 2000). Ademas, el transportador soluble de la leptina ObRe también
antagoniza el transporte de la leptina por inhibicidn de la superficie de
union y endocitosis de la leptina (Tu et al., 2008).

Por ultimo, existen diferentes mecanismos de feeback negativo que
regulan la sefial de la leptina y estdn aumentados en individuos obesos,
contribuyendo a la hiperleptinemia (Oswal and Yeo). Uno de los principales
inhibidores de la sefal de la leptina es SOCS3, cuya expresion se induce por
JAK2/STAT3. SOCS3 actua inhibiendo la fosforilacion y activacién de JAK2 y
la fosforilacion del receptor ObRb en el residuo Tyr985, (Myers et al., 2008)
(Figura 19).

Existen otros mecanismos de feedback negativo, como la proteina
PTP1B (protein-tyrosine phosphatase 1B) que inhibe la sefial de leptina por
desfosforilacion de JAK2 (Dardeno et al., 2010). Todos estos mecanismos de
regulaciéon negativa se encuentran aumentados en individuos obesos
contribuyendo a la resistencia a leptina (Dardeno et al.,2010).

Recientemente se ha descrito que el estrés de reticulo endoplasmico

(RE) participa en la resistencia a leptina. Se ha observado en modelos
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animales y en humanos obesos y diabéticos la presencia de elevados niveles
de marcadores de estrés de RE en el higado, tejido adiposo y en células -
pancreaticas (Ozcan et al., 2004; Marchetti et al., 2007; Boden et al., 2008;
Sharma et al., 2008).

El incremento de estrés de RE en ratones obesos inhibe al receptor de la
leptina en el hipotdlamo y el tratamiento con chaperonas quimicas que
disminuyen el estrés de RE aumenta la sensibilidad a la leptina (Ozcan et al.,
2009). Ademas la administracién intracerebroventricular de un inductor de
estrés de RE, thapsigargina, resulta en un aumento de la ingesta de comida
y de ganancia de peso corporal en estos ratones (Won et al., 2009). El
efecto negativo del estrés de RE en la sensibilidad a leptina contribuye
también a la resistencia a insulina (Dardeno et al. 2010). Todos estos
resultados indican que el RE participa también en el fendmeno de
resistencia a leptina, observado en individuos obesos.

4. AMPK.

AMPK es una quinasa de Ser/Thr de mamiferos que controla el
metabolismo de la glucosa y de lipidos, e integra circuitos de sefializacién
entre tejidos periféricos y el hipotalamo regulando la ingesta y el gasto
energético de todo el organismo (Hardie and Sakamoto et al., 2006). Esta
guinasa se activa en respuesta al aumento en la relacion AMP: ATP por lo

gue actla como el sensor energético de la célula.

4.1 Estructura de AMPK.

AMPK es un complejo heterotrimérico formado por una subunidad
catalitica a (a1l é a2) y dos subunidades reguladoras, B (B1 6 B2) y v (v1, y2
6 y3) (Hardie et al.,, 2007). Cada isoforma estd codificada por un gen
diferente, y algunos de los mMRNAs estan sujetos a variantes de
procesamiento “splicing” y la utilizacion de promotores alternativos.

Ademas todas las isoformas pueden combinarse para formar el complejo
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heterotrimérico, existiendo asi una enorme variedad de complejos de
AMPK (Tabla 1y Figura 20).

Aunque la quinasa de mamiferos es la mejor caracterizada a nivel
bioquimico se han observado ortélogos de las tres subunidades en todas las
especies de eucariotas cuyo genoma ha sido secuenciado (Hardie et al.,
2004).

Subunidad a

Las isoformas aly a2 (con un 75% de identidad y un 84% de similitud de
secuencia) contienen un dominio quinasa convencional de Ser/Thr protein
quinasas en su extremo amino-terminal (N-terminal). La regidn carboxilo-
terminal (C-terminal) contiene una secuencia autoinhibidora (AID,
“autoinhibitory domain”) que reprime la actividad quinasa, (Pang et al.,
2007). Esta secuencia presenta similitud de secuencia con los dominios de
asociacién a ubicuitinas que se encuentran en la misma posicion en varios
miembros de la familia relacionada con AMPK (Jaleel et al., 2006). El
extremo C-terminal (CTD, “carboxilo terminal domain”) se requiere para la
formacién del complejo con las subunidades By y (Crute et al., 1998).

La isoforma a2 predomina en musculo esquelético, corazén e higado,
mientras que AMPK al se expresa de forma ubicua (Woods et al., 2000).
Ademads, ambas isoformas difieren en su localizacion subcelular y en la
especificidad del sustrato. Asi, la isoforma a2 se encuentra tanto en el
citoplasma como en el niucleo mientras que la isoforma al se localiza
principalmente en el citoplasma (Salt et al., 1998). Estas diferencias
sugieren que al y a2 desarrollan funciones distintas (Schimmack et al.,
2006).

En la subunidad a (AMPKa) reside el aminoacido conservado Thrl72,
que se encuentra en el lazo de activacion caracteristico de muchas
quinasas, siendo su fosforilacion necesaria para la activacion de la enzima
(Hawley et al., 1996).
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Ademas del sitio de activacién, la subunidad a de AMPK puede ser
fosforilada por PKA en la Ser485 (a1)/Ser491 (a2) y existen evidencias de
qgue esta fosforilacion atenua la actividad de AMPK, aunque no parece
suficiente para inhibirla (Hurley et al., 2006). Recientemente se han descrito
dos nuevos sitios de fosforilacién por PKA en la subunidad al: la Ser173 vy la
Ser497 (Djouder et al. 2010) y existen evidencias de que esta fosforilacion
podria dificultar la activacién de AMPK sugiriendo un nuevo mecanismo de

regulacién negativa mediada por PKA.

Tabla 1: Caracteristicas de las diferentes isoformas de las subunidades que

componen el complejo de AMPK.

Subunidad Gen Tamafio (aa) Masa Molecular
(KDa)
al PRKAA1 550 63
a2 PRKAA2 552 63
Bl PRKAB1 270 38
B2 PRKAB2 272 34
vl PRKAG1 331 37
v2 PRKAG2 569 63
v3 PRKAG3 489 55
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Figura 21. Esquema de los dominios de AMPK. A) Dominios caracteristicos de las
subunidades a, By y de AMPK. T172, sitio de activacion por fosforilacion de AMPK;
AID, dominio autoinhibitorio; CTD, dominio C-terminal; GBD, dominio de unidén a
glucdgeno; CBS, dominios de Bateman. Adaptado de (Garcia-Haro et al., 2010).

Subunidad

La comparacion entre las secuencias de las subunidades B de diferentes
especies revela que contienen dos regiones conservadas, que originalmente
se denominaron dominios KIS (“Kinase Interacting Sequence”) y ASC
(“Association with SNF1 Complex”). Algunos trabajos recientes indican que,
en mamiferos, el dominio ASC (B-CTD; extremo C-ter de B) es suficiente
para la formacién del complejo con las subunidades a y y, mientras que el
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dominio KIS, no estda implicado como previamente se postulaba en Ia
interaccion con las otras dos subunidades. En realidad es un dominio de
unién a glucégeno (GBD, “Glycogen-Binding Domain”) (Hudson et al., 2003).
Estos dominios GBD no cataliticos se encuentran normalmente en enzimas
que catalizan las ramificaciones al-> 6 de los poliglucosanos, como el
glucdgeno o el almidén (Hardie et al., 2004).

Las dos isoformas de B, B1y B2, poseen un 70.3 % de identidad y un 81.7
% de similitud y ambas sufren miristoilacidon en la glicina 2. Esta
modificaciéon post-traduccional permite la localizacion de AMPK B en la
membrana (Witczak et al., 2008) y su eliminacién genera una distribucion
intracelular de AMPK 8 mucho mas homogénea, asi como un incremento de
su actividad (Sanz et al., 2008). Asimismo, se ha descrito que ambas
isoformas se fosforilan en los aminoacidos Ser108 y Serl82 y ademas la
subunidad B1 también es susceptible de fosforilarse en los aminoacidos
Ser24 y Ser25 (Sanz et al., 2008; Witczak et al., 2008).

Ambas isoformas pueden encontrarse tanto en el nicleo como en el
citoplasma, aunque la fosforilacién de B1 en la Ser24, Ser25 y Ser182 evita
su presencia en el nucleo. Por otro lado, la fosforilacién de la Ser108
incrementa la actividad de AMPK (Sanz et al.,, 2008). Se ha observado
igualmente que, en distintas situaciones de estrés, las dos isoformas se
translocan al nucleo.

Recientemente se ha descrito que el complejo laforina-malina ubicuitina
a la subunidad B (B1 y B2) de AMPK, con cadenas de topologia K63, no

degradativas modificando su localizacidn subcelular (Moreno et al., 2011).

Subunidad y

La subunidad reguladora y contiene un motivo de 4 repeticiones en
tdndem de un motivo denominado dominio CBS (“Cystathionine 6-
Synthase”) (Bateman et al., 1997). Los veinticinco aminodcidos anteriores al
primer dominio CBS, Pre-CBS, estan implicados en la interaccion con By en

la formacion de un complejo AMPK activo y estable (Viana et al., 2007). La
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estructura formada por dos motivos CBS en tandem (denominada dominio
Bateman) es la unidad basica funcional. Por cada dos dominios CBS se une,
de forma excluyente, una molécula de AMP o de ATP, (Scott et al., 2004),
aunque esta ultima lo hace con una afinidad cinco veces menor (Kobe and
Kemp et al., 1999).

4.2 Regulacién de AMPK

4.2.1 Regulacidn alostérica de AMPK

AMPK se activa en respuesta a un aumento en la relacion de AMP/ATP
en la célula, pero se ha observado que la activacion de este complejo es
cinco veces mayor cuando se fosforila el residuo Thr172 de la subunidad
catalitica a (Hawley et al., 1996).

Dicha fosforilacion aumenta su actividad hasta doscientas veces (Hardie
and Sakamoto, 2006), aunque la combinacién del efecto alostérico del AMP
y la fosforilacién de la subunidad a tiene un efecto sinérgico, provocando
un aumento de hasta 1000 veces en la actividad de la quinasa (Suter et al.,
2006).

Ademas de la regulacién alostérica, se han descrito dos posibles
mecanismos por los que la unién del AMP podria activar a AMPK. El primero
mediando la fosforilacion y activacién del residuo Thr172 (Hawley et al.,
1995) y el segundo dificultando la accion de las fosfatasas que la

desfosforilan e inactivan al complejo de AMPK (Davies et al., 1995).

4.2.2 Quinasas que fosforilan y activan a AMPK.

La identificacion en Saccharomyces cerevisiae de tres quinasas capaces
de fosforilar al ortélogo de AMPK en levaduras, SNF1, denominadas Pakl,
Tos3 y ElIm1, (Hong et al., 2003), permitié identificar en mamiferos a las
quinasas que participan en la fosforilacion de la Thr172 de AMPKa, LKB1

(Jenne et al., 1998; Woods et al., 2003a) y las proteinas quinasa quinasa
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calcio/calmodulina-dependientes CaMKKa y CaMKKB (Hawley et al., 2005;
Woods et al., 2005). Recientemente también se ha descrito que la quinasa
TAK1 cumple esta funcidn (Xie et al., 2006).

LKB1: es la principal quinasa que actua sobre AMPK, sobre todo en
musculo esquelético e higado (Sanz et al., 2008). En mamiferos, LKB1 forma
un complejo con dos subunidades accesorias, STRAD (STE20-related
adaptor protein) y MO25 (mouse protein 25). STRAD es una pseudoquinasa
mientras que MO25 estabiliza la interaccién de LKB1 y STRAD. Sdélo cuando
LKB1 forma parte de este complejo ternario estd estabilizada y es capaz de
activar a AMPK por fosforilacion del residuo treonina 172 de la subunidad
AMPKa. Ademds de activar LKB1, la unién de MO25 y STRAD parece
localizar a LKB1 en el citoplasma (Kahn et al.,, 2005). LKB1 habia sido
originariamente identificada en humanos como un supresor tumoral,

indicando por primera vez una relacion entre AMPK y cancer.

CaMKK: (Ca2+/calmodulin-dependent Protein kinase kinase) presenta
dos isoformas con un 70% de homologia de secuencia aminoacidica,
CaMKKa y CaMKKB. Aunque se ha observado la expresidn muscular de
CaMKKa (Witczak et al., 2008), las CaMKK se expresan principalmente en
tejido neuronal, y responden a incrementos en la concentracion de Ca®
intracelular tras la despolarizacion de la membrana para la conduccion del
impulso nervioso, que no altera la relacién AMP/ATP. Se ha observado que
el aumento de Ca** en células deficientes en LKB1 produce la activacién de
AMPK por fosforilacion de la treonina 172, y que esta activacion es
impedida por inhibidores de las CaMKK como STO-609 y siRNA de CaMKK[
(Sanz et al., 2008).

TAK1: (transforming growth factor-S-activated kinase 1) se activa por
autofosforilacion tras la unidn de TAB1 (TAK1-.binding protein 1) y es capaz
de fosforilar AMPKa en la Thrl72. En mamiferos, se expresa en varios

tejidos incluido el musculo esquelético y es activada por citoquinas y
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también por agentes quimicos que aumentan la relacion AMP/ATP. El
tratamiento con citoquinas de células Hela o la sobreexpresidon de TAK1 y
TAB1 induce la fosforilacién de la treonina 172 de AMPK (Momcilovic et al.,
2006).

Recientemente se ha descrito que el AMP no estimula la fosforilacion de
la Thrl72 por parte de LKB1 (Witczak et al.,, 2008) o de CaMKK. Estos
resultados apoyan la hipdtesis de que la activacion de AMPK por
fosforilacién es debida, principalmente, a una disminucién de la actividad

de las fosfatasas que acttan sobre ella (Suter et al., 2006).

4.2.3. Fosfatasas que desfosforilan e inactivan a AMPK

Existen evidencias de que la presencia de AMP impide la desfosforilacidon
de la Thr172 de AMPK (Sanders et al., 2007; Fogarty et al.2010). De modo
gue la desfosforilacion e inactivacién tendria lugar cuando los niveles de
AMP volvieran a ser basales.

Los estudios sobre las fosfatasas posiblemente implicadas en la
regulacion de AMPK son menos numerosos y discrepan entre ellos, por lo
que el tema es objeto de debate.

En este contexto se han identificado tres fosfatasas (todas ellas
fosfatasas de Serinas y treoninas) capaces de desfosforilar el residuo Thr172
de AMPKa in vitro, PP2C, PP1 y PP2A (Woods et al., 2003b), pero se
desconoce cual de ellas tiene el papel mas importante in vivo.

Mientras que algunos grupos defienden que es PP2C (Clark et al., 2004)
en otros trabajos se ha observado que PP2A es la principal fosfatasa de
AMPK, (Wu et al., 2007).

En este contexto, el tratamiento de hepatocitos primarios con diferentes
inhibidores de fosfatasas y con el flavonoide naringina (antagonista del
acido okadaico) ha sugerido la existencia de dos mecanismos
independientes de inactivaciéon de AMPK. Uno dependiente de naringina,
que estaria asociado a PP2A, y otro resistente a la naringina, asociado a la
actividad de PP1 (Samari et al., 2005).
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Por dltimo, en un trabajo realizado en nuestro laboratorio, se ha
observado que la fosfatasa PP1 y una de sus subunidades reguladoras, R6,
participan en la desfosforilacidn e inactivacion del complejo AMPK inducida
por glucosa en células B-pancreaticas (Garcia-Haro et al.2011).

En resumen, parece que podrian existir distintos mecanismos de
inhibicion de AMPK por desfosforilacién y dependiendo del tipo de sefial
y/o tejido, se activarian unas u otras fosfatasas que desfosforilarian a
AMPK.

4.3 Situaciones que producen la activacién de AMPK

AMPK es activada por diferentes situaciones de estrés metabdlico como
la ausencia de glucosa, isquemia, hipoxia, estrés oxidativo y estrés
hiperosmodtico. A excepcion del ultimo, todos estdn asociados con un
aumento en la razon AMP: ATP celular (Kahn et al., 2005). De modo que los
venenos metabdlicos que producen disminucién de los niveles de ATP
también son activadores de AMPK, como por ejemplo los inhibidores del
ciclo del acido tricarboxilico (arsenito), la cadena respiratoria (antimicina A,
azida sdédica), o la ATP sintasa mitocondrial (oligomicina), asi como
desacopladores de la fosforilacién oxidativa como el dinitrofenol.

Una situaciodn fisildgica asociada a la activacion de AMPK es el ejercicio o
la contraccién en el musculo esquelético, por el aumento en el consumo de
ATP que conlleva. El grado de activacion de AMPK depende de la intensidad
del ejercicio y se piensa que estd inducido por cambios en la razén
AMP/ATP y creatina/fosfocreatina. Sin embargo, el ejercicio también activa
AMPK en higado y tejido adiposo, lo que resultaria en parte de la liberacion
inducida por el ejercicio de moléculas como la interleuquina-6 por parte del
musculo. La activacion de AMPK en respuesta al ejercicio activa el
metabolismo de carbohidratos y dcidos grasos para restaurar los niveles de
ATP en musculo. También desempefia un papel importante en la respuesta
adaptativa del musculo al entrenamiento continuado, alterando las

reservas energéticas del musculo y la expresién de genes de respuesta al
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ejercicio. La actividad fisica reduce el riesgo de desarrollar resistencia a
insulina y diabetes tipo 2 y la activacion de AMPK podria participar en
algunos de los efectos beneficiosos del ejercicio, como son el incremento
en la oxidacion de acidos grasos, el aumento de la biogénesis mitocondrial y
la toma de glucosa (Kahn et al., 2005).

Por ultimo, el estudio de la ruta de sefializacién mediada por AMPK es
interesante en el tratamiento de la diabetes tipo 2, dado que AMPK se
activa indirectamente por metformina y tiazolidinedionas, compuestos
ampliamente usados en el tratamiento de este tipo de diabetes. Tanto la
metformina como las tiazolidinedionas activan a AMPK. No obstante,
mientras las tiazolidinedionas producen un aumento en la razén AMP: ATP
celular, todavia es objeto de debate el mecanismo por el cual la metformina
activa a AMPK.

En este sentido se ha observado que la activacién de AMPK por
metformina podria depender de la presencia de especies reactivas de
nitrogeno (RNS: reactive nitrogen species), dado que la sobreexpresion de
superoxido dismutasa y la inhibicién de éxido nitrico sintasa endotelial
(eNOS: endotelial nitric- oxyde synthase) evitan la activacién de AMPK por
metformina (Sanz et al., 2008). Por otra parte, la fenformina (otra biguanida
como la metformina) si aumenta la relacién AMP: ATP, y tiene un efecto
mucho mas rapido sobre AMPK (Witczak et al., 2008). Sin embargo, no es

usada como antidiabético porque produce acidosis lactica.

4.4 Reconocimiento de proteinas dianas por AMPK

Las primeras proteinas diana de AMPK identificadas fueron las enzimas
biosintéticas de lipidos 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa y la isoforma
ACC1 (a) de la acetil-CoA carboxilasa. La comparacion de los sitios
fosforilados en éstas y otras dianas revelaron secuencias conservadas,
especialmente residuos hidrofébicos en las posiciones P-5 y P+4 (es decir, 5
residuos hacia N-terminal y 4 hacia C-terminal del aminoacido fosforilado) y

un Unico residuo basico en P-3 o P-4 (Figura 22). La importancia de estos
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residuos se confirmd usando una serie de variantes de dos péptidos
relacionados; uno de ellos es el péptido SAMS, un péptido de 15 residuos
basado en la secuencia que rodea a la Ser79 de la ACC1 de rata que se ha
convertido en el sustrato estandar para los ensayos de actividad quinasa
con AMPK. El motivo de reconocimiento por AMPK definido en estos
estudios es Hid-(Bas,X)-X-X-Ser/Thr-X-X-X-Hid, donde Hid es un residuo
hidrofdbico (Leu, Met, lle, Phe o Val), Bds es un residuo basico (Arg, Lys o
His, que pueden estar en P-3 o P-4) y X es cualquier aminoacido (Hardie and
Carling et al., 1997) (Figura 22)

Acetil-CoA carboxilasa a de rata (Ser79) HMRSSMS! GLHIR
Acetil-CoA carboxilasa o de rata (Ser1200) PTLNRMSFASNL
Acetil-CoA carboxilasa o de rata (Ser1215) GMTHVASVSDVL
HMG-CoA reductasa de hdmster chino (Ser871) HMVENRSKINLQ
Lipasa sensible a hormona de rata (Ser565) SMRﬁSVgE AALA
Glucdgeno sintasa muscular de rata (Ser7) PLSRS LEMS SLP
Consenso: XMXRXXSXXXL
IRX T M
LK I
F H F

- v

Figura 22: Alineamiento de secuencias parciales de 6 proteinas fosforiladas por

AMPK. La Ser/Thr fosforilada esta en negrita y subrayada. Los residuos hidrofébicos
y basicos implicados en el reconocimiento estdn en negrita y subrayados,

respectivamente. Adaptado de (Hardie and Carling et al., 1997).
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4.5 Efectos fisioldgicos de la activacion de AMPK.

Una vez que AMPK es activada, inhibe rutas anabdlicas (biosintéticas) y
otros procesos que consuman ATP (Figura 23), mientras que activa aquellas
rutas catabdlicas que generan ATP, todo ello con el objetivo de restablecer
y mantener el balance energético celular. Estos efectos se alcanzan tanto
por fosforilacion rapida y directa de enzimas metabdlicas como a través de
efectos a largo plazo en la expresion de genes. Por todo ello, AMPK
coordina, tanto a corto como a largo plazo, la activacién de diversas
enzimas y rutas metabdlicas que controlan la toma, almacenamiento vy
utilizacion de glucosa y lipidos en musculo esquelético, corazén, tejido
adiposo, higado, células B pancreaticas y cerebro (Kahn et al., 2005).

AMPK también es responsable de regular la expresién de numerosos
genes.

En musculo, la activacién de AMPK incrementa la expresidon de GLUT4,
hexoquinasa y enzimas mitocondriales. En células hepaticas, la activacidn
de AMPK disminuye la expresién de enzimas de la gluconeogénesis
(fosfoenolpiruvato carboxiquinasa y glucosa-6-fosfatasa) y genes que
codifican para enzimas de la biosintesis de acidos grasos (acido graso
sintasa y ACC1) (Hardie et al., 2003).

Ademas, la activacion de AMPK también se ha visto que reduce la
expresion de varios factores de transcripcidon importantes, como la proteina
de unién al elemento de respuesta a esteroles-1c (SREBP-1c) (Zhou et al.,
2001), el factor nuclear de hepatocitos-4a (HNF-4a) (Leclerc et al., 2001),
C/EBPa y PPAR-y (Habinowski et al., 2001).
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[Captacién de glucosa ]

[ Oxidacion de acidos grasos ]

e

——>

[Sl’ntesis de proteinas ]

[Sintesis de glucégeno ] |—

Gluconeogénesis

[Blogene5|s mitocondrial ]

Sintesis de colesterol y
acidos grasos

Figura 23: Esquema de los procesos clave en el metabolismo energético regulados

por AMPK. Las flechas azules indican activacion y las rojas inhibicidn.

4.6 AMPK y laforina en el metabolismo de glucégeno.

El glucdgeno es una de las formas mas importantes de almacenamiento
de energia de las que disponen los mamiferos. La acumulacién de
glucdgeno es una respuesta fisioldgica al incremento en la concentracién de
glucosa en sangre que se produce tras una ingesta de comida.

El glucégeno es muy abundante en musculo esquelético e higado y es un
polimero crucial para la homeostasis de glucosa. El glucégeno muscular se
utiliza como fuente de glucosa-6-fosfato para generar ATP de manera
rapida por glicolisis anaerdbica, mientras que el glucégeno hepdtico se
utiliza como fuente de glucosa liberada al torrente sanguineo para prevenir

la hipoglucemia durante el ayuno (McBride and Hardie et al., 2009).
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La ruta bioquimica que permite la incorporacién de una nueva unidad de
glucosa a la molécula de glucédgeno en formacién implica la accidn sucesiva
de varias proteinas y enzimas.

La sintesis de glucdgeno se inicia sobre la glicogenina (proteina que
constituye el nucleo del polimero de glucégeno), que posee actividad
autocatalitica para unir varias moléculas de UDP-glucosa. La cadena
naciente se extiende por la adicién secuencial de hasta ocho residuos de
UDP-glucosa. En este punto participa la glucégeno sintasa (GS), que cataliza
la adicion de residuos de glucosa a la cadena naciente de glucégeno a
través de enlaces a-1,4-glicosidicos usando UDP-glucosa como sustrato, y la
enzima ramificante, que cataliza la formacién de enlaces a-1,6-glicosidicos
en los puntos de ramificacién. La estructura final es esférica y muy
homogénea; todas las cadenas tienen la misma longitud (de 12 a 14
residuos de glucosa) y todas, menos las externas, presentan ramificaciones
a-1,6. En la degradaciéon del glucégeno también participan dos enzimas: la
glucégeno fosforilasa (GP), que rompe los enlaces a-1,4, y la enzima
desramificante, que rompe los enlaces a-1,6 (McBride and Hardie et al.,
2009).

Tradicionalmente, la glucdgeno sintasa (GS) ha sido considerada como la
enzima clave en el control de la activacion de la sintesis de glucégeno.

La GS se activa por desfosforilacion y se inactiva por fosforilacién. Por
tanto, la activacion de la GS se produce por inactivacion de las quinasas que
la fosforilan y activacidn de las fosfatasas que la desfosforilan (Figura 24).

En este contexto AMPK es una de las quinasas que participa en la
fosforilacién e incativacion de la GS, inhibiendo la sintesis de glucégeno.

La proteina GS esta sujeta a fosforilacion en nueve o mas residuos. Dos
residuos (sitios 2 y 2a) estan localizados cerca del extremo N-terminal y al
menos siete residuos (sitios 3a-c, 4, 5, 1a-b) localizados en los 100 ultimos
residuos del extremo C-terminal.

Se ha observado que la fosforilacidn inicial del sitio 5 por la caseina
quinasa 2 crea una secuencia de reconocimiento para la GS quinasa 3

(GSK3), que entonces, y secuencialmente, fosforila los sitios 4, 3c, 3b y 3a
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de GS. Este fendmeno se denomina fosforilacidn jerarquica y también se ha
demostrado que ocurre con los sitios del extremo N-terminal de la GS,
donde la fosforilacion mediada por AMPK y otras quinasas, es un
prerrequisito para la fosforilacion del sitio 2a por la caseina quinasa 1
(Nielsen and Wojtaszewski et al.,, 2004). Ademas diferentes estudios
sugieren que AMPK puede fosforilar directamente el sitio 2a de la GS (uno
de los sitios claves para la fosforilacién e inactivaciéon de esta enzima)
(McBride and Hardie et al., 2009). Por tanto existe una participacion directa
de AMPK en la regulacidon de la sintesis de glucdgeno.

La sefializacidn por insulina provoca la fosforilacion e inactivaciéon de la
quinasa GSK3 por Akt/PKB activando asi la sintesis de glucégeno (Nelson
and Alkon et al., 2005).

Al igual que la GS, la glucogeno fosforilasa (GP), encargada de la
degradacion de glucégeno, estd regulada tanto por su unidn a ligando como
por fosforilaciéon, y de forma alostérica por AMP.

La fosforilasa quinasa es la responsable de la fosforilacion de la GP en la
Serl4, y su activacion estd mediada por el aumento en los niveles de Ca**
intracelulares o por la fosforilacién por parte de la proteina quinasa A (PKA)
(Roach et al., 2002).

La fosfatasa de serinas y treoninas de tipo 1 (PP1) es una proteina clave
en la regulacion hormonal del metabolismo del glucégeno, catalizando la
desfosforilacion de la glucdégeno sintasa (GS), de la glucégeno fosforilasa
(GP) y de la fosforilasa quinasa (GPK). Estas reacciones de desfosforilacién
promueven la sintesis neta de glucégeno activando la glucégeno sintasa e
inhibiendo la fosforilasa (Fong et al., 2000) (Figura 24).

La proteina PP1 es dirigida a las particulas de glucégeno por asociacién
con una familia de proteinas reguladoras que incluyen PP1R3 o GM (muscle
glycogen targeting subunit), PP1R4 o Gl (liver glycogen-targeting subunit),
PP1R5 o PTG (protein-targeting-to-glycogen) y PP1R6. Estas proteinas
reguladoras difieren por su expresidn en tejidos especificos y por su

regulacion por fosforilacidn y efectores alostéricos (Cohen et al., 2002).
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La subunidad B de AMPK contiene un dominio de unién a glucégeno o
modulo de unién a carbohidratos (CBM), que permite que el complejo
AMPK se una al glucégeno (Hudson et al., 2003; Polekhina et al., 2005). Se
ha observado la presencia de este dominio CBM también en laforina, siendo
la Unica fosfatasa dual conocida que presenta este dominio. Por tanto
ambas proteinas pueden estar implicadas en procesos de regulacion de la

homeostasis de glucdgeno.

GPK
®cc PP1 \@4 /
3

® sk B gsks / \

PKA, AMPK, CKI,PKC,
CaMK, CKII

Gs
UDP-GLUCOSA

GLUCOGENO

Figura 24. Representacion esquematica de la sintesis y degradacion de glucégeno.
Se han representado en rojo las enzimas en estado inactivo y en negro las formas
activadas. AMPK participa en la fosforilacion de la Glucégeno sintasa (GS) y por
tanto en su inactivacion, inhibiendo la sintesis de glucégeno. GP (glucégeno
fosforilasa), PKB (proteina quinasa B), PKA (proteina quinasa A), GPK (glucdégeno
fosforilasa quinasa), GSK3 (glucégeno sintasa quinasa 3).

Recientemente se ha propuesto que laforina puede ser la fosfatasa
encargada de eliminar los grupos fosfato que existen en el glucégeno

(Tagliabracci et al.2011). Estos resultados coinciden con un trabajo previo
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en el que se observd que los ratones knockout de laforina presentan un
aumento de glucégeno hiperfosforilado en musculo esquelético
(Tagliabracci et al., 2007). Reforzando esta hipdtesis se piensa que el
fosfato de la amilopectina en plantas puede ser eliminado por la proteina
SEX4, un ortdlogo de laforina en plantas (Gentry et al., 2009).

Sin embargo, otros trabajos han descrito que laforina puede actuar
como una fosfatasa de GSK3 activandola, de modo que ésta fosforilaria e
inactivaria a la GS inhibiéndose la sintesis de glucégeno. Esta hipdtesis no
ha sido demostrada en modelos animales que no expresan laforina (Lohi et
al., 2005; Puri et al., 2009).

Ambas teorias implican la participacion de laforina en la regulacién de la
homeostasis de glucdgeno, no sélo por medio de su actividad fosfatasa sino
también por su capacidad para dirigir a malina a sus sustratos y mediar la
degradacion de proteinas.

En este sentido, se ha observado que el complejo laforina-malina
participa en la ubicuitinacidn y degradacidn de proteinas implicadas en el
metabolismo del glucégeno, como la isoforma muscular de GS (mGS) o la
enzima desramificante AGL/GDE (Cheng et al., 2007).

En este contexto, un trabajo realizado en nuestro laboratorio ha
demostrado que una de las subunidades reguladoras de PP1, R5/PTG
(Glycogen Targeting subunit of PP1), es un sustrato de degradacién para el
complejo laforina-malina, en células de hepatoma FTO2B (Solaz-Fuster et
al., 2008). En este tipo celular, la actividad de R5/PTG sobre Ph y PhK es
mayor que sobre GS. Mas tarde se confirmé la participacion de AMPK en la
regulacion negativa de R5/PTG. AMPK fosforila a R5/PTG en las Ser268 y
Ser8. La fosforilacién del residuo Ser8 acelera su degradacién, dependiente
de la ubicuitinacion por el complejo laforina-malina (Vernia et al., 2009b)
(Figura 25).

Estos resultados coinciden con otro trabajo realizado en paralelo en el
que se describié que en neuronas (dénde se expresa la isoforma mGS pero

no Ph ni PhK), el complejo laforina-malina media la degradacion de R5/PTG
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con la finalidad de mantener silenciada la sintesis de glucdégeno en este tipo
celular (Vilchez et al., 2007).

Estas observaciones en conjunto sugieren un nuevo papel de AMPK en la
homeostasis de glucdgeno a través del complejo laforina-malina.

Recientemente se ha descrito que AMPK fosforila a laforina en la Ser25
(Roma-Mateo et al.2011). Esta fosforilacién es necesaria para la correcta
actividad fosfatasa de laforina, ademds de modular su propia dimerizacién
asi como la interacciéon entre laforina y malina. Por tanto, AMPK modula la
formacién del complejo laforina-malina (Roma-Mateo et al., 2011; Solaz-
Fuster et al., 2008) y la regulacién de este complejo es necesaria para el

correcto funcionamiento de la sintesis de glucdgeno.

[ ACUMULACION DE GLUC()GENO]

Figura 25: Esquema de la participacion de AMPK, el complejo laforina-malina y
R5/PTG en la regulacion de la sintesis del glucégeno. PP1c corresponde a la
subunidad catalitica de la fosfatasa, mGS isoforma muscular de la Glucogeno
sintasa (muscle Glycogen Synthase), Ph Glucogéno fosforilasa. Adaptado de (Solaz-
Fuster et al., 2008).
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Estos estudios sugieren que el complejo laforina-malina, AMPK y R5/PTG
podrian formar un macrocomplejo implicado en la regulacion de la sintesis
de glucdgeno, en el que laforina podria estar desfosforilando al glucégeno y
en colaboracién con malina y AMPK participaria en la homeostasis de

proteinas implicadas en esta ruta metabdlica.
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Objetivos

El objetivo principal de la presente Tesis Doctoral ha sido el estudio de la
posible implicacién de PIASy en la regulacién de proteinas implicadas en la
enfermedad de Lafora.

Este objetivo general se subdivide en tres objetivos parciales:

l.- Confirmar y caracterizar la interaccion entre PIASy y Laforina, y

estudiar la importancia fisiolégica de esta interaccion.
Durante la realizacién de este trabajo se observd la actividad,
independiente de PIASy, del complejo laforina-malina sobre la ruta

dependiente de leptina, JAK2/STAT3, surgiendo un nuevo objetivo:

Il.- Estudio de la participacidon del complejo laforina-malina en la sefial
de leptina

lll.- Estudiar el papel de PIASy en la regulacion de otras proteinas

relacionadas con el complejo laforina-malina como AMPK.
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Material y Métodos

1. Reactivos.

Ver Anexo 1.

2. Material Bioldgico y condiciones de crecimiento.

2.1 Bacterias.

Las cepas utilizadas en este trabajo han sido DH5a y BL21-CodonPLus®
(DE3)-RIL (Stratagene), ambas de Escherichia coli (E.coli). La cepa DH5a se
utilizé para la clonacién y amplificacion de los plasmidos mientras que la
cepa BL21-CodonPLus® (DE3)-RIL para la expresidon y posterior purificacion
de proteinas heterdlogas. Esta ultima, ademas de un gen de resistencia al
cloramfenicol, contiene copias extra de los genes argU, ileY y leu. Estos
genes codifican tRNAs capaces de reconocer determinados codones (argU:
AGA/AGG, ileY: AUA, leuW: CUA) que, en su defecto, podrian limitar la
expresion de proteinas heterdlogas en E.coli.

Las bacterias se crecieron en medio LB (peptona 1%, extracto de
levadura 0.5% y NaCl 1% a pH a 7.5) a 372 C en agitacion. Las DH5a
transformadas se crecieron en LB suplementado con 100 pg/ml de
ampicilina y en el caso de las BL21-CodonPLus® (DE3)-RIL, ademas de la
ampicilina se les afiadié 33 pg/ml de cloramfenicol.

Las bacterias competentes se transformaron por electroporacién a 1700
V. Tras recuperarse durante 1 h en LB a 37 2C, fueron sembradas en placas

de LB con los antibidticos necesarios para la seleccién de los plasmidos.

2.2 Levaduras.

Las cepas de levadura utilizadas fueron:

=  TAT7: MATa ade2 his3 leu2 trpl gald gal80 LYS2::LexAop-HIS3,
URA3::LexAop-lacZ, cedida por R. Sternglanz (State University of New York,
Stony Brook, USA).
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=  CTY10.5d: MATa ade?2 his3 leu2 trp1 gal4 gal80 URA3:: LexAop-lacZ,
cedida por R. Sternglanz (State University of New York, Stony Brook, USA).

Los cultivos de levadura se crecieron en medio rico YPD (peptona 2%,
extracto de levadura 1% y glucosa 2% pH 6) 6 en medio sintético completo
(SC) a 302 C en agitacidn. El medio SC contiene YNB (Yeast Nitrogen Base,
DifcoTM) al 0.67% y una mezcla de aminoacidos al 0.095%. Con el fin de
mantener la seleccién de los plasmidos, el medio no contenia alguno de
estos aminodcidos leucina, triptéfano, histidina ¢ uracilo (Sanz et al., 2000).

La transformacién de levadura se realizé por el método de acetato de
litio (Ito et al., 1983). Para ello, las levaduras se crecieron en YPD 2%
glucosa hasta que alcanzaron una densidad éptica a 600 nm de entre 0.4 -
0.8 y se recogieron por centrifugacion a 4000 rpm durante 5 min. Tras dos
lavados con tampdn TE-LiAc (acetato de litio 0.1 M pH 7.5, Tris-HCI 10 mM,
EDTA 1 mM, pH 8), se resuspendieron en un volumen 1/100 del cultivo
inicial con el mismo tampoén TE-LiAc indicado antes. A 50 pl de esta
suspension celular se le afiadieron 2 ul de DNA de esperma de salmén 100
mg/ml desnaturalizado (SIGMA), 3-5ul de cada uno de los plasmidos y 300
pl de PEG-TE-LiAc (TE-LiAc con PEG al 40 %). Tras incubar las células a 302 C
durante 30 min las células fueron sometidas a un choque térmico de 5 min
a 422 C en presencia de DMSO al 10%. Tras dos lavados con agua estéril se
sembraron las células en placas de SC sin los aminoacidos correspondientes
a los plasmidos a seleccionar. Las células se dejaron crecer durante 3 dias

en una estufa a 302 C.
2.3 Cultivos celulares de mamiferos.
El material plastico de cultivos en el que se han sembrado las células ha
sido proporcionado por Sarstedt. Todo el trabajo que ha implicado

manipulacion de los cultivos celulares ha sido realizado en una campana de

bioseguridad de nivel lI-A.

86



Material y Métodos

El crecimiento de los cultivos celulares se ha llevado a cabo en
condiciones constantes de temperatura (372 C) y de CO, (5%) y en
atmodsfera humeda. Los pases necesarios para el mantenimiento de los
cultivos celulares se han realizado mediante tripsinizacién con Tripsina-
EDTA.

Para conservar durante largo tiempo las células, éstas se resuspendieron
en un 50% (v/v) del correspondiente medio de cultivo completado con un
40% de suero fetal bovino inactivado (FBS) y 10% (v/v) de DMSO y se
pasaron a un criotubo donde se congelaron a -802 C. Posteriormente se
almacenaron en contenedores de nitrégeno liquido.

Se han utilizado las siguientes lineas continuas y cultivos primarios de

células de mamifero:

=  HEK293: Células de rifidn humano embrionario. Fueron cedidas por
la Dra. Marta Casado (Instituto de Biomedicina de Valencia, CSIC).
= Hela: Linea de células epiteliales humanas inmortalizadas
procedentes de un carcinoma cervical. Fueron cedidas por el Dr. Vicente
Andrés (Instituto de Biomedicina de Valencia, CSIC).
= COS7: Células procedentes de riidn de mono verde africano
(Cercopithecus aethiops). Fueron cedidas por la Dra. Marta Casado

(Instituto de Biomedicina de Valencia, CSIC).

Todas ellas se crecieron en placas de 60 (p60) o 100 mm (p100) en
medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) completo, conteniendo
4,5 g/L de glucosa, 10% (v/v) de FBS inactivado y suplementado con
glutamina 2 mM, 100 p/ml penicilina y 100 pg/ml estreptomicina.

= CHO: Células de ovario de hamster chino (Cricetulus griseus).
Fueron cedidas por el Dr. Joan J. Guinovart (Institut de Recerca Biomédica,
Parc Cientific de Barcelona, Universidad de Barcelona).

Se han crecido en medio Ham’s F-12 (GIBCO) (con una concentracidn de

glucosa de 10 mM) suplementado con 100 unidades/mL de penicilina, 100
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ug /mL de estreptomicina y glutamina 2 mM, ademas de con Hepes 10 mM
y 10% (v/v) de FBS inactivado.

= SH-SY5Y: Celulas de neuroblastoma humano. La linea original,
denominada SK-N-SH, procedia de una biopsia de médula dsea de un
neuroblastoma metastasico de una mujer de cuarenta afios de edad y fue
subclonado tres veces con el fin de seleccionar las células que expresaban
un determinado fenotipo.

Fueron cedidas por el Dr. Domingo Barentino (Instituto de Biomedicina
de Valencia (IBV) CSIC).

Esta linea celular se creci6 en medio DMEM F12 (Dulbecco’s modified
Eagle’s medium Nutrient Mixture F-12, Lonza bioscience) completo y 15%
(v/v) de FBS inactivado.

En todos los casos las células fueron sembradas a razén de 1*10° de
células en placas p60 (60mm) y 3*10° en p100 (100mm), 6 en placas de 24
pocillos a razén de 150.000 células/pocillo y crecidas durante 24 h antes de
la transfeccion con LIPOFECTAMINA 2000TM. Se utilizé una mezcla de 1
ug/p60 y 3 ug/pl100 de DNA con 2 ul/p60 y 6ul/p60 de LIPOFECTAMINA
2000TM, siguiendo las instrucciones del proveedor. La mezcla de
transfeccion se dejo actuar durante 3,5 h. Transcurrido este tiempo, se
retiré el medio de transfeccidn y se crecieron las células durante 24 h mas
en DMEM completo. Transcurrido este tiempo se lisaron las células en
tampon de lisis [150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 7.5, 15 mM EDTA, 0.6M
de sacarosa, 50 mM NaF, 5 mM Na, P,0,, 1 mM fenilmetilsulfonil fluoruro,
0,5% de NP40, 1 uM de microcistina y 1 mM de ortovanadato e inhibidores
de proteasas]. Los lisados se retiraron con un rascador y se

homogeneizaron con una jeringuilla de 0.5 x16 mm (volumen, 1 mL).

La cuantificacion de proteinas se realizd por el método de bradford (Dc

Protein Assay, Bio-Rad).
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2.3.1 Tratamientos realizados en células de mamifero:

Cicloheximida: Para los ensayos con cicloheximida, 24 h despues de la
transfeccion se incubaron las células con 100 uM de cicloheximida (SIGMA)
y se congelaron las placas correspondientes a los distintos tiempos de
incubacién. La obtencion de los extractos celulares se realiz6 como se ha

descrito anteriormente y se analizaron las proteinas por western blot.

MG132: Inhibidor del proteasoma. 24 h después de la transfeccion se
cambio el medio a cada placa y se afiadid el mismo medio de crecimiento
conteniendo 25 uM de MG132. Por ultimo se congelaron las placas 8 h

después de iniciar el tratamiento.

Fenformina: Activador de AMPK. 24 h después de la transfeccién se
cambio el medio a cada placa, se ainadié el mismo medio de crecimiento
conteniendo 5 mM de fenformina y después de 1 h se congelaron las

placas.

3. Vectores de expresion y construcciones.

3.1 Vectores de expresion y construcciones de levadura.

PACT2 (GAD)-Piasy fue cedido por el Dr. Santiago Rodriguez de Cordoba
(Centro de Investigaciones Biolégicas de Madrid CIB-CSIC).

Otros pldsmidos que se han usado en este trabajo han sido; pBTM116-
AMPK «: 2, pBTM116-AMPK 32, pEG202-AMPKy 1 (Gimeno-Alcaniz and
Sanz et al., 2003) pEG202-laforina (BamHI/Sall de pGBT9-laforina), y pBTM-
Malina (Smal/BamHI pGBT9-malina) fueron subclonadas previamente en

nuestro laboratorio.
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3.2 Vectores de expresion y construcciones para bacterias.

El plasmido pPROEXHB-PIASy fue subclonado a partir de la construccién
pACT2-Piasy, por digestiéon con EcoRI/Xhol.

PGEX6P1-PIASy fue subclonado a partir de pPROEXHB-PIASy con
BamHI/Xhol y el mutante fosfomimético pGEX6P1-PIASyS71A se subclond a
partir de pCMV-myc PIASy S71A por digestion con Sall/Xhol.

3.3 Vectores de expresion y construcciones en células de

mamifero.

La regidn codificante de TRIM32 fue amplificada por PCR a partir de DNA

gendmico humano usando los siguientes oligonucledtidos:

TRIM32for 5 -CCCGGATCCCAATGGCTGCAGCAGCAGCTTIC -3~

TRIM32rev 5 -CCCCTATGGGGTGGAATATCTTCTCAG-3"

El amplificado se clond en pGEMT-easy y posteriormente fue
subclonado, EcoRI/EcoRI en EcoRI de pFlag CMV6c (pFLAG-TRIM32).

PFLAG-PIASy fue cedido por el Dr. Santiago Rodriguez de Cordoba
(Centro de Investigaciones Biolégicas de Madrid CIB-CSIC).

Las proteinas de fusion, pCMV-HA y pCMV-myc Piasy fueron
subclonadas a partir de pACT2-PIASy por digestion con EcoRI/Xhol.

pCMV-HA-8His-Piasy se obtuvo a partir de la costruccion pCMV-HA-
Piasy, digiriendo con Accl y posterior tratamiento con polimerasa Klenow,
hibridacién con oligonucledtidos especificos que introducen un epitopo de
8x His y un sitio de restriccién Sfil, el cual fue utilizado para clonar Piasy en

el nuevo vector.
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Los mutantes fosfomiméticos de Piasy pCMV-myc PIASy S71A/ S71D se
obtuvieron por mutagénesis dirigida, a partir de pPCMV-myc-Piasy,

empleando los oligonucledtidos:

S71Afor 5° -ACCCGCTACGCCAAGAAGAACGEGGAGCCTGCCCCACAGCCGCAC-3”
S71Arev 5 -GTGCGGCTGTGGGGCAGGCTCEEEGTTCTTCTTGGCGTAGCGGGT -3
S71Dfor 5° -ACCCGCTACGCCAAGAAGAACGAGGAGCCTGCCCCACAGCCGCAC-3”

S71Drev 5 -GTGCGGCTGTGGGGCAGGCTCGTCGTTCTTCTTGGCGTAGCGGGT-3"

La construccion que contiene PIASy cataliticamente inactivo
(C342/347A), (pCDNA3-6myc-PIASYyCl), fue cedido por Shigeki Miyamoto
(Division of Food Science and Biotechnology, Graduate School of Agriculture,
Kyoto University). Se cloné en pUC18 a partir de la construccion pCDNA3-
6myc-PIASy Cl (EcoRI/Xbal) y posteriormente se subcloné en pFLAG CMV6a
(SIGMA) (EcoRlI/Sall) para dar, pFLAG CMV6a-PIASy Cl.

Los plasmidos pCDNA3-6his-SUMO01/2/3 fueron cedidos por el Dr.
RT.Hay (College of Life Sciences, University of Dundee, Dundee DD1 5EH,
Scotland, UK).

El pldsmido pBSK-ubicuitinas fue cedido por la Dra. Carmen Aguado
(Centro de investigaciones Principe Felipe de Valencia).

Los plasmidos empleados para los ensayos de luciferasa [pRenilla, pNF-
KkB-luciferasa (5x UAS pyre-luciferasa)], fueron cedidos por la Dra. Marta
Casado del Instituto de Biomedicina de Valencia (IBV CSIC). pSOCS3-
luciferasa fue cedido por el Dr.J Barclay ( The school of Biomedical Sciences,
University of Queensland, Queensland, Australia).

El plasmido que expresa la forma larga del receptor de leptina pObRb
fue cedido por el Dr. J. Friedman (Howard Hughes Medical Institute, The
Rockefeller University, 1230 York Avenue, New York, NY, USA).

pBP-p53 fue cedido por el Dr. Ignacio Perez-Roger (Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular, escuela de ciencias de la salud,

Universidad CEU Cardenal Herrera, Moncada, Valencia, Spain).
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Los mutantes pCMV-myc AMPKB2 K71R/ K167R/K262R se obtuvieron
por el método de PCR de circulo rodante a partir de la construccién pCMV-
myc AMPKB2 y con los oligos:

K71Rfor 5 -CAGGATTTGGAGGACTCCGTAAGGCCCACACAGCAGGCCCGGCCC-3”
K71Rrev 5’ -GGGCCGGGCCTGCTGTGTGGGCCTTACGGAGTCCTCCAAATCCTG-3"
K167Rfor 5 -TTTGAGGTGTTCGATGCTTTAAGGTTAGATTCTATGGAAAGTTCT-3"
K167Rrev 5 -AGAACTTTCCATAGAATCTAACCTTAAAGCATCGAACACCTCAAA-3
K262Rfor 5" -GCAACCCATCGCTACAAGAAGAGGTATGTTACTACTCTGCTATAC-3"

K262Rrev 5 -GTATAGCAGAGTAGTAACATACCICTTCTTGTAGCGATGGGTTGC-3

4. Anidlisis de proteinas por western blot

La metodologia de Western Blot empleada ha sido la descrita en
“Current Protocols in Protein Science” (Coligan, 2003). Las proteinas se
analizaron por SDS-PAGE usando geles de diferentes porcentajes de
poliacrilamida (del 8 al 12%). Antes de realizar la carga, se afiadid a las
muestras tampon de carga 2 x [Tris-HCI 125 mM pH 6,8, glicerol 20% (v/v),
SDS 4% (v/v), azul de bromofenol 0,04 mg/mL, ditiotreitol (DTT) 31 mg/mL]
y se hirvieron durante 3 min. La electroforesis se realizdé en un sistema mini-
protean Electrophoresis System (Bio-Rad) a una resistencia constante de 15-
20 miliamperios en tampdn compuesto por glicina 0,2 M, Tris 25 mM, SDS
0,1% (p/v).

La transferencia se realizd a una membrana de PVDF (Immobilon
Transfer Membranes, Millipore) durante una hora (para geles de 0,75 mm
de grosor) o 90 min (para geles de 1,5 mm de grosor) a una diferencia de
potencial de 100 voltios en tampdn compuesto por glicina 0,1 M, Tris 12,5
mM, metanol 20% (v/v).
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El bloqueo de la membrana se hizo con leche desnatada en polvo al 5%
(p/v) en TBS-T [Tris-HCI 20 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, Tween-20 0,1 % (v/v)]
durante 45 min a temperatura ambiente en agitacién. La inmunodeteccion
se hizo incubando las membranas con el correspondiente anticuerpo
primario (tabla 2) durante toda la noche a 42C. Tras tres lavados con TBS-T
de 10 min cada uno, las membranas se incubaron con su correspondiente
anticuerpo secundario conjugado a HRP durante 1 h a temperatura
ambiente. Después de tres lavados mas con TBS-T, las membranas se
revelaron con ECL o ECL plus (GE Healthcare) y se procesaron con un equipo
de Fuji LAS 3000 (Fujifilm).

Tabla 2: Anticuerpos utilizados para la inmunodeteccidon de proteinas analizadas

por Western blot. Se ha especificado la procedencia, la dilucién de uso, el tipo de

anticuerpo y el anticuerpo secundario que necesitan.

. . N Anticuerpo
Anticuerpo Procedencia Dilucién .
Secundario
Anticuerpos primarios
Anti-AMPKa Cell Signaling 1:1000 Policlonal Anti-conejo
Anti-AMPKa pThr172 Cell Signaling 1:1000 Policlonal Anti-conejo
Anti-ACCpSer79 Cell Signaling 1:1000 Policlonal Anti-conejo
Anti-ACC Cell Signaling 1:1000 Policlonal Anti-conejo
Anti-AMPKpanp Cell Signaling 1:1000 Policlonal Anti-conejo
Anti-HA Roche 1:5000 monoclonal Anti-ratén
Santiago )
Anti-Laforina A7 ] 1:1000 monoclonal Anti-ratén
Rodriguez
Anti-myc SIGMA 1:10000 monoclonal Anti-raton
Anti-p53 Exbio 1:6000 Monoclonal Anti-ratén
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Anti-Tubulina Santa Cruz 1:3000 Monoclonal Anti-raton
Anti-PIASy Abcam 1/1000 Policlonal Anti-conejo
Anti-Actina SIGMA 1/3000 Policlonal Anti-conejo

Anti-Bip/grp78 Cell Signaling 1/1000 Policlonal Anti-conejo

IP: 1/500
Anti-Flag SIGMA Monoclonal Anti-raton
WB:1/2000
Anti-CHOP/GADD 153 Santa Cruz 1/1000 Policlonal Anti-conejo
Anti-ObRb pTyr985 R.D System 1/1000 Policlonal Anti-conejo
Anti-Jak2 total Cell Signaling 1/1000 Policlonal Anti-conejo
Anti-Jak2 pTyr1007-
oTyr1008 Santa cruz 1/1000 Policlonal Anti-conejo
Anti-IKBa Santa cruz 1/1000 Policlonal Anti-conejo
Anti-STATS3 total Cell Signalling 1/1000 Anti-conejo
Anti-STAT3 pTyr705 Cell Signalling 1/1000 Policlonal Anti- conejo
Anti-SOCS3 Santa Cruz 1/1000 Policlonal Anti- conejo
Anti-TRIM 32 Abnova 1/1000 Monoclonal Anti-raton
Anti-p65 NFkB total Santa cruz 1/1000 Policlonal Anti- conejo
Anti-p65 NFkB pSer536 Cell Signaling 1/1000 Policlonal Anti- conejo
Anti-PDI Cell Signaling 1/1000 Policlonal Anti- conejo
Anti-ERO1b Protentech 1/1000 Policlonal Anti- conejo
Anticuerpos secundarios
Alexa-fluor 488 rabbit Invitrogen 1:500
Texas Red mouse Invitrogen 1:500
Anti-Mouse-HRP TrueBot Ebiosciencie _
ULTRA 1:3000 Policlonal
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Anti-Rabbit-HRP TrueBot Ebiosciencie _
1:3000 Policlonal
ULTRA
Santa Cruz
Anti-Rabbit-HRP . 1:5000 Policlonal
Biotechnology
Santa Cruz
Anti-Mouse-HRP ) 1:5000 Policlonal
Biotechnology

5. y purificacion de proteinas recombinantes.

5.1 Expresion y purificacion de proteinas recombinantes en E.coli.

Las proteinas de fusién 8xHis-PIASy, GST-PIASy y GST-PIASy S71A fueron
expresadas y purificadas en células E. Coli BL21 Ril. Para cada proteina de
fusidn se crecid un pre-indculo en 50 mL en LB, suplementado con 33ug/mL
de cloramfenicol y 100 pg/mL de ampicilina, a 372C en agitacion durante
toda la noche. Después se realizd una dilucién 1/100 de este cultivo y se
crecid a 37°C hasta alcanzar una DOgy de 0,5 unidades. En este momento
se indujo la expresidn de la proteina afiadiendo al medio de cultivo 0.3 mM
de IPTG (isopropil-1-tio-B-D-galacopirandsido) y se dejé crecer a 20°C
durante toda la noche.

Al dia siguiente, las células de 1 L de cultivo fueron recogidas a 3000
r.om, 30 min y resuspendidas en 30 mL de tampdn de suspensién [PBS 1X
con inhibidores de proteasas (Roche), 400 pL de PMSF y 0,2% de Triton
X100] y posteriormente se lisaron con un total de 25 ciclos de sonicacién de
20 seg y 11 micrones cada uno. Entre ciclo y ciclo las células se mantuvieron
durante 40 seg en hielo. El extracto se clarificé centrifugando 10 min a

10.000 r.pm y filtrando el sobrenadante a través de un filtro de 0,45 um.
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5.1.1 Purificacion de 8xHis-PIASy.

Para la purificacion de la proteina de fusion 8xHis-PIASy a partir del
clarificado, se empled la técnica de cromatografia liquida de alta resolucién
FPLC (Fast Protein liquid chromatography). El equipo utilizado fue un AKTA
PURIFIER (GE Healthcare) y una columna de Niquel (GE Healthcare). La
elucion se realizd6 empleando concentraciones crecientes de imidazol
(desde 0.15 M hasta 0.5 M).

Las diferentes fracciones recogidas se analizaron en geles de
poliacrilamida del 10% que se tifieron con tincion Coomassie [Coomassie
0,25% (p/v), metanol 5% (v/v), acido acético 10% (v/v)] y los lavados se
realizaron con metanol 5% (v/v), acido acético 10% (v/v), y en paralelo por
western blot con anticuerpo anti PIASy 1/10.000.

5.1.2 Purificacién de GST-PIASy y GST-PIASy S71A.

Las proteinas de fusidn GST-PIASy y GST-PIASy S71A se purificaron en
batch incubando el clarificado con 500 ulL de resina de glutation-sepharosa
(Amersham Bioescience) durante 2 h en rotaciéon a 4°C. Después de este
tiempo se centrifugardn las muestras durante 2 min a 400 r.p.m y a 4 °C. El
sobrenadante obtenido tras esta centrifugacién corresponde con la fraccion
no retenida. El “pellet” se lavd con 10 mL de PBS 1x tres veces
centrifugando en las mismas condiciones. Entre un lavado y otro, la
suspension se mantuvo en rotaciéon 10 min a 4 °C. La suspensidn final se
incubé con 500 pL de tampdn de elucion [150 mM de NaCl, 1 mM de EDTA,
1 mM de DTT y 10 plL preScission Protease (dilucién 1/50 o 1 unidad de
proteasa/ 100 pg de glutation-sefarosa] durante toda la noche en rotacién y
4°C. Por ultimo se centrifugaron las muestras 2 mina 1200 r.p.my a 4 °C. El
sobrenadante resultante de esta centrifugacion corresponde a la fraccion
eluida, constituida por la proteina PIASy o PIASyS71A purificadas y la

enzima preScission protease.
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Las proteinas purificadas se concentraron con un centricon (AMICON
ULTRA centrifugal filter devices 30K, de Millipore).

Del mismo modo que con la construccion 8xHis-PIASy se analizaron las
muestras purificadas en geles de poliacrilamida del 10% que se tifieron con
tincién Coomassie y en paralelo por western blot con anticuerpo anti PIASy
1/10.000.

5.2 Expresion y purificacion de proteinas recombinantes en

células de mamifero, Hek293.

Doce placas p100 de didmetro con 3 millones de células Hek293 cada
una, fueron transfectadas con el pladsmido pCMV-HA 8His-PIASy por el
método de lipofectamina 200TM. 24 h después de la transfeccion se
trataron las células con 5 mM de fenformina durante 1 h para inducir la
activacion de AMPK.

Después de este tratamiento se lisaron las células en un tampdn sin
detergente [0.15 M NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 7.5, 15 mM EDTA, 0.6M de
sacarosa, 50 mM NaF, 5 mM Na, P,0;, 1 mM de PMSF e inhibidores de
proteasas].

Las células se recogieron centrifugando 10 min a 8000 r.p.m y 42C, y se
resuspendieron en tampon A [8 M Urea, 250 mM NaCl, 100mM Tris HCI pH
7.5, 0.1% Nonidet P40]. La proteina se purificd6 mediante cromatografia
liguida de alta resolucidon FPLC (Fast Protein liquid chromatography) del
mismo modo que la purificacion a partir de células E.Coli BL21 Ril. La
elucion se realizd a concentraciones crecientes de Imidazol. Se recogieron 9
fracciones, y se observé la elucion de 8His-PIASy a 150 mM de imidazol.

Las diferentes fracciones recogidas se analizaron por western blot y
tincién con comassie coloidal (Invitrogen) realizando los lavados con agua
desionizada.

La proteina purificada fue digerida in situ con tripsina y los péptidos
resultantes fueron analizados por MALDI-TOF/ MS y HPLC-MS/MS. Este
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analisis fue realizado por el servicio de protedmica del Centro de
Investigaciones Principe Felipe CIPF-Valencia.

6. Ensayo de doble hibrido: medida de activida B-galactosidasa.

La técnica de doble hibrido permite identificar asociaciones entre
proteinas en un sistema in vivo. El fundamento molecular estd basado en el
caracter modular de factores de transcripcién que presentan dos dominios
funcionales independientes: un dominio de unién a secuencias especificas
de ADN y un dominio de activacidon de la transcripcién. El dominio de unién
a ADN dirige al factor de transcripcidon a unas secuencias especificas de un
promotor, y el dominio de activacidn facilita el ensamblaje del complejo de
iniciacién, permitiendo la transcripcidn del gen reportero.

En el presente trabajo, la cepa CTY10.5d de Saccharomyces cerevisiae
fue cotransformada con diferentes parejas de plasmidos. Uno de ellos
contenia la proteina de estudio fusionada al dominio de activacién de la
trascripcién, GAD, (proteina presa, GAD-PIASy). El segundo contenia el
dominio de unién a ADN, LexA, fusionado a la proteina de interés (proteina
cebo). Las proteinas fusionadas a este dominio fueron proteinas implicadas
en la biologia molecular de la enfermedad de Lafora, como malina, laforina,
y las subunidades de AMPK (AMPK a2, AMPK B2/1 y AMPK y1).

La asociacidn fisica entre las dos proteinas, cebo y presa, permite la
reconstitucion del factor de transcripciéon. Este factor activa la trascripcion
del gen lacZ, que codifica para una enzima cuya actividad es cuantificable
(6-galactosidasa).

Los transformantes se crecieron en condiciones selectivas [SC, 2% (p/v)
glucosa y en ausencia de los aminodcidos esenciales Leu y Trp o His] vy,
posteriormente, se determiné la actividad B-galactosidasa tanto en filtro
como en liquido.

Para los ensayos en filtro (Yang et al.,, 1992), se crecieron clones
individuales en las condiciones de selecciéon requeridas en cada caso. Las

células se transfirieron a un filtro de nitrocelulosa (Millipore) y se
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congelaron a -80°C para su permeabilizacién durante 1 h. Posteriormente
se puso el filtro en contacto con una solucién de tampdn Z [Na,HPO,-7H,0
60 mM, NaH,PO,H,0 40 mM, KCI 10 mM, MgS0O47H,0 1 mM vy [-
mercaptoetanol 2,7% (v/v)] y un sustrato artificial X-Gal (5-bromo-4-cloro-
3-indolil-B-D-galactopirandsido, de Roche) 1 mg/mL. La reaccién se realiz6 a
30 °C, observandose la aparicion de color azul.

Tras realizar los analisis cualitativos en filtro, se realizé un estudio
cuantitativo en liquido (Ludin et al., 1998). Estos ensayos se realizaron con
la cantidad de células equivalente a 0,5 unidades de D.O.g0 €n 1 mL de
tampén Z con 25 uL de SDS 0,1% (p/v) y 25 uL de cloroformo. Como
sustrato se utilizé 200 puL de ONPG (o-nitrofenil 3-D-galactopirandsido, de
SIGMA) 4 mg/mL y la reaccién se paré con 500 pL de Na,CO; 1 M a tiempos
controlados. El color amarillo desarrollado a 302 C se midié a D.O.,5 Y se

expreso en unidades Miller, aplicando la siguiente transformacion:

D.O.,,, x1.000
t (min)

Unidades Miller = x2

Por ultimo se analizd la expresion de las proteinas por western blot. Los
extractos de proteinas totales se obtuvieron rompiendo las células

mediante agitacion con perlas de vidrio.

7. Ensayos de coinmunoprecipitacion en lineas celulares de

mamifero.

Se sembraron dos placas p100 con 3*10° células Hek293 y al dia
siguiente fueron transfectadas con los plasmidos correspondientes para
cada interaccion. 24 h después de la trasfeccidn con lipofectamina 2000, se

recogieron las células en tampdn de lisis [Tris 25 mM pH 8, NaF 5 mM,
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Na,P,0; 5 mM, tabletas de inhibidores de proteasas (Roche), KCl 100 mM,
Triton X100 0.5 %, PMSF 1 mM, NavVO, 1 mM].

Las células fueron permeabilizadas utilizando una jeringuilla de 0.5 x16
mm (V 1 mL) y se dejaron en hielo 10 min para favorecer la solubilizacion de
las proteinas. Después se centrifugd 5 min a 5.000 r.p.m a 42C. 1200 pg de
proteinas totales de la fraccidn soluble se incubaron durante 30 min a 42C
con I.P.A 300 (Repligen), previamente lavadas con PBS1X (1 min X 1000
r.p.m). La inmunoprecipitacién se realizdé con 2 uL de anticuerpo anti Flag
monoclonal, 2 h a 42C y sobre esa mezcla se afiadieron 50 L de proteina
A/G plus (Santa Cruz Biotechnology), incubandose la mezcla 2 h mas a 49C.
La proteina A/G plus, previamente fue lavada con PBS1X (dos lavados de 1
min X 1000 r.p.m).

Los complejos fueron analizados por western blot en geles del 10% de
poliacrilamida y los anticuerpos especificos que reconocen las proteinas
inmunoprecipitadas y coinmunoprecipitadas en combinacidn con los
anticuerpos secundarios anti-conejo y anti-ratén (ebioscience), especiales

para inmunoprecipitacidon que no reconocen las IgG desnaturalizadas.

8. Ensayos de actividad luciferasa.

El “Dual-Luciferase Reporter Assay System” permite identificar, en
células de mamifero, la actividad de un promotor en respuesta a distintas
condiciones experimentales (tratamientos farmacoldgicos, sobreexpresiéon
o silenciamiento de proteinas, etc). Este sistema utiliza la actividad de dos
luciferasas distintas: La firefly luciferasa es una proteina monomérica de 61
kDa proveniente de la luciérnaga Photinus pyralis que no necesita
modificaciones post-traduccionales para ser cataliticamente activa y oxidar
a la luciferina hasta oxiluciferina en una reacciéon bioluminiscente. La
técnica se basa en cuantificar la expresién de la firefly luciferasa a través de
la reaccion de bioluminiscencia que ésta cataliza (Figura 26). La reaccion es
lineal en un amplio rango de concentraciones, dentro del cual la cantidad

de luz emitida serd proporcional a la expresion de la firefly luciferasa. La

100



Material y Métodos

actividad de esta luciferasa puede normalizarse directamente respecto a la
concentracién total de proteina, aunque normalmente para corregir
diferencias debidas a la eficiencia de la transfeccidn se suele cotransfectar
un plasmido control que exprese otra proteina cuya expresién no esté
condicionada por los tratamientos empleados para el ensayo y que ademds
sea facilmente cuantificable sin interferir en la actividad de la firefly
luciferasa ( Ejemplos: GFP, B-galactosidasa o renilla luciferasa).

La renilla luciferasa es una proteina monomérica de 36KDa proveniente
de la medusa Renilla reniformis. Esta proteina también cataliza una reaccién
luminiscente (Figura 26B) diferente a la de la firefly luciferasa en cuanto a
requerimiento de sustrato y estructura de las moléculas participantes,
debido a su distinto origen evolutivo. Estas diferencias permiten discriminar
facilmente entre la sefial de una luciferasa y otra, de forma que se puede
cuantificar la actividad de la firefly luciferasa y posteriormente bloquear
esta actividad y medir la de renilla en el mismo ensayo.

Para estos ensayos se sembraron placas de 24 pocillos con 150.000
células Hek293 por pocillo y 24 h después se cotransfectaron con la
combinacion de plasmidos correspondiente, 750 ng de los plasmidos pNF-
kB-luciferase (5x UAS \r.e- luciferasa) o pSOCS3-luciferasa que expresan la
firefly luciferase fusionada a promotores con elementos de repuesta a NF-
kB o al promotor de SOCS3 y 100 ng del plasmido pRenilla como control
enddgeno, en el que el gen de la renilla esta bajo control del promotor de
la timidina quinasa, de expresidn constitutiva.

24 h tras la transfeccion, las células fueron tratadas con 5 ng/mL de TNF-
o, (SIGMA) (activador de NF-kB) durante 4 h a 372C o 250 ng/mL de leptina
(SIGMA) durante 20 h para activar al promotor de SOCS3.

Después del tratamiento se recogieron las células con el tampdn de lisis
proporcionado por el kit Dual-Luciferase Reporter Assay System de Promega
y se procedié a la cuantificacién de la actividad de ambas luciferasa,
empleando un lumindmetro VICTOR (WALLAC), siguiendo el protocolo de la

casa comercial.
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La medida se realizd en dos pasos, primero afiadiendo sobre el extracto
celular el reactivo LAR I, el cual contiene el sustrato de firefly luciferase. En
el segundo se anadié sobre la mezcla anterior, el reactivo STOP& GLO,
permitiendo la medida de la luminiscencia producida por renilla luciferase y

bloqueando la actividad de la enzima firefly luciferase.

A)

HO s CO GH Firefly luciferasa o S N °
/ "
\©[ '>—<’ j +ATP > N’> <_]/ +AMP + PPi + CO, +LUZ (A ., 560 nm)
N s s
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o oH
X o ..
xo N Renillaluciferasa
_—
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X

H

HO

Coelenterazina Coelenteramida

+COA#LUZ (A 480 nm)

Figura 26. Reacciones bioluminiscentes catalizadas por la Firefly luciferasa (A) y

por la Renilla luciferasa (B).

9. Andlisis in vivo de ubicuitinacién y sumoilacion.

Para estudiar la ubicuitinacién y sumoilacidon de proteinas se realizd un
ensayo basado en la sobreexpresiéon, en células de mamifero Hek293, de la
construcciéon 6xHis-UB (Kaiser and Tagwerker et al., 2005) para la
ubicuitinacidon o las construcciones 6xHis-SUMO1 y 6xHis-SUMO2/3 para
sumoilacién. El epitopo de histidinas fusionado al extremo N-terminal de la
ubicuitina o del grupo SUMO permite la purificacién por cromatografia de
afinidad de las proteinas ubicuitinadas o sumoiladas. Para ello se emplean
resinas de cobalto (TALON, resina Clontech) (Figura 27).
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Se sembraron 3*10° células Hek293 en placas de p100, y 24 h después
se transfectaron por el método de lipofectamina 2000 con la combinacion
de pldsmidos correspondiente en cada experimento.

Las células de dos placas se recogieron en un medio desnaturalizante
para evitar la accién de las deubicuitinasas y desumoilasas, tampén A
[Cloruro de Guanidinio 6 M, NasPO, 0.1 M, Tris-HCl 0.1 M pH 8]. El lisado
fue retirado de las placas con un rascador y homogeneizado con jeringas de
0.5 x16 mm (V 1 mL).

Los lisados se clarificaron por centrifugacién a 10.000 r.p.m durante 15
min y la fracciéon soluble se recogié y se cuantificd por el método de Protein
Assay (Bio-Rad). 1.5 mg de proteinas del extracto total se incubaron con
100 pL de la matriz de cobalto (TALON), durante 3 h a temperatura
ambiente y en rotacién. Cada muestra contenia un volumen total de 1 mLy
10 mM de imidazol. Tras la incubacion se realizé un lavado de 15 min con
tampdn B [Cloruro de Guanidinio 6 M, NasPO, 0.1 M, Tris-HClI 0.1 M pH 8 y
10 mM de Imidazol] y cuatro lavados de 15 min con tampdn C [Urea 8 M,
NasP0O, 0.1 M, Tris-HCI 0.1 M pH 8 y 10 mM de Imidazol].

Finalmente las proteinas retenidas en la resina se solubilizaréon con
tampon de carga y se analizaron por western blot con anticuerpos

especificos que reconocen las proteinas objeto de estudio.
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!

Extractos con Cloruro de Guanidinio

\ Co- [exHis | sumol{_X |/

Figura 27: Esquema del procedimiento empleado para el analisis in vivo de

ubicuitinacion y sumoilacion. X representa la proteina objeto de estudio y se
coexpresa con las construcciones 6xHis-Ub o 6xHis-SUMO y una E3-ubicuitina ligasa
0 E3-SUMO ligasa. Las proteinas sumoiladas o ubicuitinadas quedan retenidas en la

resina de cobalto (Co).

10. Inmunofluorescencia y microscopia confocal.

Se sembraron células HeLa o Hek293 sobre placas p60 que contenian
varios cubres de vidrio. 24 h después de la transfeccion con las
combinaciones de plasmidos indicados en cada experimento se retiré el
medio y se realizaron dos lavados con PBS 1X a temperatura ambiente.

Después se fijaron las células con PFA (paraformaldehido) 4% en PBS 1X
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durante 10 min y la fijacion fue bloqueada con glicina 10 mM durante 5
min. A continuaciéon las células fueron permeabilizadas con Triton X100
0,5% en PBS 1X durante 30 min y se lavaron dos veces mas con PBS 1X.
Posteriormente se incubaron las preparaciones con solucién de bloqueo
[10% FBS (Suero Fetal Bovino), 5% leche, 0,5% BSA y 0,1 Triton X100 en PBS
1X] durante 1 h y se incubaron durante toda la noche a 49C con Anti-
panAMPK[ 1/200 o anti laforina A7 1/200 en combinacién con anti FLAG
1/200 o anti SUMO 1/200 en solucién de bloqueo. 24 h después se
efectuaron tres lavados con PBS 1X a temperatura ambiente y se incubaron
las preparaciones durante 1 h a temperatura ambiente, con anticuerpos
secundarios fluorescentes Texas red (anti-ratén, excitacién maxima a 543
nm) y Alexa-fluor 488 (anti-conejo, excitacion maxima a 488 nm) a dilucidn
1/500. A continuacién se procedié a la tincién de nucleos con la sonda
fluorescente Topro 3 (excitacion maxima a 600 nm) 1/1000 en PBS 1X
durante 30 min y se lavaron las preparaciones tres veces con PBS 1X. Por
ultimo se procedié al montaje de las preparaciones en portas de vidrio con
Fluoromount G.

Las imagenes de microscopia fueron tomadas en un microscopio
confocal Leica TCS/SP2, con un objetivo de inmersidn 63X, mediante capas
de 2 um y zoom de 2,50. Para asegurar la ausencia de interferencias en la
sefial de emision de los fluoréforos, se efectuaron dos series de toma de
imagen por campo (la primera, imagen de Alexa-fluor a 488 nm y Topro 3 a
600 nm, y la segunda Texas Red a 543 nm). Se obtuvieron mas de 25
campos entre 2 experimentos independientes y se analizaron mas de 50

células en cada condicion.

11. Ensayos de desfosforilacion de PIASy.

11.1 Ensayo A fosfatasa.

Dos placas p60, con 1,5 millones de células Hek293 cada una, fueron

transfectadas con pCMV-HA PIASy y posteriormente lisadas en ausencia de
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inhibidores de fosfatasas en tampdn de lisis [Tris-HCl pH 8, inhibidores de
proteasas, sacarosa (0,6 M), NaCl (150 mM) y NP40 0.25 %]

La reaccion de defosforilacidn se llevé a cabo con 10 g de proteinas
totales del extracto crudo, en volumen final de mezcla de reaccién de 20 pL,
conteniendo 2 mM de MnCl,, 50 unidades de A-fosfatasa (New England
Biolabs) y se incub6 a 302C durante 30 min. En el control negativo se realizé
la misma mezcla de reaccion, afiadiendo inhibidores de fosfatasa (EDTA 50
mM pH 8.0, NaF 50 mM, Na, P,0;,6 mM).

Por ultimo se analizaron las proteinas por western blot, en geles del 8%
de poliacrilamida y con anticuerpo anti-PIASy de Abcam.

11.2 Desfosforilacion in vitro de PIASy con laforina.

Para los ensayos fosfatasa in vitro con laforina, previamente se
realizaron pruebas para determinar la composicidon dptima del tampdn de
reacciéon y se comprobd la correcta actividad fosfatasa de laforina
(purificada a partir de E. Coli) en un ensayo con OMFP (O-methyl fluorescein
phosphate) (Gottlin et al., 1996).

Las células Hek293 se transfectaron con pCMV-myc PIASy y 24 h después
se lisaron en un tampdn compuesto de [0,1 M de Tris-HCI pH 8, 40 mM de
NaCl y 10 mM DTT]. 10 pg de extracto total de proteinas fue incubado 30
min a 302C, con laforina purificada, en presencia o no de 1 mM de
ortovanadato (inhibidor de fosfatasa de tirosina). La reaccion se detuvo con
tampdn de carga SB2x y posteriormente se analizaron las muestras por
western blot con anticuerpos especificos anti-PIASy.

12. Ensayos de fosforilacion in vitro de PIASy.

Para los ensayos de fosforilacién in vitro de PIASy con AMPK se utilizé un
tampdn compuesto por Hepes-NaOH 20 mM pH 7.0, MgCl, 10 mM, DTT 1
mM, AMP 100 mM y 5 pL de una mezcla compuesta por 2,5 uCi/uL y32P-ATP

(Amersham Biosciences), 500 uM de ATP “frio” y se adicionaron 10 mU de
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AMPK (Cell Signaling) y las proteinas purificadas en un volumen final de 30
pL. Como control positivo de la reaccidn se ensayd la fosforilacion de un
fragmento de ACC (que contiene la Ser79) por AMPK en las mismas
condiciones de ensayo que se han descrito y la proteina GST purificada
como control negativo.

En la fosforilacion in vitro de PIASy por PKA (SIGMA), se utilizdé un
tampdn compuesto de Tris HCl pH8 50 mM, MgCl, 16 mM, DTT 10 mM, 200
mU de PKA y 5 pL de una mezcla compuesta por 2,5 pCi/uL y*’P-ATP
(Amersham Biosciences), 500 uM de ATP “frio”. En este experimento el
control positivo fue la proteina YPI (Yeast phosphatase inhibitor) purificada
en nuestro laboratorio y como control negativo GST.

Por ultimo la reaccién de fosforilaciéon de PIASy con CDK1 se realizd en
un volumen final de reaccién de 30 uL que contenia un tampdn compuesto
de Tris HCl pH7.5 25 mM, MgCl, 10 mM, DTT 2 mM, 200mU de CDK1 (Cell
Signaling) y 5uL de una mezcla compuesta por 2,5 pCi/uL y*’P-ATP
(Amersham Biosciences) y 500 uM de ATP “frio”.

Todas las reacciones se incubaron 1 h a 302 C. La reaccion se detuvo
afiadiendo 10 pL de tampodn SB4x y calentando las muestras a 952 C
durante tres min. A continuacidn, las proteinas se analizaron por western
blot y se seco el gel con bomba de vacio a 802 C y por ultimo se analizé por
autorradiografia.

Como control de carga también se analizaron cantidades equivalentes
de las mismas diluciones de las proteinas utilizadas como sustrato, en geles
de poliacrilamida que se tifieron con tincién Coomassie [Coomassie 0,25%
(p/v), metanol 5% (v/v), acido acético 10% (v/v)] y los lavados se hicieron

con metanol 5% (v/v) y acido acético 10% (v/v).
13. Obtencién de extractos celulares de ratones Epm2a-/- y controles.

Los ratones deficientes en laforina Epm2a-/- fueron cedidos por el Dr.
Antonio V. Delgado-Escueta (Ganesh et al., 2000). Estos animales contienen

el fondo genético C57BL/6J y han sido utilizados como modelos de la
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enfermedad de Lafora por diversos laboratorios (Tagliabracci et al., 2007;
Tagliabracci et al., 2008; Puri et al., 2009).

Los ratones C57BL/6J control (Jackson laboratorios, Maine, USA) y los
Epm2a-/- se han mantenido con ciclos de 12/12 h de luz y oscuridad y
temperatura constante de 232C con acceso libre de agua y dieta equilibrada
(65% carbohidratos, 11% de grasas y 24% de proteinas) o dieta grasa (42%
de grasa).

Los ratones fueron sacrificados por el método de dislocacidon cervical, y
se diseccionaron higado, musculo esquelético, hipotalamo y corazon.

Los lisados de tejido se obtuvieron por homogeneizacién con un tampén
compuesto de: 10 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.15 M NaCl, 15 mM EDTA pH8.0,
0.6 M de sacarosa, 0,5% de NP40, 50 mM de NaF, 5 mM de Na,P,0;, 1 ug
de aprotinina, 1 pug de leupeptina, 1 pug benzamida, 1 ugDTT, 1 mM PMSF e
inhibidores de proteasas.

Las proteinas totales contenidas en los extractos se cuantificaron por el
método de Bradford (Bio-Rad).

14. PCR cuantitativa a tiempo real.

Los tejidos de higado e hipotalamo diseccionados de ratones control y
Epm2a/- se congelaron en nitrégeno liquido y se conservaron a -80°C. Los
tejidos descongelados fueron homogeneizados en 2 mL de reactivo Tripure
(Roche Diagnostics), para aislar el RNA total siguiendo las indicaciones del
kit comercial.

La primera cadena de cDNA fue sintetizada a partir de 1 u g de RNA
total, utilizando 50 pmoles de hexameros aleatorios y 15 mU de
transcriptasa reversa Expand (Roche) en un tampdn que contenia: DTT 10
mM, dNTPs 1 mM y 0.5 U de RNasa. La reaccién fue de 10 min a 30 °Cy 45
min mas a 42 °C. El cDNA producto de dicha reaccién fue utilizado como
molde para la PCR cuantitativa. Los oligos y sondas fluorogénicas TagMan

de cada uno de los genes fueron disefiadas utilizando el servicio Universal
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probe library (Roche Molecular Biochemicals, Barcelona, Spain). Las sondas
fueron sintetizadas con un reportero marcado con el fluoréforo 6-FAM (6-
carboxyfluorescein) unido covalentemente al extremo final 5 y un
fluoréforo quencher TAMRA (6-carboxy-tetramethyl-rhodamine) en el
extremo 3’ de la sonda. La Tabla 3 indica los oligos y sondas utilizadas en
cada caso.

Cada PCR se llevo a cabo en un volumen final de 25 | de PCR Master
Mix (Applied Biosystems), conteniendo 200 nM de cada primer y 40 nM de
cada sonda fluorescente especifica. Las condiciones de cada ciclo fueron de
20 seg a 95°C para una desnaturalizacidn inicial, seguida de 35 ciclos a 95°C
durante 3 seg y 30 seg a 60°C en un sistema de 7500 Fast Real-time PCR
(Applied biosystems). Como estandar interno se utilizd el gen GAPDH
(gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa). Cada reaccidon fue hecha por
duplicado. La cantidad relativa de cada RNA mensajero fue calculada

usando la segunda derivada comparativa del método Ct.

Tabla 3: Oligos empleados para PCR cuantitativa:

PROTEINA DIRECTO REVERSO SONDA
LAFORIN/EPM2A | CGTGGACACGTTCTGGTACA CGGTCATGATGAGGTCCATT #52
GAPDH CTCTGCTCCTCCTGTTCGAC ACGACCAAATCCGTTGACTC #60
CHOP AGCTGGAACCTGAGGAGAGA | TGGATCAGTCTGGAAAAGCA #9
BiP/GRP78 AGCCTGGCGACAAGACTG TCCTTGGGCATATTGGATT #39
MALIN GGGCTGAGCCTCTACTTTCC CCTGGTGATCAAAGGTCACA #16
SOCS3 ATTTCGCTTCGGGACTAG AACTTGCTGTGGGTGACC #83

15. Procedimientos analiticos en ratones Epm2a-/- y controles.

Para la determinacidon del contenido de colesterol y triglicéridos en
higado se homogeneizaron las muestras de tejido hepatico de ratones
Epm2a-/- y controles, a temperatura ambiente en un tampdn compuesto

de 0,2 M de acetato sddico a pH 4,5. Sobre los homogeneizados se
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midieron los niveles de colesterol y triglicéridos siguiendo las instrucciones
de los correspondientes kits comerciales (Wako Chemicals Neuss,
Germany).

La medida de las transaminasas hepaticas aspartato aminotransferasa y
alanina aminotransferasa se realizé mediante un ensayo enzimatico

(Randox; Country Antrim, UK).
16. Analisis Histoldgico.
Para la deteccién de lipidos en tejidos hepdticos de ratones control y

Epm2a-/-, se realizd la tincidn con hematoxilina-eosina y Rojo de Nilo.

La tincidon hematoxilina-eosina es un método en el que se aplica sobre

cortes histoldgicos la tincion de hematoxilina que, por ser catidnica o
basica, tifie estructuras acidas (basoéfilas) como los nucleos celulares en
tonos azul y purpura; el uso de eosina de naturaleza anidnica o acida, tine
componentes basicos (acidoéfilos) como el citoplasma en tonos de color
rosa.

Por otra parte el Rojo de Nilo es una molécula sin carga, hidrofébica y
fotoestable que presenta fluorescencia roja cuando se encuentra en un
ambiente hidrofdbico, por lo que se usa para la deteccion de lipidos
intracelulares por microscopia de fluorescencia.

Para la tincién con hematoxilina-eosina, se fijaron los tejidos hepaticos
obtenidos de ratones control y Epm2a-/- en un tampdn neutro con 10% de
formalina integrado en parafina y se realizaron cortes de 7um de seccion.
Los cortes se tifleron con hematoxilina-eosina (SIGMA) y se analizaron en
un microscopio LEICA DMRXA2 a 63x aumentos y con el programa de
analisis de imagen Leica FW4000. Para la tincién con Rojo de Nilo (SIGMA),
después de la fijacion de los tejidos con formalina, se incubaron toda la
noche con 30% de sacarosa, se congelaron en isopentano y se conservaron
a -80°C. Después se realizaron los cortes de 7 um de seccién y se procedio a

la tincion.
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17. Analisis estadistico.

Los valores estan expresados como media = SEM de al menos tres
experimentos independientes. Las diferencias entre los grupos han sido
analizadas aplicando el test de la t student de dos colas. Se ha considerado
la significatividad como: * p<0.05, ** p<0.01 y *** p<0.001, indicado en

cada caso.
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1. PIASy interacciona con el complejo laforina-malina.

En un escrutinio genético de doble hibrido en levadura para identificar
nuevos interactores de laforina, se observé la interaccién de esta proteina
con malina, GS (Lohi et al., 2005), GSK3pB (Lohi et al., 2005; Liu et al., 2006;
Puri et al., 2009), R5/PTG, RanBP y PIASy, asi como su propia dimerizacion
(Fernandez-Sanchez, 2004).

Estos resultados sugieren que PIASy podria estar implicada en la misma
ruta que laforina. Por ello quisimos confirmar y caracterizar la interaccién

de PIASy con laforina y analizar si existe una relacién funcional entre ambas.

1.1 Doble y triple hibrido en levadura.

Para llevar a cabo nuestro objetivo, se realizd un ensayo de doble
hibrido en levadura empleando la cepa CTY10.5d de Saccharomyces
cerevisige (ver apartado “Materiales y Métodos”), la construccién de PIASy
fusionada al dominio de activacién GAD del factor de transcripcién Gal 4 y
el resto de proteinas fusionadas al dominio de unién al ADN Lex A (Figura
28).
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Gal4-AD (GAD) —>
PIASy

x<

| |Transcripci6n
DNA-BD (lexA) —>

Figura 28. Representacion esquematica de los ensayos de doble hibrido
empleados para analizar las interacciones con PIASy. PIASy se fusiond al dominio
de activacién (GAD), X corresponde a laforina o malina fusionadas al dominio de
union al ADN (dominio LexA). Cuando se produce la interaccién entre las dos
proteinas se reconstituye el activador transcripcional y se expresa la enzima B-

galactosidasa.

En este ensayo se confirmé que existia interaccidn fisica entre laforina y
PIASy. La especificidad de la interaccion se verificd utilizando un vector
vacio LexA que dio negativo para la interaccién entre PIASy y LexA (Figura
29).

El mismo ensayo fue realizado con malina; sin embargo, la interaccién
entre PIASy y malina es mucho menor que con laforina (Figura 29 A y B).
Dado que se ha descrito que laforina y malina forman un complejo
funcional en el que laforina recluta sustratos para malina (Gentry et al.,
2005), quisimos comprobar si laforina media la interaccién entre PIASy y
malina, realizando un ensayo de triple hibrido con la cepa TAT7 de
Saccharomyces cerevisiae (ver apartado “Material y Métodos”). En este
ensayo se sobreexpreso laforina en levaduras que expresan a su vez LexA-
malina y GAD-PIASy.

El resultado de este ensayo confirmd que la interaccidn entre PIASy y
malina es siete veces mayor en presencia de laforina (Figura 29 C y D),
sugiriendo que estas proteinas son capaces de forman un complejo

trimérico.
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Figura 29. Medida de la actividad B-galactosidasa (Unidades Miller) para
cuantificar la interaccion de PIASy con laforina y malina. La cepa CTY10.5d de

Saccharomyces cerevisiae fue transformada con las combinaciones de plasmidos

indicados en las abscisas de cada una de las gréficas. A) Interaccion laforina y PIASy.

B) Interaccién malina y PIASy. C) Resumen de los valores obtenidos para cada

interacciéon en la cepa de levadura CTY10.5d. Los valores representados, para cada

interaccién, corresponden a la media £ SEM de cuatro transformantes (desviacién

estandar < 15% en todos los casos). D) Triple hibrido laforina, malina y PIASy en la

cepa TAT7 de Saccharomyces cerevisiae. Se sobreexpresaron las tres proteinas,

GAD-PIASy, LexA-malina y laforina sin epitopo.

1.2. Interaccion de PIASy con laforina en células de mamifero.

La interaccion entre PIASy y laforina se confirmé también con ensayos

de coinmunoprecipitacion en células de mamifero.

Estos ensayos presentaban como inconveniente que laforina posee un

dominio de unién a carbohidratos, debido al cual quedaba retenida
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inespecificamente en el lecho de proteina A/G-sepharosa utilizado en las
inmunoprecipitaciones. Para evitar falsos positivos se realizé el ensayo
inmunoprecipitando FLAG-laforina con un anticuepo anti FLAG. La
inmunoprecipitacién de laforina permitié la coinmunoprecipitacion de
PIASy, aunque el rendimiento de la coinmunoprecipitacién fue muy bajo
(Figura 30).

FLAG-laforina myc-PIASy Flag @ myc-PIASy

El IP El IP
s~ (@ | [ @0
. | ——
laforina =—e| —_—

Figura 30. Coinmunoprecipitacion de myc-PIASy y Flag-laforina en células Hek293.
Ensayo de coinmunoprecipitacion (ver Material y Métodos) en células Hek293
transfectadas con pCMV-myc PIASy y pCMV-FLAG-laforina o pCMV-FLAG vacio. Se
utilizdé anti-Flag en los coinmunoprecipitados. La deteccion de las proteinas, en el
extracto crudo (EC) y en el inmunoprecipitado (IP) se realizd con anticuerpos
especificos anti laforina A7 y anti PIASy.

Con el fin de validar la interaccion entre PIASy y el complejo laforina-
malina, investigamos la funcion fisioldgica de estas posibles interacciones,
inicialmente estudiando si PIASy participa en la regulacion del complejo

laforina-malina.

2. Regulacion del complejo laforina-malina por PIASy.

PIASy pertenece a la familia de proteinas PIAS con actividad E3-SUMO

ligasa. Se ha descrito que la sumoilacidn regula la actividad, estabilidad,
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localizacién y las interacciones proteina-proteina del sustrato (Rytinki et al.,
2009).

En la presente tesis doctoral se ha observado que PIASy interacciona con
el complejo laforina-malina, por lo tanto podria participar en la sumoilacién
de laforina y/o malina modulando la interaccién entre estas dos proteinas.

Para analizar esta hipdtesis se realizaron ensayos de sumoilacion in vivo
por la técnica de TALON METAL AFINITY (detallada en el apartado “Material
y Métodos”).

2.1 Sumoilacidn de Laforina por PIASy.

En un estudio bioinformdtico preliminar se observd que existen sitios
consenso de sumoilacién en los aminodcidos Lys90 (dominio de unidn a
carbohidratos) y Lys181 (dominio fosfatasa dual) de laforina. En cambio, no
existen sitios consenso de sumoilacidn en la secuencia de malina. Estas
predicciones se correlacionan con los resultados de doble hibrido en
levadura, en los que se observd que la interaccidn entre PIASy y laforina es
mas fuerte que con malina.

Para confirmar esta prediccidn se realizaron ensayos de sumoilacidn de
laforina sobreexpresando PIASy y un vector que codifica para la proteina
SUMO2 fusionada a un epitopo de polihistidinas que permite la purificacion
de las proteinas sumoiladas por cromatografia de afinidad en resinas de
cobalto. Las proteinas retenidas en la resina de cobalto se analizaron por
western blot con un anticuerpo especifico anti laforina (A7).

En paralelo se realizaron dos controles negativos sobreexpresando un
vector vacio o un mutante de PIASy cataliticamente inactivo (PIASy Cl), en el
gue se han mutado las cisteinas 342 y 347 a alanina (C342A, C347A) del
dominio SP-RING (Mabb et al., 2006), perdiendo su capacidad como E3-
SUMO-ligasa, y un control positivo en el que se ensaya la sumoilacién de
p53 por PIASy (Bischof et al., 2006).

Como se muestra en la figura 31 se observé sumoilacién en p53

(bandeado superior a 53KDa) cuando se sobreexpresoé PIASy y no con el
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mutante cataliticamente inactivo (Figura 31 A). Sin embargo no se detecté
sumoilacién de laforina en estas condiciones (Figura 31 B).

A) B)
P53 + + + laforina + +
His-SUMO2 + + + His-SUMO2 + +
PFLAG-PIASY + ) _ PFLAG-PIASY + N _
PFLAG- @ B + : PFLAG- @ : + :
pFLAG-PIASy CI . . + pFLAG-PIASy CI - - +
[———— | [ e |
w w
95 12 *
. 3 > 8
2| - ey | =2 =
[ [
@ @
52 - —_ - s ==
4 2
Antip53 Anti laforina A7

Figura 31. Ensayos de sumoilacién de laforina, por PIASy. A) PIASy sumoila a p53.
B) PIASy no sumoila a laforina. En células Hek293 se sobreexpresaron 6xHis-
SUMO?2, pCINEO laforina o p53 y pFLAG PIASy, o los controles pFLAG PIASy Cl o
pFLAG vacio. Las células fueron lisadas en presencia de cloruro de guanidinio 6M y
las proteinas sumoiladas con la construccion 6xHis-SUMO2 se purificaron por
cromatografia de afinidad en una resina de cobalto y se analizaron por western blot
con anticuerpos anti-laforina y anti p53. En la sumoilacion de laforina se observa
una banda inespecifca (*). RETENIDO: proteinas retenidas en la resina de cobalto.

EC: 40 pg del extracto crudo.

Estos resultados indican que PIASy no sumoila a laforina. Se ha descrito
que la familia de proteinas PIAS son capaces de retener a otras proteinas en
estructuras subnucleares en un proceso independiente de sumoilacién.

Laforina se distribuye por toda la célula tanto en el nucleo como en
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citoplasma (lanzano et al., 2004; Sachdev et al., 2001; Shuai and Liu et al.,
2005). Dado que en otros trabajos se ha observado que PIASy es una
proteina nuclear (Yamamoto et al., 2003; Liu et al., 2001), estudiamos si
PIASy podria retener a laforina en el nucleo impidiéndole ejercer su funcion

en el citoplasma.

2.2 Localizacidén subcelular de laforina en presencia de PIASy.

Para analizar si PIASy regula la localizacidon subcelular de laforina se
realizé6 un ensayo de inmunofluoresecencia y microscopia confocal, en
células Hela transfectadas con laforina y FLAG-PIASy o un vector vacio.

En este ensayo se observd que laforina (rojo) se localiza en el
citoplasma, independientemente de la sobreexpresion de PIASy y por el
contrario PIASy (verde) se localiza en el nucleo de acuerdo con la
bibliografia (Figura 32).
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Pcineo Laforina +Flag ®

laforina

Pcineo Laforina+ Flag piasy

laforina

Anti laforina AntiPIASy Visible

Figura 32. Efecto de la sobreexpresion de PIASy en la localizacion subcelular de
laforina. Células HELA fueron transfectadas con pCINEO laforina, pFLAG-PIASy o
pFLAG vacio. La inmunofluorescencia se realizd con los anticuerpos especificos anti
PIASy y anti laforina A7 en combinacién con los anticuerpos secundarios Alexa-fluor

488 (anti conejo) y Texas Red 534 (anti ratdén), respectivamente.

Los resultados obtenidos en los ensayos de TALON y en la
inmunocitoquimica sugieren que PIASy no participa en la regulacidon de
laforina.

Con el fin de seguir estudiando la posible importancia fisiolégica de la
interaccion entre PIASy y el complejo laforina-malina se investigd la posible

regulacion de PIASy por este complejo.
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3. Regulacion de PIASy por el complejo laforina-malina

Estudios previos en nuestro laboratorio describieron que el complejo
laforina-malina participa en la ubicuitinacién y degradacion de distintos
sustratos como la subunidad reguladora de PP1, R5/PTG (Vilchez et al.,
2007; Solaz-Fuster et al., 2008; Vernia et al., 2009b). Este trabajo y nuestros
resultados de doble hibrido sugieren que PIASy podria ser un sustrato de
ubicuitinacién para el complejo laforina-malina.

Reforzando esta hipdtesis, estudios bioinformaticos sefialan una alta
identidad estructural entre malina y TRIM32, una E3 ubicuitina ligasa
implicada en la ubicuitinacion y degradacion de PIASy (Albor et al., 2006).

Ademas un trabajo previo realizado en nuestro laboratorio, demostré
gue TRIM32 es capaz de ubicuitinar a sustratos de malina como R5/PTG y a
las subunidades AMPKa y AMPKB, aunque con cadenas de poliubicuitinas
de diferente topologia (Carlos Roma-Mateo et al.,, 2011). Por lo que el
complejo laforina-malina, también podria promover la ubicuitinacidon de
PIASy del mismo modo que TRIM32.

3.1 Ensayos de ubicuitinacion de PIASy

Para comprobar si el complejo laforina-malina participa en la
ubicuitinacién y degradacion de PIASy, se realizd un ensayo preliminar en
células Hek293 coexpresando PIASy y una de las siguientes E3-ubicuitina
ligasa: malina, TRIM32 o MDM2 (encargada de la ubicuitinacién de p53
(Brooks et al., 2004) y que no se ha relacionado con PIASy). Las células
fueron tratadas con MG132 (agente quimico que bloquea la actividad del
proteasoma) para producir la acumulacion de proteinas ubicuitinadas.

Como se muestra en la figura 33, sélo cuando se coexpresé TRIM32 con
PIASy se observd una mayor acumulacion de PIASy y de sus productos de
degradacion (Figura 33). Estos resultados sugieren que el complejo

laforina-malina no participa en la degradacion de PIASy.
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Myc-PIASy + + + + + +
HA malina - - +

FLAG-laforina - + - + -
FLAG-TRIM32 - - - - - +
pCDNA3-MDM2 - - - - +

FLAG vacio + - - -

dune

kkE B

Anti- PIASy

Figura 33. Degradacién de PIASy en condiciones de sobreexpresion de diferentes
E3-ubicuitina ligasas. Se cotransfectaron células Hek293 con myc-PIASy y las
diferentes E3-ubicuitina ligasas. 24 h después se trataron con un inhibidor quimico
del proteasoma, MG132 (25 uM) durante 8 h. 40 pg del extracto total de proteinas

se analizaron por western blot con anticuerpo anti PIASy.

Para comprobar esta hipédtesis se realizé un ensayo de ubicuitinacién in
vivo por la misma técnica de TALON empleada para analizar la sumoilacién
de laforina. Para ello se sobreexpresd myc-PIASy (sustrato), una E3-
ubicuitina ligasa (malina, TRIM32, o MDM2) y un plasmido que expresa
ubicuitinas fusionadas a un epitopo de polihistidinas, 6xHis-UB.

Con la finalidad de reproducir las condiciones en las que se ha descrito
gue TRIM32 ubicuitina a PIASy, la células fueron sometidas o no a radiacién
UV y TNF-a (condiciones apoptdticas) (Albor et al., 2006) (Figura 34). Sélo
se observé ubicuitinacién de PIASy cuando se coexpresé con TRIM32, pero

no con laforina y malina o MDM2.
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control UV +TNFa
His-UB + + + + + +
FLAG laforina - - + - - +
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MDM2 - + - - +
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Figura 34. Ensayos de ubicuitinacion de PIASy por laforina-malina. En células
Hek293 se sobreexpresaron 6xHis-UB, pCMV-myc PIASy, y una E3-ubicuitina ligasa
(pCDNA3-HAmalina, pCDNA3-MDM2 o pFlag-cmv TRIM32). Las células fueron
lisadas en presencia de cloruro de guanidinio 6 M y las proteinas ubicuitinadas con
la construccién 6xHis-UB se purificaron por cromatografia de afinidad en una resina
de cobalto y se analizaron por western blot con anticuerpos anti-myc. RETENIDO:

proteinas retenidas en la resina de cobalto. EC: 40 ug del extracto crudo.

Finalmente, para comprobar si el complejo laforina-malina modificaba la
vida media de PIASy, se transfectaron células Hek293 con myc-PIASy,
laforina y cantidades crecientes del pldsmido de HA-malina y se valord la
cantidad total de PIASy por western blot con anticuerpo anti PIASy,
observandose que los niveles de PIASy no cambian drasticamente cuando
se sobreexpresan cantidades crecientes de malina (Figura 35). El descenso
observado en los niveles de PIASy puede ser debido a efectos generales de
la traduccion de proteinas por sobreexpresion de diferentes

construcciones.
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Estos resultados confirman que el complejo laforina-malina, en las
condiciones analizadas, no participa en la degradacidon de PIASy.
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Figura 35 Estudio de los niveles totales de PIASy al expresar cantidades crecientes
de HA-malina. Células Hek293 fueron transfectadas con FLAG-PIASy, pCINEO
laforina y cantidades crecientes de pCDNA3-HA malina. 30 ug de extracto total de
proteinas se analizaron por western blot con anticuerpo especifico anti-PIASy. La
cuantificacidn de las bandas se realizé con el programa ImageGauge V 4.0 y se han
expresado en porcentaje respecto al valor obtenido en ausencia de laforina y
malina (100%).

Estos resultados demuestran que PIASy, un sustrato de TRIM32, no es
ubicuitinado reciprocamente por malina, aunque TRIM32 si es capaz de

ubicuitinar a sustratos de malina (Carlos Roma-Mateo et al., 2011).
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3.2. Ensayos de desfosforilacion de PIASy por laforina.

Ya que se ha descrito que laforina presenta actividad fosfatasa de
especificidad dual (Ser/Thr fosfatasa y tirosina fosfatasa) (Ganesh et al.,
2000) quisimos investigar si PIASy podria ser un sustrato de laforina.

Reforzando esta hipdtesis, los resultados del ensayo de triple hibrido
sugieren que PIASy, laforina y malina forman un complejo trimérico en el
gue la interaccién entre PIASy y laforina es mds fuerte que con malina.
Estos resultados sugieren que laforina podria desfosforilar a PIASy
activdndola o inactivdndola y malina formaria parte de este complejo para
eliminar a laforina y revertir su efecto sobre PIASy.

Para confirmar esta hipdtesis investigamos el estado de fosforilacion de
PIASy en células de mamifero.

En un ensayo preliminar por western blot se observd que PIASy migra
como una banda dispersa, sugiriendo que la banda mas lenta (de mayor
tamafio  molecular) corresponde a la  proteina  modificada
postraduccionalmente (Figura 36).

Para confirmar si esta banda retardada es el resultado de una
fosforilacién en PIASy realizamos un ensayo con fosfatasa A (capaz de
eliminar todos los fosfatos de la proteina), sobre extractos de células
Hek293 previamente transfectadas con myc-PIASy. Se observd que la
migracion electroforética de PIASy se resumia en una Unica banda, tanto en
la proteina sobreexpresada como la enddgena. Este resultado refuerza la

hipdtesis de que PIASy esta fosforilada in vivo (Figura 36).
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Figura 36. Ensayo fosfatasa A: Células Hek293 fueron transfectadas con pCMV-myc
PIASy. 10 pg del extracto total de proteinas se incubaron con 1 U de fosfatasa A, 30
min a 302C y se analizardn las muestras por western blot con anticuerpo especifico
anti-PIASy. La migracion de PIASy (sobreexpresado y enddgeno) se reduce a una

Unica banda, cuando tratamos los extractos con fosfatasa A.

Los ensayos con fosfatasa A muestran que PIASy es una fosfoproteina en
células de mamifero. Ademas, se ha observado que existe una interaccién
fisica entre PIASy y la fosfatasa laforina. Estos resultados en conjunto,
sugieren que PIASy podria ser un sustrato para laforina.

Para estudiar esta hipdtesis se realizd un ensayo fosfatasa in vitro con
laforina purificada en E. coli y PIASy como sustrato.

Previamente se comprobd que laforina purificada mantenia su actividad
fosfatasa empleando un sustrato artificial (OMFP), cuyo producto puede
cuantificarse midiendo la absorbancia a 490 nm (Figura 37B).

Como se muestra en la figura 37A, la movilidad electroforética de PIASy
no cambié cuando se incubaron los extractos celulares con laforina
purificada, en comparacion con el control positivo con fosfatasa A.

No obstante, con los resultados obtenidos en este ensayo no podemos
concluir que PIASy no sea un sustrato de laforina, puesto que en este

ensayo la fosfatasa A elimina todos los fosfatos accesibles de PIASy mientras
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que laforina podria estar desfosforilando especificamente un unico
aminoacido, pudiendo no detectarse pequeiias diferencias en el tamano de

PIASy por western blot.
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Figura 37. A) Ensayo fosfatasa con laforina purificada de bacteria y PIASy. Células
Hek293 fueron transfectadas con pCMV-myc PIASy. 10 ug de extracto total de
proteinas fue incubado 30 min a 302C con fosfatasa A en presencia o no de
inhibidores de fosfatasas o con laforina en presencia o no de ortovanadato
(inhibidor de fosfatasa de tirosina). Posteriormente se analizaron las muestras por
western blot con anticuerpos especificos anti-PIASy. B) Cuantificacion de la
actividad fosfatasa de laforina sobre el sustrato OMFP. La curva azul muestra la
aparicion de producto (medida de A490 nm) en funcidon del tiempo de reaccion. La

misma actividad fue cuantificada en presencia de vanadato, curva roja.

129



Resultados |

El ensayo de desfosforilacion in vitro con laforina no permitié concluir si
PIASy es un sustrato de ésta. Sin embargo la fosforilacién y desfosforilacidén
es un mecanismo de activacién e inactivacion de proteinas que permite
regular multiples procesos celulares. En este contexto se ha descrito que
otros miembros de la familia PIAS se regulan por este mecanismo. Por
ejemplo, PIAS1 se activa por fosforilacién en la Ser90 y en respuesta a
estimulos inflamatorios (Liu et al., 2007).

Por tanto laforina podria desfosforilar un aminodcido especifico de PIASy
modulando su actividad. Para confirmar esta hipdtesis se analizd la

actividad de PIASy en condiciones de sobreexpresién de laforina y malina.

3.3. Actividad de PIASy en condiciones de sobreexpresion de

laforina y malina.

Se ha descrito que PIASy regula negativamente a factores de
transcripcién como STAT o NF-kB (Rytinki et al., 2009). Por tanto se analizo

si el complejo laforina-malina modula la actividad de PIASy en estas rutas.

A) Actividad de PIASy sobre la ruta de NF-kB.

El mecanismo por el cual PIASy modula la actividad transcripcional de
NF-kB continua siendo objeto de debate. Contradictoriamente, grupos
diferentes han descrito que la modificacidon por SUMO1 de los
componentes de la cascada de activacidon de NF-kB, NEMO e IkBa, produce
activacion (Mabb et al., 2006) e inhibicidon (Desterro et al., 1998) de esta
ruta.

Para estudiar el efecto que ejerce el complejo laforina-malina sobre la
actividad de PIASy en la ruta de NF-kB, disponiamos de un reportero
transcripcional en el que la transcripcion del gen de la luciferasa esta bajo
control de un promotor con cinco repeticiones en tandem del elemento de
unién a NF-kappaB (TGGGGACTTTCCGC), pNF-kB-luciferasa. De modo que la

activacion de este promotor y transcripcion del gen de la luciferasa
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dependen de la actividad del factor de transcripcion NF-kB, que se activa en
respuesta a TNF-a (factor de necrosis tumoral) (Figura 38 B).

Como se muestra en la figura 38 C la expresion del gen de la luciferasa
aumenta cuando las células son tratadas con TNFa, indicando que estas
células contienen los elementos necesarios para la activacién de la ruta
proinflamatoria de NF-kB. En este mismo ensayo se confirmd que PIASy, y
no el mutante cataliticamente inactivo (PIASy Cl), es un regulador negativo
de NF-kB (Figura 38 A).
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Figura 38. Actividad de PIASy en la ruta de NF-kB A) Esquema de la actividad de
PIASy en la ruta de NF-kB. B) Esquema de la construccién pNF-kB-luciferasa. C)
Cuantificacién de la activacion del promotor de respuesta a NF-kB con ensayos
luciferasa (ver apartado Material y Métodos). Células Hek293 fueron
cotransfectadas con pNF-kB-luciferasa y Flag PIASy o Flag PIASy Cl o Flag vacio. Para
cada una de estas condiciones se ha representado la actividad luciferasa
normalizada con la de renilla. Las células fueron tratadas con TNFa (5ng/mL)
durante 4 h. Los resultados se han representado como media + SEM de cuatro

experimentos independientes y se han referenciado al control sin inducir (gris).
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Este mismo ensayo se realizé coexpresando PIASy con laforina y malina
o con TRIM32. En este caso se utilizaron cantidades del plasmido FLAG-
PIASy diez veces menores que en el ensayo anterior, para evitar que el
efecto represor de PIASy sobre la expresién de NF-kB fuera maximo, ya que
de lo contrario, se registrarian valores muy bajos de actividad luciferasa
dificultando la observacion de cualquier diferencia en la actividad de PIASy
cuando se sobreexprese laforina y malina.

De acuerdo con los resultados de ubicuitinacidn, laforina y malina no
alteraron la actividad represora de PIASy en esta ruta. Sin embargo cuando
se sobreexpres6 TRIM32 se observd un aumento de la actividad
transcripcional (Figura 39), consistente con el papel inhibidor que tiene
TRIM32 sobre PIASy (Figura 39 A).

30 4

* %

Induccidn luciferasa/renilla (u.a)

Control |FLAG@ |FLAGZ |pCINEO HA  1|Laforinat | 1gip32
laforina malina ' malina

FLAG® FLAG-PIASY

TNF-a (5ng/mL)

Figura 39. Efecto de la sobreexpresion de laforina y malina en la actividad de
PIASy sobre la ruta de NF-kB. Ensayo luciferasa en células Hek293 cotransfectadas
con la construccién pNFkB—luciferasa y Flag PIASy o Flag vacio y la combinacion de
plasmidos indicada en abscisas. En las ordenadas se han representado los valores
de actividad luciferasa, para cada combinacién de pldsmidos, normalizada con la
actividad de la renilla. Los resultados se han representado como media + SEM de
cuatro experimentos independientes y se han referenciado al control sin inducir
con TNF-a (gris). La comparacion estadistica entre grupos se realizé utilizando el
valor t de Student. *p<0,05; **p<0,01.

132



Resultados |

B) Actividad de PIASy sobre la ruta de JAK2/STAT3.

La familia de proteinas PIAS participa en la regulacién negativa de la
actividad transcripcional de la familia STAT.

Los miembros de la familia STAT son factores de transcripcidon que se
localizan en el citoplasma. La fosforilacidn de STAT3 por la quinasa JAK2, en
respuesta a citoquinas, como IL-6 (interleuquina 6) o leptina, produce su
dimerizacién y translocacién al nucleo, donde activa la transcripcién de
genes diana, entre ellos SOCS3. Esta proteina al mismo tiempo es un
inhibidor de esta ruta, impidiendo que la sefializacién por permanezca
constantemente activa (Figura 40 A).

La sefializacion por leptina se inicia cuando esta hormona es reconocida
por sus receptores. Por tanto, para que las células Hek293 respondiesen a
leptina fue necesaria la sobreexpresion de este receptor (Li and Friedman et
al., 1999).

En un ensayo preliminar, se transfectaron células Hek293 con el
pldasmido de expresion del receptor de leptina (pOb-R) y un reportero
transcripcional en el que el gen de la luciferasa esta bajo control del
promotor de SOCS3 (pSOCS3-luc) (Figura 40 B).

Como se observa en la figura 40 C la expresion de la luciferasa aumenta
cuando las células son tratadas con leptina, indicando que contienen los
elementos necesarios para inducir la expresion, dependiente de leptina, de
SOCS3.
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Figura 40. Activacion del promotor de SOCS3 por leptina. A) Esquema de la
actividad de PIASy en la regulacion de la expresion de SOCS3 B) Esquema del
promotor de SOCS3 fusionado al gen de la luciferasa. C) Activacion del promotor de
SOCS3 por leptina. Células Hek293 fueron transfectadas con 100 ng de pRenilla,
300 ng del receptor de leptina y 750 ng de SOCS3-luciferasa y se trataron con
250ng/mL de leptina durante 20 h. En las ordenadas se ha representado la
actividad luciferasa normalizada con la de renilla. Los resultados se representan
como media + SEM de cuatro experimentos independientes referenciados al

control sin tratar (gris).

De acuerdo con los resultados ya publicados, la sobreexpresion de PIASy
en este sistema produjé una disminucién de la expresién de SOCS3,

dependiente de la dosis de plasmido (Figura 41)
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Figura 41. PIASy inhibe la transcripcion, dependiente de la sefializacion por
leptina, de SOCS3. Células Hek293 fueron transfectadas con 100 ng de pRenilla y
750 ng de SOCS3-luciferasa y cantidades crecientes de pCMV-myc PIASy, vy
tratadas con leptina 250 ng/mL durante 16 h. En las ordenadas se ha representado
la actividad luciferasa normalizada con la de renilla en unidades arbitrarias y en las
abscisas la cantidad de plasmido pCMV-myc transfectado. Los resultados se

representan como media £ SEM de cuatro experimentos independientes.

Para analizar si el complejo laforina-malina modula la actividad de PIASy
sobre esta ruta, se sobreexpresaron cantidades crecientes de los pldsmidos
de expresion de laforina y malina y una cantidad fija de FLAG-PIASy.

Como se muestra en la figura 42 A la coexpresidn del complejo laforina-
malina en estas células redujo la expresiéon de SOCS3, de manera
dependiente de la dosis de pldsmidos. Sin embargo, en un experimento en
paralelo (sobreexpresando un vector vacio en lugar de FLAG-PIASy) se
observé que la inhibicion de la expresién de SOCS3 mediada por el
complejo laforina-malina, es independiente de la sobreexpresion de PIASy
(Figura 42 B). Aunque no podemos descartar que esta actividad represora

podria estar mediada por la proteina PIASy enddgena.
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Figura 42. Actividad represora del complejo laforina-malina en la ruta
JAK2/STAT3. Ensayos de luciferasa en células Hek293 (ver apartado Material y
Métodos) sobreexpresando cantidades crecientes de pCINEO laforina y pCDNA3-
HA, las cantidades indicadas en las abscisas corresponden a la cantidad de total de
los dos plasmidos a partes iguales. Las células se trataron con 250 ng/mL de leptina,
durante 16 h. Los resultados se representan como media *+ SEM de cuatro
experimentos independientes. En ambas condiciones se observa represion de la
ruta JAK2/STAT3 por laforina y malina. A) En condiciones de sobreexpresion de
PIASy (500 ng de pFLAG-PIASy). B) Sin sobreexpresar PIASy (500 ng de pFLAG

vacio).
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Como resumen de este capitulo, hemos identificado la existencia de una
interaccion fisica entre PIASy y el complejo laforina-malina. Sin embargo no
hemos podido observar que PIASy module la localizacién subcelular de
laforina o la modifique por sumoilacién.

Tampoco se ha observado que el complejo laforina-malina module la
estabilidad, actividad o estado de fosforilacién de PIASy, por lo que hasta el
momento, desconocemos el significado bioldgico de estas interacciones. Sin
embargo se observé un efecto del complejo laforina-malina en la ruta de
sefializacion por leptina, JAK2/STAT3, independiente de PIASy por lo que
quisimos profundizar en el estudio del efecto del complejo laforina-malina

sobre esta ruta.
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La leptina ejerce la mayoria de sus efectos metabdlicos mediante la
interaccion con sus receptores especificos. Existen multiples formas del
receptor de leptina incluyendo formas largas (OB-RL) y cortas (OB-RS).

Las formas cortas del receptor se expresan en tejidos periféricos; sin
embargo las formas largas se encuentran en el cerebro, mayoritariamente
en las neuronas del hipotalamo, pero también en los plexos coroideos, en el
hipocampo, cerebelo, corteza cerebral y endotelio capilar. (Ver
Introduccidn).

En el hipotalamo, la leptina se une a sus receptores, cuya activacion
inhibe la ingesta (pérdida de apetito), activa el gasto energético (pérdida de
grasa), de modo que la leptina participa en el control a medio y largo plazo
del balance energético y se han relacionado defectos genéticos en esta ruta
con la aparicion de un fenotipo de obesidad.

Para estudiar la participacién del complejo laforina-malina en la
sefializacion mediada por leptina y JAK2/STAT3, se utilizé la linea celular de
neuroblastoma, SH-SY5Y, con la finalidad de reproducir con mayor
exactitud la accién de la leptina en el hipotalamo.

Estas células no estan diferenciadas y por ello no expresan el receptor
de la leptina de forma enddgena, por lo que, del mismo modo que con las
células Hek293 en los experimentos descritos en el capitulo anterior, fue
necesaria la sobreexpresion del receptor humano de leptina para que se
inicie la transduccion de la sefializacion inducida por leptina en estas

células.

1. Efecto de la sobreexpresion del complejo laforina-malina en la

sefializacion mediada por leptina JAK2/STAT3.

En un ensayo preliminar se cotransfectaron células SH-SY5Y con la
construccion pSOCS3-luc, el receptor humano de leptina y cantidades
crecientes de los pldsmidos de expresion de laforina y malina. En este

experimento se confirmé que el complejo laforina-malina inhibe la
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transcripcién mediada por leptina de SOCS3 de manera dependiente de la
dosis de plasmidos de laforina y malina (Figura 43 A).

Sorprendentemente no se observd disminucion de la expresién de
SOCS3 en las células transfectadas con los plasmidos de expresién laforina o
malina por separado, sugiriendo que la actividad represora es dependiente
de la formacién del complejo laforina-malina (Figura 43 B)

Paralelamente se realizé el mismo ensayo con células sin tratar con
leptina, observandose que la represion de la transcripcion de SOCS3 es
dependiente de la presencia de leptina, ya que en ausencia de esta
hormona el complejo laforina-malina no ejerce ningun efecto en la
expresion de SOCS3 (Figura 43C).
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Figura 43. Efecto de la sobreexpresion de laforina y malina en la transcripcion de
SOCS3. Ensayo luciferasa en células SH-SY5Y sobreexpresando el receptor de
leptina, la construccidn SOCS3-luciferasa y cantidades crecientes de pCINEO
laforina y pCDNA3-HA malina. En las ordenadas se ha representado la actividad
luciferasa normalizada con la de renilla y en las abscisas las diferentes
combinaciones de plasmidos para cada condicidon.Los resultados se representan
como media £+ SEM de cuatro experimentos independientes. La comparacion
estadistica de cada punto respecto al control (punto 0), se realizé utilizando el valor
t de Student. *p<0,05; **p<0,01. A) Células tratadas con leptina. B) En ausencia de
leptina. C) Efecto de la sobreexpresion de laforina y malina por separado (300ng), o

ambas proteinas (150 ng de pCINEO laforina y 150 ng de HA malina).
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Por ultimo se analizd si el efecto represor del complejo laforina-malina
en la expresion de SOCS3 es dependiente de la actividad fosfatasa de
laforina. Para ello se realizaron ensayos de luciferasa sustituyendo laforina
por un mutante cataliticamente inactivo (laforina C266S) en el que se ha
mutado el residuo Cys266 del centro activo de la proteina a serina,
perdiendo su capacidad como fosfatasa dual.

Sorprendentemente la sobreexpresion de la forma cataliticamente
inactiva de laforina mantiene la capacidad del complejo para inhibir la
expresion, inducida por leptina, de SOCS3. (Figura 44).

Estos resultados coinciden con un estudio reciente en el que se ha
demostrado que la regulacidon negativa de R5/PTG (subunidad reguladora
de la fosfatasa de tipol PP1) por el complejo laforina-malina, es
independiente de la actividad fosfatasa de laforina (Vilchez et al., 2007).
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Figura 44. La accion represora del complejo laforina-malina no requiere la
actividad fosfatasa de laforina. Ensayo luciferasa en células SH-SY5Y,
sobreexpresando el receptor de leptina, la construccién pSOCS3-luciferasa, 400 ng
de pCDNA3-HA malina y 400ng de pCINEO laforina o el mutante pCINEO laforina
C266S. Los resultados se representan como media = SEM de cuatro experimentos
independientes. La comparacion estadistica de cada punto respecto al control

(punto 0), se realizé utilizando el valor t de Student. *p<0,05; **p<0,01.
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Con el fin de profundizar en las bases moleculares del efecto represor
del complejo laforina-malina en la sefializacion mediada por leptina se
estudiaron los niveles de cada uno de los componentes de la ruta
JAK2/STAT3 por western blot con anticuerpos especificos.

Ya que se ha descrito que la ruta de NF-kB puede inducir la expresion de
SOCS3 en respuesta a infecciones viricas, (Pauli et al., 2008). En un ensayo
inicial comprobamos si la disminucién de la expresidon de SOCS3 producida
por el complejo laforina-malina estaba afectando a la ruta de NF-kB.

Para ello se investigaron las diferencias en el estado de activacion de NF-
kKB en condiciones de sobreexpresion de laforina y malina. Para realizar el
ensayo fue necesario ajustar la cantidad de plasmidos transfectados al
numero de células, empledndose cantidades diez veces mayores pero
equivalentes de HA-malina y pCNIEO-laforina respecto a los ensayos de
luciferasa

No se observaron cambios en los niveles de la proteina fosforilada pNF-
KB en estas condiciones (Figura 45 A), indicando que el efecto represor del
complejo laforina-malina en la expresion de SOCS3 en las células SH-SY5Y
no es debido a alteraciones en la ruta de NF-kB y confirmandose que este
complejo es un regulador negativo de la ruta JAK2/STAT3.

Se analizaron entonces los niveles totales de las proteinas JAK2 y STATS3,
asi como las formas fosforiladas y activas p-JAK2 y p-STAT3 y del receptor
de leptina pOb-Rb en condiciones de sobreexpresion de laforina y malina.

Como se muestra en la figura 45 no se observaron diferencias en el
estado de fosforilacién, inducido por leptina, de pOb-Rb, pJAK2 y pSTAT3, ni
en los niveles totales de JAK2 y STAT3 cuando se sobreexpresé laforina y
malina. Por lo tanto la inhibicién mediada por el complejo laforina-malina

no afecta a los pasos iniciales de esta ruta.
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Figura 45. Efecto de la sobreexpresion de laforina y malina en la activacién de las
rutas JAK2/STAT3 y NF-kB. Células SH-SY5Y fueron transfectadas con el receptor de
la leptina, pCINEO laforina y pCDNA3-HA malina o un vector vacio, y se trataron con
250ng/mL de leptina durante 1h. La activacién de cada ruta de sefializacion se ha
evaluado detectando la forma fosforilada de: A) pNF-kB y B) pObRb, pJAK2 y
pSTAT3 referida a la cantidad total de cada una de estas proteinas. La sefial fue
cuantificada con un aparato de quimioluminiscencia (ver apartado Material y
Métodos).
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Para confirmar la actividad represora del complejo laforina-malina en la
expresién, mediada por leptina, de SOCS3, se analizd la regulacién de Ia
sefalizacion por leptina en modelos animales que no expresan laforina,

ratones Epm2a-/- (Ganesh et al., 2002), comparada con ratones control.

2. El hipotalamo de ratones Epm2a-/- presenta un incremento de

marcadores de estrés de reticulo endoplasmico y neuroinflamacion.

Se ha descrito que el hipotalamo es altamente sensible a estrés de
reticulo endopldsmico y neuroinflamacion y estos fendmenos pueden
perjudicar a la via de sefializacién mediada por leptina (Ozcan et al., 2009;
Zhang et al., 2008).

Dado que en el laboratorio habiamos observado que los ratones
Epm2a-/-, presentan elevados niveles de marcadores de estrés de RE en
higado (Vernia et al., 2009a), analizamos si estas alteraciones también se
producen en el sistema nervioso central, explicando asi el fenotipo de
hiperfagia observado en estos ratones (Vernia et al.2011).

Para confirmar esta hipdtesis inicialmente se estudié la expresion de
marcadores de estrés de RE por western blot a partir de extractos de
hipotdlamo de ratones Epm2a-/- , observandose un incremento de las
proteinas Bip/grp78, ERO1B y CHOP sugiriendo que los ratones Epm2a-/-
presentan estrés de RE también en hipotadlamo (figura 46 A). Ademas se
observd una menor expresion de IkBa y elevados niveles de p-NF-kB
comparado con los ratones control (Figura 46 A), sugiriendo que existe
neuroinflamacidn en el hipotdlamo de ratones Epm2a-/-.

En el hipotalamo, la ruta de NF-kB media la induccion de la expresién de
SOCS3, relacionando los fenédmenos de estrés de RE y neuroinflamacién con
el fenotipo de obesidad inducida por la dieta, dado que SOCS3 es un
inhibidor de la ruta JAK2/STAT3 dependiente de leptina (Zhang et al., 2008).

De acuerdo con el aumento observado en la activacion de NF-kB, se
detectaron niveles elevados de la proteina SOCS3 en hipotalamo de ratones
Epm2a-/- (figura 46 A).
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La expresion de SOCS3 se induce, también por la ruta JAK2/STAT3 en
respuesta a leptina, por tanto se analizé el estado de activacion de esta ruta
en el hipotdlamo de ratones Epm2a-/-, valorando los niveles de las
proteinas fosforiladas y activas, p-JAK y p-STAT3. Confirmando los
resultados previos observados en las células SH-SY5Y, no se detectaron
diferencias en los niveles de pJAK2 y pSTAT3 en relacién a los ratones
control (figura 46 A).

Por ultimo, se realizé una PCR cuantitativa detectandose un aumento en
los niveles de mRNA de CHOP, Bip/grp78 y SOCS3 en hipotalamo de ratones
Epm2a-/- (figura 46 B).

En resumen, en modelos animales que no expresan laforina se observa
induccién de la expresiéon de marcadores de estrés de RE en el hipotdlamo
desencadenando la activacién de la ruta proinflamatoria NF-kB que
finalmente induce la expresién de SOCS3, proteina inhibidora de la sefial de
leptina. El aumento de la expresiéon de SOCS3 podria desencadenar
resistencia a leptina en estos modelos, explicando asi el fenotipo de
hiperfagia observado en condiciones de dieta equilibrada (Vernia et al.,
2011).

El aumento de la expresion de SOCS3 en ausencia de laforina, se
correlaciona con los resultados obtenidos en los ensayos de luciferasa con
células SH-SY5Y, donde la sobreexpresion de laforina y malina disminuia la
induccion de la expresion de SOCS3. Estos resultados en conjunto sugieren
que el complejo laforina-malina podria ser un regulador negativo de la ruta
mediada por leptina, JAK2/STAT3.
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Figura 46. Analisis bioquimico del hipotalamo de ratones Epm2a-/-. A) 30 pg de
extractos de hipotdlamo de ratones control y Epm2a-/-, fueron analizados por
Western blot con los anticuerpos anti-CHOP, anti -PDI, anti-ERO1, anti-pNF-kB,
anti-NF-kB, anti-IKBa y anti-actina. A la derecha se muestra una representacion de
la intensidad de banda de cada una de las proteinas detectadas en relacion a los
niveles de actina. Los resultados corresponden a la media + SEM de cinco a seis
experimentos independientes. B) Extractos de hipotalamo fueron analizados por
gRT-PCR (apartado material y métodos) para estudiar la expresién de los genes BIP
y CHOP y SOCS3. Los resultados para los ratones Epm2a-/- (columnas blancas) se
han representado como diferencias respecto a los ratones control (columnas
negras) y cada muestra se ha correlacionado respecto a la expresion del gen
GAPDH. Los valores corresponden a la media *+ SEM de cinco experimentos

independientes. Significado estadistico: *p<0,05; **p<0,01.
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3 Los ratones Epm2a-/- son sensibles a la obesidad inducida por dieta
grasa.

El estrés de RE se ha asociado con una reduccidn en la sefalizacion
mediada por leptina (Ozcan et al., 2009) y un incremento en la sensibilidad
a obesidad inducida por dieta grasa (Scarpace and Zhang et al., 2009). Dado
que los ratones Epm2a-/- presenta estrés de RE en higado e hipotilamo, se
analizd si estos modelos son mas sensibles a obesidad inducida por dieta
grasa. Para ello se alimentaron ratones Epm2a-/- de tres meses de edad
durante catorce semanas con dieta grasa (42% de grasas) o equilibrada
(dieta control) y se procedié del mismo modo con los ratones control.
Después de cuatro semanas de adaptacion a dieta grasa, se observé mayor
ingesta de comida en los ratones Epm2a-/- (hiperfagia) y en consecuencia
mayor aumento de peso corporal (figura 47 Ay B).

La hiperfagia puede reflejar alteraciones en la sefializacién de leptina en
el hipotalamo, que cominmente es compensada con hiperleptinemia, por
lo que se cuantificaron los niveles de leptina en plasma de estos animales,
detectandose mayores niveles de leptina plasmatica en los ratones
Epm2a-/- alimentados con dieta equilibrada respecto a los animales control
y siendo esta diferencia mucho mayor en ratones Epm2a-/- alimentados
con dieta grasa (Figura 47 C).

Estos resultados sugieren que en ausencia de laforina, los ratones
presentan resistencia a la accidon anorexigénica de la leptina y por tanto no
se inhibe el apetito (hiperfagia). La ingesta continua de grasas produce un
aumento en nuimero y tamafio de las células adipociticas productoras de

leptina pudiendo explicar el fenotipo de hiperleptinemia.
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Figura 47. Los ratones Epm2a-/- presentan hiperfagia y aumento de peso en
condiciones de alimentacion con dieta grasa. A) Ratones control y Epm2a-/-
fueron alimentados durante catorce semanas con dieta grasa y se determind el
peso corporal cada semana desde el inicio de esta dieta hasta la semana catorce.
B) Ingesta de comida (g/dia) en ratones control y Epm2a-/-, desde la semana cuatro
hasta la semana catorce alimentados con dieta grasa. C) Cuantificacién de leptina
en plasma (ug/ml) en ratones control (columnas negras) y Epm2a-/- (columnas
blancas), alimentados con dieta equilibrada (Chow) o dieta grasa (HFD). Los valores
corresponden a la media + SEM de cinco a seis ratones por grupo. Significado
estadistico de las diferencias observadas entre los ratones Epm2a-/- y controles
*p<0,05; **p<0,01.
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Para determinar si el elevado estrés de RE y activacién de la via mediada
por NF-kB observada en los ratones Epm2a-/-, participan en la resistencia a
leptina, analizamos la expresion de SOCS3 y marcadores de estrés de RE
como CHOP vy Bip/ grp78 en el hipotdlamo de ratones Epm2a-/- y ratones
control alimentados con dieta grasa o equilibrada.

Como se esperaba, en estos ensayos de PCR cuantitativa se observé una
induccion de la expresion de marcadores de ER (CHOP y Bip/grp78) en
ratones controles alimentados con dieta grasa respecto de los controles
alimentados con dieta equilibrada. Sin embargo la expresidon de estos
marcadores de ER en ratones Epm2a-/- ya era elevada en condiciones de
dieta estdndar y no se observaron cambios cuando se alimentaron estos
animales con dieta grasa.

Sorprendentemente, la expresién del inhibidor de la sefal de leptina
SOCS3, no se induce en ratones control cuando son alimentados con dieta
grasa (figura 48). Sin embargo su expresion es elevada en ratones Epm2a-/-
alimentados con dieta equilibrada y aumenta en estos ratones alimentados
con dieta grasa. Por tanto, los ratones Epm2a-/- tendran mayor
predisposicién a obesidad en condiciones de dieta grasa.
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Figura 48. Induccion de la expresiéon de marcadores de estrés de RE y de SOCS3 en
hipotalamo de ratones alimentados con dieta grasa. Extractos de hipotalamo
ratones control y Epm2a-/- fueron analizados por qRT-PCR (apartado material y
métodos) para estudiar la expresién de los genes BIP, CHOP y SOCS3. Los
resultados para los ratones alimentados con dieta dieta grasa (columnas blancas,
HFD) se han representado como diferencias respecto a dieta equilibrada (columnas
negras, chow) y cada muestra se ha correlacionado respecto a la expresion del gen
GAPDH. Los valores corresponden a la media + SEM de cinco experimentos
independientes. Estadistica: *p<0,05; **p<0,01. # Correlacién entre dieta grasa y

equilibrada. * Correlacion entre Epm2a-/- y control en dieta equilibrada.

En resumen, en los ratones Epm2a-/- alimentados con dieta grasa de
observa una mayor induccién de la expresidon de SOCS3, confirmandose que
en ausencia de laforina existe una desregulacién de la sefial mediada por
leptina y en consecuencia estos modelos son sensibles a obesidad inducida
por dieta grasa.

Recientemente se ha descrito que la resistencia a leptina en el
hipotdlamo es un factor que agrava las consecuencias metabdlicas de una

dieta grasa (Scarpace and Zhang et al., 2009).
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Dado que en el presente trabajo se han detectado elevados niveles de
marcadores de estrés de ER y marcadores proinflamatorios en el higado de
ratones Epm2a-/- y resistencia a leptina, quisimos profundizar en el

fenotipo hepatico de estos animales.

4 Estudio del estado de esteatosis en los ratones Epm2a-/- alimentados

con dieta grasa.

Para estudiar la posible disfuncion hepatica de los ratones Epm2a-/-
como consecuencia de una dieta grasa, inicialmente se analizé el tamano de
higado de estos animales alimentados con dieta grasa o equilibrada. Como
se muestra en la figura 49 A y B, el higado de los ratones Epm2a-/-
sometidos a dieta grasa presenta hepatomegalia (aumento del tamafio del
higado) respecto a los ratones control.

Para confirmar el estado de esteatosis hepatica (higado graso) de estos
animales se realizd una tincidon con hematoxilina-eosina y rojo de Nilo a
partir de biopsias hepaticas de estos animales observdndose una mayor
acumulacidon de gotas lipidicas (Figura 49 C) y aumento de colesterol
intrahepatico en los ratones Epm2a-/- alimentados con dieta grasa (figura
S50Avy B).

Por ultimo se analizo la funcionalidad hepatica en estas condiciones de
lipotoxicidad, detectdndose un aumento de los niveles de transaminasas
hepaticas (alanina aminotransaminasa y aspartico transaminasa) en plasma
de ratones Epm2a-/- (Figura 50 C). Estos resultados sugieren que la dieta
grasa empeora la disfuncién hepatica de los ratones Epm2a-/-.
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Figura 49. Los ratones Epm2a-/- presentan hepatomegalia e higado graso en
condiciones de alimentacién con dieta grasa. Andlisis A) del tamafio en milimetros
y B) del peso en gramos del higado de ratones Epm2a-/- alimentados con dieta
grasa (HFD) o equilibrada (chow), comparado con ratones control. Se observa
hepatomegalia en ratones Epm2a-/- alimentados con dieta grasa. C) Secciones de
tejido de higado fueron tefiidas con hematoxilina-eosina y rojo de Nilo como se
describe en el apartado “material y métodos” y se analizaron por microscopia

confocal con 40 aumentos.
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Figura 50. Contenido lipidico vy actividad hepatica en ratones Epm2a-/-
alimenetados con dieta grasa. A) Medida del contenido de triglicéridos, B)
colesterol en higado y C) transaminasas en suero, en ratones control (columnas
negras) y Epm2a-/- (columnas blancas) alimentados con dieta grasa (HDF). Los
valores corresponden a la media £ SEM de cinco o seis ratones de cada grupo.
Significado estadistico de la correlacién entre ratones Epm2a-/- y controles
*p<0,05; **p<0,01.

En conclusién los resultados obtenidos con la linea celular SH-SY5Y y en
modelos animales, sugieren que el complejo laforina-malina es un
regulador negativo de la sefial de leptina. En ausencia de laforina (ratones
Epm2a-/-) se pierde esta regulacion observandose un aumento en la
expresion de SOCS3 y resistencia a leptina. Como consecuencia, se observa
un fenotipo de hiperfagia, hiperleptinemia en plasma y sensibilidad a
obesidad inducida por dieta grasa en estos ratones.

Estos resultados en conjunto implican al complejo laforina-malina en la
regulaciéon de la sefal mediada por leptina, aunque por el momento

desconocemos el mecanismo molecular de esta regulacion.
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Recientemente, se ha demostrado que el complejo laforina-malina
participa en la homeostasis del glucégeno ubicuitinando y favoreciendo la
degradacion por proteasoma de R5/PTG  (una de las subunidades
reguladoras de PP1 (Solaz-Fuster et al., 2008; Vernia et al., 2009b; Worby et
al., 2008; Vilchez et al., 2007). Esta degradacién de R5/PTG por el complejo
laforina-malina estd modulada por AMPK que fosforila a R5/PTG en la Ser8
acelerando su degradacién (Vernia et al., 2009b).

En la presente tesis doctoral se ha confirmado que PIASy interacciona
con el complejo laforina-malina aunque desconocemos cual puede ser el
significado biolégico de esta interaccién, de modo que se investigd la
posibilidad de que PIASy interaccionara también con otras proteinas
relacionadas con este complejo. Reforzando esta hipdtesis, estudios previos
realizados en nuestro laboratorio indicaban una interaccidn por doble
hibrido entre PIASy y R5/PTG.

Dado que se ha observado que AMPK participa en la homeostasis de
glucégeno a través de R5/PTG y del complejo laforina-malina, investigamos

si existe una interaccion fisica entre PIASy y AMPK.

1. PIASy interacciona con AMPK.

Como se ha comentado en la introduccion AMPK es un complejo
trimérico formado por tres subunidades, la subunidad catalitica AMPKa (al
6 a2) y las subunidades reguladoras AMPKB (B1 6 f2) y AMPKy (y1, y2 6 y3)
(Hardie et al., 2007).

Por tanto se analizaron las posibles interacciones entre PIASy y cada una
de estas tres subunidades por separado.

1.1 Doble hibrido en levadura.
Utilizando el sistema de doble hibrido en levadura se cuantificé la
interaccion entre las distintas subunidades de AMPK y PIASy, empleando las

construcciones GAD-PIASy y el resto de proteinas fusionadas a Lex A.
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Este ensayo reveld la existencia de una interaccidn fisica entre PIASy y

las subunidades a2, B1 y B2 de AMPK pero no con la subunidad y1 (Figura
51)
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LEXA-AMPKB1 24 0,9
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LEXA-AMPK02/B1/B2/y1 0 0

Figura 51. Medida de la actividad B-galactosidasa (Unidades Miller) para
cuantificar la interaccion de PIASy con AMPK. La cepa CTY10.5d de Saccharomyces
cerevisiae fue transformada con las combinaciones de plasmidos indicados en las
abscisas de cada una de las graficas. A) Interaccién entre PIASy vy
AMPKa2/B2/B1/y1. B) Resumen de las medidas de las interacciones entre PIASy vy
las tres subunidades de AMPK en Unidades Miller. Los valores representados, para
cada interaccion, corresponden a la media + SEM de cuatro transformantes

(desviacion estandar < 15% en todos los casos).

1.2 Interaccion de PIASy con AMPK en células de mamifero.

Estas interacciones se confirmaron por coinmunoprecipitacion en células
Hek293, sobreexpresando myc-AMPKa2 o myc-AMPKB2 y FLAG-PIASy. La
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inmunoprecipitacion de FLAG-PIASy con anti FLAG permitio la
coinmunoprecipitacién de AMPK a2 y B2 (Figura 52 B y C), confirmandose
gue existe una interaccidn fisica entre PIASy y estas dos subunidades de
AMPK.

Al FLAG-PIASymyca2  FLAG@ myc a2 B) FLAG-PIASymycB2  FLAG® myc B2
E€C P EC P EC P EC P
AMPKo 22— w AMPK B2 —> — | -
piasy —| e R PIASy— “— gy

Figura 52. Ensayos de interaccion de PIASy con AMPK en células de mamifero.
Ensayo de coinmunoprecipitacion (ver apartado Material y Métodos) en células
cotransfectadas con pCMV myc-AMPK a2 &6 B2 vy PpFLAG-PIASy vy
coinmunoprecipitadas con anti-FLAG. La deteccidon de estas proteinas en el extracto
crudo y en la fraccion precipitada se hizo con anticuerpos especificos anti -AMPKa
total, anti-pan AMPKR y anti-PIASy. A) Interaccion PIASy y AMPKaz2. B) Interaccion
PIASy y AMPKB2.

Para profundizar en la importancia fisiolégica de estas interacciones,
investigamos si AMPK es un sustrato de la actividad E3-SUMO ligasa de
PIASY.

2. Regulacion de AMPK por sumoilacién mediada por PIASy.

2.1 Ensayos de sumoilacion de AMPK.

En un estudio bioinformatico preliminar, se observd que existen sitios
consenso de sumoilacién en los aminoacidos Lys62 y Lys141 de AMPKaz2 y

en las Lys71 y Lys167 de AMPKP2. Para comprobar esta hipdtesis se
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realizaron ensayos de sumoilacidon sobreexpresando el trimero de AMPK
(a2, B2, y1), SUMO2 y FLAG-PIASy o el mutante PIASy Cl (cataliticamente
inactivo).

Como se observa en la figura 53 B, la sobreexpresiéon de PIASy induce la
sumoilacién por SUMO2 de la subunidad AMPKB2 en células Hek293,
aunque no de la subunidad AMPKa2.

A) B)
6xHIS-SUMO2 6xHIS-SUMO2
pFLAG-PIASY + - - pFLAG-PIASy +
pFLAG-PIASy Cl - + - pFLAG-PIASYyCl - +
pFLAG- @ - - + PFLAG- @ - - +

MyC-AMPKB2 — | i s WP |2 MYCAMPK 2 — S e ]

95 o
n = 135
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52 e R =
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& 72 &
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42| -
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Anti-panAMPKpB Anti-AMPKa total

Figura 53. Ensayos de sumoilacion de AMPK a2 y 32, con SUMO2. En células
Hek293 se sobreexpresaron 6xHis-SUMO2, pCMV-myc AMPK a2/B2/yl1 y pFLAG
PIASy, o los controles pFLAG PIASy Cl o pFLAG vacio. Las células fueron lisadas en
presencia de cloruro de guanidinio 6M vy las proteinas sumoiladas con la
construccidon 6xHis-SUMO?2 se purificaron por cromatografia de afinidad en una
resina de cobalto y se analizaron por western blot con anticuerpos anti-AMPKa
total y anti-pan AMPKB. RETENIDO: proteinas retenidas en la resina de cobalto. EC:
40 pg del extracto crudo. A) PIASy sumoila a AMPKB2. B) PIASy no es capaz de
sumoilar a AMPK a2.
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Los ensayos de doble hibrido revelaban que PIASy interacciona tanto
con la isoforma AMPKB2 y con AMPKB1. Dado que estas dos isoformas
presentan un 70.3% de identidad, se analizd si PIASy podia sumoilar
también a la isoforma AMPKf1.

Sorprendentemente se observé que esta isoforma no se modifica por

sumoilacién en condiciones de sobreexpresion de PIASy y SUMO?2 (Figura

54).

6XHIS-SUMO2
PFLAG-PIASy  + - )
PFLAG-PIASYCl - +
pFLAG- @ - - +

-
a— :

Retenido

ol S

Anti-panAMPKpB

Figura 54. La isoforma AMPK B1 no se sumoila por PIASy. En células Hek293 se
sobreexpresaron 6xHis-SUMO2, pCMV-myc AMPKa2/B1/ y1 y pFLAG PIASy, o los
controles pFLAG PIASy Cl o pFLAG vacio. Las células fueron lisadas en presencia de
cloruro de guanidinio 6 M vy las proteinas sumoiladas por esta construccién y
retenidas en la resina de cobalto se analizaron por western blot con anticuerpo
anti-panAMPKP. RETENIDO: proteinas retenidas en la resina de cobalto. EC: 40 pug

del extracto crudo.
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Estos resultados sugieren que la sumoilacién de AMPKB es un proceso
altamente especifico ya que sélo se modifica la isoforma AMPKB2.

Para seguir investigando la especificidad de la sumoilacién de AMPK, se
analizd si se incorpora preferentemente un determinado miembro de la
familia SUMO.

2.2 AMPKpB2 se modifica especificamente por SUMO2.

Se ha descrito que existen dos tipos de sumoilacién con funciones
diferentes dependiendo del miembro SUMO que se incorpore al sustrato.
monosumoilaciones por SUMO1 o cadenas de polisumo mediadas por
SUMO2/3 (Rytinki et al., 2009).

Para analizar si la sumoilacion de AMPKB2 se produce preferentemente
por SUMO1 o por SUMO2/3, se realizaron ensayos de sumoilacion,
sobreexpresando la construccion 6xHIS SUMO1 en lugar de SUMO2.

Estos ensayos revelaron que la sumoilacion de AMPKB2 es especifica
para SUMO2 y no se modifica con SUMO1. Ademas se confirmé que la
subunidad AMPKa2 tampoco se sumoila por SUMO1 (Figura 55).
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Figura 55. Ensayos de sumoilacion de AMPK a2 y 32, con SUMO1. En células
Hek293 se sobreexpresaron 6xHis-SUMO2, pCMV-myc AMPK a2/B2/y1 y pFLAG
PIASy, o el control pFLAG vacio. Las células fueron lisadas en presencia de cloruro
de guanidinio 6 M y las proteinas sumoiladas con la construccion 6xHis-SUMO1 se
purificaron por cromatografia de afinidad en una resina de cobalto y se analizaron
por western blot con anticuerpos anti-AMPKa total y anti-panAMPKB. RETENIDO:
proteinas retenidas en la resina de cobalto. EC: 40 ug del extracto crudo. A) La
sumoilacién de AMPKB2 es exclusiva de SUMO2 y no se modifica por SUMO1. B)
AMPKa2 tampoco se modifica por SUMOL1.

En resumen la sumoilacion mediada por PIASy de AMPKf es especifica
para la isoforma B2 y sélo se modifica por SUMO?2, sugiriendo que PIASy
incorpora una cadena de polisumo a la lisina o lisinas sumoiladas en la
secuencia de AMPK (2.

Para profundizar en el mecanismo molecular de esta modificacién,

quisimos caracterizar las lisinas sumoiladas en AMPK[2.

165



Resultados Il

3. Caracterizacion de las lisinas dianas de sumoilacién en AMPKp2.

Los estudios de prediccion bioinformatica con el programa “SUMOSp
sumoylation sites prediction version 2.0” indican la existencia de tres
aminoacidos candidatos para sumoilarse en la secuencia de AMPK[2, Lys71,
Lys167 y Lys262. Curiosamente las tres lisinas estan altamente conservadas
en la secuencia de AMPK[B2 de diferentes especies sugiriendo que pueden
ejercer una funcién importante para la proteina.

Para analizar si estos residuos son las dianas de sumoilacién se realizé
mutagénesis dirigida de estas lisinas a arginina (Yamamoto et al., 2003)
(construcciones: myc-AMPKB2 K71R, K167R y K262R) por la técnica de PCR
de circulo rodante descrita en el apartado “Material y Métodos”.

De modo que si alguna de estas lisinas es la diana de sumoilacién el
correspondiente mutante dejaria de sumoilarse y serviria como

herramienta para analizar la importancia fisioldgica de esta modificacién.

3.1 Ensayos de sumoilacion de los mutantes de AMPKf2.

Para comprobar si alguno de estos mutantes habia perdido su capacidad
para sumoilarse se realizaron ensayos de sumoilacidn por la técnica de
TALON sobreexpresando estas construcciones.

Sorprendentemente, se observd una mayor sumoilacidn de los mutantes
(K=R) respecto a la proteina AMPKB2 sin mutar, mostrando que ninguna
de estas tres lisinas son las dianas de sumoilacion (Figura 56).
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Figura 56. Ensayos de sumoilacion de los mutantes de AMPKB2. En células Hek293
se sobreexpresaron AMPKa2/y1, 6xHis-SUMO2, pFLAG PIASy o pFLAG vacio y las
construcciones pCMV-myc AMPKB2/ B2 K71R/ B2 K167R/ B K262R. Las células
fueron lisadas en presencia de cloruro de guanidinio 6M y las proteinas retenidas
en la resina de cobalto se analizaron por western blot con anticuerpos anti-
panAMPKR. RETENIDO: proteinas retenidas en la resina de cobalto. EC: 40 ug del

extracto crudo.

La secuencia de aminodacidos de AMPKB2 presenta un total de 20 lisinas.
Debido a que frecuentemente la modificacién por SUMO ocurre en lisinas
gue no se encuentran en una secuencia consenso, cualquiera de ellas
podria ser la lisina sumoilada, pudiendo haber mas de una.

En estudios previos realizados en el laboratorio se habian construido dos
formas truncadas de AMPKB2: AMPKB2 (1-185) y AMPKpB2 (186-270). Por
tanto, para simplificar la busqueda analizamos la sumoilacion de estos
fragmentos por separado.

Los ensayos de sumoilacidon con estas construcciones revelaron que el
fragmento C-terminal de AMPKB2 (186-270), se sumoila en condiciones de
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sobreexpresion de PIASy y SUMO2 (Figura 57 A). Sugiriendo que la lisina
diana de sumoilacién podria estar en el fragmento 186-270 de AMPKp2.

En cambio no pudimos confirmar si el fragmento N-terminal, AMPKB2
(1-185), se sumoila ya que el anticuerpo anti-pan AMPKB no es capaz de
reconocer esta region de la proteina (resultados no mostrados) y al utilizar
un anticuerpo alternativo (anti myc) se genera un bandeado inespecifico
que se observa tanto en el control negativo (vector vacio) como en el

control positivo (sumoilacién de AMPKB2 completa) (Figura 57 B).
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Figura 57. Ensayos de sumoilacion de las formas truncadas de AMPK. Células
Hek293 sobreexpresadas con 6xHis-SUMO2, pFLAG PIASy o pFLAG vacio y las
construcciones pCMV-myc AMPKB2 y los fragmentos AMPKB2 (1-185)/B2 (186-
270). Las proteinas retenidas en la resina de cobalto se analizaron por western blot
con anticuerpos anti-panAMPKB o anti myc RETENIDO: proteinas retenidas en la
resina de cobalto. EC: 40 ug del extracto crudo. A) Ensayo de sumoilacion del
fragmento C-terminal AMPKB2 (186-270). B) Ensayo de sumoilacién del fragmento
N-terminal AMPKB2 (1-185).
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Para simplificar mas todavia la busqueda de la lisina diana de
sumoilacién hicimos un alineamiento de las secuencias de AMPKB2 con la
isoforma no sumoilable AMPKB1. Observamos que entre los residuos 186 y
270 sélo hay una lisina que no se encuentra en la secuencia de AMPKp1,
Lys203 (Figura 58). Por lo que pensamos que este residuo podria ser el
aceptor de SUMO2 y estamos analizando el correspondiente mutante

K203R con el fin de confirmar esta hipétesis.
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Figura 58. Alineamiento de las secuencias de aminodcidos de las isoformas AMPK
B1 y B2 humana. Las secuencias que comparten ambas isoformas estan marcadas
en gris oscuro. Se han sefialado con un cuadrado rosa las lisinas de la secuencia de
AMPKPB2 que no alinean con la isoforma no sumoilable AMPKB1 y en color verde las

lisinas mutadas a arginina, seleccionadas por prediccion bioinformatica.

En conclusién, no se ha podido identificar la lisina o lisinas sumoiladas en
la secuencia de AMPKB2 ni obtener un mutante defectivo para esta
modificacién. Sin embargo la construccién AMPKB2 K262R se sumoila con
un alto rendimiento en comparacion con la proteina silvestre,

considerdandose un mutante “hipersumoilable” que nos sirvi6 como
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herramienta para analizar la funcién de esta modificacion postraduccional
en AMPKpB2.

4. Funcidn fisiolégica de la sumoilacion especifica de AMPKB2 por
SUMO2.

Se ha descrito que la sumoilacién modula la actividad y las interacciones
proteina-proteina del sustrato. (Rytinki et al., 2009). Recientemente se han
atribuido otras funciones como modificar la estabilidad del sustrato
(Schimmel et al., 2008) o su localizacion subcelular (Sachdev et al., 2001).

Para profundizar en la importancia y funcién de la sumoilacién de
AMPKB2, se analizd la actividad, estabilidad y localizacidn subcelular de esta
proteina en las mismas condiciones en las que se observé sumoilacion.

Uno de los principales problemas que se nos han planteado en este
estudio ha sido la identificacion de la sumoilacion de AMPKB2 enddgena,
dado que en las diferentes lineas celulares de las que disponiamos en
nuestro laboratorio, la expresion enddgena de la isoforma AMPKB2 es
minoritaria respecto a la isoforma no sumoilable AMPKB1 (Figura 59). Por
tanto fue necesario realizar los ensayos de actividad, estabilidad y
localizacién, en condiciones de sobreexpresion de la isoforma minoritaria
AMPKB2.

CHO HEK293  COS7 Fibroblastos SH-SY5Y

< AMPKB1
| — e S AMPKE2

™ -
Figura 59. Estudio de los niveles endéogenos de AMPK Bl y AMPK B2, en
diferentes lineas celulares. Se crecieron las distintas lineas en el correspondiente
medio de crecimiento y 24 h después se lisaron. 40 pug del extracto total de

proteinas se analizaron por western blot con anticuerpo anti-pan AMPKR.
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4.1 Regulacion de la actividad del complejo de AMPK por
sumoilacion de la subunidad AMPKp2.

Para elucidar la funcién fisiolégica de la sumoilaciéon de AMPKB2, se
estudio la actividad del complejo de AMPK en condiciones de
sobreexpresion de PIASy, SUMO?2 y el mutante hipersumoilable. Para ello
se midié la actividad del complejo AMPK por su capacidad para fosforilar a
uno de sus sustratos, Acetyl-CoA carboxylase (ACC) y ademas se cuantificd
el estado de fosforilacién de la subunidad catalitica pAMPKaThr172.

Cémo se observa en la figura 60 A, en células que expresan AMPK(2
silvestre el tratamiento con fenformina aumenta la actividad del complejo
AMPK (mayores niveles de pACC y pThrl72). En cambio en las células en las
que coexpresamos AMPKB2 K262R hipersumoilable, Flag PIASy y SUMO2
(condiciones en las que forzamos la sumoilacion) esta actividad ya es
elevada en condiciones basales (Figura 60 A).

Con el fin de comprobar que el aumento observado en la activacidn de
AMPK es debido a la sobreexpresién de PIASy y SUMO2 y no a la mutacion
introducida en AMPK2, realizamos el mismo experimento descrito en la
figura 60 A comparando la activacion de AMPK en condiciones de
sobreexpresion de AMPKB2 silvestre o el mutante AMPKB2 K262R (Figura
60 B). En este ensayo se observd que la activacion de AMPK es la misma en
ambas situaciones, confirmandose que es la sobreexpresiéon de PIASy y
SUMO2, condiciones favorables para la sumoilacion de AMPK2, favorece la
activacion del complejo AMPK.
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Figura 60. Actividad de AMPK en condiciones de sumoilacion de AMPKB2. Las
células Hek293 fueron transfectadas con pCMV-myc AMPKB2 K262R, FLAG PIASy y
SUMO2 o pCMV-myc AMPKB2 y un vector vacio y fueron tratadas con fenformina
5mM, 1 h. La actividad de AMPK fue valorada por western blot con anti-paThrl72y
anti-pACC. La sefial se cuantificd y relativizé respecto AMPK a total y ACC total. A)
Actividad de AMPK en condiciones favorables para la sumoilaciodn de la subunidad
AMPKpB2. B) Activacion de AMPK sobreexpresando el mutante AMPKB K262R o la

proteina silvestre.
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En resumen, estos resultados sugieren que la activacion de AMPK podria
regularse por sumoilacion en la subunidad AMPKB2. Sin embargo
desconocemos el mecanismo molecular de este proceso. Una posible
hipétesis es que la sumoilacién de AMPKB2 podria forzar un cambio
conformacional en el trimero de AMPK, quedando mas accesible la Thr172
de la subunidad catalitica y favoreciendo su fosforilaciéon, o por contra
impidiendo el acceso de las fosfatasas encargadas de revertir el proceso, de

modo que la Thr172 permaneceria fosforilada y AMPK activa.
4.2 Efecto de la sumoilacion en la estabilidad de de AMPKpB2.

Se ha descrito que la sumoilacion de tipo SUMO2/3 puede competir con
la ubicuitinacién o en otros casos potenciarla modificando la estabilidad de
la proteina (Schimmel et al., 2008, Ulrich et al., 2005).

Para comprobar el efecto de la sumoilacidon sobre la estabilidad de
AMPKB2, las células Hek293 fueron tratadas con cicloheximida (agente
quimico que inhibe la sintesis de proteinas pero no su degradacién), en
condiciones de sobreexpresion de PIASy y SUMO2.

En estos ensayos se observd que a las ocho horas de tratamiento con
cicloheximida AMPKB2 comienza a degradarse observdndose una
disminucién de los niveles totales de ésta, sin embargo la vida media de la
proteina no cambié en condiciones de sobreexpresién de PIASy y SUMO?2
(Figura 61).

Este resultado sugiere que la sumoilacion de AMPKB2 no modifica su

estabilidad proteica.
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Figura 61. La sumoilacion no acelera la degradacion de AMPKB2. En células
Hek293 se sobreexpresaron las construcciones myc-AMPKa2/B2/y1, SUMO2 vy
FLAG-PIASy o un pldsmido vacio. 24 h después de la transfeccién se trataron las
células con cicloheximida (100 uM) y se analizé por western blot la expresion de la
subunidad AMPKp2, a los tiempos indicados y hasta un maximo de 8 h. La cantidad

total de AMPKPB2 se cuantificé y relativizo respecto a actina.

4.3 Localizacion subcelular de AMPKB2 en condiciones de

sumoilacion.

Para analizar si la sumoilacion de AMPKB2 modula su localizacién
subcelular, se realizaréon ensayos de inmunofluorescencia y microscopia
confocal (detallados en el apartado “Material y Métodos”).

Como se observa en la figura 62, la sobreexpresion de AMPKB2 (verde)
resultdé en una distribucién con patrén punteado de la proteina en el
citoplasma. En este ensayo, se confirmd que PIASy (rojo) se localiza en el
nucleo. Ademads, la coexpresion de FLAG-PIASy y SUMO2 produce la
agregacion de AMPKB2, que deja de tener un patréon punteado y se
distribuye en forma de granos localizados mayoritariamente en la cara

externa del nucleo.
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Para investigar la importancia de estos agregados, se cuantificd el
numero de células que presentaban una distribucion granular de AMPKB2,
respecto al total de células y en diferentes condiciones.

Como se muestra en la grafica de la figura 62 B, la agregacién de
AMPKB2 aumenté cuando se sobreexpresé PIASy y SUMO2, tanto en
presencia de AMPKB2 silvestre o del mutante AMPKB2 K262R. La
sustitucion de SUMO2 por SUMO1 redujo el numero de agregados de
AMPKB2 a la mitad, confirmdndose que AMPKB2 se modifica sélo por
SUMO2 y no por SUMOL1.

El cambio en el nimero de agregados también se observé cuando solo
se sobreexpresaba PIASy, quizds debido a que las células expresan

suficientes niveles de SUMO2 enddégeno.
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Figura 62. La sumoilacion de AMPKB2 induce la formacion de agregados en el
citoplasma. A) Células Hek293 fueron transfectadas con las construcciones pCMV
myc-AMPKa2/B2/y1 o el mutante myc-AMPKB2 K262R y los plasmidos indicados en
la parte izquierda de la figura. La inmunofluorescencia se realizd con los
anticuerpos primarios anti myc y anti PIASy, en combinacién con los anticuerpos
secundarios Texas red (anti-ratdn, excitacidon maxima a 543 nm) y Alexa-fluor 488
(anti-conejo, excitacion maxima a 488 nm), respectivamente y la tincidn de ntcleos
con la sonda Topro 3 (excitacion maxima a 600 nm). B) Cuantificacion del
porcentaje de células con agregados ricos en AMPKB2 respecto al total de células
que expresan AMPKPB2. Los resultados mostrados representan la media de tres
experimentos independientes. La significacion estadistica se ha realizado respecto
al control con un vector vacio empleando la prueba T: *p<0,05; **p<0,01;
***p<0.001.
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Por dltimo se analizd si estos agregados de AMPKB2 colocalizan con
SUMO2. Se observé que AMPKPB2 (rojo) y SUMO2 (verde) colocalizan en los
agregados citoplasmaticos (amarillo) y no cuando AMPKB2 se distribuye con
un patrén punteado por todo el citoplasma (Figura 63), sugiriendo que la
sumoilacién promueve la formacidon de agregados de AMPKB2 en el

citoplasma.

myc-AMPK B 2 + FLAG-PIASy + SUMO2

AMPK B2

AMPK B2 .
.f" .

Anti myc AntiSUMO Topro3 superposicion

Figura 63. Colocalizacion de SUMO2 y AMPKB2. Células Hek293 fueron
transfectadas con las construcciones pCMV HA AMPKa2/y1, pCMV myc AMPKB2,
FLAG-PIASy y SUMO2. La inmunofluorescencia se realizé con los anticuerpos
anti SUMO2/3 y anti myc combinados con los anticuerpos secundarios
Alexa-fluor 488 (anti-conejo, excitacion maxima a 488nm) y Texas Red (anti-
raton, excitacion maxima a 543 nm), respectivamente y la tincién de

nucleos con la sonda Topro 3 (excitacién maxima a 600 nm).

En resumen, PIASy media la sumoilacion de AMPKB2 por SUMO?2,
modulando su localizacién subcelular y la actividad del trimero de AMPK,

aunque no su estabilidad.
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5. Regulacion de PIASy por fosforilacion.

En los experimentos con fosfatasa A (descritos en el apartado
“Resultados 1”) se observd que PIASy esta fosforilada en células de
mamifero. Para profundizar en el estado de fosforilacion de PIASy se
procedid a la caracterizacion de los aminoacidos susceptibles de ser
fosforilados en la secuencia de PIASy.

En el presente trabajo también se ha observado que PIASy interacciona
con la subunidad catalitica AMPKa2, sugiriendo que PIASy podria ser un
sustrato para la actividad quinasa de AMPKa.

Reforzando esta hipdtesis, en un estudio bioinformatico se identificé la
existencia de sitios consenso de fosforilacion por AMPK en la secuencia de
PIASy (Figura 64).

A la vista de estos resultados analizamos también si AMPK podia
modular la actividad de PIASy mediando su fosforilacion.
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Figura 64. Esquema de los sitios consenso de fosforilacion por AMPK en la
secuencia de PIASy. Existen cuatro sitios que por analisis bioinformatico podrian
ser fosforilados por AMPK. Estos sitios se han marcado en rojo. Ademas, dos sitios

de sumoilacién marcados en azul.
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5.1 Caracterizacion de aminoacidos fosforilados en PIASy.

Para confirmar el estado de fosforilacidon de PIASy e identificar el residuo
o residuos fosforilados, células Hek293 fueron transfectadas con PIASy
fusionada a un epitopo de polihistidinas (HA-8xHIS-PIASy) que permitid la
purificacién de la proteina en columnas de niquel y cromatografia liquida de
alta resolucién (FPLC) (Figura 65). Las células fueron tratadas con
fenformina, antes de la purificacion, con la finalidad de enriquecer

fosforilaciones mediadas por AMPK.
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Figura 65. Espectro de la purificacion de PIASy. Células Hek293 se transfectaron
con la construccién HA-8XHIS-PIASy y 24 h después se trataron con 5mM de
fenformina durante 1 h. Posteriormente se purificd la proteina por cromatografia

de afinidad en columnas de niquel (ver apartado “Material y Métdos”). La elucion

se realizd a concentraciones crecientes de imidazol

representado en la linea de color verde. Las fracciones se analizarén por western

blot con anticuerpo anti PIASy, observandose la elucidon de la proteina en las

fracciones 4y 5 (150 mM Imidazol).
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La muestra obtenida de las fracciones 4 y 5 fue posteriormente digerida

con tripsina y analizada por cromatografia liquida y espectrometria de

masas en el servicio de protedmica del Centro de Investigacion Principe

Felipe de Valencia. En este andlisis se identifico la fo

sforilacion en el

aminodcido Ser71 de PIASy, no identificada hasta el momento (Figura 66).
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Figura 66. Resultados obtenidos por espectometria de masas revelaron que el

residuo Ser71 de PIASy esta fosforilado.
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A pesar de haber realizado la purificacién en células tratadas con
fenformina para favorecer la actividad de AMPK, el residuo Ser71 no
corresponde a ninguno de los sitios consenso de fosforilacién por AMPK
presentes en la secuencia de PIASy (Figura 64). Esta observacién no
descarta que sea AMPK la quinasa que fosforila el residuo Ser71 de PIASy,
pero también podria ser otra quinasa. Por tanto decidimos investigar cual

es la quinasa implicada en esta fosforilacidn.
5.2 Busqueda de la quinasa implicada en la fosforilacién de PIASy.

En un estudio bioinformatico preliminar empleando el método
“NetPhosK without ESS filtering” se predijo la fosforilacion de la Ser71 por
las quinasas PKA y CDK1 con mads de un 50% de probabilidad. Adema3s, en el
presente trabajo se ha observado la interaccién fisica entre PIASy y la
subunidad catalitica AMPKa?2.

Para comprobar si alguna de estas tres quinasas es la responsable de la
fosforilacién del residuo Ser71 de PIASy se realizaron ensayos de
fosforilacién in vitro. Inicialmente se construyé el correspondiente mutante
a alanina (S71A), incapaz de fosforilarse en este aminoacido.

Las proteinas PIASy y PIASy S71A fusionadas a GST se purificarén a partir
de su expresion en la cepa BL21 RIL de E. Coli (como se describe en el
apartado “Material y Métodos”) y posteriormente se digirieron con
PreScission protease para eliminar la etiqueta de GST.

Con estas proteinas purificadas se realizaron los correspondientes
ensayos de fosforilacidn in vitro, utilizando las quinasas CDK1, PKA y AMPK
recombinante de origen comercial y ATP marcado radiactivamente con **P.
De modo que si alguna de estas quinasas es la encargada de fosforilar al
aminodcido Ser71 de PIASy, no se observaria marca radiactiva en el
mutante S71Ay si en la forma no mutada de PIASy.

Los controles positivos para estos ensayos fueron ACC para AMPK (Kudo
et al., 1996) e YPI para PKA, dos sustratos conocidos para estas quinasas. La

mezcla comercial de CDK1 contenia ciclina B que sirvi6 como control

184



Resultados llI

positivo de la reaccién. En todos los ensayos se utilizé GST purificada de
bacteria como control negativo, ya que no se ha descrito que ninguna de
estas tres quinasas la fosforile de manera eficiente.

Estos ensayos revelaron que AMPK y PKA no son capaces de fosforilar in
vitro a PIASy, pero si a los correspondientes controles (ACC e YPI
respectivamente) (Figura 67 A y B). Sin embargo no se pudo concluir ningin
resultado con CDK1 debido a que esta quinasa cataliza una reaccion
intramolecular fosforilandose a si misma y el tamafio de esta proteina es el

mismo que el de PIASy por lo que enmascara el resultado (Figura 67 C).
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Figura 67. Ensayos de fosforilacion in vitro por las quinasas AMPK, PKA y CDK1: Se
utilizaron 6L de las proteinas purificadas PIASy y PIASy S71A junto con 10 mU de
AMPK, PKA y CDK1 vy 2,5 pci/uL de yATP 32p (apartado “Material y Métodos”). Las
muestras fueron analizadas por SDS-PAGE y autorradigrafia. A) PKA. B) AMPK. C)
CDK1.

En resumen, AMPK no participa en la fosforilacién in vitro de PIASy a
pesar de existir una interaccién fisica entre ambas proteinas. Sin embargo,
estos ensayos han permitido identificar la fosforilacién en el aminoacido
Ser71 de PIASy.

Sorprendentemente la Ser71 estd conservada en la secuencia de PIASy
de diferentes especies, sugiriendo que puede tratarse de un aminoacido
importante para la estructura o actividad de la proteina.

186



Resultados llI

Por tanto quisimos investigar la importancia de la fosforilacion en Ser71
para la actividad de PIASy.

5.3 Funcion de la fosforilacion del residuo Ser71 en la actividad de
PIASy.

5.3.1 Funcion de la fosforilacion del residuo Ser71 en la

actividad de PIASy como represor transcripcional.

En la presente tesis doctoral se ha observado que PIASy es un represor
de las rutas de sefializacion NF-kB y JAK2/STAT3.

Para estudiar la importancia de la fosforilaciéon en el aminoacido Ser71
de PIASy se cuantificd la actividad de los mutantes fosfomiméticos sobre
estas rutas comparada con la actividad de la proteina sin mutar (PIASy WT).

A) Actividad de PIASy sobre la ruta de NF-kB.

En un ensayo inicial se transfectaron células Hek293 con la construccién
pNF-kB-lucifersa y myc-PIASy o los mutantes myc-PIASy S71A/S71D.

En estos ensayos se observd que los mutantes ensayados presentaban la
misma capacidad para inhibir la transcripcion de NF-kB sugiriendo que la
fosforilacién en Ser71 es prescindible para modular la actividad de PIASy

sobre esta ruta (Figura 68).
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Figura 68. La fosforilacidon en Ser71 no es necesaria para la actividad represora de
PIASy sobre la ruta NF-kB. Ensayo luciferasa en células Hek293 transfectadas con
la construccion pNF-kB-luciferasa y 750 ng de pCMV myc-PIASy WT/ S71A /S71D o
un vector vacio (pCMV myc). 24 h después de la transfeccién las células fueron
tratadas con TNFa (5 ng/mL) durante 4 h observandose la induccion de la expresion
de la luciferasa. La sobreexpresién de PIASy y de los mutantes fosfomiméticos
resulté en una represidn de la transcripcidon del gen de la luciferasa dependiente de
NF-kB. Los resultados se representan como media + SEM de cuatro experimentos

independientes.

Posteriormente, se analizd la actividad de los mutantes en la ruta de

sefializacion por leptina JAK2/STAT3.
B) Actividad de PIASy sobre la ruta de JAK2/STAT3.

Células Hek293 se sobreexpresaron con la construccion pSOCS3-
luciferasa, y cantidades crecientes de myc PIASy o los mutantes S71A y
S71D. Sorprendentemente la actividad represora de PIASy S71A (mutante
no fosforilable) es menor respecto al mutante PIASy S71D y a la proteina sin

mutar (PIASy wt), sugiriendo que la fosforilacién en Ser71 de PIASy
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promueve la actividad represora de PIASy sobre la ruta JAK2/STAT3 (Figura
69).
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Figura 69. La fosforilacion en el residuo Ser71 promueve la actividad represora de
PIASy en la ruta de sefializacién inducida por leptina JAK2/STAT3. Células Hek293
se transfectaron con la construccion p-SOCS3-luciferasa, pObRb vy las
construcciones pCMV myc- PIASy S71A o myc-PIASy S71D en cantidades crecientes
A) 24 h después de la transfeccidn se trataron las células con 250 ng/mL de leptina,
durante 16 h. En B) se resumen los resultados obtenidos con 250 ng de los
correspondientes plasmidos. Los resultados de actividad luciferasa se han
representado como media + SEM de seis experimentos independientes y la
comparacion estadistica entre grupos se realizd utilizando el valor t de Student.
*p<0,05.
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En resumen, la fosforilaciéon de PIASy en el aminoacido Ser71 promueve
su actividad como represor de la sefializacion dependiente de leptina
JAK2/STAT3, aunque hasta la fecha desconocemos el mecanismo molecular
de este proceso ni la quinasa implicada en esta fosforilacion de PIASy.

En este contexto se ha descrito, que las proteinas PIAS son reguladores
negativos de la actividad STAT, pero se desconoce el mecanismo exacto de
esta actividad y se ha propuesto que pueden actuar impidiendo la unién a
STAT al ADN o reclutando corepresores de la transcripcién como HDAC
(histonas deacetilasas) (Shuai and Liu et al., 2005). Por tanto la fosforilacidn
de PIASy en Ser71 podria favorecer su interaccidon con STAT3 impidiendo
que ejerza su funcién en el nucleo, o en otro sentido, podria mediar la

interaccion de PIASy con un correpresor de la transcripcién.

5.3.2 Funcion de la fosforilacion del residuo Ser71 en la
actividad E3-SUMO ligasa de PIASy.

Para profundizar en la importancia de la fosforilacion en el aminodcido
Ser71 de PIASy, analizamos la capacidad del mutante PIASy S71A para
sumoilar uno de los sustratos de PIASy, p53.

En estos ensayos se observo que la eficiencia de sumoilacién de p53 es
menor cuando sobreexpresamos el mutante PIASy S71A en lugar de PIASy
silvestre, aunque mayor que en condiciones de sobreexpresion del mutante
cataliticamente inactivo de PIASy (Figura 70). Por tanto la fosforilacion de
PIASy en el residuo Ser71, no es imprescindible para su actividad E3-SUMO
ligasa sobre p53 pero favorece esta actividad.

En resumen, los ensayos de luciferasa con el mutante PIASy S71A junto
con el ensayo de sumoilacién de p53, sugieren que la fosforilacion en este
residuo de PIASy favorece su actividad. Por una parte, esta fosforilacidn
promueve la capacidad de PIASy para inhibir la ruta de sefalizacion
JAK2/STAT3 y por otra parte promueve su actividad E3-SUMO ligasa.
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Figura 70. PIASy S71A sumoila con menor rendimiento a p53. En células Hek293 se
sobreexpresaron 6xHis-SUMO2, p53 y pFLAG PIASy S71A o los controles pFLAG
PIASy Cl o pFLAG PIASy. Las células fueron lisadas en presencia de cloruro de
guanidinio 6 M vy las proteinas sumoiladas con la construccién 6xHis-SUMO2 se
purificaron por cromatografia de afinidad en una resina de cobalto y se analizaron
por western blot con el anticuerpo anti p53. RETENIDO: proteinas retenidas en la

resina de cobalto. EC: 40 ug del extracto crudo.
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1. Interaccion entre PIASy y el complejo laforina-malina.

Laforina y malina forman un complejo funcional en el que laforina
recluta sustratos para ser ubicuitinados por malina. Se ha observado que
este complejo participa en la ubicuitinacidon y degradacién de proteinas
implicadas en el metabolismo del glucégeno como la proteina R5/PTG
(Vernia et al., 2009b;Solaz-Fuster et al., 2008;Vilchez et al., 2007) o a la
glucdgeno sintasa (GS) (Liu et al., 2006).

En este contexto, se ha descrito que AMPK interacciona y fosforila
también a laforina (Roma-Mateo et al.2011) y a R5/PTG (Solaz-Fuster et al.,
2008; Vernia et al., 2009b). Por tanto laforina, malina, R5/PTG y AMPK
forman un macrocomplejo proteico que participa en la regulacion de la
sintesis de glucégeno. Independientemente, en un escrutinio genético
realizado en nuestro laboratorio, se observd que laforina interacciona
también con PIASy (proteina con actividad E3-SUMO ligasa) y ademas se
observd la interaccion de R5/PTG con PIASy, sugiriendo que PIASy podria
estar implicada en la misma ruta que laforina.

En la presente tesis doctoral se ha confirmado la interaccion entre el
complejo laforina-malina y PIASy, una proteina que hasta el momento no se
habia relacionado con la enfermedad de Lafora. También se ha observado
la interaccion de ésta con otras proteinas implicadas en esta enfermedad
como las subunidades AMPKa2 y AMPKB2, sugiriendo que PIASy podria
formar parte de este macrocomplejo proteico (formado por laforina,
malina, R5/PTG y AMPK), que ademas de regular el metabolismo del
glucdgeno, podria modular otros procesos celulares en los que participa
PIASy, como apoptosis (Albor et al., 2006; Bischof et al., 2006), inflamacién
(Mabb et al., 2006) o regulacion del ciclo celular entre otros (Zhang et
al.2010;Wu and Chiang, 2009; Azuma et al., 2005; Chiu et al., 2008).

Ya que el complejo laforina-malina participa en la ubicuitinacién de otras
proteinas, esta modificacién ha sido profundamente estudiada en el
contexto de la enfermedad de Lafora, pero también en otras enfermedades

neurodegenerativas como el Parkinson, Alzheimer o Huntington. Una de las

195



Discusion

funciones de la ubicuitinacién en estas enfermedades es la proteccidon de
las neuronas del efecto téxico que supone la aparicidon de proteinas mal
plegadas, de agregados de proteinas y otras estructuras anormales.

Existen evidencias de que la sumoilacion también juega un papel
importante en este tipo de enfermedades. Asi, se ha observado que los
agregados intracelulares de la proteina truncada Huntingtina colocalizan
con SUMO vy se ha descrito que existe una competencia entre ubicuitinacién
y sumoilacidn en los mismos residuos de lisina de esta proteina (Steffan et
al., 2004). La ubicuitinacion ejerce una funcién desestabilizante de la
proteina mientras que la sumoilacién resulta en su estabilizacidon de ésta.
En Drosophila se ha observado que las dos modificaciones (sumoilacion y
ubicuitinacién) ejercen funciones contrarias en la patogeneidad de la
enfermedad, mientras la ubicuitinacién reduce el efecto tdxico de la
Huntingtina, la sumoilacién exacerba la neurodegeneracion. Una posible
explicacion de este efecto es que la modificacion por SUMO podria
estabilizar a la proteina cuando estd soluble, antes de que se formen los
agregados (Ulrich et al., 2005).

Por tanto la interaccidn de PIASy con el complejo laforina-malina, junto
con los las evidencias de una posible participacion de la sumoilacion de
proteinas en la etiologia de otras enfermedades neurodegenerativas, hacen
interesante el estudio de la sumoilacién de proteinas implicadas en la
enfermedad de Lafora y su posible participaciéon en el mecanismo molecular
de esta enfermedad.

En las condiciones experimentales utilizadas en este trabajo, PIASy
interacciona con laforina y malina aunque no es capaz de sumaoilarlas, por
tanto desconocemos el significado bioldgico de estas interacciones y su

posible implicacion en la enfermedad de lafora.
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2. Regulacion de la seial de leptina por el complejo laforina-malina.

En la presente tesis doctoral se ha identificado un nuevo papel del
complejo laforina-malina como regulador negativo de la ruta dependiente
de leptina JAK2/STAT3, tanto en cultivos celulares sobreexpresando laforina
y malina como en modelos animales que no expresan laforina (ratones
Epm2a-/-). Este resultado es interesante ya que explica el fenotipo de
hiperfagia y aumento de peso corporal de los ratones Epm2a-/-, observado
en un trabajo previo realizado en nuestro laboratorio (Vernia et al.2011).

La resistencia a leptina en el hipotdlamo es una de las causas que
contribuyen al fenotipo de obesidad y puede ser causada por varios
factores, por ejemplo la sobreexpresién de inhibidores de la ruta
JAK2/STAT3, como la proteina SOCS3 (Myers et al., 2008). Recientemente
se ha descrito que el estrés de RE, también contribuye a la resistencia a
leptina (Ozcan et al., 2009; Zhang et al., 2008).

En este sentido hemos observado que los ratones Epm2a-/- presentan
elevados niveles de marcadores de estrés de RE en hipotalamo, asi como un
aumento en la expresion de SOCS3. Ademds nuestros resultados confirman
que estos factores contribuyen a la resistencia a leptina, dado que estos
animales presentaron hiperleptinema en sangre, hiperfagia y mayor
ganancia de peso corporal cuando fueron alimentados con dieta grasa.

En resumen, nuestros resultados sugieren una nueva funcién del
complejo laforina-malina como regulador negativo de la sefial de leptina,
aunque por el momento desconocemos el mecanismo molecular de esta
regulacion. Por tanto, defectos en laforina y/o malina desencadenarian
fenotipos de insensibilidad a leptina y en consecuencia mayor
predisposicidn a fenotipos de obesidad inducida por dieta grasa.

Recientemente se ha descrito que la resistencia a leptina en el
hipotdlamo es un factor que agrava las consecuencias metabdlicas de una
dieta grasa (Scarpace and Zhang et al., 2009). En el laboratorio habiamos
observado que los ratones Epm2a-/- presentan estrés de RE en higado, por

lo que analizamos el estado funcional del higado en estos animales,
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observiandose que los ratones Epm2a-/- alimentados con dieta grasa
presentan hepatomegalia y aumento de los niveles de transaminasas
hepaticas en plasma. Ademas se observé acumulacién de gotas lipidicas en
cortes histoldgicos hepaticos de estos animales. Estos resultados confirman
que la dieta grasa agrava la disfuncién hepatica.

Esta conclusidn es interesante en el contexto de la enfermedad de
Lafora, dado que se ha observado que ademds de la neurodegeneracion
caracteristica de la enfermedad, algunos pacientes presentan otros
sintomas extra-neurolégicos como disfuncidn hepatica (Gomez-Garre et al.,
2007). Nuestros resultados sugieren que el estilo de vida y la dieta, podria
determinar la aparicion de dafio hepdtico en los pacientes de la
enfermedad de Lafora.

Por ultimo, en el presente trabajo hemos identificado la fosforilacion del
residuo Ser71 de PIASy, no descrita hasta el momento aunque todavia
desconocemos la quinasa implicada en esta fosforilacion.

La descripcién de un residuo fosforilado en PIASy es interesante, ya que
se ha publicado que otros miembros de la familia PIAS son regulados por
fosforilacion. Por ejemplo PIAS1 se fosforila en la Ser90, en un proceso
mediado por IKKa. Esta fosforilacion en PIAS1 es esencial para su capacidad
para reprimir la actividad transcripcional de STAT1 y NF-kB (Liu et al., 2005).

En este sentido hemos observado que la fosforilacion de PIASy en el
residuo Ser71 promueve su capacidad para reprimir la actividad
transcripcional de STAT3, pero no es necesaria para la represiéon de la ruta
NF-kB.

Aunque, por el momento desconocemos el mecanismo molecular de la
represion de la actividad transcripcional de STAT3 se ha propuesto que las
proteinas PIAS podrian impedir la unién de STAT al ADN o reclutar
corepresores de la transcripcion como HDAC (histonas deacetilasas) (Shuai
and Liu et al., 2005). Por tanto la fosforilacion de PIASy en Ser71 podria
favorecer su interaccidén con STAT3 impidiendo que ejerza su funcidn en el
nucleo, o por el contrario mediar la interaccién de PIASy con un correpresor

de la transcripcién. Sin embargo, se necesitan mas estudios para conocer el
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mecanismo por el cual la fosforilacién de PIASy en Ser71 promueve su
actividad para reprimir la ruta JAK2/ STAT3. Ademas, recientemente se ha
descrito que la actividad E3-SUMO ligasa de PIAS1 es necesaria para su
fosforilacién por lo que seria interesante estudiar si el mutante de PIASy
cataliticamente inactivo se fosforila con la misma eficiencia en el residuo
Ser71, que la proteina silvestre.

En resumen, en la presente tesis doctoral se ha identificado un sitio de
fosforilacién en Ser71 de PIASy, desconocido hasta el momento y que abre
una nueva linea de trabajo en el contexto de la biologia molecular de PIASy
y su regulacién por modificaciones post-traduccionales. La regulacion de las
proteinas PIAS es todavia desconocida y existen pocos estudios en el campo
de las modificaciones post-traduccionales de estas proteinas. El estudio de
la regulacién de la actividad de PIASy por fosforilacion asi como, el
conocimiento de la quinasa implicada y el estimulo que promueve esta

modificacion, podria relacionar a PIASy con nuevos procesos celulares.

3. Interacciéon entre PIASy y AMPK.

En la presente tesis doctoral se ha identificado la interaccién entre PIASy
y las subunidades a2 y B1/2 del complejo AMPK y hemos observado, por
primera vez, que AMPKB2 se modifica por sumoilacién.

Ya que en un trabajo previo realizado en nuestro laboratorio se observd
que el complejo laforina-malina ubicuitina a la subunidad AMPKB2 y en
nuestro trabajo hemos observado que PIASy también sumoila a esta
subunidad, pensamos que PIASy podria interaccionar con el complejo
laforina-malina para sumoilar a algunos de sus sustratos de ubicuitinacion.
Reforzando esta hipdtesis recientemente se ha descrito que la sumoilacion
y ubicuitinacidn de proteinas son dos procesos intimamente relacionados,
de modo que ambos pueden competir por un mismo sustrato o en otros
casos la sumoilacién promueve la ubicuitinacién de la proteina sustrato
(Ulrich et al., 2005).
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Sorprendentemente, hemos observado que la sumoilacion de AMPK[32
es especifica para esta isoforma ya que la isoforma AMPKB1 no se sumoila.
Ademas esta modificacion es también especifica de SUMO?2 sugiriendo la
formacién de cadenas de polisumo, exclusivas de SUMO2/3 y no de
SUMO1. (Tatham et al., 2001). Esta especificidad en la sumoilacién de
AMPKB2 ha supuesto una dificultad para detectar la sumoilacién de la
proteina enddgena. En primer lugar, la poblacidon de proteina modificada
por SUMO generalmente es muy pequefa respecto a los niveles totales de
proteina (Ulrich et al., 2005). Por otra parte, la expresidon enddgena de la
isoforma AMPKB2 es minoritaria respecto a la isoforma no sumoilable
AMPKB1 en las diferentes lineas celulares de las que disponiamos en el
laboratorio, por lo que fue necesaria la sobreexpresién de AMPKB2 para
realizar los diferentes ensayos descritos en el apartado “Resultados III”.

Se ha descrito que la modificacion por SUMO2/3 y no por SUMO1 se
induce en respuesta a estrés celular (Vertegaal et al., 2006), dado que
AMPKB2 sdélo se modifica por SUMO2, pensamos que los niveles de
AMPKB2 enddgena sumoilada pueden inducirse en respuesta a algun
estimulo por el momento desconocido, que facilitaria la deteccion de la
sumoilacién de AMPKB2 enddgena.

Por otra parte, tampoco hemos podido caracterizar el residuo o residuos
sumoilados en la secuencia de AMPKB2, a pesar de haber construido
diferentes mutantes de lisina a arginina. Los diferentes mutantes se
sumoilan con mayor eficiencia que la forma no mutada de la proteina. Una
posible explicacion a este fendmeno, es que la mutacién de estos residuos
puede producir un cambio conformacional en la proteina, dejando
accesibles nuevas lisinas que en estas condiciones podrian ser mejores
sustratos de sumoilacidon. En este sentido el cambio conformacional
producido por las mutaciones K = R de la proteina, podria llevar a un
incorrecto plegamiento de la misma que podria ser el estimulo que
desencadena la sumoilacién de esta proteina con la finalidad de

solubilizarla o agregarla para aminorar el efecto téxico de la acumulacién de

200



Discusion

proteinas mal plegadas. Esta hipdétesis explicaria porque, al introducir una
mutacién en la proteina, la sumoilacidn es mas eficiente.

En este sentido una de las teorias que explican el mecanismo molecular
de la enfermedad de Lafora sostiene que en ausencia de laforina o malina el
sistema de degradacién de proteinas erréneas se encuentra alterado,
produciéndose una acumulacién de material no degradable, que produce
un efecto téxico para la célula desencadenando estrés de reticulo
endoplasmico (ER) y eventualmente apoptosis celular. De acuerdo con esta
hipétesis, recientemente se ha descrito que diferentes modelos celulares y
animales carentes de laforina presentan estrés de reticulo endoplasmico
(ER) y disminucién de la actividad proteasomal (Vernia et al., 2009a),
sugiriendo que ambos fendmenos juegan un papel importante en Ia
patogénesis de la enfermedad de Lafora.

Aunque no hemos encontrado un mutante de AMPKB2 defectivo para
sumoilarse, el mutante AMPKB2 K262R se sumoila con alto rendimiento y
nos ha servido como herramienta para el estudio de la funcién biolédgica de
esta modificacion en la regulacién del complejo AMPK.

Se ha descrito que la sumoilacion puede modular la actividad y las
interacciones proteina-proteina del sustrato (Rytinki et al., 2009). En este
sentido, nuestros ensayos de activacion de AMPK sobrexpresando el
mutante AMPKB2 K262R, PIASy y SUMO2 indican que la sumoilacién de
AMPKB2, promueve la activacion del trimero de AMPK. Este fendmeno
puede deberse a que la sumoilacion de AMPKB2 impida la interaccion del
trimero con las fosfatasas que lo desforforilan e inactivan o por el contrario
que favorezca la interaccién con las quinasas que lo fosforilan y activan. Sin
embargo por el momento desconocemos el mecanismo molecular por el
cual la sumoilacidn de la subunidad AMPKB2 promueve la activaciéon del
trimero de AMPK. No obstante este resultado sugiere un nuevo mecanismo
de regulacidn de la actividad de AMPK.

Ya que la sumoilacién por SUMO?2 se activa en respuesta a estrés celular
(Vertegaal et al., 2006)) pensamos que la sumoilacion de AMPKB2 puede

iniciarse en respuesta a algun tipo de estrés que compromete la viabilidad
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celular. En estas condiciones se requiere la actividad de AMPK para revertir
este estado de estrés y por ello podria inducirse la sumoilacidon de la
isoforma AMPKB2 con la finalidad de promover la activacién de AMPK.

En este sentido el complejo AMPK se ha considerado “el sensor
energético de la célula”, activdndose en respuesta a una disminucién de la
energia celular o aumento de la relacion AMP: ATP, para activar procesos
catabdlicos e inhibir los procesos anabdlicos. Por tanto, la sumoilacién
podria inducirse en respuesta a un estado de deprivacion energética para
favorecer la actividad de AMPK y revertir esta situacién. Interesantemente
la activacién de AMPK se ha implicado en la proteccién neuronal ante
diferentes situaciones de estrés como isquemia regulando la funcién de
receptores GABA (Kuramoto et al., 2007) o modulando el flujo glucolitico en
astrocitos (Almeida et al., 2004)

Si esta hipdtesis se confirma, la sumoilacién de la subunidad AMPKB2
podria considerarse un nuevo mecanismo de activacion de AMPK ya que
promueve la fosforilacion del residuo Thrl72 en la subunidad catalitica
AMPKa2. Sin embargo, por el momento desconocemos el estimulo que
induce la sumoilacién de la subunidad 2 de AMPK.

Recientemente, se han atribuido otras funciones a la sumoilacién de
proteinas como modificar la estabilidad del sustrato (Schimmel et al., 2008)
o su localizacién subcelular (Sachdev et al., 2001). Por ello también hemos
estudiado la localizacion subcelular de AMPKB2 en condiciones favorables
para su sumoilacién, observandose la agregacion de AMPKB2 en cuerpos de
inclusion en el citoplasma que colocalizan con SUMO?2.

En un trabajo previo realizado en nuestro laboratorio se observé que la
poliubicuitinacion de AMPKB2, por el complejo laforina-malina, promueve
la acumulacidon de esta subunidad en agregados perinucleares. Nuestros
resultados demuestran que la sumoilacidn secuestra a la subunidad
AMPKB2 en el citoplasma, y mayoritariamente en la cara externa del
nucleo. Conjuntamente, estos resultados sugieren una posible competencia
entre sumoilacién y ubicuitinacién de AMPKB2. No obstante se requieren

mas experimentos para confirmar esta hipdtesis.
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Nuestros resultados de localizacién subcelular de AMPKB2, concuerdan
con un posible papel de laforina-malina-PIASy en la detoxificacion de
proteinas mal plegadas. En el caso de AMPKB2, la sumoilaciéon podria
secuestrar a esta proteina en agregados citoplasmaticos con la finalidad de
aliviar su efecto téxico.

Por tanto, los resultados de actividad de AMPK y localizacién subcelular
de AMPKPB2, en condiciones favorables para su sumoilacién, sugieren dos
posibles hipdtesis, por una parte la sumoilacién podria promover la
activacion de AMPK en respuesta a un estimulo o estrés celular, por el
momento desconocido. Por otra parte, la sumoilacién podria participar en
la detoxificacion de proteinas mal plegadas, de modo que en condiciones
de estrés de RE se induciria la sumoilacion de proteinas errdneas,
secuestrandolas en cuerpos de inclusidon citoplasmaticos con el fin de
aminorar su toxicidad.

Estas hipdtesis no son excluyentes, pero se requieren mas experimentos
para analizar la relevancia fisioldgica de cada una de ellas. Podria existir una
poblacién de proteina sumoilada que forma los agregados citoplasmaticos y
otra poblaciéon en la que la sumoilacién de AMPKB2 promueve la activacién
del complejo AMPK, siendo dos procesos no relacionados entre si. Esta
posibilidad resulta especialmente interesante ya que se ha descrito una
disminucién en autofagia en distintos modelos celulares deficientes en
laforina y malina (Aguado et al HMG 2010 y Criado et al In press 2011).
AMPK es uno de los principales reguladores de la autofagia a través de la
ruta mTOR (Kim et al.,, 2011; Meley et al., 2006) y mas recientemente a
través de la regulacion directa de ULK1 (Hardie et al., 2011; Kim and Guan
et al., 2011; Lee et al., 2010; Mao and Klionsky et al., 2011; Zhao and
Klionsky et al., 2011) por lo que la participaciéon de la sumoilacion en la
correcta activacion de AMPK podria ser importante para la detoxificacion
de agregados intracelulares. El complejo multiproteico formado por AMPK,
PIASy, laforina y malina podria participar en este mecanismo.

En resumen, en el presente trabajo hemos demostrado que PIASy, una

proteina con actividad E3-SUMO ligasa interacciona con el complejo
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laforina-malina y con otras proteinas relacionadas con la enfermedad de
Lafora como AMPK. Ademds hemos observado una nueva modificacion
postraduccional (sumoilacién) en la subunidad AMPKB2, no descrita hasta
el momento.

Estos resultados en conjunto sugieren la participacién del proceso de
sumoilacién en la regulacién de proteinas implicadas en la enfermedad de
Lafora, resultando interesante el estudio de esta modificacidon

postraduccional en el contexto molecular de esta enfermedad.
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Conclusiones

1. PIASy interacciona con laforina y malina. La interaccion entre PIASy
y malina se refuerza en presencia de laforina sugiriendo que estas proteinas
pueden formar un complejo trimérico.

2. PIASy no promueve la sumoilacién de laforina.

3. El compeljo laforina-malina no ubicuitina ni modula la estabilidad,
estado de fosforilacidn o actividad de PIASy (como regulador negativo de la
ruta NF-kB y JAK2/STAT3) en las condiciones analizadas en el presente
trabajo.

4. El complejo laforina-malina es un inhibidor de la ruta de
sefializacion, dependiente de leptina, JAK2/STAT3 independientemente de
la sobreexpresién de PIASy

5. En hipotdlamo de ratones Epm2a-/- se observan elevados niveles
de marcadores de estrés de RE y aumento de activacién en la ruta
proinflamatoria de NF-kB y en consecuencia sobreexpresion de SOCS3,
proteina inhibidora de la sefial de leptina.

6. Los ratones Epm2a-/- presentan hiperfagia, mayor aumento de
peso corporal e hiperleptinemia cuando se alimentan con dieta grasa,
respecto a animales control.

7. La dieta grasa empeora la disfuncion hepatica y el estado de
esteatosis de los ratones Epm2a-/-.

8. PIASy interacciona con las subunidades AMPKa2 y AMPKB1/2, pero
no interacciona con la subunidad AMPKy.

9. PIASy media la sumoilacién especifica por SUMO2 de la isoforma
AMPKB2 y no de AMPKPB1. PIASy tampoco sumoila a la subunidad catalitica
AMPKa.

10. La sumoilacion de AMPKB2, promueve la activacién del trimero de
AMPK.

11. En condiciones favorables para la sumoilacién de AMPKB2, esta se
distribuye en granulos citoplasmaticos que colocalizan con SUMO?2.

12. La fosforilacion del residuo Ser71 de PIASy favorece su actividad

como inhibidor de la ruta JAK2/STAT3 y su capacidad para sumoilar a p53.
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Anexo |. Reactivos

Reactivos Casa comercial
. , . , Lonza
Medio Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM)
Tampodn fosfato salino (PBS) Lonza
Tripsina Lonza
Glutamina Lonza
Penicilina-Estreptomicina Lonza
Suero Bovino Fetal (FBS) Lonza
LIPOFECTAMINA 2000TM Invitrogen
OPTIMEM Invitrogen
B-Mercaptoetanol (2-ME) SIGMA
Albumino de suero bovino (BSA) SIGMA
Glucosa J.T Baker
Sacarosa SIGMA
Galactosa SIGMA
Leptina SIGMA
TNF-a SIGMA
Ampicilina Roche
Cloramfenicol SIGMA
Isopropyl-b-D-thiogalactopiranosido (IPTG) Roche
Dithiothreitol (DTT) SIGMA
Dimetilsulféxido (DMSO) SIGMA
Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) SIGMA
Tritén X-100 SIGMA
Glicerol J.T Baker
Azul bromofenol J.T Baker
Coctel de inhibidores de proteasas sin EDTA Roche
Fluoruro de sodio (NaF) SIGMA
Peptona Pronadisa
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