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RESUMEN

RESUMEN

La diabetes tipo 1 (T1D) es una enfermedad autoinmune caracterizada por la destruccion
de las células beta productoras de insulina en los islotes pancredticos por la activacién de
linfocitos autorreactivos. Estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado que la
infiltracidn leucocitaria de los islotes pancreaticos en el proceso autoinmune causa una
disminucion significativa de la expresion tanto de ciclinaD3 como de Cdk11 en el modelo
murino NOD (Non Obese Diabetic) de diabetes autoinmune. Hemos observado que la
deficiencia en ciclinaD3 en los ratones NOD provoca apoptosis en las células beta-
pancreaticas independientemente del ciclo celular y alteraciones en los flujos de calcio
implicados en la secrecién de insulina estimulada por glucosa. Contrariamente, la
hemideficiencia en Cdk11 protege significativamente las células beta frente a la apoptosis
en comparacion con el genotipo salvaje. Por todo ello, los objetivos principales de este
proyecto han sido:

1. Hallar vias de sefializaciéon que impliquen a la ciclinaD3 en la viabilidad vy
supervivencia de las células beta mediante la identificacion de interacciones
positivas de la ciclinaD3 con otras moléculas.

2. Estudiar la funcion de la Cdk11 en la precipitaciéon de la diabetes autoinmune y su
represidén como mecanismo de proteccion contra la apoptosis, teniendo en cuenta
que la ciclinaD3 es la subunidad reguladora de Cdk11p58, e interacciona

fisicamente con ella.

Como resultado, observamos que la ciclinaD3 interacciona con proteinas independientes
de ciclo celular como Pdia6 y Stx8, implicadas en procesos fisioldgicos como la respuesta
UPR vy el trafico vesicular, respectivamente. La ciclinaD3 mediante su unién con Pdia6
estaria, por tanto, ejerciendo una accién antiapoptdtica en las células beta pancreaticas
mediante la regulacién de la via UPR y la inhibicion de la apoptosis inducida por estrés de
reticulo endoplasmatico (ER). En el caso de Stx8, la interaccion con dicha proteina podria

afectar el trafico de vesiculas que transportan insulina.

Con respecto a Cdk11, hemos observado que los islotes de ratones hemideficientes en
Cdk11 son menos susceptibles que los procedentes de ratones salvajes a la apoptosis

inducida por citoquinas proinflamatorias. Ademas, observamos que marcadores de estrés
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de reticulo como Atf4 y Chop se inducen menos en los islotes hemideficientes en Cdk11
comparados con los islotes de genotipo salvaje. Este resultado confirmaria la hipotesis
sobre el papel de Cdkll en promover la muerte de las células beta, ya que su
hemideficiencia protege a las células beta de la apoptosis al inhibir la expresidon de Chop

inducida por UPR.

Segun estos resultados, se puede concluir que ciclinaD3 y Cdk11 llevan a cabo papeles
antagonicos, y ambos desarrollan una funcién independiente de ciclo celular en la
viabilidad de las células beta. Por su parte, ciclinaD3 interactla con otras proteinas clave
para la viabilidad de las células beta, modulando su actividad, lo cual revierte en el
incremento del bienestar y la supervivencia de las células beta mientras que Cdk11 podria
ser una diana natural en la T1D que esta reprimida en las células beta como mecanismo de

proteccion contra la apoptosis inducida por inflamacioén.

Estos descubrimientos ofrecen nuevas perspectivas con respecto al tandem
Cdk11/ciclinaD3 como una potencial nueva diana de intervencién en la diabetes

autoinmune.
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RESUM

La diabetis tipus 1 (T1D) és una malaltia autoimmune caracteritzada per la destruccié de
les cél-lules beta productores d'insulina en els illots pancreatics per I'activacié de limfocits
autorreactius. Estudis previs del nostre laboratori han demostrat que la infiltracié
leucocitaria dels illots pancreatics en el procés autoimmune causa una disminucio
significativa de I'expressid tant de ciclinaD3 com de Cdk11l en el model muri NOD (Non
Obese Diabetic) de diabetis autoimmune. Hem observat que la deficiéncia en ciclinaD3 en
els ratolins NOD provoca apoptosi en les cél-lules beta-pancreatiques independentment
del cicle cel-lular i alteracions en els fluxos de calci implicats en la secrecié d'insulina
estimulada per glucosa. Contrariament, |’hemideficiencia en Cdkll protegeix
significativament les cel-lules beta enfront de I'apoptosi en comparacié amb el genotip
salvatge. Per tot aix0, els objectius principals d'aquest projecte han estat:

1. Trobar vies de senyalitzacié que impliquin la ciclinaD3 en la viabilitat i supervivéncia de
les cel-lules beta mitjancant la identificacio d'interaccions positives de la ciclinaD3 amb
altres molecules.

2. Estudiar la funcié de la Cdk11 en la precipitacio de la diabetis autoimmune i la seva
repressid com a mecanisme de proteccid contra I'apoptosi, tenint en compte que la

ciclinaD3 és la subunitat reguladora de Cdk11p58, i interacciona fisicament amb ella.

Com a resultat, observem que la ciclinaD3 interacciona amb proteines independents de
cicle cel-lular com Pdia6 i Stx8, implicades en processos fisiologics com la resposta UPR i
trafic vesicular, respectivament. La ciclinaD3, mitjancant la seva unié amb Pdia6, estaria
per tant exercint una accié antiapoptotica en les cél-lules beta pancreatiques mitjangant la
regulacié de la via UPR i la inhibici6 de l'apoptosi induida per estrés de reticle
endoplasmatic (ER). En el cas de Stx8, la interacciéd amb aquesta proteina podria afectar el

transit de vesicules que transporten insulina.

Pel que fa a Cdk11, hem observat que els illots de ratolins hemideficients en Cdk11 sén
menys susceptibles que els procedents de ratolins salvatges a l'apoptosi induida per
citocines proinflamatories. A més, observem que marcadors d'estrés de reticle com Atf4 i
Chop s’indueixen menys en els illots hemideficients per Cdk11 comparats amb els illots de
genotip salvatge. Aquest resultat confirmaria I’hipotesi sobre el paper de Cdk11l en

promoure la mort de les cel-lules beta, ja que la seva hemideficiencia protegeix les cel-lules
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beta de I'apoptosi a I'inhibir I'expressié de Chop induida per UPR.

Segons aquests resultats, es pot concloure que ciclinaD3 i Cdk11 duen a terme papers
antagonics, i tots dos desenvolupen una funcid independent de cicle cel-lular en la viabilitat
de les cel-lules beta. Per la seva banda, ciclinaD3 interactua amb altres proteines clau per
a la viabilitat de les cél-lules beta, modulant la seva activitat, la qual cosa reverteix en
I'increment del benestar i la supervivéncia de les cél-lules beta, mentre que Cdk11 podria
ser una diana natural a la T1D que esta reprimida en les cél-lules beta com a mecanisme de

proteccié contra I'apoptosi induida per inflamacié.

Aquests descobriments ofereixen noves perspectives pel que fa al tandem Cdk11/ciclinaD3

com una potencial nova diana d'intervencié en la diabetis autoimmune.
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ABSTRACT

Type 1 diabetes (T1D) is an autoimmune disease characterized by the destruction of insulin-
producing beta cells in pancreatic islets by the activation of autoreactive lymphocytes.
Previous studies from our laboratory have shown that leukocyte infiltration of pancreatic
islets in the autoimmune process causes a significant decrease in the expression of both
cyclinD3 and Cdk11 in the murine NOD (Non Obese Diabetic) model of autoimmune
diabetes. We have observed that cyclin D3 deficiency in NOD mice causes cell cycle-
independent apoptosis in beta-pancreatic cells and alterations in calcium fluxes involved in
glucose-stimulated insulin secretion. Conversely, Cdkll hemideficiency significantly
protects beta cells against apoptosis compared to wildtype. For all these reasons, the main
objectives of this project have been:
1. To find signaling pathways that implicate cyclin D3 in beta cell viability and survival
by identifying positive interactions of cyclin D3 with other molecules.
2. To study the role of Cdkl1 in the precipitation of autoimmune diabetes and its
repression as a protection mechanism against apoptosis, taking into account that

cyclin D3 is the regulatory subunit of Cdk11p58, and physically interacts with it.

As a result, we observe that cyclinD3 interacts with cell cycle-independent proteins such as
Pdia6 and Stx8, which are involved in physiological processes such as the UPR response and
gallbladder traffic, respectively. CyclinD3, by binding to Pdia6, would therefore be exerting
an antiapoptotic action on pancreatic beta cells by regulating the UPR pathway and
inhibiting endoplasmic reticulum (ER) stress-induced apoptosis. In the case of Stx8, the

interaction with this protein could affect the traffic of vesicles that transport insulin.

With respect to Cdk11, we have observed that the islets of Cdk11 hemideficient mice are
less susceptible to proinflammatory cytokine-induced apoptosis than those from wild mice.
Furthermore, we observed that reticulum stress markers such as Atf4 and Chop are less
induced in Cdk11l hemidefficient islets compared to wildtype islets. This result would
confirm the hypothesis about the role of Cdk11l in promoting beta cell death, since its
hemideficiency protects beta cells from apoptosis by inhibiting the expression of Chop

induced by UPR.
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Based on these results, it can be concluded that cyclinD3 and Cdk11 play antagonistic roles,
and both play an independent role in the cell cycle in beta cell viability.CyclinD3 interacts
with other key proteins for beta cell viability, modulating its activity, which reverts to
increased well-being and survival of beta cells, while Cdk11 could be a natural target in T1D,
using its suppression in beta cells as a protective mechanism against inflammation-induced

apoptosis.

These discoveries offer new perspectives regarding the Cdk11/cyclinD3 tandem as a

potential new target for intervention in autoimmune diabetes.
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1. DIABETES MELLITUS TIPO 1

La diabetes tipo 1 (T1D) es una enfermedad autoinmune multifactorial caracterizada por la
activacion de linfocitos T autorreactivos y la correspondiente destruccién de las células
beta productoras de insulina de los islotes pancredticos (Pearson et al., 2016). Los pacientes
diagnosticados pierden el control de los niveles de glucosa en sangre (glucemia), lo cual
produce, por un lado, cetoacidosis y una severa hiperglucemia, por ello requieren
administracion diaria de insulina subcutdnea para poder mantener la normoglucemia; vy,
por otro lado, pueden experimentar complicaciones graves como retinopatia, nefropatia o

enfermedades cardiovasculares (Bluestone et al., 2010).

1.1. Manifestaciones clinicas y diagndsticas

La Asociacion Americana de Diabetes (ADA) establecid los criterios diagnosticos de la
diabetes mellitus (American Diabetes Association, 2017). Se considera diabetes cuando uno

o mas de los siguientes criterios estan presentes:

Niveles de glucosa en plasma en ayunas (FPG) > 126mg/dl (7.0 mmol/l),

considerando ayuno la no ingesta caldrica durante, al menos, 8 horas.

* Nivel de glucosa en plasma = 200mg/dl (11.1 mmol/I) medidos 2 horas después de
una carga de glucosa oral de 1.75g por kg de peso (dosis mdxima 75g), mediante

test de tolerancia oral a la glucosa (OGTT).

= Nivel de hemoglobina glicosilada (HbAlc) = 6.5% (48 mmol/mol), medida segun el
ensayo certificado por el Programa Nacional de Estandarizacion de
Glicohemoglobina (NGSP) (Little and Rohlfing, 2013). Esta prueba mide el nivel

medio de glucosa en sangre durante los ultimos 3 meses.

= En pacientes con sintomas clasicos de hiperglucemia o crisis hiperglucémica, niveles

de glucosa en plasma aleatoria =2 200 mg/dL (11.1 mmol/I) .

El cuadro clinico clasico de un paciente con diabetes tipo 1 consiste principalmente en una

sed excesiva (polidipsia), miccién frecuente (poliuria) y una pérdida repentina de peso.
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Los sintomas tipicos de la T1D se detallan en la Figura 1.
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Figura 1: Sintomas frecuentes de la diabetes tipo 1. Figura extraida y modificada (International
Diabetes Federation., 2019).

Por tanto, la enfermedad es diagnosticada cuando existe una concentracion elevada de
glucosa en sangre en presencia de alguno (o todos) los sintomas que se muestran en la
Figura 1. Sin embargo, no siempre es facil diagnosticar el tipo de diabetes y es necesario
realizar otros analisis adicionales como presencia en sangre de autoanticuerpos contra

antigenos de los islotes, niveles de péptido C en sangre, etc.

1.2, Epidemiologia

La diabetes tipo 1 representa el 5-10% de todos los casos de diabetes mellitus.
Actualmente, a nivel global, el nimero de casos de diabetes tipo 1 entre nifos vy
adolescentes (0-19 afos) es de 1 millon y se registran 128.900 nuevos casos cada afio

(International Diabetes Federation., 2019).

La mayoria de las enfermedades autoinmunes afectan mds a mujeres que a hombres, sin
embargo esto no ocurre en la diabetes autoinmune. En la poblacidn joven, ambos sexos
estan de igual manera afectados por la enfermedad. Sin embargo, se observa un patrén
diferente en las regiones que tienen una mayor incidencia de diabetes (15/100.000), como
Finlandia o Cerdefia, con una mayor incidencia por parte del género masculino (68%).
Mientras que en las regiones con una menor incidencia de la enfermedad (6.5/100.000),
como Israel o Polonia, es el género femenino el que muestra una tasa mayor (88%) (Green

et al., 1992; Karvonen et al., 1997).
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La incidencia de la enfermedad esta sujeta a diversas variaciones geograficas (Figura 2):
Finlandia, Canada o Noruega tienen las tasas mas altas, con mas de 24 casos nuevos por
cada 100.000 personas al afio, mientras que en paises como China o Venezuela se han
descrito las tasas mas bajas (menos de 1.5 casos por cada 100.000/afio). En Italia, hay una
Unica region -Cerdefia- donde se registra una tasa de incidencia tres veces mayor que en
otras partes del pais (37.8 casos por cada 100.000/afio) (Patterson et al., 2014). En Espania,
con unaincidencia intermedia, se contabilizan entre 14 y 24 casos anuales por cada 100.000

habitantes (Borchers et al., 2010).
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Figura 2: Mapa que muestra las tasas de incidencia de la diabetes tipo 1 en 88 paises. La incidencia
se expresa por cada 100.000 habitantes/afio (Patterson et al., 2014).

Ademas, la incidencia de la enfermedad también varia por grupos de edad. El inicio tiene
lugar normalmente antes de los 30 afios, sobre todo en la pubertad (10-14 afios),

ocurriendo antes en chicas que en chicos.
1.3. Etiologia

La diabetes tipo 1 se desarrolla como consecuencia de la combinacidn de diversos factores:

predisposicion genética, factores ambientales y epigenéticos (Figura 3).
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Figura 3. Interaccidn entre genes, ambiente y epigenética en la diabetes tipo 1. La T1D es una
enfermedad multifactorial que se desarrolla como consecuencia de la combinacién de factores
genéticos (historia familiar, heredabilidad...), ambientales (dieta, infecciones...) y epigenéticos.
Figura extraida y adaptada (Jerram et al., 2017).

1.3.1. Factores genéticos

El desarrollo de la T1D esta determinado, entre otros factores, por la predisposicion
genética, tal y como se ha observado en estudios con gemelos monozigdticos y casos
familiares de diabetes (Borchers et al., 2010). Por ejemplo, las personas con un pariente de
primer grado afectado con diabetes tipo 1 tienen una probabilidad de 1 entre 20 de
desarrollar la enfermedad, comparado con el riesgo de la poblacion general que es de 1

entre 300 (Redondo and Eisenbarth, 2002).

En el estudio GWAS (Genome-Wide Association Studies) se identificaron mas de 40 loci en
el genoma que afectan a la susceptibilidad a la enfermedad (IDDM) (Barrett et al., 2009).
Los genes del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) explican un 50% de la

agregacion familiar en la diabetes tipo 1.

IDDM1

El locus de mayor riesgo, IDDM1, esta asociado con la regién HLA en el cromosoma 6p21
(Figura 4). En particular, el complejo HLA de clase Il (DP, DQ y DR) contribuye con un 40%
el riesgo de desarrollar diabetes tipo 1 (Maahs et al., 2010). Los haplotipos con un mayor
riesgo son DRB1*0401-DQA1*0301-DQB1*0302 (también llamado DQ8) y DRB1*0301-
DQA1*0501-DQB1*0201 (también llamado DQ2). Casi un 90% de los pacientes con
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diabetes tipo 1 presentan uno de los dos haplotipos y un 30% expresan los dos a la vez
(Redondo and Eisenbarth, 2002; Zemunik and Boraska, 2011; Noble and Erlich, 2012).

Chromosome 6
Long arm Short arm

HLA region
6p21.1-21.3
Class llI Class |
( DP DM DQ DR]@QCZHﬂﬂOTNFW (8 Cc E AG Fw

|

DDDD D DD LTLTD DDD DD DD D DD
PPPP O MM MAMAO QQQ QQ RR R RR
BABA A AB PPPPB BAB BA BB B B A
2211 2172 223 11 12 3...9
3300 3200 3100 3000 2900 2800 2700

Figura 4: Regién HLA del brazo corto del cromosoma 6 (Lindbladh et al., 2020).

IDDM2

Existen otras asociaciones genéticas a la diabetes tipo 1 como polimorfismos en la regién
promotora del gen de la insulina (Pociot et al., 2010). El locus IDDM2 se encuentra en el
cromosoma 11p15 y cuenta con un nimero de repeticiones en tdndem del gen (VNTR). Los
polimorfismos en esta regidén no codificante del gen de la insulina (INS) se asocian con el

riesgo de padecer diabetes (Redondo and Eisenbarth, 2002).
IDDM3-18

Existen otros loci asociados al riesgo de sufrir diabetes, como I[L2RA/IDDM10
(polimorfismos genéticos en el receptor de la IL-2 que repercute en la generacion de
linfocitos Treg), CTLA-4/IDDM12 (molécula coestimuladora con accién inhibidora de los

linfocitos T) y PTPN222 (Pociot et al., 2010; Redondo et al., 2018).

La predisposicién genética es un prerrequisito para el desarrollo de la diabetes tipo 1 pero,
aun asi, la tasa de concordancia en gemelos idénticos es sélo de un 40% (Barnett et al.,
1981), lo cual indica que los factores genéticos no son los Unicos relevantes en el desarrollo
de la enfermedad. Ademas, el incremento que ha habido en la incidencia de la diabetes
tipo 1 en los ultimos 60 afios no puede ser explicado solamente por los factores genéticos

(Wang et al., 2017).
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1.3.2. Factores ambientales

Tal y como se ha mencionado anteriormente, existe una gran variabilidad entre paises en
la incidencia de la enfermedad. Ademas, se ha demostrado que se produce un aumento de
esta en poblaciones que se han trasladado de una regién con poca incidencia a otra region
con una incidencia mayor (Akerblom and Knip, 1998). Todo ello evidencia la influencia de

factores externos en la patogénesis de la enfermedad.
1.3.2.1. Infecciones

Las infecciones microbianas son capaces de inducir respuestas inmunes especificas y
autoinmunidad. En este sentido, los virus, como los enterovirus, pueden ser una causa
potencial para el desarrollo de la T1D (Rodriguez-Calvo, 2019; Yeung et al., 2011). Otros
virus como citomegalovirus (Osame et al., 2007), rotavirus (Honeyman et al., 2014) o el
virus de la rubeola (Burgess and Forrest, 2009) también han sido frecuentemente asociados
con el inicio de la enfermedad. Aunque el mecanismo que llevan a cabo se desconoce y
existen datos heterogéneos vy, a veces, contradictorios en la literatura (Coppieters et al.,

2012; Rodriguez-Calvo et al., 2016), se han propuesto varias hipdtesis:

=  Mimetismo molecular entre antigenos microbianos y antigenos del huésped. Un
ejemplo de mimetismo molecular es el virus coxsackie B4 (CB4V). En las células B,
hay una gran expresién de receptores de virus coxsakie, lo cual puede facilitar la
infeccidon y contribuir a una mayor persistencia viral (Roep, 2019). Existe una
similitud molecular entre la proteina P2C de este virus y el antigeno GAD65 de islote

pancreatico (Atkinson et al., 1994; Oldstone, 1998).

» Propagacion del epitopo: mecanismo relacionado con infecciones virales. Una
respuesta iniciada contra un autoantigeno puede provocar la liberacion de otros
antigenos tisulares, activando linfocitos especificos. Conforme evoluciona la
respuesta, se observa la aparicion de respuestas contra autoantigenos no presentes
al inicio, dando lugar a un estado inflamatorio crénico. Este fendmeno explica por
qué la enfermedad autoinmune una vez iniciada, puede prolongarse y perpetuarse

(Abbas and Lichtman, 2004; Alba et al., 2005).
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» Linfocitos T que expresan dos TCRs con especificidades diferentes (Padovan et al.,
1995). Aunque no es lo habitual, esto puede suceder debido al reordenamiento de
genes de ambos alelos, y supone un riesgo potencial para el desarrollo de la
autoinmunidad. Estos linfocitos T con especificidades para autoantigenos y para
antigenos virales, pueden responder a antigenos propios cuando se activan durante

una infeccidén viral (Alba et al., 2005).

= Asociacion entre infecciones virales del tracto respiratorio al inicio de la vida y
danos en las células beta, autoinmunidad y desarrollo de diabetes tipo 1, afios mas
tarde, en personas con alto riesgo genético de T1D, probablemente por la
intervencion de factores genéticos de susceptibilidad (Rasmussen et al., 2011;

Beyerlein et al., 2017).

Otros hechos que pueden confirmar esta asociacion entre virus y diabetes tipo 1 seria la
incidencia estacional de la enfermedad, que coincide con otoio e invierno (Adams, 1926;
Maugh, 1975) y la presencia de virus (especialmente coxsackie) en pacientes de T1D

recientemente diagnosticados (Banatvala et al., 1985; Rewers and Ludvigsson, 2016).

Contrariamente al papel negativo que desempeifian los virus en humanos, estos pueden
tener un efecto positivo en el modelo de ratén NOD (Non-Obese Diabetic), el cual presenta
caracteristicas similares a los humanos predispuestos genéticamente a la enfermedad. Se
observé que si se inoculaba el virus coxsackie (Tracy et al., 2002) o el herpesvirus (Smith et
al., 2007) en ratones NOD jovenes, desarrollaban una proteccion a la T1D, reduciendo o

retrasando su inicio.
1.3.2.2. Microbiota intestinal

Diversos estudios han demostrado que la microbiota intestinal contribuye al riesgo de
desarrollar diabetes tipo 1 en personas que tienen predisposicién genética. Factores como
la dieta, el exceso de higiene o los antibidticos influyen a su vez en la composicion del
microbioma, el cual interacciona con el sistema inmune, moldeandolo. El microbioma
también afecta a la permeabilidad intestinal ya que un incremento de la misma ayuda a la
entrada de antigenos potencialmente diabetogénicos, lo cual podria suponer el inicio de la

autoinmunidad (Figura 5) (Gulden et al., 2015).
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Figura 5. Papel de la microbiota en el riesgo de desarrollar diabetes en individuos genéticamente
predispuestos. T1D es una enfermedad multifactorial. La mayoria de los factores ambientales
influyen en la composicién de la microbiota intestinal, la cual estd en estrecha relacidon con el
sistema immune. Ademds, la composicién también afecta a la permeabilidad intestinal. (Figura
extraida y adaptada de Gulden et al., 2015; Jakobsen and Szereday, 2018).

Los pacientes diabéticos de tipo 1 tienen un microbioma intestinal menos estable y menos
diverso, en comparacién con individuos sanos (Brown et al., 2011; Giongo et al., 2011). En
los ratones NOD, el hecho de que la incidencia de diabetes esté influenciada por el
ambiente microbiano de las condiciones de estabulacion sugiere que la microbiota tiene
una funcidn clave en el desarrollo de la enfermedad (Pozzilli et al., 1993). Se realizaron
estudios en los cuales se observé que la transmisidn de una microbiota sana puede retrasar
o incluso frenar el desarrollo de la diabetes (Wen et al., 2008). También se ha evidenciado
la relacidn entre la microbiota y el desarrollo de enfermedades autoinmunes en los efectos

metabolicos del trasplante de microbiota fecal (FMT) (Peng et al., 2014).

1.3.2.3. Macrobiota

Se observd que la infeccion con helmintos (Trichinella spiralis, Heligmosomoides polygyrus,
Litomosoides sigmodontis y Dirofilaria immitis) podia prevenir el inicio de la diabetes tipo
1 en ratones NOD si esta infeccidn se producia aproximadamente a las 4 semanas de edad
(Cooke et al., 1999). Aunque el mecanismo por el cual se producia esta prevencién a la
enfermedad tras la infeccién con helmintos no estaba claro, se observé que esta proteccion

estaba asociada a un cambio hacia una respuesta de tipo Th2, tal y como demostraban la
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produccién de citoquinas y anticuerpos, y el aumento de células T reguladoras CD4 (+) CD25
(+) FoxP3 (+) (Hubner et al., 2009). Sin embargo, es necesaria una mayor investigacion
sobre los mecanismos que se llevan a cabo en las infecciones por helmintos y en la
modulacion que realizan en el inicio de la diabetes, para poder identificar nuevas dianas en

la prevencion de la enfermedad (Zaccone and Cooke, 2013).
1.3.2.4. Hipétesis de la higiene

La hipdtesis de la higiene postula que el incremento en la incidencia de enfermedades
autoinmunes y alergias es consecuencia de una disminucién de infecciones durante la
infancia por una mejora en los habitos de higiene (Bach, 2002). Se observé que los ratones
NOD desarrollan diabetes autoinmune de forma espontdnea con unas tasas de incidencia
altas cuando estan estabulados en condiciones libres de patégenos especificos (SPF), pero
dicha incidencia disminuye considerablemente cuando se encuentran en condiciones
convencionales de estabulario (Bach, 2018). Se llevaron a cabo distintas aproximaciones
para demostrar la relacién causal entre la higiene y el desarrollo de la autoinmunidad,
como la administracién de bacterias comensales para prevenir el desarrollo de la
enfermedad. La administracion de probidticos antes del inicio de la diabetes era capaz de
prevenir las manifestaciones de la enfermedad (Calcinaro et al., 2005; Matsuzaki et al.,

1997).
1.3.2.5. Factores dietéticos

Existen diversos factores dietéticos que se han asociado con el desarrollo de la diabetes
autoinmune. Se observd que el amamantamiento podia estar reduciendo el riesgo de
diabetes tipo 1 mediante la proteccién contra infecciones a través de anticuerpos
secretores de inmunoglobulina A (Juto, 1985) y la mejora de la respuesta inmune del nifio
mediante el incremento de la proliferacién de células B. Ademas de proteger contra una
respuesta inmune anormal frente a nuevos antigenos en un intestino inmaduro, favorecia
la exposicidn tardia a antigenos extraiios de la leche (Frederiksen et al., 2013). Sin embargo,
el consumo de leche de vaca en la infancia muestra resultados contradictorios, ya que se
observo una diminucién del riesgo de padecer diabetes tipo 1 (Rosenbauer et al., 2008),
mientras que otros estudios mostraban un incremento del riesgo de autoinmunidad y de

desarrollo de la enfermedad (Virtanen et al., 2012, 2000).
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Por otro lado, la suplementacién con vitamina D al inicio de la vida mostraba un efecto
protector, disminuyendo el riesgo de sufrir diabetes afios mas tarde (Danescu et al., 2009;
Hypponen et al., 2001) y preservando la funcién de las células B (Li et al., 2009), aunque
todavia no hay evidencias suficientes para considerar la vitamina D como una potencial

herramienta de prevencion.

Los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga influyen en las respuestas inflamatorias,
de tal forma que un déficit de acidos grasos omega-3 puede dar lugar a reacciones
inflamatorias. Se observd que un aumento en el consumo de omega-3 en la infancia podia
reducir el riesgo de autoinmunidad en nifios con predisposicidon genética a la diabetes

autoinmune (Norris et al., 2007).
1.3.2.6. Compuestos quimicos

Los mecanismos autoinmunes también pueden desencadenarse debido a toxinas en la
comida o el agua que consumimos, sobre todo en aquellos individuos con predisposicidn
genética, provocando la muerte celular de los islotes pancredticos. Aunque la relacién con
estas toxinas -nitratos, nitritos y nitrosaminas- todavia no esta clara, diversos estudios han
mostrado una conexién entre la diabetes tipo 1 y estos compuestos (Benson et al., 2010;

Samuelsson et al., 2011).
1.3.2.7. Estrés de la célula beta

Existen una serie de fatores que causan un incremento en la demanda de insulina
(crecimiento, sobrepeso, pubertad, infecciones, etc.) que podrian tener un papel
importante en el desarrollo de la diabetes tipo 1. Un estrés prolongado del reticulo
endopldsmico perjudica la sintesis de insulina, provocando apoptosis de la célula B
pancredtica (Cnop et al., 2012). Se ha observado que, en condiciones de altos niveles de
estrés celular, las células 3 no producen insulina de forma dptima y generan autoantigenos
llamados HIP (del inglés, Hybrid Insulin Peptides), que son responsables de la pérdida de

autotolerancia en la diabetes tipo 1 (Delong et al., 2016).
1.3.3. Factores epigenéticos

La epigenética se define como cambios heredables en la expresidn génica que no alteran

la secuencia del DNA (Van Speybroeck, 2002). Las variaciones epigenéticas contribuyen al
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desarrollo de muchas enfermedades, incluida la diabetes tipo 1 (Jerram et al., 2017).
Estudios recientes en islotes pancreaticos humanos han mostrado enriquecimientos en
metilaciones del DNA (mQTL, del ingles methylation quantitative trail loci) en genes
relacionados con la diabetes autoinmune como HLA, INS o PTPN2, lo cual sugiere un papel
relevante de los factores epigenéticos en el desarrollo de la enfermedad, mediante la
modificacion de la expresidn génica y la funcién de los islotes pancreaticos (Olsson et al.,
2014). La importancia de la modificacion epigenética del DNA mediante metilaciéon en
respuesta a estresores inmunoldgicos también se analizdé en el modelo de ratéon NOD.
Observaron que estas modificaciones podian ser un mecanismo que estuviera afectando a

la expresion de la insulina durante la progresién de la T1D (Rui et al., 2016).

Ademas, también se ha observado que la inhibicién de las histonas desacetilasas reduce la
apoptosis producida por citoquinas en las células B pancreaticas, asegurando su bienestar
y restaurando la secrecion de insulina (Chou et al., 2012). Se utilizé para ello un inhibidor
de histona desacetilasa (HDAC) denominado tricostatina A (TSA), en modelo de ratén NOD
(Jayaraman, 2018; Peng et al., 2014). Esta modulacidn epigenética mediante el tratamiento
con TSA puede impactar en el proceso de diabetogénesis inhibiendo las células efectoras
y/o facilitando la neogénesis de las células beta, es decir, la generacion de células beta a

partir de precursores poco diferenciados (Figura 6).

Diabético

CELULAS EFECTORAS
Antigenos MHC Clase Il ?,“4-
Infecciones virales : x‘O
$ St

Disbiosis microbiota = ;
Células T CD4+ Macrofagos

Pérdida de células beta
Complicaciones secundarias

No diabético

Modulacién epigenética (TSA)
Modificaciones histona
Metilacion del DNA

20 um
Neogeneracion del islote
Normoglucemia

Figura 6: Modelo de los factores que influyen en el desarrollo de la diabetes tipo 1 y mecanismos
epigenéticos para su bloqueo mediante tratamiento con TSA. La diabetes autoinmune estd
influenciada por factores genéticos y ambientales. Los linfocitos T CD4+ activan macréfagos para
destruir las células B, que contienen insulina (granulos rojos en la imagen de microscopia confocal).
La modulacién epigenética mediante TSA puede impactar en la diabetogénesis facilitando la
neogénesis de células B. Existen otros mecanismos epigenéticos como metilacion del DNA para
prevenir la diabetes. (Figura extraida y adaptada de Jayaraman, 2018).
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1.4. Patogénesis de la T1D

Para que se desarrolle la diabetes autoinmune se tienen que dar tres requisitos (Wallberg

and Cooke, 2013):
» Los linfocitos se activan para responder frente a las células B pancreaticas.
® Larespuesta generada presenta fuertes caracteristicas proinflamatorias.

= Elcontrol regulatorio de las respuestas autoinmunes falla, cronificando la respuesta

y desencadenando la destruccion de las células B, lo cual desemboca en T1D.

El inicio y la progresidn de la destruccidn de las células B pancreaticas todavia no es clara,
aungue existen numerosos estudios en modelos animales de T1D que han ayudado a
dilucidar los mecanismos que se llevan a cabo en la patogénesis de la enfermedad. Las
células B de los islotes pancredticos liberan autoantigenos que son capturados vy
presentados por las células presentadoras de antigenos (APCs) -células dendriticas (DCs) o
macréfagos- a los linfocitos T CD4+ y CD8+. Estos se activan en los ganglios linfaticos
regionales, proliferan y migran al pancreas. Estas células son esenciales para el desarrollo

de la T1D (Christianson et al., 1993).

En condiciones normales, los antigenos serian presentados en el timo y la tolerancia central
provocaria anergia o delecidn de los linfocitos T autorreactivos, evitando la generacién de
la respuesta autoinmune. Sin embargo, en los pacientes diabéticos, se produce una
desregulacién de la tolerancia central, de forma que falla la seleccién timica y los linfocitos
T autorreactivos escapan sin ser eliminados. Esto puede suceder, por un lado, porque los
TCR de los linfocitos T autorreactivos son seleccionados como resultado de una sefial de
baja afinidad o, por otro lado, porque los antigenos no han sido presentados en el timo
(debido a modificaciones postranscripcionales) y llegan a la periferia donde son

reconocidos por los linfocitos T (Marrack and Kappler, 2012).

Nuestro sistema inmune adaptativo es el encargado de reorganizar los receptores de los
linfocitos de forma aleatoria para generar un repertorio que sea capaz de actuar frente a
distintos patégenos. Una de las consecuencias de este proceso es la generacion de
linfocitos autorreactivos que reconocen elementos de nuestras células como patogénicos

(Nagata and Tanaka, 2017).
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1.4.1. Papel de los linfocitos T

En la T1D, los linfocitos T CD4+ y CD8+ son los mayores efectores de la respuesta
autoinmune dirigida contra las células B pancredticas. Ambos son necesarios para que se
desarrolle la enfermedad ya que provocan la muerte de forma directa e indirecta de las

células B (Di Lorenzo et al., 2007).

El fenotipo mds abundante que adquieren en la T1D es el de los linfocitos Th1 (Yoon and
Jun, 2005), produciendo grandes cantidades de IFN-y, fomentando asi la respuesta
inflamatoria y generando respuesta contra los islotes. Esta respuesta aumenta la expresion
de MHC de clase | y Il, provocando la activacion de los macréfagos inactivos, que a su vez
secretan citoquinas como IL-1 B y TNF-a, y radicales libres, que son téxicos para la célula B
(Wen et al., 2011). Al inicio, los linfocitos rodean el islote pancredtico provocando peri-
insulitis y posteriormente, entran en el islote. La lesion inflamatoria que consiste en la
infiltracidon de células inmunes en los islotes de Langerhans se denomina insulitis y es un

marcador patoldgico de la T1D (Martinov and Fife, 2019; Pugliese, 2016).

Otro fenotipo adquirido por los linfocitos T, es el de las células T helper foliculares (Ten),
gue son necesarias para la produccién de anticuerpos por parte de los linfocitos B contra
los antigenos de las células B. La deteccion de estos anticuerpos en sangre es un

biomarcador de la T1D, tal y como postulan estudios recientes (Viisanen et al., 2017).

Una vez activados los linfocitos T CD4+, inducen la destruccién de las células B mediante la
activacion de los linfocitos T CD8+, que migran a los islotes inflamados, liberando perforina
y granzima. Se ha evidenciado el papel de los linfocitos T CD8+ autorreactivos en el
desarrollo de la enfermedad mediante estudios histoldgicos de pacientes recientemente
diagnosticados en los que observaron la presencia de infiltracion linfocitica de CD8+
(Hanninen et al., 1992). Ademas, los linfocitos T CD4+ son capaces de convertirse en células
citotoxicas (CTL) que pueden eliminar a las células B a través de la induccién de FAS por
citoquinas proinflamatorias (Wen et al., 2011). En ratones NOD, se ha visto que la deplecidn
de linfocitos T CD4+ (Mora et al., 1999) y linfocitos T CD8+ (Phillips et al., 2009) asi como
la inhibicion de IFN-y (Campbell et al., 1991) retrasa o incluso evita el desarrollo de la

enfermedad.
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1.4.2. Papel de los linfocitos B

Los linfocitos B producen anticuerpos y tienen gran importancia en la T1D porque, al igual
que las células dendriticas y los macréfagos, son células presentadoras de antigenos y son
necesarias para la progresién de la insulitis (Silveira et al., 2007; Wong et al., 2004). El papel
de los linfocitos B como APCs en la diabetes autoinmune se ha confirmado en estudios
realizados en ratones NOD, en los cuales se eliminaban las moléculas MHC de estas células
y esto evitaba el desarrollo de la enfermedad (Noorchashm et al., 1999). Estudios recientes
han demostrado que los autoanticuerpos funcionan como biomarcadores para la T1D vy,
ademas, contribuyen a la prediccion del riesgo de padecer la enfermedad (Jia et al., 2020).
El esquema global de los mecanismos involucrados en la destruccion de las células B asi

como los factores que intervienen en la patogénesis de la T1D se detalla en la Figura 7.
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Figura 7. Esquema de las células y factores involucrados en la patogénesis de la T1D. En la
destruccién de las células beta pancreaticas estan implicados los linfocitos T CD4+ y CD8+, los
macrofagos inflamatorios y los linfocitos B, favoreciendo la inflamacion y la insulitis o infiltracion
linfocitica de los islotes (Katsarou et al., 2017). Los linfocitos T CD8+ liberan perforinas y granzimas,
qgue contribuyen a la apoptosis de la célula B. Se produce también una secrecién de citoquinas
proinflamatorias por parte de los macréfagos (IL1B y TNF-a) y los linfocitos T CD4+ (IFN-y ,IL1B y
TNF-a), que inducen expresidon de Fas en la célula beta. Los linfocitos activados expresan FasL y
todo esto desemboca en la apoptosis de las células beta. Los linfocitos B secretan autoanticuerpos
y presentan los antigenos de la célula beta a los linfocitos T, para potenciar su activacién. (Figura
original de la autora, creada con Servier Medical Art).
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1.5. Estadios de la T1D

La T1D se divide en tres etapas (Figura 8), todas ellas comparten la presencia de
autoanticuerpos y pérdida de masa beta progresiva. Estos autoanticuerpos van dirigidos
contra tres autoantigenos principales: insulina, GAD65 y antitirosina fosfatasa (IA-2). En la
primera fase todavia no se observa hiperglucemia (exceso de glucosa en sangre) ni
sintomas asociados, la segunda fase se caracteriza por la presencia de hiperglucemia y en
la tercera fase tienen lugar los sintomas agudos, como poliuria o sed excesiva (Katsarou et
al., 2017). Aunque el marcador patoldgico cldsico es la insulitis o infiltracion linfocitica de
los islotes pancreaticos, los autoanticuerpos y su deteccién como biomarcadores de la fase
presintomatica de la enfermedad resultan de gran ayuda para el abordaje de la patogénesis
de la T1D (American Diabetes Association, 2008). El hecho de tener dos o mas
autoanticuerpos dirigidos a antigenos de la célula B es un factor que predispone para el
progreso a la fase sintomatica (Insel et al., 2015).

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3

Autoinmunidad células
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Figura 8. Estadios de la T1D. La enfermedad se puede dividir en tres etapas: la primera esta
caracterizada por la presencia de autoanticuerpos; en la segunda existen autoanticuerpos e
hiperglucemia y los sintomas aparecen en la tercera etapa. (Figura extraida y adaptada de Katsarou
et al., 2017).
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2. TOLERANCIA INMUNOLOGICA VS. AUTOTOLERANCIA

El cuerpo humano esta continuamente expuesto a microorganismos y agentes patégenos.
El sistema inmune es una red interactiva de érganos linfoides, células, factores humorales
y citoquinas, cuya funcién principal es proteger al cuerpo a través de una serie de
mecanismos de defensa que evitan el avance de estas infecciones (Parkin and Cohen,
2001). Esta respuesta coordinada y conjunta por parte del organismo frente a sustancias

exdgenas se denomina respuesta inmunitaria (Abbas and Lichtman, 2004).

Se define tolerancia inmunolégica a un antigeno especifico como la ausencia de respuesta
a dicho antigeno debido a mecanismos programados de no reaccién. La tolerancia
periférica es la capacidad de bloquear la activacién de los linfocitos maduros autorreactivos

de forma que no puedan producir una respuesta inmune contra un antigeno concreto.

Es un fendmeno inmunolégicamente especifico que se lleva a cabo mediante diferentes
mecanismos como la apoptosis (deleciéon clonal), la falta de respuesta o anergia
(inactivacion sin muerte celular, ausencia de coestimulacion antigénica), la ignorancia (los
linfocitos T no detectan las células propias de forma adecuada, debido a barreras
anatdmicas o bien porque las células de los tejidos periféricos no expresan moléculas MHC
Il, necesarias para el reconocimiento de antigenos) y la supresién de la activacidn linfocitica

(Figura 9).
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Figura 9: Comparacién entre respuesta inmunitaria normal y tolerancia inmunoldgica.
Mecanismos de la tolerancia periférica de los linfocitos T. En una respuesta inmune normal se
produce la proliferaciéon y diferenciacion de los linfocitos. Sin embrargo, cuando un antigeno
tolerogénico se encuentra con un linfocito, se producen diferentes mecanismos para evitar la
activacion de los linfocitos autorreactivos en la periferia como la anergia, la inmunosupresion, la
delecidén clonal o la ignorancia. (Figura extraida y modificada de Abbas and Lichtman, 2004).

La autotolerancia es la tolerancia fisioldgica frente a antigenos propios o autoantigenos, un
estado del sistema inmune mediante el cual los individuos no responden a los antigenos
propios en condiciones normales. Hay una serie de mecanismos que se encargan del
mantenimiento de la autotolerancia en los linfocitos B y T. Cuando estos mecanismos son

insuficientes, se desarrolla la autoinmunidad (Abbas and Lichtman, 2004).

2.1. Autoinmunidad

El término autoinmunidad fue inicialmente acufiado por Paul Ehrlich a principios del siglo
XX como “horror autotéxico” y se define como una respuesta inmune que produce una
reaccion contra un antigeno propio. Los elementos clave en este proceso son el
reconocimiento de antigenos propios por linfocitos autorreactivos, su activacion, y la lesién
de los tejidos debido a los linfoctos activados (o efectores) y sus productos (Abbas and

Lichtman, 2004).
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La autoinmunidad estd mediada por una gran variedad de mecanismos celulares y
moleculares y es el resultado de multiples factores, tanto genéticos (complejo mayor de
histocompatibilidad, etc.) como ambientales (infecciones, microbioma, etc.) (Figura 10). La
combinacion de estos factores crea un fendmeno denominado “mosaico de
autoinmunidad” que escapa de los mecanismos de tolerancia provocando la pérdida de la
autotolerancia y dando lugar al desarrollo de la autoinmunidad (Temajo and Howard,

2014).
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Figura 10: Factores que influyen en el inicio de la autoinmunidad. La susceptibilidad genética como
polimorfismos genéticos, los estimulos ambientales como las infecciones o el microbioma y
defectos en la regulacidn los Tregs (anulando su capacidad supresora de linfocitos T autoreactivos)
pueden contribuir a la activacién y proliferacién de linfocitos T autorreactivos, provocando un dafio
tisular. Figura extraida y adaptada (Rosenblum et al., 2015).

2.1.1. Enfermedades autoinmunes

Las manifestaciones de la autoinmunidad se denominan enfermedades autoinmunes (AIDs,
por sus siglas en inglés), y representan un conjunto de diferentes enfermedades que
presentan sintomas, ubicaciones y patomecanismos distintos. Sin embargo, en todas ellas,
la patologia se produce como consecuencia de un fallo en los mecanismos de
autotolerancia. La mayoria son multifactorales, con una compleja etiologia y patogénesis

que engloba variables tanto genéticas como ambientales (Nagy, 2014).

Otra de las caracteristicas que es compartida por la mayoria de estas condiciones es la
predominancia en el sexo femenino. En enfermedades autoinmunes como el sindrome de
Sjogren o el lupus eritomatoso sistémico, mds del 80% de los pacientes son mujeres. A
pesar de las numerosas hipdtesis basadas en la importancia de las hormonas sexuales, el
microquimerismo fetal o el papel de los cromosomas sexuales, la causa exacta de esta

predisposicion todavia es desconocida (Moroni et al., 2012).
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Aunque en este trabajo nos centraremos en la T1D, hay mas de 80 enfermedades
autoinmunes conocidas. Se clasifican en dos grupos, en funcién de si el efecto es drgano-
especifico o sistémico. En el primer grupo, la respuesta inmune reacciona especificamente
contra autoantigenos que se encuentran en un drgano especifico, como ocurre en la
diabetes tipo 1 o en la esclerosis multiple. Sin embargo, las enfermedades autoinmunes

sistémicas, como la artritis reumatoide o la psoriasis, atacan a multiples érganos debido a

la distribucidn sistémica de los autoantigenos diana (Temajo and Howard, 2014).

En la Tabla 1 se detallan ejemplos de distintas enfermedades autoinmunes:

Enfermedad Autoantigeno Consecuencias Modelos animales
Antigenos de las
Diabetes Mellitus . Inflamacioén islotes .
células B- Ratén NOD; rata BB

Tipo 1

Artritis reumatoide

Esclerosis multiple

Enfermedad de
Graves

Lupus eritomatoso
sistémico

Miastenia Grave

Anemia hemolitica
autoinmunitaria

pancreaticas
Factor reumatoide
de clase IgM

Proteina basica de
la mielina

Receptor de TSH
Acidos nucleicos
Receptor de la
acetilcolina
Proteinas de la

membrana
eritrocitica

pancreaticos; diabetes

Artritis y manifestaciones
asociadas
Inflamacién progresiva
del Sistema Nervioso
Central y paralisis

Hipertiroidismo

Glomerulonefritis,
lesiones en la piel, artritis

Debilidad muscular,
paralisis

Hemolisis y anemia

Artritis inducida por
colageno
EAE (experimental
autoimmune
encephalomyelitis)
EAT (experimental
autoimmune
thyroiditis)
MRL-Fas'"", BWF1,
BXSB,
NZM2410
EAMG (experimental
autoimmune
myasthenia
gravis)

NZB

Tabla 1: Ejemplos de enfermedades autoinmunes. Clasificacion, mecanismos y ejemplos de
modelos animales utilizados para el estudio de cada enfermedad. (Tabla extraida y adaptada de
Abbas and Lichtman, 2004 y Kono and Theofilopoulos, 2017).

3. TRATAMIENTO Y TERAPIAS DE LAT1D

El descubrimiento de la insulina por Frederick Banting y Charles Best convirtié la T1D de
una enfermedad fatal a crdnica, cuyas consecuencias podian tratarse mediante la
administracién de insulina exégena (Banting et al., 1991). Aunque éste sigue siendo el
tratamiento de referencia para la diabetes autoinmune, se han realizado muchos avances

tanto en tecnologia como en la comprension de la patogénesis de la enfermedad, que han
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dado lugar a innovaciones terapéuticas y terapias farmacoldgicas emergentes para mejorar

el control de la glucosa y prevenir la enfermedad.
3.1. Tratamiento con insulina exogena

Actualmente, la administracién exdgena de insulina es la principal opcién terapéutica para
la T1D. Los niveles de glucosa en sangre se monitorizan y la insulina se administra mediante
inyecciones o con una bomba. Por un lado, las inyecciones son mas baratas y faciles de
usar, pero los pinchazos son muy frecuentes y ademads, se pueden dar situaciones de
hipoglucemia. Por otro lado, las bombas liberan la insulina de una forma mas precisa que
las inyecciones pero son mas caras y pueden causar ganancia de peso y cetoacidosis

diabética (American Diabetes Association, 2008).

Las estrategias terapéuticas en las cuales la informacién de monitorizacion de glucosa y la
liberacion de insulina estan ligadas, reducen el riesgo de hipoglucemia y suponen un
sistema mas efectivo de respuesta a glucosa (Bakh et al., 2017). Por ello, existen sistemas
de liberacién de insulina artificiales que imitan de forma inteligente las funciones
pancreaticas y consiguen una administracién autorregulada de la insulina (Yu et al., 2016).
El problema de estos sistemas radica en la capacidad limitada de carga de insulina. Por este
motivo, estdn desarrollando parches transdérmicos con microagujas cargadas con insulina
y una matriz polimérica sensible a glucosa, aunque hasta el momento sélo han sido

probado en ratones y minicerdos (Jicheng Yu et al., 2020).
3.2 Terapias de regeneracion
3.2.1. Trasplantes

Los trasplantes suponen una solucién para los pacientes diabéticos con la desventaja de un
requisito fundamental para ello como es la inmunosupresion, para evitar un ataque
autoinmune contra el injerto. El trasplante de células B puede venir de la mano de un
trasplante de pancreas, de islotes o de células B que hayan sido generadas in vitro. La
existencia de la amenaza inmunoldgica de autoinmunidad de por vida hace necesaria la
coordinacion entre la regeneracion de la masa B y una inmunoterapia que suprima la

persistente autoinmunidad.
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3.2.2. Proliferacién endégena de células beta funcionales

Una solucién alternativa para evitar la inmunosupresion consistiria en la generacién de
células productoras de insulina, por ejemplo, a partir de células mesenquimales que son
capaces de desarrollar hepatocitos que producen insulina (Beikmohammadi et al., 2019) o
bien, a partir de células a expuestas a glucagon-like péptido 1 (GLP1) (Zhang et al., 2019) o
a factores de transcripcion como Pdx1 y MafA (Xiao et al., 2018). El tipo celular aplicable
tiene que ser sensible a la glucosa y regulable, ya que la secrecién incontrolada de insulina

es letal.
3.3. Inmunoterapias
3.3.1. Terapias dirigidas a linfocitos T

Se han desarrollado terapias anti-CD3, como el teplizumab, que es una forma humanizada
del anticuerpo con un receptor humano Fc mutado que disminuia la activaciéon de los
linfocitos T y la inmunogenicidad. La induccidn de tolerancia mediante anticuerpos
monoclonales anti-CD3 estd relacionada con la induccidn de Tregs que controlan las

respuestas autoinmunes patogénicas.

La unién de anti-CD3 al complejo CD3/TCR da lugar a una modulacién antigénica
(desaparicion de CD3/TCR de la superficie de las células por desprendimiento o
internalizacion, haciendo que los linfocitos T sean ciegos a su antigeno afin). Esta unién de
anti-CD3 con CD3/TCR también puede provocar anergia o apoptosis en los linfocitos T. Por
un lado, la modulacién antigénica y la anergia hacen que los linfocitos sean ignorantes del
antigeno, dando lugar a una inmunosupresion transitoria. Por otro lado, la tolerancia
inducida por anti-CD3 depende de la apoptosis. Los linfocitos T apoptéticos y los
macrofagos producen TGF-B, promoviendo un microambiente tolerogénico. La expresion
de TGF-B puede a su vez inducir FoxP3 en células T CD4+, haciéndolas supresoras y
provocando la inhibicidn de las células T efectoras, generando asi un fenotipo tolerogénico
(Kuhn and Weiner, 2016). El problema del tratamiento era que se iniciaba cuando la masa

beta ya era muy insuficiente (Herold et al., 2013).

Otra terapia consiste en administrar bajas dosis de ATG (globulina anti-timocitos) aunque

es menos especifica que las terapias anti-CD3. ATG es un serum purificado de conejo con
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anticuerpos IgG citotoxicos que van dirigidos contra los linfocitos T humanos. El problema
es que no va dirigido a un epitopo especifico ya que esta hecho en conejos inmunizados
con timocitos humanos, por tanto, exposiciones repetidas pueden aumentar el riesgo de
desarrollar la enfermedad del suero (reaccién de hipersensibilidad causada por la
formacidon de inmunocomplejos a partir de proteinas derivadas de una especie animal no
humana) (Haller et al., 2018). La terapia con ATG parece ser prometedora y se siguen
llevando a cabo estudios para determinar si podria prevenir o retrasar el inicio de la T1D

(Haller et al., 2019).
3.3.2. Terapias dirigidas a linfocitos B

La T1D es considerada una enfermedad autoinmune mediada por linfocitos T. Sin embargo,
los linfocitos B también llevan a cabo un papel patogénico, con su funcién como APCs
(Marifio et al.,, 2011). El anticuerpo monoclonal anti-CD20 rituximab retrasaba la
disminucién de péptido C pero este efecto no se prolongaba mas de dos afios (Pescovitz et

al., 2014).
3.3.3. Terapias antigeno-especificas

Este tipo de intervenciones puede suprimir la respuesta autoinmune y revertir la
enfermedad en modelos preclinicos (Tang et al.,, 2004). La estrategia esta dirigida a la
generacion de Tregs especificos de islote, que causen la delecidn o anergia de los linfocitos
T patogénicos, restaurando la tolerancia inmunolégica. En este sentido, la liberacion
sistémica de nanoparticulas recubiertas de péptidos relevantes para la T1D junto con MHC
de clase ly Il han generado Tregs antigeno especificos en ratén NOD, revirtiendo la diabetes
(Clemente-Casares et al., 2016). Se observé anergia de linfocitos T e induccidn de tolerancia
cuando las nanoparticulas estaban cargadas con un péptido hibrido de insulina fusionada
con cromogranina A (Jamison et al., 2019). Los esfuerzos también van dirigidos a la
identificacion de TCRs especificos de islote para la generacion de Tregs antigeno-

especificos mediante herramientas como CRISPR-Cas9 (Safari et al., 2018).

Este tipo de respuestas modulan la respuesta autoinmune de forma especifica en los
islotes, sin influir en las respuestas contra patogenos. La clave parece estar en la
combinacion de inmunoterapias, para conseguir un mayor efecto y que éste sea a largo

plazo.
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4. MODELO NOD DE DIABETES AUTOINMUNE

Aunque cada vez hay una mayor disponibilidad de muestras humanas que permiten un
analisis mas directo de tejido linfoide y pancredtico en diferentes estadios de la
enfermedad (Pugliese et al., 2014), es cierto que su utilizacién para el estudio de la
inmunopatologia de la T1D sigue presentando numerosas complicaciones, porgue no es
posible disponer de muestras de individuos vivos diabéticos y porque la disponibilidad de

muestras pancredticas post-mortem es limitada (Oram et al., 2019).

Por este motivo, en los ultimos afios, se han utilizado dos tipos de modelos animales para
el estudio de la diabetes tipo 1 de facil mantenimiento y manipulacién; las ratas
BioBreeding o BB y los ratones Non-obese-diabetic o NOD, los cuales desarrollan diabetes
autoinmune de forma espontanea. Ambos comparten multitud de aspectos con la
etiopatogenia de la T1D en humanos, similitud en los loci de susceptibilidad e influencia de
factores ambientales (Bluestone et al., 2010). En el presente trabajo, se ha utilizado el

modelo murino NOD y la linea celular NIT-1 de insulinoma de ratén NOD.

El modelo de ratén NOD fue descubierto por Makino y colaboradores (Makino et al., 1980)
durante el desarrollo de un modelo animal para el estudio de cataratas (CTS). Mostraba un
inicio abrupto de los sintomas (poliuria, polidipsia, glucosuria, hiperglucemia y pérdida de

peso rapida), infiltracion linfocitica de los islotes y deficiencia de insulina.

Los ratones hembra de la cepa NOD comienzan a desarrollar infiltracion de islotes (insulitis)
a las 4-5 semanas de edad y la clinica de la enfermedad aparece normalmente entre las 12
y las 14 semanas, mas frecuentemente en hembras que en machos (Figura 11). Las células
que infiltran los islotes son linfocitos T (CD4+ y CD8+), células dendriticas, linfocitos B y

macroéfagos (Yang and Santamaria, 2006).



INTRODUCCION

Activacion linf. T especificos Expansion de linfT autorreactivos
- de antigeno de islote patogénicos dependientes de antigeno
& :

2 Liberacion Desregulacion

L - antigenosislote inmune
| | | _
Defectos Desarrollo de linfocitos Infiltracién linfocitica Destruccion de
seleccién timica T-autorreactivos islotes pancreaticos células B: DIABETES

INFILTRA’CI(’)N ISLOTE

———— N
d 3 7 12 16-20 semanas
]
Peri-insulitis |&|

Figura 11: Progresion de la T1D en el modelo de raton NOD. Diferencias entre hembra y macho en
el inicio de la peri-insulitis y la insulitis. Evolucidon de la respuesta diabetogénica autoinmune en
ratdn NOD (Yang and Santamaria, 2006). Imagenes correspondientes a la infiltracién progresiva de
los islotes pancreaticos (Greiner et al., 2014).

Cuando son estabulados en condiciones SPF, dependiendo del animalario, la incidencia de
la diabetes autoinmune varia de un 60-95% en hembras, en las cuales se desarrolla mas
rapido, y un 30-50% en machos. Esta incidencia se reduce considerablemente cuando los
animales se encuentran expuestos a un mayor numero de patdégenos, como ocurre en una
sala convencional de estabulario (Bach, 2002; Kikutani and Makino, 1992; Pozzilli et al.,

1993).

Entre los factores genéticos de predisposicion, la cepa NOD comparte con los humanos
alelos de riesgo del MHC de clase Il. Los ratones NOD expresan un haplotipo de MHC que
es el I-A8’. No expresan el I-E por un fallo en la cadena Ea y, por tanto, la Unica molécula
que expresan es |-A (Hattori et al., 1986). I-A%” en lugar de un acido aspartico en la posicion
57, tiene un aminoacido neutro, al igual que el haplotipo humano DQ8 de riesgo (Morel et
al., 1988). La presencia de un aminoacido neutro en lugar del aspartato se ha
correlacionado con una peor capacidad para unir péptidos autoantigénicos de insulina

(Carrasco-Marin et al., 1997; Lee et al., 2001).

Ademas, las manipulaciones genéticas de este modelo resultan de gran utilidad también

para el estudio de otras enfermedades autoinmunes como el sindrome de Sjogren (Lodde
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et al., 2006), la tiroiditis autoinmune (Braley-Mullen et al., 1999), la polineuropatia
autoinmune periférica (Salomon et al., 2001), la cirrosis biliar primaria (Irie et al., 2006), la
cardiomiopatia autoinmune (Elliott et al., 2003) o la sialoadenitis autoinmune (Hjelmervik

et al., 2007).

Los ratones NOD/SCID son el resultado de cruzar ratones de la cepa NOD y ratones con
inmunodeficiencia severa combinada (SCID). Los ratones homozigotos para la mutacion
SCID (mutacién en Prkdcsc) son deficientes en linfocitos T y B, por tanto, no desarrollan
insulitis ni diabetes autoinmune (Bosma et al., 1983). Estos ratones muestran defectos en
la inmunidad innata, como disfuncidn de las células NK o escasa produccidn de citoquinas
(Belizario, 2009). En este trabajo se han utilizado ratones NOD/SCID para evitar
contaminaciones de las preparaciones de islotes con otros tipos celulares que provengan
de la infiltracion linfocitaria asi como para discriminar entre las contribuciones al proceso

autoinmune del sistema inmunitario y de la propia célula beta como diana de este.
5. FISIOLOGIA DEL ISLOTE PANCREATICO

El pancreas es un dérgano glandular mixto, constituido por una parte exocrina, con una
organizacién lobular, y una parte endocrina. El tejido exocrino supone la mayoria de la
superficie del pancreas y se encuentra rodeando al tejido endocrino, que comprende entre

un 1-4% del volumen total pancredtico (Rahier et al., 1981).

El pancreas endocrino estd formado por agrupaciones celulares denominadas islotes de
Langerhans o pancreaticos, constituidos por un 60% de células B (productoras de insulina),
un 30% de células a (productoras de glucagdén), y un 10% de células 6 o épsilon
(productoras de somatostatina). También existen células PP (productoras de polipéptido
pancreatico) y células € (productoras de grelina) distribuidas de forma aleatoria por el islote
(lonescu-Tirgoviste et al., 2015). Cuando se destruye una parte de la masa B, el resto de
células B aumentan su actividad para suplir esta pérdida, por ello no se empiezan a detectar

sintomas de T1D hasta que la disminucién de islotes es muy elevada (Menge et al., 2012)

Sin embargo, la arquitectura de los islotes presenta variaciones entre especies (Figura 12).
Por ejemplo, los ratones presentan un nucleo de células beta rodeado por el resto de los
tipos celulares endocrinos, mientras que en humanos estas células endocrinas estan

distribuidas a lo largo del islote de forma aleatoria (Da Silva Xavier, 2018; Kim et al., 2009).
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Figura 12. Anatomia macro y microscdpica del pancreas humano (A, Cy E) y del pancreas de ratén
(B, D y F). El pancreas humano presenta unos lébulos mas grandes, mientras que los islotes de
Langerhans tienen un tamafio similar en ambos. Sin embargo, la composicidon celular y la
localizacién de los islotes muestra claras diferencias (Dolensek et al., 2015).

5.1. Funcion de la célula beta pancreatica

Las células beta son las encargadas de sensar la glucosa y liberar insulina para mantener
los niveles de glucosa fisiolégicos dentro un rango relativamente estrecho. La insulina,
empaquetada en granulos secretores a concentraciones de 100mM aproximadamente en
un complejo formado con zing, se libera en respuesta a altas concentraciones de glucosa
(Rorsman and Renstréom, 2003). Esta hormona es la encargada de permitir la entrada de
glucosa desde la circulacion sanguinea a las células del cuerpo donde se convierte en
energia. También tiene una funcién importante en el metabolismo de proteinas y grasas.
Por ello, una falta de insulina (insulinopenia) lleva a altos niveles de glucosa

(hiperglucemia), que representa un indicador clinico de diabetes.
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La glucosa entra en la célula B mediante el transportador GLUT-2. Se metaboliza por la
glucdlisis y el ciclo de Krebs, generando un incremento del ratio ATP/ADP, lo cual provoca
el cierre de los canales de potasio sensibles a ATP (canales KATP) y la consecuente
despolarizacion de la membrana. Esta despolarizacion abre los canales de calcio
dependientes de voltaje, incrementando asi la concentraciéon de calcio intracelular y la
estimulacion de la secrecidn de insulina, previamente sintetizada en el reticulo
endoplasmatico y almacenada en vesiculas secretoras (Figura 13) (Ashcroft et al., 1984;
Wollheim and Sharp, 1981).
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Figura 13: Célula beta pancreatica. Entrada de glucosa a la célula mediante el transportador GLUT-
2, generaciéon de ATP y cierre de los canales de potasio que causan despolarizacién de la membrana.
Esta despolarizacién provoca la entrada de iones de calcio y exocitosis de insulina. (Figura original
de la autora, creada con BioRender).

5.2. La insulina y su procesamiento

La insulina, una vez secretada, actta en las células de tejidos como el higado o los musculos,
mediante la interaccién con el receptor de insulina de las membranas celulares. La
sefializacion de la insulina (hormona anabdlica), provoca, por un lado, la traslocacion del
transportador de glucosa GLUT-4 a la membrana celular de células musculares y adipocitos,
promoviendo la entrada de glucosa en las células, como fuente de energiay, por otro lado,

la conversion de glucosa en glucégeno (glucogénesis) en el higado.
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Sin embargo, una disminucidn de la glucosa en sangre (ayuno, ejercicio extremo...) suprime
la secrecion de insulina por parte de las células B y estimula las células a para que liberen
glucagodn, que actua en el higado promoviendo la produccidon de glucosa a partir de
glucégeno (glucogendlisis) (Zhong, 2013). La insulina tiene, por tanto, la funcién opuesta al
glucagon en la regulacion de la glucosa, pero ambas se coordinan para mantener los niveles

de glucosa en sangre en un rango de normalidad (Figura 14).
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Figura 14: Regulacion de la glucosa en el pancreas. Cuando hay un incremento de glucosa en sangre
se estimula la secrecidn de insulina (células B), que aumenta la entrada de glucosa en tejidos como
el higado, el musculo o el tejido adiposo y ademas, convierte la glucosa en glucégeno en el higado.
De esta forma, los niveles de glucosa en sangre disminuyen, volviendo a valores normales. Sin
embargo, cuando la glucosa en sangre disminuye, se estimula la secrecion de glucagén (células a)
y se produce glucosa a partir de glucdgeno, incrementando asi la glucosa en sangre. (Figura extraida
y adaptada de Zhong, 2013).

La insulina se sintetiza inicialmente como preproinsulina, con un péptido sefial en los
ribosomas del reticulo endoplasmatico (ER) rugoso. Posteriormente, se trasloca al lumen
del ER donde se convierte en proinsulina mediante la eliminacion del péptido sefal, y se
forman tres puentes disulfuros. La proinsulina se trasloca después al aparato de Golgiy se
empaqueta en granulos secretores cerca de la membrana celular. Alli, la proinsulina es

cortada generando insulina y péptido C (Figura 15).
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Figura 15: Biosintesis de insulina en la célula B. La insulina se sintetiza inicialmente como un
precursor, preproinsulina, que tiene un péptido sefal. Se trasloca al lumen donde se convierte en
proinsulina, que es traslocada posteriormente al aparato de Golgi y empaquetada en glandulas
secretoras, donde se corta en insulina y péptido C. (Figura original de la autora, creada con
BioRender).

5.3. Linea celular NIT-1 de insulinoma de raton NOD

NIT-1 es una linea de insulinoma derivada del raton transgénico NOD/Lt, el cual expresa el
antigeno T grande del virus SV40, provocando espontdneamente adenomas de célula B. Se
utiliza en muchos estudios in vitro para la T1D ya que esta linea celular comparte
caracteristicas con la célula B pancredtica, como la secrecién de insulina estimulada por

glucosa (Hamaguchi et al., 1991) y ademas proviene del fondo genético NOD.
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6. INFLAMACION, ESTRES Y ACTIVACION DE LA SENALIZACION APOPTOTICA EN LAS
CELULAS BETA

6.1. Proceso inflamatorio en las células B

La inflamacién es una respuesta bioldgica que se produce como respuesta a una agresion
mediada por patégenos o a traumatismos que causan estrés tisular. Esta respuesta debe
estar siempre controlada para mantener la integridad del tejido, ya que una resolucién
defectuosa de la misma incrementa el riesgo de desarrollar una enfermedad inflamatoria

crénica y/o autoinmune (Medzhitov, 2008).

La T1D es una enfermedad autoinmune en la cual los mediadores inflamatorios de Ia
inmunidad innata y adaptativa tienen gran importancia. La inflamacion en la T1D se puede
dividir en tres etapas: induccién, amplificacién del ataque autoinmune contra las células B

pancreaticas y, por Ultimo, mantenimiento o resolucion de la insulitis.

En la primera fase, la activacién de los PRRs (receptores de reconocimiento de patrones)
como Receptores Toll-like (TLRs) por ligandos enddgenos (DAMPs) o exdgenos (PAMPs
viricos), inducen la inflamacién del islote por la inmunidad innata y la muerte de las células
B pancreadticas. En la segunda fase, la amplificacién de la insulitis depende del “dialogo”
entre las células inmunitarias y las células B (diana). Se activan macréfagos, NKs y linfocitos
Ty producen citoquinas proinflamatorias como IFN-y, IL-1B y TNFa, que inducen a su vez
la liberacidon de quimiocinas. Se forma de esta manera un circulo vicioso que provoca una
acumulacién de macréfagos activados y linfocitos T alrededor (periinsulitis) y dentro de los
islotes (insulitis), de forma progresiva. En la tercera y ultima fase, se puede mantener la
insulitis, pero los mediadores inflamatorios contindan teniendo una funcién importante en
la patogénesis: las citoquinas interfieren en la funcidn de las células B y acaban provocando
su muerte masiva (T1D), o bien, se resuelve el proceso inflamatorio, mediante la induccién

y regeneracion de las células B (Eizirik et al., 2009).

Uno de los problemas para el estudio de los mecanismos inflamatorios en la T1D es la
inaccesibilidad del tejido en el que ocurren. En muy pocos paises es legal obtener biopsias
de pdancreas, pues ello implica alto riesgo de provocar pancreatitis. Por un lado, los
procesos patoldgicos que se producen al inicio de la enfermedad tienen lugar en el

microambiente del islote, el cual sélo representa una pequefia parte del pancreas. Por otro
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lado, los mediadores inflamatorios se encuentran a altas concentraciones en los islotes,
pero quedan diluidos en la circulacion general. Ademas, el efecto de una citoquina aislada
o la combinacién de unas pocas es poco informativo, ya que se desestiman los efectos
combinatorios de éstas. Una forma de analizar indirectamente la inflamacion es mediante
estudios de microarrays, a partir de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs)
de individuos sanos que hayan sido expuestas a serum de pacientes diabéticos y asi, poder
analizar las presencia de factores proinflamatorios en el suero. Sin embargo, esto no da
informacidn sobre el efecto en islotes. Muchas de estas citoquinas tienen efectos de corto

alcance a nivel del islote (efecto paracrino) (Cabrera et al., 2016).
6.2. Muerte de las células B

La diabetes autoinmune es una enfermedad crénica en la cual la muerte de las células 3 se
produce de forma progresiva a través de meses-aiios. De hecho, los sintomas clinicos
aparecen cuando mas del 70% de la masa beta esta destruida (Cnop et al., 2005). Aunque
la apoptosis es la principal forma de muerte de las células B de estos pacientes (Eizirik and
Mandrup-Poulsen, 2001; Mauricio and Mandrup-Poulsen, 1998; O’Brien et al., 1997), la
necrosis también se ha considerado un mecanismo probable (Eizirik and Darville, 2001;
Lightfoot et al., 2012). Existen tres consensos por los cuales la muerte de las células beta
en T1D se explica mayoritariamente por apoptosis: la via extrinseca (interaccién Fas-FasL),

los linfocitos T citotdxicos o CTLs (perforinas) y la respuesta UPR.

La apoptosis o muerte celular programada fue descrita por Kerr y colaboradores en 1972
(Kerr et al., 1972) como un mecanismo de muerte celular caracterizado por fragmentacion
nuclear, condensacién en la cromatina, fragmentacion celular y generacién de pequefas
vesiculas o cuerpos apoptéticos (Fink and Cookson, 2005). En la insulitis, las células
inmunes producen citoquinas como IL-1B, TNF-a e IFN-y, que inducen la apoptosis
mediante la activacion de genes de la célula B bajo el control de factores de transcripcion
como NF-kB y STAT-1 (Figura 16). Por ejemplo, cuando NF-kB se activa, se produce éxido
nitrico (NO) y quimiocinas y diminuyen los niveles de calcio en el reticulo endoplasmatico.
Esto genera un estrés en el reticulo endoplasmatico y se liberan sefiales mitocondriales de
muerte. Por tanto, la muerte de las células beta durante la insulitis es el resultado del
contacto directo con macréfagos y linfocitos T y/o la exposicion a mediadores

proinflamatorios liberados por estas células, como las citoquinas, el NO y los radicales libres
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del oxigeno (Eizirik and Mandrup-Poulsen, 2001). Ademas, IL-1B y/o IFN-y inducen

expresion de Fas en la célula B, induciendo apoptosis extrinseca.
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Figura 16: Sefializacion de citoquinas en células beta pancreaticas. Las citoquinas IFN-y, IL-1B y
TNF-a producen la activacién de los receptores de superficie de las células beta. Se inicia una
cascada de sefalizacion que activa STAT1 y NF-kB. Estos factores de transcripcion controlan muchos
genes relacionados con la inflamacidn, las respuestas a estrés, la funcidn de las células beta y la
muerte por apoptosis. (Figura extraida y adaptada de Vincenz et al., 2011).

La apoptosis se lleva a cabo mediante la accién de las caspasas, que se activan por dos
mecanismos: la via extrinseca o la via intrinseca (Figura 17). La via extrinseca se produce
cuando un ligando, como Fas-L, se une a un receptor de muerte de membrana, como Fas;
es decir, esta causada por un estimulo proapoptdtico extracelular. El receptor Fas se une a
su ligando Fas-L, induciendo un cambio conformacional que provoca su unién con FADD
(Fas-asocciated Death Domain). FADD permite el reclutamiento de la procaspasa 8,
formando el complejo DISC (Death Inducing Signalling Complex), que procesa la procaspasa
8 a su forma activa, caspasa 8 (iniciadora), que a su vez activa a las caspasas 3y 7
(ejecutoras), provocando la destruccion de las células beta (Rojas et al., 2018; Wilcox et al.,
2016). Sin embargo, la via intrinseca (o mitocondrial) se produce por un estrés intracelular,
como defectos mitdticos, estrés en el reticulo endoplasmadtico o dafio en el DNA. Esto

genera inestabilidad entre las proteinas de la familia Bcl-2, provocando que las proteinas
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proapoptéticas de esta familia (como Bax y Bak) liberen citocromo C de la mitocondria al
citosol (Kile, 2009). Para que tenga lugar la oligomerizacion de APAF-1 (Apoptotic Peptidase
Activating Factor 1) es necesaria la presencia de dATP y citocromo C. El citocromo C, una
vez liberado de la mitocondria, se une a APAF-1, activandolo. Se forma el apoptosoma, que
es un complejo encargado de catalizar la activacién de caspasas (Green, 1998) y se activa
la caspasa 9, que a su vez, activa las caspasas 3 y 7, induciendo muerte celular (Cain et al.,

2000; Galluzzi et al., 2018).
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Figura 17: Esquema de las vias extrinseca e intrinseca de la apoptosis. En la via extrinseca, los
receptores (TRAILR o FAS) activan la caspasa 8 y 10, mediante la unidn con FADD. Las caspasas 8 y
10 a su vez activan las caspasas efectoras 3y 7, dando lugar a la apoptosis. En la via intrinseca tiene
gran importancia MOMP (permeabilizacién de la membrana externa mitocondrial, por sus siglas en
inglés), que esta regulado por las proteinas de la familia Bcl-2. Un estrés intracelular provoca la
activacion de las proteinas BH3 (proapoptoticas) de esta familia que liberan sefiales que activan las
proteinas BAX y BAK. Se libera citocromo C al citosol que interactia con APAF1, formando el
apoptosoma, que activa la caspasa 9. Esta caspasa activa las caspasas 3 y 7, desencadenando la
apoptosis. (Figura extraida y adaptada de Ichim and Tait, 2016).
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6.3. Estrés de reticulo

El reticulo endoplasmatico (ER) consiste en una red membranosa de tubulos, vesiculas y
cisternas, interconectadas por el citoesquelo en el citoplasma de las células eucariotas.
Entre sus funciones principales, destacan el plegamiento de proteinas, el almacenamiento
de calcio intracelular, la regulacion redox y el transporte en cisternas de proteinas
sintetizadas. Estd organizado en dos dominios: el reticulo endoplasmatico rugoso,
responsable de la sintesis proteica; y el reticulo endoplasmatico liso, encargado de la
sintesis de lipidos y esteroides y la regulacion de la concentracion de calcio (Zhong et al.,

2012).

Las células B pancredticas tienen un ER muy desarrollado para poder secretar las grandes
cantidades requeridas de insulina. Por este motivo, estas células son muy vulnerables al
estrés de ER (D’Hertog et al., 2010). En la diabetes autoinmune, las células beta son
destruidas progresivamente y es la masa beta residual la encargada de compensar la falta
de secrecion de insulina por la masa beta destruida. Esta accién compensatoria mantiene
la normoglucemia en sangre pero sobrecarga al ER, provocando estrés y aumentando a su
vez la muerte celular. Ademas, la exposicidon de las células B pancreaticas a citoquinas
proinflamatorias hace que se acumulen proteinas mal plegadas en el reticulo
endoplasmatico y esto desencadena la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR, por sus
siglas en inglés), para restaurar la funcién del ER (Cardozo et al., 2005; Dogusan et al., 2008).
Esta respuesta intenta disminuir el estrés causado en el reticulo y restaurar la homeostasis
aumentando las proteinas chaperonas del ER y la degradacion de las proteinas mal
plegadas. Sin embargo, si esta respuesta falla en alcanzar su objetivo (restaurar los niveles
normales de proteinas correctamente plegadas), tiene lugar la apoptosis (Eizirik et al.,

2008).

En los periodos en los cuales hay un incremento de estrés en las células B, la insulina que
se produce se acumula en el ER en una configuracién mal plegada. Esto provoca un
aumento en la capacidad antigénica de la insulina, que se presenta a las APCs, actuando

como autoantigeno (Scheuner and Kaufman, 2008).
6.3.1. Respuesta a proteinas mal plegadas o UPR

La UPR es una respuesta de proteccidn que restaura la funcién del ER mediante diferentes
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mecanismos coordinados (Martinez and Chrispeels, 2003; Travers et al., 2000): disminucion
de la traduccién de proteinas, incremento de la capacidad de plegamiento mediante la
sobreexpresion de las chaperonas de ER y degradacion de las proteinas mal plegadas

activando la via de degradacién de ER (ERAD).

En condiciones normales, la chaperona GRP78 o BiP, se une a tres proteinas sensoras de
estrés de ER, que se encuentran en su membrana: PERK (proteina kinasa del reticulo
endoplasmatico), ATF6 (factor de transcripcién activador 6) e IRE1 (enzima que requiere
inositol 1). La interaccién entre BiP y estas proteinas hace que permanezcan en un estado
inactivo, y por tanto, la respuesta UPR esté inhibida (Figura 18-A). Sin embargo, cuando se
produce una acumulacidn de proteinas mal plegadas en el ER, BiP se separa de las proteinas
sensoras y se une a los residuos hidrofébicos de las proteinas mal plegadas. En ese punto,
cada una de las tres proteinas comienza una cascada de sefalizacidén de la respuesta UPR

(Figura 18-B):

= PERK oligomeriza y una vez activado fosforila la subunidad a del factor iniciador de
la traduccién 2 (elF2a) para disminuir la traduccién de mRNA y la sobrecarga del ER

(Harding et al., 2000).

= ATF6 se trasloca al aparato de Golgi donde es cortado. La fraccidn citosélica de ATF6
se trasloca al nucleo y alli induce la transcripcién de nuevas chaperonas para

disminuir la acumulacion de proteinas mal plegadas (Haze et al., 1999).

» |RE1 dimeriza, se autofosforila y corta XBP-1 (X-box binding protein 1),
convirtiéndolo en un factor de transcripcidon activo, que controla los genes
relacionados con plegamiento de proteinas y la degradacién asociada a ER (ERAD)

(Lee et al., 2003).

Si todos estos pasos son insuficientes para restaurar la homeostasis del ER, debido a que el
estrés es excesivo o prolongado en el tiempo, se activard la expresion de proteinas
proapoptéticas como CHOP (C/EBP homologous protein). En condiciones de estrés de ER,
CHOP funciona como un activador o como un represor transcripcional. En la via apoptotica
inducida por CHOP, regula la expresion de proteinas proapoptéticas, como la familia BCL2
y esta activacién de la via apoptdtica desembocara en la destruccién celular (Gurzov et al.,

2009).
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Figura 18: Vias de sefializacion de la respuesta UPR. Balance entre muerte o supervivencia. A)
Cuando las proteinas se pliegan de forma correcta, los sensores de estrés de ER como PERK, ATF6
e IRE1 estan unidos a GRP78 o BiP y por tanto, inactivados. B) Cuando las proteinas mal plegadas
se acumulan en el ER, BiP se une a ellas y los sensores se activan, dando lugar a la sefalizacion de
la UPR. PERK activa elF2a inhibiendo la traduccién de proteinas no-chaperonas. ATF6 se trasloca al
Golgi y una vez cortado, aumenta la expresién de chaperonas. IRE1 se autofosforila y corta XBP-1,
que regula la expresidon de chaperonas y proteinas de la respuesta UPR. Cuando el estrés de ER es
muy alto o se prolonga en el tiempo, la respuesta UPR estd hiperactivada, y en esta situacion se
induce la expresion de proteinas proapoptdticas (CHOP), desembocando en apoptosis. (Figura
extraida y modificada de Fonseca et al., 2011; Marré et al., 2015).

6.4. Estrés oxidativo

Las reacciones redox son muy importantes para el mantenimiento de la vida, mediante la
respiracion, el aporte de energia o el metabolismo. La mitocondria es la encargada de
generar energia (potencial redox) a través de la cadena de transporte de electrones y la
fosforilacion oxidativa del ADP. Durante este proceso se forman, ademds de ATP, otros
subproductos, como los radicales libres: especies reactivas del oxigeno (ROS) y del
nitrégeno (RNS). Son moléculas con uno o mas electrones desapareados en su orbital mas

externo, lo cual los hace inestables y muy reactivos (McCord, 2000).

En la diabetes autoinmune, se produce una liberacion exagerada de estos radicales libres
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inducida por la activacidn de macréfagos; y de citoquinas proinflamatorias, que producen
la destruccidn progresiva de las células beta pancreaticas y contribuyen a la progresion
rapida de la enfermedad (Delmastro and Piganelli, 2011). La produccién de energia en la
mitocondria es esencial para las células beta en su tarea de secretar insulina en respuesta
a glucosa. Por ello, la disfuncién mitocondrial tanto en las células beta como en las células

inmunitarias esta involucrada en la patogénesis de la T1D.

Ante un ataque inmunoldgico, el ROS procedente de las mitocondrias (mtROS) de las
células beta provoca dafios en estas células. Ademas, se genera ROS en los linfocitos T CD8+
y CD4+ que inducen a su vez la produccion de citoquinas proinflamatorias, asi como
perforina, granzima y FasL, lo cual provoca la destruccidn progresiva de la célula B (Figura
19). La sensibilidad de las células beta a mtROS esta asociada con loci de riesgo genético a

T1D en humanos y en ratones NOD (Chen et al., 2018).
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Figura 19. Papel de ROS en las células beta y en la activacion de los linfocitos T. Las células
dendriticas captan el antigeno de célula beta, lo procesan y lo presentan a los linfocitos CD4+ y
CD8+. ROS tiene un papel relevante en la activacién de los linfocitos T CD4+ antigeno-especificos,
ya que el ROS producido por la mitocondria de estos linfocitos activa el factor nuclear de las células
T (NFAT) induciendo la produccion de IL-2. A nivel citosdlico también se produce ROS a partir de las
NADPH oxidasas, induciendo la produccién de IFN-y. Ademas, la hiperpolarizacion mitocondrial
(MHP) en CD8+ aumenta la generacidn de ROS, que a su vez estimula el flujo de calcio, lo cual induce
la produccién de citoquinas proinflamatorias, asi como perforina, granzima y FasL; todos ellos
factores citotdxicos para las células B, las cuales, a su vez, también generan ROS mitocondrial,
aumentando el dafio a las células B (Figura original de la autora, creada con BioRender).
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Para contrarrestar los efectos de las especies reactivas y neutralizarlas, existen sistemas
antioxidantes. Entre los enzimas antioxidantes destacan la glutation peroxidasa (GPX), la
superoxido dismutasa (SOD) y la catalasa. Sin embargo, la presencia de ellos en el pancreas
no es abundante, al contrario de lo que ocurre en el higado, lo cual hace a los islotes
pancreaticos vulnerables a los ROS, en comparacion con otros tejidos (Lei and Vatamaniuk,

2011; Lenzen et al., 1996).

Cuando la generacién de especies reactivas supera la capacidad de los mecanismos
antioxidantes, se produce una condicién conocida como estrés oxidativo, el cual se ha
relacionado con la citotoxicidad de células B y la patogénesis de la T1D (Rabinovitch, 1992;

Ullah et al., 2016).

7. CDK11Y CICLINAD3 EN LA INFLAMACION DE LA CELULA BETA
7.1. El ciclo celular

El ciclo celular es un conjunto de eventos que da lugar al crecimiento celular y la divisién
en dos células hijas. En eucariotas, los dos eventos mas importantes son la fase S, en la cual
se replican los cromosomas, y la fase M, en la que se segrega este material replicado entre
las células que se estan dividiendo. La fase S esta precedida por una fase o “gap” Gi, en la
cual las células se preparan para la sintesis de DNA vy, antes de la fase M, hay una fase G,
en la cual la célula se prepara para la mitosis. Las células en G1 pueden también entrar en
un estado llamado Gy, en el cual permanecen en un estado quiescente, sin crecimiento ni
proliferacién. Estas fases ocurren de forma secuencial y ciclica con el objetivo de duplicary

dividir el material hereditario (Nurse, 1994; Vermeulen et al., 2003).

El ciclo celular en mamiferos estd controlado por una subfamilia de kinasas dependientes
de ciclina (Cdks), cuya actividad estd modulada por activadores (ciclinas) e inhibidores
(Malumbres and Barbacid, 2009). Los complejos Cdk/ciclina tienen, por tanto, un papel
clave en la progresion del ciclo celular: Cdk1, junto con ciclina B2 se encarga de la transicidon
de G2 a M. Sin embargo, G; esta regulada por las ciclinas de tipo D. Finalmente, otras ciclinas
(AyE), se unen a Cdk2y Cdk1 para la transicién G1/Sy la progresidn durante la fase S (Figura
20) (Sanchez and Dynlacht, 2005).
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Figura 20: Regulacion esquematica de la progresion del ciclo celular mediante los complejos Cdk-
ciclina. En la fase S, se produce la replicacién del DNA y durante la fase M se rompe la envoltura
nuclear y se condensan los cromosomas, segregando las cromatidas hermanas. (Figura extraida y
modificada de Moore, 2013).

7.2. La familia de las ciclinas

Las ciclinas son una familia de aproximadamente 30 proteinas que regulan el ciclo celular
mediante su unidn con las Cdks. En funcidn de la fase en la que se expresan (Figura 21) y
de las funciones que llevan a cabo, las ciclinas se dividen en 4 tipos: ciclinas G1/S (ciclina E),
ciclinas S (ciclina A) y ciclinas M (ciclina B), las cuales estan relacionadas con el control de
los eventos del ciclo; vy, las ciclinas G; (ciclinas D), que controlan la entrada en el ciclo
celular, en respuesta a factores extracelulares o mitégenos. Por tanto, las Unicas ciclinas
gue dependen de sefiales extracelulares son las de tipo D, mientras que el resto son

independientes a ellas (Yang, 2018).

G, s G, M

Cyclin B (M)

Cyclin D (G,)
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Figura 21: Niveles de expresion de las ciclinas durante las distintas fases del ciclo celular. Los
niveles de proteina relativos de ciclina D en ocasiones fluctuan, en funcién de la presencia o
ausencia de mitégenos (Yang, 2018).
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Las ciclinas de tipo D (ciclina D1, D2 y D3) son esenciales para la progresién en la fase G1
del ciclo celular. Se unen a Cdk4 y Cdk6, activandolas. Estas kinasas, una vez activas,
fosforilan la proteina retinoblastoma (Rb), que se desliga parcialmente de E2F, dejandolo
asi actuar. El factor de transcripcién E2F induce la expresién de los genes implicados en la
fase S, provocando asi la progresion del ciclo celular (Figura 22) (Coqueret, 2002; Sherr,

1995).
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Figura 22: Regulacion de la transicion G1/S del ciclo celular, mediante el complejo ciclinaD-
Cdka/6. El complejo ciclinaD-Cdk4/6 fosforila la proteina retinoblastoma (Rb), la cual estaba unida
al factor de transcripcion E2F inhibiendo su actividad transcripcional. Una vez que E2F se libera de
Rb, se activa la transcripcion de los genes de la fase S, induciendo la progresiéon del ciclo celular.
Figura orginal de la autora.

7.2.1. La proteina ciclinaD3 y su papel en las células beta

La ciclinaD3 esta codificada por el gen Ccnd3 (humano) y ccnd3 (ratén) y se comporta como
subunidad reguladora de Cdk4 o Cdk6, formando un complejo cuya actividad es necesaria
para la transicion G1/S del ciclo celular. Estudios previos de nuestro laboratorio mostraron
que la expresién de ciclinaD3 se regula a la baja por la inflamacién (Figura 23-Ay 23-B) en
las células endocrinas de islotes pancreaticos NOD atacados por la infiltracion linfocitaria.
Esta regulacién a la baja se producia de forma dosis-dependiente a los niveles de
infiltracidn, existiendo una correlacién inversa entre infiltracién y expresion de ciclinaD3
(Figura 23-Cy 23-D). Este comportamiento, sin embargo, no se observé en las otras ciclinas
D. Todo estos datos sugerian una funcién de la ciclinaD3 en las células B pancredticas y, por

lo tanto, en la diabetes autoinmune (Saavedra-Avila et al., 2014).
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Figura 23. Niveles disminuidos de ciclinaD3 (mRNA y proteina) en ratéon NOD debido a la
infiltracion de los islotes, de forma dosis-dependiente. A) Expresién de mRNA de ciclinaD3 por
gRT-PCR en células endocrinas, comparando islotes de 11 semanas (prediabéticos) de ratén NOD
(N), con infiltracion linfocitaria, y ratdn NOD/SCID (N/S), sin infiltracion. Habia una disminucién de
hasta tres veces en el ratén NOD. B) Expresiéon de proteina ciclinaD3 por citometria de flujo,
comparando raton NOD y NOD/SCID de 6 semanas (infiltracidn leve) y 11 semanas (infiltracidn
fuerte). También se analizaron NOD/SCID de 11 semanas, a los cuales se les habia realizado una
transferencia adoptiva de esplenocitos de NOD prediabéticos. C) Para confirmar la relacién causal
entre la infiltracion y la disminucidn de la expresion de ciclinaD3, se hicieron experimentos de
transferencia adoptiva de esplenocitos de NOD en ratén NOD/SCID (T) en comparacion con ratones
NOD/SCID a los cuales se les habia inyectado una solucién salina (SS) y se analizé la expresion de
MRNA de ciclinaD3 por gRT-PCR. D) Se observo que habia una correlacion inversa entre la expresion
de ciclinaD3 y la dosis de esplenocitos de NOD, indicando que los niveles de ciclinaD3 en las células
beta estan afectados por la infiltracidn linfocitaria de una manera dosis-dependiente (Saavedra-
Avila et al., 2014).

Estudios previos de nuestro laboratorio demostraron que la sobreexpresiéon de ciclinaD3
protege de la apoptosis mientras que la deficiencia de esta proteina provoca un incremento

de los niveles de apoptosis que se traducen en una mayor incidencia de la enfermedad

(Figura 24).
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Figura 24. La sobreexpresion de ciclinaD3 protege de la apoptosis y la deficiencia la exacerba,
aumentando la incidencia de T1D y la infiltracion. A) Ensayo TUNEL como medida de apoptosis
tardia realizado en células beta de secciones pancreaticas en ratones NOD de 6 semanas WT (N-
WT), KO para ciclinaD3 (N-KO) y transgénico con sobreexpresion de ciclinaD3 (N-TG). B) Analisis del
porcentaje de incidencia acumulativa de diabetes. El ratén N-KO mostraba una diabetes exacerbada
con un inicio mas temprano que los demdas ratones y una mayor incidencia. C) Analisis de la
infiltracion linfocitaria que mostraba un dafio insulitico severo en el ratdn KO en comparacion con
el grupo control (Saavedra-Avila et al., 2014).
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7.3. Kinasas Dependientes de Ciclina o Cdks

Las kinasas dependientes de ciclina o Cdks son kinasas serina/treonina que se encargan de
llevar a cabo los eventos del ciclo celular en eucariotas y cuya actividad catalitica requiere
la interaccidn con ciclinas e inhibidores de Cdks (CKlIs) (Morgan, 1997). Ademas, tienen una
funcién relevante en procesos como la transcripcidn, la regulacion epigenética o el

metabolismo (Lim and Kaldis, 2013).

Existen 20 miembros de la familia de las Cdks, los cuales se dividen principalmente en tres
subfamilias relacionadas con el ciclo celular, representadas por Cdk1, Cdk4 y Cdk5; y cinco
subfamilias transcripcionales, representadas por Cdk7, Cdk8, Cdk9, Cdk11 y Cdk20 (Figura
25)(Malumbres, 2014).
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Figura 25: Relacidn entre las distintas subfamilias de Cdks en mamiferos. Las Cdks se dividen en
subfamilias relacionadas con el ciclo celular (color naranja) o con la transcripcién (verde). En el caso
de la Cdk11 hay dos genes: CDK11 A y B, que codifican para una isoforma larga, Cdk11°1%y corta,
Cdk11P%8, respectivamente (Malumbres, 2014).



INTRODUCCION

7.3.1. La proteina Cdk11 y su papel en las células beta

La Cdk11 es una kinasa del tipo PITSLRE dependiente de ciclina y de expresién ubicua. Tiene
dos productos génicos: p58 y p130 en ratdn; y p58 y p110 en humanos (Xiang et al., 1994).
Mientras que Cdk11P*0 se expresa durante todas las fases del ciclo celular, Cdk11P>8 solo
lo hace en la mitosis, durante la cual mantiene la cohesion entre las cromatidas hermanas

y participa en la citocinesis (Hu et al., 2007).

Estudios previos en nuestro laboratorio demostraron que los niveles de expresién de Cdk11
estaban disminuidos en las células endocrinas pancreaticas de la cepa NOD en la fase previa
al debut de T1D (Figura 26-A). Ademas, esta expresion de Cdkl1l estd inversamente
relacionada con la severidad de la infiltracidn linfocitaria en los islotes (Figura 26-B). Como
la deficiencia de Cdk11 es letal embrionariamente (Li et al., 2004), se comparé la severidad
de la T1D en ratones NOD hemideficientes en Cdk11 (N-HTZ) en comparacion con ratones
NOD WT (N-WT) (Figura 26-C). Se observé que la hemideficiencia en Cdk11 protege de la
T1D, a nivel de incidencia y también de insulitis (Figura 26-D) (Sala Solé, 2016).

A B
1.0+ 2.0
0.84 1 54
1T .
T 0.6 =
= =
58 8 1.0 t : . .
3, 04 g !
054"
0-2_ i
00 R NP P
o L
& € .
é_@ TSCtransferred (x107
C D
100 o 1.0
—— HIZ (48) 3 wr
—— WT (43)

80

60 J

404

20 rr

0 10 20 30 © % .

1 = HTZ I

—
=]
oo

Infiltration score (0-3)

= =]
s o
1

(=1
()
-

% cumulative diabetes incidence

Time (weeks) Time (weeks)
Figura 26. Los niveles de la proteina Cdk11 estan disminuidos en las células beta del ratén NOD.
La hemideficiencia de Cdk11 protege de la diabetes. A) Disminucion de los niveles de mRNA de
Cdk11 en las células beta de raton NOD de 11 semanas, en comparacién con NOD/SCID (sin
infiltracion linfocitaria). B) La expresion de Cdk11 esta inversamente relacionada con la severidad
de la infiltracion linfocitaria en los islotes. C) Los ratones N-HTZ exhiben una menor incidencia de
T1D. D) La hemideficiencia en Cdk11 protege de la T1D también a nivel de insulitis (Sala Solé, 2016).



INTRODUCCION

Se midieron los niveles de apoptosis tardia en ambas cepas NOD para explorar la relacidén
entre la viabilidad de las células beta y la expresidon de la proteina Cdk11 y se observé que
en los ratones NOD HTZ habia una disminucién de la apoptosis comparado con la cepa
salvaje. (Figura 27-A), evidenciando que la disminucién de la expresién de la proteina Cdk11
ejercia un papel protector contra la apoptosis inducida por inflamacién, y por tanto, contra
el inicio de la T1D. Sin embargo, no habia diferencias significativas relativas a la
proliferacién de las células beta entre ambos genotipos (Figura 27-B), lo cual implicaria que
la proteina Cdk11 tiene un papel independiente al ciclo celular en la viabilidad de la célula

beta (Sala Solé, 2016).
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Figura 27. La proteina Cdk1l1l promueve la apoptosis de las células beta. A) Ensayo TUNEL que
muestra una disminucién en la apoptosis en los ratones NOD HTZ en comparacion con la cepa WT.
B) No se observan diferencias significativas en los niveles de proliferacién de las células beta entre
ambos genotipos (Sala Solé, 2016).
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HIPOTESIS

La ciclinaD3 es importante para la viabilidad y funcionalidad de las células beta, de una
manera independiente de ciclo celular. Nuestra hipdtesis es que la ciclinaD3 interactua con
otras proteinas clave para la viabilidad de las células beta, modulando su actividad, lo cual
revierte en el incremento del bienestar y la supervivencia de las células beta. Mediante la
tecnologia de doble hibrido y otras aproximaciones, descubriremos nuevas vias de
sefializacion y nuevas proteinas, que, segln nuestra hipétesis, estaran involucradas en
mecanismos anti- y pro-apoptadticos, en estrés de reticulo u oxidativo, entre otros procesos,

pero todas ellas implicadas en la supervivencia de las células beta.

Ademas, tras observar que la hemidelecién de Cdk11 provocaba una disminucién de la
incidencia de diabetes y protegia a las células beta de la apoptosis inducida por inflamacion,
sin que su capacidad proliferativa se viera afectada, hipotetizamos que Cdkl11l estaba
llevando a cabo un papel independiente de ciclo celular en la viabilidad de las células beta

y que esta hemideficiencia estaba protegiendo de la apoptosis inducida por citoquinas.

OBIJETIVOS

1. Busqueda de vias de sefializacion que impliquen a la ciclinaD3 en la viabilidad y
supervivencia de las células beta.
a. Determinar las interacciones moleculares de ciclinaD3 hasta ahora
desconocidas e independientes del ciclo celular mediante la tecnologia de
Y2H.
i. Optimizacion y puesta a punto de la tecnologia Y2H
ii. Realizacion del screening a partir de una libreria normalizada de
cDNAs de ratén
iii. Secuenciacion de candidatos para la posterior reconfirmacién
mediante Y2H
b. Validar las interacciones positivas mediante dos aproximaciones
independientes: co-IP y Nanobit.
i. Obtencion de cDNAs enteros de los candidatos y transfeccion en NIT-

1
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c. Estudio de la colocalizacion de las proteinas candidatas con la ciclinaD3
mediante inmunofluorescencia.
2. Estudio del papel de Cdk11 enla T1Dy su represion como mecanismo de proteccion
contra la apoptosis inducida por inflamacién
a. Evaluacién en islotes del mecanismo de proteccién de la hemideficiencia de
Cdk11 en la apoptosis inducida por citoquinas.
b. Andlisis de la expresidn de los genes relacionados con estrés de reticulo.
3. Estudio del rol de Cdk11 como interactor de ciclinaD3 en la prevencién de la T1D y

la viabilidad de las células beta.
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MATERIALES Y METODOS

1. METODOS DE INGENIERIA GENETICA

1.1. Cepas de E.Coli utilizadas para subclonacion de construcciones

En este trabajo se utilizd E.Coli para la subclonaciéon y produccién de las diferentes
construcciones que después se transformaron en levaduras o se transfectaron en las
células NIT-1 (insulinoma murino). La cepa de E.Coli utilizada fue XL-Bluel, deficiente en

endonucleasas y recombinasas.

1.1.1. Condiciones de cultivo

Esta cepa bacteriana se dejaba crecer en un agitador orbital de calor seco a 372C en medio
LB (Luria-Bertani) autoclavado (Tabla 2). Cuando era necesario, se afiadia al medio la dosis
del antibidtico de seleccion pertinente. Para el crecimiento en placa, se utilizé el mismo
medio LB con la misma dosis de antibiotico con 1.5% (p/v) de agar. Las placas se incubaban

24 horas en una estufa a 379C.

LB

Extracto de levadura 5g/l

MEDIO LiQUIDO NaCl 10g/l
Triptona 5g/l
0,
MEDIO CON AGAR Agar 1.5%
(p/v)
En H20 milliQ
pH 7.5

Tabla 2: Composicion del medio LB liquido y con agar utilizados para el crecimiento de E.Coli.

1.2. Plasmidos

Los plasmidos utilizados se describen en la Tabla 3. Los mapas y la informacion relativa a

estos plasmidos se detallan en el Anexo IV.
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Plasmido Comentario Origen
El vector pGBKT7 expresa proteinas fusionadas a los
aminodcidos 1-147 del dominio de unién GAL4. Promotor
GBKT7-BD . . Clontech
P ADH1 (levadura) y T7. Contiene un epitopo c-Myc y un MCS. ontec
Marcador TRP1. Resistencia a Kanamicina.
El vector pGADT7 expresa una proteina de interés fusionada
al dominio de activaciéon GAL4. Promotor ADH1 (levadura) y
GADT7-AD . . - Clontech
P T7. Contiene un epitopo hemaglutinina (HA tag) y un MCS. ontec
Marcador LEU2. Resistencia a Ampicilina.
iclinaD ) BI i 2.
pCN2-CenD3 Clcl!na 3‘de rator? f:!onada en vector Bluescript SK pCN M. Roussel
Resistencia a Ampicilina.
Inserto ciclinaD3 clonado en vector pGBKT7-BD. Colonia o
PGBKT7-BD-CcnD3 n21. Crece en SD /-Trp. Resistencia a Kanamicina. Celia Vived
Gala BD Cdka Fragmento 0.9 Kb amplificado de pMm?dk4 con EcoRl y Eloi Gari
BamHI fue clonado en pGBKT7 opened with EcoRI-BamHI. .
(Pcyc2065) . . . (IRB Lleida)
Resistencia a Kanamicina.
. Mus musculus cyclin-dependent kinase 4, mRNA (cDNA clon . .
pMmCdk4 Plasmid ) . . Eloi Gari
CMVp-Cdka MGC.. .5.4677), Sall-Notl en pCMV-SPORT6. Resistencia a (IRB Lleida)
Ampicilina.
pGADT7 AD -Cdka4 Cdkl% de raton clgnado en vector pGADT7 AD. Resistencia a Celia Vived
ampicilina. Colonia n213.
Lluis Fajas
DK4-pCMV-
mC pC mouseCDK4-pCMV10 3xFlag RfB. Resistencia a Ampicilina. (Universidad de
3xFlagRfB
Laussane)
El gen Stx8 fue clonado en pcDNA3.1+C-eGFP por .
Stxd EcoRI/EcoRV. Resistencia a Ampicilina. GenScript
El gen Ndufb4 fue clonado en pcDNA3.1+C-DYK por .
Ndufba Hindlll/Xhol. Resistencia a Ampicilina. GenScript
. El gen Pdia6 fue clonado en pcDNA3.1+C-Myc por .
Pdia6 BamHI/Xhol. Resistencia a Ampicilina. GenScript
Minako T
XOR (Xdh) en El gen XOR (Xdh) de ratdn fue clonado en pBluescript por na 9 erao.
. . . . (Ins.Mario Negri,
pBluescript Clal y Notl. Resistencia a Ampicilina. L
Milan).
Stx8, procedente de pcDNA3.1+C-eGFP-Stx8 (GenScript),
PGADT7 AD -Stx8 | clonado en el vector pGADT7-AD. Colonia 1. Resistencia a Celia Vived
Ampicilina.
pGADT7 AD - Ndufb4,. procedente  de pcDNA3.1+C-DYK—N<.J|ufb4 o
(GenScript), clonado en el vector pGADT7-AD. Colonia 18. Celia Vived
Ndufb4 . . .
Resistencia a Ampicilina.
Pdia6, procedente de pcDNA3.1+C-Myc-Pdia6 (GenScript),
pPGADT7 AD -Pdia6 | clonado en el vector pGADT7-AD. Colonia 2. Resistencia a Celia Vived
Ampicilina.
pGADT7 AD -Xdh Xdh procedente de pBluescript-Xdh (GenScript), clonado en Celia Vived

1.3.

el vector pGADT7-AD. Colonia 1. Resistencia a Ampicilina.

Tabla 3: Plasmidos utilizados en este estudio

Purificacion de DNA plasmidico en E.Coli

Para la purificacion del DNA plasmidico a partir de bacterias se utilizaban los métodos de

Miniprep, Midiprep y Maxiprep, en orden creciente de volumen de cultivo bacteriano vy,
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por ende, de DNA obtenido. Estos ensayos estan basados en el método de lisis alcalina que
libera el DNA plasmidico de las células bacterianas y degrada el RNA. El DNA plasmidico se
une selectivamente a la membrana de microfibra de una columna, se purifica mediante
una serie de lavados para eliminar la contaminacidn de otros componentes bacterianosy,
finalmente, se utiliza una solucién de elucién para liberar el DNA plasmidico de la
membrana de microfibra. Con este método se elimina la necesidad de extraccidn con

disolventes organicos y la precipitacién con alcohol.

Material/reactivos

= Kit de purificacion de DNA: Miniprep, Midiprep (Geneall, Lisboa, Portugal) o

Maxiprep (Qiagen, Hilden, Alemania) segun se requiera.

= Medio LB (Anexo Il)

Protocolo

= |ncubar las bacterias pertenecientes a una colonia del cultivo de E.Coli que contiene
el pldsmido de interés en el volumen correspondiente (Tabla 4) de LB con el

antibidtico de seleccion.

MINIPREP | MIDIPREP | MAXIPREP
Volumen cultivo inicial 10 ml 50 ml 100 ml
Rendimiento (ug de DNA) 50-100 100-350 500-850

Tabla 4: Volumenes de cultivo necesarios y rendimiento obtenido de los métodos de
purificacion de DNA Miniprep, Midiprep y Maxiprep.

= Dejar crecer toda la noche a 372C, con agitacion.

=  Seguir el protocolo siguiendo las recomendaciones del fabricante.

1.4. Amplificacidn por Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para llevar a cabo las distintas amplificaciones de fragmentos de DNA que se realizaron en
este trabajo, se utilizaba la reaccién en cadena de la polimerasa o PCR. Para ello, se
disefaron oligonucledtidos que actuasen como cebadores de la DNA polimerasa. Los

oligonucleétidos utilizados en este trabajo se enumeran en la Tabla 5.
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Oligonucleétidos Secuencia (5’ - 3’) Uso
D3CloR GAATTCGGATCCGCGGCCGCCTACAGGTGAATGGCTGTGAC | Clonar ciclinaD3
D3N3 TGCTGTCCATCTGCACGAGA en pGBKT7
D3R1 GACGCAGGACAGGTAGCGATCCAG
D3A GAACGTTGTGACGTAGGAGC Genotipado KO
RIP2 CAAGACTCCAGGGATTTGAGGGA
RIP3 ATTTGAGGGACGCTGTGGGCTCTT Genotipado TG
RIP-4 CACAGCTATCAGTGGGAACTGTG
mPDIA6Fw GAAGATTATCAGGGTGGCAGAACGGGAGAAGC
mPDIA6Rv CTCGTCCGACCACCATCATAGTCCACAGGAGAC

Subclonacién

mNdufb4Rv GTCCAGTTTTCCTTCCTGGATAAGTCTTTCCTTTC <DNA entero en
mStx8Rv CTGCTGTTGTCGGATCTCATCAAAACCCAAAC DGADT7
mXDHFw CTGCCCAGCCTGGATCCTTGAACTGACCTCAGTG
mXDHRv CACCCCTCTAGCGGCTCTGTGTGCATGTTCTG
Y2HD3F CTGACTGAGAATTCGAGCTGCTGTGTTGCGAGGG Amplificacién
Y2HD3R CTGACTGAGGATCCCTACAGGTGAATGGCTGTGA inserto ciclinaD3

Tabla 5: Oligonucleédtidos utilizados en este trabajo.

Las condiciones de la reaccion dependeran de la medida del DNA a amplificar, asi como de

las caracteristicas de los oligonucleétidos. La reaccion constaba de las siguientes etapas:
i Desnaturalizacion del DNA: 94 2C durante 0.5-2 minutos.

ii. Hibridacién: La temperatura viene determinada por la Tm2 de los
oligonucleétidos. Se establece que la temperatura = Tm2 - 52C. 0.5-2

minutos.

iii. Extension: La temperatura aumenta hasta 722C y la duracién viene

determinada por la medida del DNA a amplificar (Iminuto/kb de DNA).

1.5. Electroforesis de DNA

La electroforesis de DNA es una técnica utilizada para visualizar y/o purificar moléculas de
DNA en un gel de agarosa, cuyo porcentaje varia en funcion de la medida del DNA a separar
o el objetivo de la electroforesis. En este trabajo, se utilizaba esta técnica tanto para el
genotipaje de los ratones utilizados como para la purificacidn y cuantificacién de DNA. El
porcentaje de agarosa utilizado para la preparacién de los geles era del 1 0 2% dependiendo
de la finalidad del experimento. Ademas, se usaba un marcador de peso molecular de
medida conocida para determinar el peso molecular del DNA de interés. Para la
visualizacidn de las muestras de DNA, se anadia el agente intercalante del DNA, SYBR Sdfe,

debido a la fluorescencia que emite cuando se excita con luz ultravioleta.
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Material/reactivos

Agarosa (50004, Lonza, Basilea, Suiza).

» Intercalante del DNA: SYBR® Safe DNA Gel Stain (533102, Invitrogen, Carlsbad,
California, EEUU).

=  Tampodn TAE (Tris-Acetato EDTA) 1x a partir de TAE 50x (Anexo II).

=  Tampon de carga (Lb5x) (Anexo II).

= Marcador de peso molecular 1Kb DNA Ladder (GC-015-003, Genecraft, Colonia,

Alemania).

Protocolo

= Pesar la cantidad de agarosa que utilizaremos en funcién del % del gel que

necesitemos preparar.

=  Mezclar con Tampdn TAE1x y colocar la suspension en microondas hasta que el

calor funde la agarosa y la suspensién adquiere consistencia de gel.

= Afadir intercalante del DNA: Syber-SAFE.

= |ntroducir el gel en la bandeja, anadir el peine con el nimero de pocillos deseado y

dejar que solidifique.

= Unavez que el gel ha solidificado, sumergir la cubeta en TAE 1x y cargar el marcador

de pesos moleculares en uno de los pozos.

= Afadir alas muestras el tampdn de carga en una proporcion 1:5, cargar las muestras

en los pozos y dejarlas correr a un voltaje constante de 90V durante 30-35 minutos.

= Para la obtencidn de la imagen vy visualizacién del DNA utilizar el Quemidoc XRS

(BioRad, Hercules, California, EEUU) y el software QuantityOne.

1.6. Digestion con enzimas de restriccion

Para la liberacion de fragmentos de DNA con extremos adecuados para obtener
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construcciones, se utilizaban enzimas de restriccion. Los tiempos de digestion, asi como el
tiempo y la temperatura de inactivacion (cuando se requiera), dependian del tipo de
enzima utilizado. La cantidad de plasmido utilizada para llevar a cabo la digestion solia ser
de 15-20 ug. La eficiencia de la digestion se comprobaba en un gel de agarosa (apartado
1.5, Materiales y Métodos), donde se corria una alicuota de la reaccion de digestion y una

alicuota del DNA sin digerir de forma adyacente.

En algunos casos, para evitar la religacion del plasmido en ausencia de inserto, se
defosforilaban los extremos 5’ utilizando Fosfatasa Antartic (New England Biolabs, Ipswich,

Massachusetts, EEUU).

Los enzimas utilizados en este trabajo fueron los siguientes:

Enzima de Diana de .
restriccién restriccion Casa comercial
BamHI 5’-G/GATCC-3’ New England Biolabs
Bmtl 5’-GCTAG/C-3’ New England Biolabs
Clal 5’-AT/CGAT -3’ New England Biolabs
EcoRl 5'-G/AATTC-3’ New England Biolabs
EcoRV 5’-GAT/ATC-3’ New England Biolabs
Hindlll 5’-A/AGCTT -3’ Fermentas
Ndel 5'-CA/TATG-3’ New England Biolabs
Nhel 5’-G/CTAGC -3’ New England Biolabs
Notl 5’-GC/GGCCGC-3’ | New England Biolabs
Smal 5’-CCC/GGG -3’ New England Biolabs
Xbal 5’-T/CTAGA-3’ New England Biolabs
Xhol 5’-C/TCGAG-3’ New England Biolabs

Tabla 6: Enzimas de restriccidn utilizados en este trabajo.

1.7. Generacion de extremos romos

Cuando un enzima de restricciéon corta el fragmento de DNA, lo hace con un patrdn
especifico que puede producir extremos cohesivos o extremos romos. Para rellenar
extremos cortados con un enzima que deja 5’ protuberantes y asi convertirlos en romos,
se utilizaba Klenow (New England Biolabs). Este enzima es un fragmento de la DNA
polimerasa | de E.Coli, que carece de actividad exonucleasa 5’ 3’ pero retiene la actividad

exonucleasa 3’2 5.
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Material/reactivos

= Klenow Fragment (M0210S, New England Biolabs).

= dNTPs 10mM.

= EDTAO0.5M.

Protocolo

= Volumen final = 100 pl

50 ul de DNA digerido

O

o

2 ul de Klenow

10 pl de H,0

O

5 ul Tampdn Cutsmart (New England Biolabs)

O

33 ul dNTPs 10mM

(@]

=  |ncubar durante 15 minutos a RT.

= |nactivar afladiendo EDTA a una concentracién final de 10 mM y calentar durante

20 minutos a 752C.
1.8. Purificacion de fragmentos de DNA previa a la ligacion

Para la purificacidn de vectores y productos de PCR se utilizaban los kits de Geneall (Lisboa,
Portugal): Gel SV y PCR SV. El protocolo de purificacion se llevaba a cabo, en ambos casos,

siguiendo las instrucciones del fabricante.
1.9. Cuantificacion con ADNA Hindlll

Antes de proceder a la ligacién, los fragmentos de DNA y los plasmidos aceptores
correspondientes, debian cuantificarse utilizando Lambda DNA Hindlll Marker (GC-015-
008, Genecraft, Colonia, Alemania), que funciona como marcador de peso molecular en

geles de agarosa y la intensidad de las bandas da informacién semicuantitativa de la
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cantidad de DNA. Esta completamente digerido con la enzima Hindlll y se generan 8
fragmentos purificados de DNA cuyo tamafio tiene un rango que va desde los 125 pb a los

23,130 pb.

Los fragmentos de DNA se corrian en paralelo a un volumen determinado de marcador
AHindlll, de forma que intensidades parecidas en las bandas para ligar y las bandas AHindlll,

indicaban la cantidad aproximada de DNA de los fragmentos y plasmidos a ligar.
1.10. Ligaciéon de fragmentos de DNA

A lo largo de este trabajo se llevaron a cabo ligaciones de fragmentos de DNA con el vector
de interés. Tanto vector como inserto, fueron previamente digeridos con enzimas de
restriccion y purificados. El enzima utilizado para la reaccién de ligacion fue la T4 Ligasa
(M0202S, New England Biolabs). La ligacion se llevaba a cabo a 162C durante toda la noche,
con una relaciéon molar 1:10 vector:inserto. Se incluia, también, un control negativo de
ligacidén (o plasmido religado) en el cual se sustituia el inserto por el mismo volumen de

agua.

Posteriormente, se transformaban las células competentes de E.Coli (apartado 1.12,
Materiales y Métodos) con el producto de la ligacidon. De las colonias resultantes se

seleccionaba un ndamero significativo de clones y se comprobaban mediante Colony-PCR.

1.11. Anadlisis de clones positivos para la construccion mediante PCR de colonias o

Colony-PCR

Para comprobar que la ligacion y la transformacién habian funcionado correctamente, se
analizaban las colonias resultantes, utilizando oligonucleétidos para amplificar por PCR el
fragmento de interés que se deseaba subclonar en el plasmido. Como molde o template se

usaba el DNA procedente de las colonias.
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®* La mezcla de la reaccién de PCR contenia lo siguiente:

Mezcla de PCR (25 pl volumen final)

Agua Milli-Q comercial estéril | 18,75 pl
1x Buffer sin MgCl; (Stock 10x) 2,5 ul

200uM dNTPs (Stock 10mM) 0,5 ul

2,5mM MgCl, (Stock 50mM) 1,25 pl
1 uM Primer Fw (Stock 100 uM) | 0,25 pl
1 uM Primer Rv (Stock 100 uM) | 0,25 pl

MQT 0,5ul

Tabla 7: Mezcla de la reaccion de PCR utilizada para la Colony-PCR

= Echar 24 pl de la mezcla de la reaccién de PCR en cada tubo.

= Seleccionar las colonias a partir de la placa de transformacion de la ligacién. Picar
en condiciones estériles cada colonia (con una punta de pipeta estéril por colonia).
Por un lado, plaquear en una placa de LB-agar con cuadricula numerada para poder
identificar posteriormente las colonias positivas y, acto seguido, sumergir la misma

punta en un tubo de PCR que contuviera ya la mezcla de reaccién.

= Seguir el siguiente protocolo de PCR:

o Desnaturalizacion: 959C - 5 minutos

o Desnaturalizacion: 952C - 1 minuto L 30ciclos

o Hibridacién: 552C - 1 minuto

o Extensidon: 729C — Dependia de la medida del amplicén. Los tiempos de

extension eran de 1 min/Kb DNA. Fragmentos <1Kb=1 minuto

® Finalmente, analizar los productos de PCR por electroforesis en un gel de agarosa

del 1% para comprobar la presencia del amplicén y la medida de este.

1.12. Transformacion de los productos de ligacion en cepa E.Coli XL1-Blue

La transformacién es la introduccién de DNA exdgeno en una bacteria. Para ello, se
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preparaban previamente bacterias XL1-Blue susceptibles a la transformacién mediante el

tratamiento con cloruro de rubidio.
Protocolo obtencién bacterias competentes E.Coli de la cepa XL1-Blue

Material/reactivos

Todo el material (erlenmeyers, tubos de centrifugacion, etc) que entraba en contacto con
las bacterias era estéril y de un solo uso en la medida de lo posible. EI material no
desechable se destinaba exclusivamente a este uso, para evitar contaminaciones con DNA

plasmidico.

= Medio LB (sin antibidtico) = MOPS 100 mM pH 7

= Medio SOB pH 7

SOB
Bactotriptona 2%
Extracto de levadura 0,5%
NaCl 1M 10 mM
KCl 1M 2,5mM

Llevar a un volumen de 200 ml y ajustar a pH 7 con NaOH 5N. A
continuacién ajustar a 245 ml y autoclavar
Agregar finalmente 2.5 ml de MgS0O4 1M (10 mM) y 2.5 ml de MgCl,
1M (10 mM) que deben ser esterilizados antes de ser usados

Tabla 8: Composicion del medio SOB

=  Solucién TfBI pH 5,8

TfBI
Acetato de potasio 30 mM
CaCl,.2H;0 10 mM
RbCI 100 mM
MnCl,.4H;0 50 mM
Glicerol 15%

Ajustar a pH 5,8 con acido acético y esterilizar por filtracion

Tabla 9: Composicion de la solucion TfBI



= Solucién TfBII

TfBII

MATERIALES Y METODOS

MOPS pH7
CaC|z.2H20
RbCI

Glicerol

Esterilizar por filtracidn

10mM

75mM

10mM
15%

Tabla 10: Composicion de la solucion TfBII

Protocolo

=  Sembrar las células en una placa a partir del stock original de glicerol de -809C.

Hacer un pre-indculo de 10 ml de LB en un tubo Falcon de 50 ml con una colonia (o

con 100 pl de bacterias competentes) y crecer ON a 372C con agitacion.

® |nocular 250 ml de SOB con 1 ml del precultivo anteriory crecer a 372C con agitacién

hasta una ODgponm de 0.3.

» Pasar el cultivo a tubos Nalgene (99434, Rochester, NY, EEUU) de 250ml

preenfriados e incubar en hielo durante 10 o 15 min.

» Sedimentar las células por centrifugacion utilizando la centrifuga Avanti J-26 XP

(Beckman Coulter) a 950-1300 g, con el rotor JA-14 (Beckman) a 42C durante 10 min

y descartar el sobrenadante.

= Resuspender las células del precipitado en 33 ml de TfBI frio (preenfriado en hielo).

= |ncubar en hielo durante 15-30 min.

=  Sedimentar las células por centrifugacién a 950-1300 g, con el rotor JA-20

(Beckman) a 42C durante 15 min y eliminar el sobrenadante.

= Resuspender las células en 8 ml totales de TfBIlI frio (preenfriado en hielo).

= |ncubar en hielo durante 15 min.

* En la camara fria, fraccionar la suspencion celular en alicuotas de 100 pl en tubos

eppendorf 1.5 ml estériles, usando pipetas y puntas preenfriadas a 4°C.
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= Congelar en nitrégeno liquido cada alicuota de 100 ul y almacenar los tubos a -80°C.
Protocolo transformacion E.Coli

Para introducir el DNA plasmidico de interés en la cepa bacteriana XL1-Blue, se procedia a

la transformacion utilizando el siguiente protocolo:
= Descongelar 100 ul de células competentes en hielo.
= Agregar 50-100 ng de DNA plasmidico, o 1-3 ul de ligacidn.
= Unavez mezclado el DNA y las bacterias, dejar en hielo durante 20 minutos.
= Realizar un shock térmico a 422C durante 30 segundos.
= Para finalizar este shock, incubar durante 2 minutos en hielo.

= Agregar 1 ml de medio LB sin antibidtico e incubar durante 1-2 horas a 379C en

agitacion.

» Plaquear diferentes volumenes de la transformacién (50 pl y 100 ul) en una placa

de LB con el antibidtico correspondiente.
® |ncubar la placa a 372C durante 12-14 horas.
1.13. Analisis del DNA por secuenciacion

Para comprobar la secuencia de las construcciones, asi como la identidad de los candidatos
que interacttan con la ciclinaD3 en los ensayos Y2H, se realizaba la secuenciacién de los
fragmentos de DNA de interés. Para ello, se disefiaban los oligonucleétidos necesarios que
hibridaran con una parte de la secuencia de interés (Tabla 11). La secuenciacion se llevaba

a cabo en la empresa STAB VIDA (Caparica, Portugal), utilizando el método de Sanger.
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Oligonucleétidos (secuenciacion)

Secuencia (5’ - 3’)

D3CloR GAATTCGGATCCGCGGCCGCCTACAGGTGAATGGCTGTGAC
D3R1 GACGCAGGACAGGTAGCGATCCAG
Y2H-AD Seq AGATGGTGCACGATGCACAG
LgBiT Fw Seq CACTGTAACAGGGACCCTGTG
Sm/LgBiT Rv Seq GCATCACAAATTTCACAAATAAAGC
SmFw Seq GTTCTATGATGACACAAACCCCGC
AD Seq AGATGGTGCACGATGCACAG
BD Seq TTTTCGTTTTAAAACCTAAGAGTC
T7 Seq TAATACGACTCACTATAGGG
mPDIA6Fw GAAGATTATCAGGGTGGCAGAACGGGAGAAGC
mPDIA6Rv CTCGTCCGACCACCATCATAGTCCACAGGAGAC
mNdufb4Rv GTCCAGTTTTCCTTCCTGGATAAGTCTTTCCTTTC
mStx8Rv CTGCTGTTGTCGGATCTCATCAAAACCCAAAC
mXDHFw CTGCCCAGCCTGGATCCTTGAACTGACCTCAGTG
mXDHRv CACCCCTCTAGCGGCTCTGTGTGCATGTTCTG

Tabla 11: Oligonucledtidos diseiiados en este trabajo para el analisis del DNA por secuenciacion.

2. ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA

2.1. Obtencion de muestras

2.1.1.

Material/reactivos

Obtencion de lisados celulares de NIT-1

* Medio DMEM suplementado (Lonza), 25mM Glucosa.

= Raspador celular (08-100-242, Fisherbrand-ThermoFisher).

=  Tampdn de lisis no desnaturalizante:

Tampon de Lisis No Desnaturalizante

Tris.HCl pH 7.4

BSA
NacCl
EDTA
Glicerol

Cocktail inhibidores de proteasas (Thermo Scientific)

25mM
0.1%
150mM
1ImM
5%
1/50

Tabla 12: Composicion buffer lisis no desnaturalizante utilizado para la lisis celular NIT-1.

Protocolo

= Para la obtencion de lisados celulares de insulinoma murino NOD NIT-1, partir de

un cultivo celular incubado durante el tiempo necesario a 379C, en condiciones
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estandar de cultivo celular.
= Eliminar el medio de cultivo de las células y lavar con PBS frio dos veces.

* Afadir tampdn de lisis no desnaturalizante (Tabla 12) (para detectar, por ejemplo,
interacciones en ensayos de Co-IP) e incubar las células en hielo durante 5 minutos
con agitacion peridédica manual. Se afiade 1 ml tampdn de lisis/10 millones de

células.

= Despegar las células de la placa de cultivo utilizando un raspador celular (cell

scraper) en frio y pasarlas a un eppendorf de 1.5 ml en hielo.
= Dejarincubando en una noria (agitacion con rotacién) durante 15-30 minutos a 42C.

= Posteriormente, centrifugar a maxima velocidad (17000g) durante 10 minutos a

4eC.

= Transferir el sobrenadante a nuevos tubos en hielo inmediatamente, descartando

el precipitado y dejar las muestras en hielo.
2.1.2. Obtencion de extractos proteicos en levadura

Para la obtencidn de extractos proteicos de levadura se llevaba a cabo la lisis con perlas de
cristal o glass beads. Es un método fisico de obtencidn de proteina total de levadura, que
permite romper la pared celular, debido a la fuerza con la que las perlas de cristal golpean

las células cuando son sometidas a una fuerte traccion mecanica.

Material/reactivos

= Urea5M

= Perlas de cristal (Sigma)

= SR4x: 8% SDS en Tris-HCl 0.5M pH6.8

= Tampon de carga de proteinas desnaturalizante (Anexo Il)
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Protocolo
® |ncubar los cultivos de levadura hasta llegar a la absorbancia deseada.
= Centrifugar 10 ml de cultivo a 900g durante 5 minutos a 49C.

= Lavar las células con 1 ml de H20 MilliQ autoclavada y centrifugar a 13800g durante

2 minutos a 42°C.
= Resuspender el pellet en 15 ul de urea 5M y calentar a 902C durante 2 minutos.
» Afadir perlas de cristal a la suspension (3/4 partes del tubo, v/v).

= Con el Rybolyzer (Mini-BeadBeater 16 Cell Disrupter, MBB-16, BioSpec, Oklahoma,
EEUU), romper de forma mecdnica las células en 3 ciclos de 45 segundos a una

velocidad 5.5.
= Afadir 50 pl SR1x y mezclar vigorosamente con vortex durante 5 segundos.
= Calentar 2 minutos a 909C.

®  Transferir el lisado a un tubo mediante centrifugacidon a 17000g durante 5 minutos

a 42C para eliminar los restos celulares.
= Recoger el sobrenadante y cuantificar la proteina.
» Preparar la muestra para electroforesis SDS-PAGE:
o ARadir tampdn de carga

o Hervir durante 5 minutos a 952C. La muestra esta preparada para el analisis

por Western Blot.
2.1.3. Obtencion de lisados celulares de islotes pancreaticos murinos

Materiales y métodos

= Lupa binocular.

= Tijeras, pinzas, pinzas tipo mosquito.
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Jeringuilla de 5 ml y aguja de 30G.

Solucién de digestion: 5 mg Colagenasa P (Roche) en 5 ml HBSS (10-547F, Lonza).

Pipetas Pasteur de plastico.

Protocolo

Sacrificar los ratones por dislocacion cervical y realizar la laparatomia del ratén,
localizando el conducto biliar comun o colédoco. Al final de este, se encuentra la
ampolla de vater, la cual es necesario pinzar para evitar que la colagenasa, una vez

inyectada, se dirija hacia la luz intestinal.

Inyectar 2 ml de colagenasa fria disuelta en HBSS a través del colédoco con una
aguja de 30G (canulacién del ducto pancreatico). Asi, la solucién enzimatica entra
en el colédoco infundiendo el tejido pancredtico. Si la inyeccién se realiza

correctamente, el pancreas se hincha como se puede observar en la Figura 28.

Figura 28: Imagenes de un pancreas hinchado tras la canulacion con la solucion de colagenasa.
Fotografia original de la autora.

Extraer el pancreas e incubar con 3 ml de solucidn de digestion durante 7 minutos
en un bano a 372C con agitacion ocasional. Disgregar los tejidos mecanicamente
utilizando una pipeta Pasteur de plastico y parar la digestiéon afiadiendo 45 ml de

HBSS-0.5% FBS frio.

Digerir el pancreas una vez infundido en la solucién de digestién para aislar

manualmente con lupa binocular los islotes asi separados del pancreas exocrino.

Los tubos que contienen el tejido se mantienen en hielo durante 5 minutos y la capa
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de lipidos que queda en el sobrenadante se descarta por decantacion hasta dejar

aproximadamente 20-25 ml en el tubo.

® Afadir HBSS-0.5% FBS hasta 45 ml y aislar los islotes de forma manual. Colocar los
pancreas disgregados en placas de Petri de 10 cm de diametro y recoger los islotes
con una micropipeta bajo una lupa binocular (2x) depositandolos en un tubo con

HBSS-0.5% FBS mantenido en hielo durante todo el proceso de aislamiento.

= Utilizar un fondo negro para diferenciar pancreas exocrino de islotes, ya que estos
ultimos muestran un caracteristico color blanco refringente. Este aislamiento se
realiza dos veces: una, a partir de los pancreas disgregados (“pesca”) y una segunda,
a partir de lo obtenido en el primer aislamiento (“repesca”). Los tubos con HBSS-

0.5% FBS se mantienen en hielo durante todo el procedimiento.
2.2, Métodos de estudio de la expresién de RNA
2.2.1. Extraccion de RNA

Material/reactivos

El material fungible desechable utilizado estaba libre de RNAsas y DNAsas, igual que los

reactivos empleados.

Cloroformo (Sigma)

Trizol (MRC, Ohio, EEUU)

Isopropanol (Sigma, San Luis, EEUU)

Etanol (etOH) 75%

Protocolo

= Resuspender las células NIT-1 o los islotes pancredticos de ratén en 1 ml de Trizol.

= |ncubar 5 minutos a RT.

= Afadir 200 ul de cloroformo.
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= Agitar 15 segundos vigorosamente.

* Incubar 3 minutos a RT.

= Centrifugar 15 minutos a 12000g a 4°C.

» Pasar la fase acuosa superior a tubos nuevos.

= Afadir 500 ul de isopropanol. Agitar los tubos en vortex.
* Incubar 10 minutos a RT.

= Centrifugar 10 minutos a 12000g a RT.

= Tirar el sobrenadante y lavar el pellet con 1ml de etOH (75%), agitar con vortex y

centrifugar 5 minutos a 7500g, a 49C.
= Aspirar el sobrenadante y dejar evaporar todo el etOH.
* Afadir 20 pl de H,0 comercial libre de RNAsas.
* |Incubar a 602C durante 5 minutos.

= Cuantificar el RNA total mediante NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific, Rockford,
EEUU) a 260 nm.

2.2.2. Transcripcion reversa y obtencion de DNA complementario (cDNA)

Para poder analizar la expresidn génica mediante qRTPCR es necesaria la sintesis del DNA
complementario, a partir del RNA mensajero mediante la reaccién de transcripcidn reversa

o retrotranscripcion.
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Material/reactivos

Mezcla A (20 pl volumen final reaccidn) Mezcla B (20 pl volumen final reaccion)

0,25 pl Hexdmeros aleatorios
(Thermo-Fisher Scientific)
1 ul dNTPs 10x 2 ul DTT
(Invitrogen) (Thermo-Fisher Scientific)
0,5 pl RNAsa out
(Thermo-Fisher Scientific)
1 pl Transcriptasa Reversa
(Invitrogen)

4 pl Buffer 5x

Tabla 13: Composicion de las mezclas A y B utilizadas para la retrotranscripcién

Protocolo

= Afadir 1,25 pl de Mezcla A a cada tubo. Afadir 1 ug de RNA. Completar el volumen

de la reaccion hasta 11.25 ul con agua comercial libre de RNAsas.

= |niciar la reaccién en el termociclador con un paso inicial a 652C durante 5 minutos

y dejar los tubos en hielo durante 5 minutos (Figura 29).
15’ 70°C
: “ 50370/
: 10'25eC/

Mezcla A Mezcla B

Figura 29: Esquema de la reaccion de retrotranscripcion. Las Mezclas A y B se afiaden en los
pasos de la reaccién que se indican.

= Afadir 7,5 ul de la Mezcla B, hacer un spin y continuar la transcripcion reversa.

= El cDNA obtenido queda a una concentracion de 50 ng/ul. Se puede conservar a -
202C/-802C o continuar con el analisis de la expresidn génica por PCR cuantitativa o

a tiempo real.
2.2.3. PCR cuantitativa o a tiempo real (QRT-PCR)

Una vez retrotranscrito el RNA en cDNA, se analizé la expresion cuantitativa de los genes

de interés mediante Real Time PCR (RT-PCR).
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Material/reactivos

= Mezcla de oligonucleétidos (directo o Forward + reverso o Reverse) 18uM.

= Sonda SYBR Green (4344463, Thermo Scientific).

» Pelicula selladora Microseal® ‘B’ Adhesive Seals Optical (MSB1001, BioRad).
Protocolo

Para cada muestra de cDNA, se utilizaban 10 ng de cDNA y 900 nM de oligonucleétidos. Se
analizaban tres réplicas por cada muestra de cDNA vy se realizaba duplicado técnico en las

placas de PCR.

= Preparar para cada gen que se quiera analizar una mezcla inicial de 25 ul, que

contenga:
o 1uldecDNA
o 2.5 ul dela Mezcla de oligonucledtidos 18uM del gen de interés
o 21.5 pl de agua autoclavada

= Dividir esta mezcla en dos pocillos de la placa (duplicado técnico) cargando 10

ul/pocillo.
® Afadir 10 ul de sonda SYBR Green en cada pocillo.
= Utilizar la pelicula para cubrir la placa.
=  Centrifugar la placa durante 1 minuto.
* |niciar el programa de PCR en termociclador Mini-48 well T100™ (BioRad):
o Choque térmico a 952C durante 10 minutos
o 40 ciclos de amplificacion y deteccién:
— 959C durante 15 segundos (desnaturalizacidn)

— 609C durante 1 minuto (hibridacién y elongacion)
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Los resultados fueron calculados utilizando el método comparativo Ct (2-AA Ct) y se

normalizaron con el gen constitutivo o housekeeping GAPDH.

® La Tabla 14 muestra las secuencias de los oligonucleétidos utilizados en el ensayo

de qRT-PCR.
Secuencias de los oligonucledtidos utilizados para RT-PCR
Gen Oligonucledtidos
mBip for 5°-CAGATCTTCTCCACGGCTTC-3"
rev 5-GCAGGAGGAATTCCAGTCAG-3’

h for 5’-CGAAGAGGAAGAATCAAAAACCTT-3’
mChop rev 5’-GCCCTGGCTCCTCTGTCA-3’
AL for 5’-AGCAAAACAAGACAGCAGCC-3’

rev 5’-ACTCTCTTCTTCCCCCTTGC-3’
mIL-1p for 5’-AATCTATACCTGTCCTGTGTAATGAAAGAC- 3'
rev 5’-TGGGTATTGCTTGGGATCCA- 3'
for 5-TGTGTCCGTCGTGGATCTGA- 3’
mGAPDH
rev 5’ -CCTGCTTCACCACCTTCTTGA-3’
TPDIAG for 5’-CAGAACGGGAGAAGCCATTG- 3’
rev 5’-TATCACCTCTGCCCTGCTTT-3’
S8 for 5’-GTCGACACGCCAGATAACAC-3’
rev 5’-TTCCTCGCTTTGCTTCTTCG-3’

Tabla 14. Secuencias de los oligonucleétidos utilizados en los ensayos de Real Time- PCR

2.3. Métodos de estudio de la expresion de proteinas

2.3.1. Cuantificacion por BCA

Se determinaba la concentracidon de proteinas mediante el método de BCA (ensayo de
acido bicinconinico) de Bio-Rad (DC Protein Assay), manteniendo siempre las muestras en

hielo.

Material/reactivos

= Placa de 96 pocillos (Corning, Nueva York, EEUU).
= DC™ Protein Assay (BioRad)

= Preparacién de la Curva Patron y un stock de BSA (albumina de suero bovino).

ug proteina 0 25 75 125 250 500 750 | 1000 | 1500 | 2000
2.82 ”('ﬁ/Lr)nl BSA' o0 | 88 | 26 | 4aa | 88 | 177 | 265 | 354 | 531 | 709
H20 (uL) 1000 | 991.2 | 974 | 956 | 912 | 823 | 735 | 646 | 469 | 291

Tabla 15: Curva patrén de BSA



MATERIALES Y METODOS

Protocolo

= Afiadir 20 pl de la solucion S (solucidon surfactante) por cada 1 ml de la solucion A
(solucién de tartrato de cobre alcalino). Mezclar con vortex y afiadir 25 pl por
pocillo.

» Preparar la muestra problema diluyéndola en agua 1/25 (v/v).

= Afadir 5 pul de muestra en los pocillos destinados a las muestras y 5 ul de curva
patrén en los pocillos destinados a la curva patroén.

= Afadir 200 pl de la solucién B (reactivo folin diluido) a cada pocillo y se agita la placa
con cuidado.

= Dejar incubando la placa en oscuridad durante 15 minutos a RT.

= Medir la absorbancia en un lector de placa a 750 nm de longitud de onda. Esta

absorbancia es estable durante 1 hora.

2.3.2. Técnicas electroforéticas de proteinas en condiciones

desnaturalizantes

Se utilizaba SDS-PAGE (PolyAcrilamide Gel Electrophoresis) para la separacion de proteinas
segun su peso molecular. Los geles se formaban por la polimerizacion de la acrilamida
debido a la accién de un agente entrecruzador, la bisacrilamida, en presencia de un
iniciador y un catalizador. Como iniciador se utilizaba el TEMED (N,N,N,N’-
tetrametilnediamina) y como catalizador el ién persulfato (S;0s’) que se aiflade en forma de
persulfato amodnico. La porosidad del gel la determinan el porcentaje de poliacrilamida y
bisacrilamida. En la electroforesis, las proteinas son sometidas a un campo eléctrico y se
desplazan en funcién de su peso molecular sobre el soporte de acrilamida gel asi formado.
Cuando las condiciones son desnaturalizantes (agente reductor y detergente anidnico en
el tampodn de carga), esta migracidén asegura la completa desnaturalizacion de la proteina,
es decir, la pérdida de la estructura tridimensional. El agente desnaturalizante empleado
es el detergente anidnico sodiododecilsulfato o SDS, el cual se une a las cadenas
polipeptidicas confiriendo una carga neta negativa proporcional a la masa de la proteina.
Esto hace que todas las proteinas viajen hacia el dnodo y que la migracién guarde una

relacién inversamente proporcional a la masa.
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2.3.2.1. Preparacion de los geles

Se utilizaba un sistema discontinuo en el cual el primer gel (empaquetador) provocaba un
apilamiento de las proteinas en los pocillos y, el segundo gel (separador), separaba las

proteinas en funcion de su carga eléctrica/peso molecular.

Material/reactivos

Para la preparacion de los geles se utilizaba el sistema Mini Protean 3 (BioRad). La

composicion de la mezcla para la polimerizacién de los geles se detalla en la Tabla 16.

Empaquetador Separador
0.5M Tris-HCl pH 6.8 125mM -
1.5M Tris-HCl pH 8.8 - 375 mM
Acrilamida/Bis acrilamida (30:0,8) (p/p) 5%(v/v) 7.5-12% (v/v)
SDS 0,1% (p/v) 0,1% (p/v)
Persulfato amodnico 0,005% (p/v) 0,005% (p/v)
TEMED 0,025% (v/v) 0,025% (v/v)

Tabla 16: Composicidon de los geles utilizados para la electroforesis

Protocolo
= Preparar el gel separador de 1 cm y cuando polimerice, afadir la mezcla del gel
empaguetador y el peine para crear los pocillos en el gel.
= Una vez que los geles estdn polimerizados, cargar las muestras en los pocillos. La
cantidad de proteina oscila entre 40-60 ng, dependiendo del nivel de expresidn
esperado para cada antigeno.
= Cargar en el primer pocillo un marcador de peso molecular como referencia

(PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 26619, Thermo Fisher Scientific).

2.3.2.2. Caracterisiticas de la migraciéon o Running

Material/reactivos

= Tampodn de migracion pH8.8:

Tampon de migracion
Tris-HCI pH8,8 25 mM

Glicina 192 mM
0.1%
SDS
(p/v)

Tabla 17: Composicion del tampdn de migracion (Running buffer)
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Protocolo
= Unavez cargadas las muestras en el gel, afiadir tampdn de migracion (Tabla 17) a la
cubeta de electroforesis.
= Aplicar una intensidad de corriente constante de 40mA durante 1 hora y media
aproximadamente.
= Para normalizar los resultados finales del Western Blot por carga de proteina,

cuantificar los niveles de un gen constitutivo como la f—actina.
2.3.3. Inmunodeteccidon de proteinas por Western Blot

La inmunodeteccién de proteinas por Western Blot, es una técnica que permite la deteccion
de proteinas previamente separadas electroforéticamente y transferidas a una membrana
utilizando la capacidad que tienen los anticuerpos de unirse a sus antigenos formando

inmunocomplejos.
2.3.3.1. Transferencia de proteinas

Material/reactivos

=  Tampdn de transferencia:

Tampon de transferencia

Tris-HCI 480 mM

Glicina 39 mM
SDS 0.0375% (p/v)

Metanol 10% (v/v)

Tabla 18: Composicion del tampdn de transferencia

= Membranas de PVDF (Polyvinylidene difluoride, GE Healthcare).

Protocolo

= Activar la membrana, eliminando la hidrofobicidad de esta. Incubar en metanol
durante 2 minutos, 2 minutos en agua y finalmente, mantener en tampdén de
transferencia (Tabla 18).

= Una vez finalizada la electroforesis, separar el gel de los cristales y eliminar la
seccion empaquetadora (los pocillos) de la parte del gel dedicada a la separacion.

= |ncubar en tampodn de transferencia durante 2 minutos.

= Utilizar el sistema humedo (BioRad) mediante el cual las proteinas de los geles de

poliacrilamida son electrotransferidas a una membrana de PVDF. El campo eléctrico
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utilizado se orienta perpendicularmente a la superficie del gel, situado en el
electrodo negativo (catodo) permitiendo que las proteinas negativamente cargadas
pasen del gel a la membrana, situada entre el gel y el electrodo positivo (dnodo).

= Aplicar unaintensidad de corriente de 300 mA durante una hora y media con bloque
refrigerador para evitar el sobrecalentamiento. La orientacion y colocacion
especifica de los elementos necesarios para la transferencia se detalla en la Figura

30.

CATODO (-)

R Almohadilla

Papel Whatman
e Gel
Membrana

Papel Whatman

. pueen

ANODO (+)

Figura 30: Montaje del sistema himedo de transferencia. El gel se situa préximo al catodo
mientras que la membrana se sitla cerca del dnodo, permitiendo la transferencia de las proteinas
cargadas negativamente hacia el electrodo positivo. Figura modificada basada en Mini Trans-Blot®
Cell de BioRad.

2.3.3.2. Tincion de geles de SDS-PAGE post-transferencia

Material/reactivos

=  Solucién colorante y decolorante:

Tincion de geles
A) Solucién colorante B)Solucién decolorante
0.1% Azul de Coomassie 50% Metanol
50% Metanol 10% Acido acético
10% Acido acético

Tabla 19: Soluciones utilizadas para la tincidn de geles

Protocolo
= Para comprobar la calidad de la transferencia, realizar la tincién del gel después de
la transferencia con Azul de Coomassie (Tabla 19-A), el cual se deja durante toda la

noche en solucion colorante en agitacion.
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Posteriormente, utilizar una solucién decolorante (Tabla 19-B) para destefiir el gel
hasta que quede transparente (excepto en las zonas con proteinas) y se pueden

observar las bandas proteicas de color azul.

2.3.3.3. Inmunodeteccion de antigenos transferidos a la membrana

Material/reactivos

Tampdn TBST:
Tampon TBST
Tris-HCI pH 8 20 mM
NacCl 125 mM
Tween-20 0.1% (v/v)

Tabla 20: Composicion del tampén TBST

Solucion de bloqueo:

Solucion de bloqueo

Leche 2.5% (p/v)

en tampon TBST

Tabla 21: Composicidn de la solucién de bloqueo

Protocolo

Para evitar uniones inespecificas de los anticuerpos a la membrana, bloquearla
mediante una solucidn rica en proteinas inespecificas (Tabla 21). Las proteinas de
la solucidn de bloqueo se unen a la membrana en aquellos lugares donde no se han
unido las proteinas procedentes de la transferencia. Incubar la membrana en
solucién de bloqueo durante al menos 1 hora a temperatura ambiente y en

agitacion.

Decantar la solucion de bloqueo y sustituir por la solucién de inmunodeteccién, la
cual contiene el anticuerpo primario diluido en TBST (Tabla 20). En funcién del
anticuerpo, se puede incubar desde una hora a temperatura ambiente hasta 12

horas a 49C, en agitacion.

Lavar la membrana 2-3 veces con TBST (Tabla 20) durante 5-10 minutos/cada

lavado.
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®* |ncubar la membrana con el anticuerpo secundario que reconozca
inmunoglobulinas de la especie a la cual pertenece el anticuerpo primario
(conjugado a peroxidasa de rabano) diluido en TBST durante 1 hora a temperatura

ambiente y en agitacién.
= Lavar la membrana 2-3 veces con TBST durante 5-10 minutos/cada lavado.

* Incubar la membrana durante 1 minuto con el sustrato (Clarity Western ECL

Substrate, BioRad).

= Revelar la membrana con el equipo Chemidoc XRS (Bio-Rad). Adquirir, analizar y

cuantificar las imagenes mediante el programa Image Lab Version 4.0.1 (Bio-Rad).

2.3.3.4. Anticuerpos utilizados para Western Blot

Anticuerpo primario Dilucién Origen Referencia Tl.empo-1:9, de
incubacion
anti-CiclinaD3 1:500 BD 5082573 ON-42C
anti-Ndufb4 1.1000 Abcam ab192243 ON-42C
anti-Pdia6 1:1000 Abcam ab11432 ON-42C
anti-IRS2 1:1000 Abcam ab134101 ON-42C
anti-IRS1 1:1000 Abcam ab52167 ON-42C
anti-Stx8 1:1000 Santa Cruz sc-376521 ON-42C
anti-Xdh 1:1000 Abcam ab109235 ON-42C
anti-Flag M2, Clone M2 1:1000 Sigma-Aldrich F1804 ON-42C
anti-c-Myc 1:1000 Sigma M4439 ON-42C
anti-GFP 1:5000 Clontech 632380 ON-42C
anti-HA (Clone 3F10) 1:4000 Roche 11867423001 ON-4°C
anti-CREB2 (ATF4) 1:500 Santa Cruz sc-390063 ON-42C
anti-Chop 1:1000 Cell Signaling 2895 ON-42C
anti-B-actina 1:2000 Life technologies AMA4302 1h-RT
anti-Dyk (FG4R) 1:1000 ThermoFisher MA1-91878 ON-42C
anti-Myc 1:1000 Biolegend 626801 ON-4°C
anti-Cdk4 1:1000 Sigma (8218 ON-42C
anti-GST 1:1000 GE Healthcare 27-4577-50 ON-42C
Anti-G3PDH 1:7000 P. Moradas-Ferreira (Univ.Oporto) ON-42C
Tabla 22: Anticuerpos primarios utilizados en este trabajo
Antlcuerrfo Dilucién Origen Referencia T|.empo-'l:9, de
secundario incubacion
anti-Rabbit 1:2000 InmunoStep 1399990164 1h-RT
anti-Goat 1:10000 Jackson 129615 1h-RT
anti-Mouse 1:10000 Jackson 127655 1h-RT

Tabla 23: Anticuerpos secundarios utilizados en este trabajo
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3. METODOS DE BIOLOGIA CELULAR
3.1. Linea NIT-1 de insulinoma murino NOD

La linea celular de insulinoma NIT-1 wild-type proviene del ratén transgénico NOD/Lt.
Contiene un transgén hibrido con el promotor de la insulina de rata, que promueve la
expresiéon del antigeno T grande del virus SV40 y desarrolla de forma espontanea adenomas

de célula beta (Leiter, 1991).

Por otro lado, se obtuvieron tres clones de células NIT-1 deficientes en ciclinaD3 por
tecnologia CRISPR, mediante la insercién de nucleétidos que introducen cambios en la
pauta de lectura, asi como sus respectivos controles (Genoway, Lyon, Francia). Los clones
NIT-1 control, habian sufrido las mismas manipulaciones que las KO, sin embargo, no

incorporaron ninguna mutacién en el gen de la ciclinaD3.

El medio de cultivo utilizado para mantener la linea celular fue DMEM suplementado con
L-glutamina 2 mM, FBS (inactivado) 10%, penicilina-estreptomicina 1%, 1mM NaPyr y B-
mercaptoetanol 5 M. La concentracion de glucosa para el mantenimiento de la linea era
de 25mM. Todos los experimentos de cultivos celulares de NIT-1 se llevaron a cabo

incubando las células en una atmdsfera hiumeda (5% CO2, 95% humedad relativa y 37 2C).
3.1.1. Transfeccion de células NIT-1

Material/reactivos

= Metafectene Pro (T0440, Biontex, Munich, Alemania).
* Solucion A: 1 nug de DNA circular en 100 ul de PBS.

= Solucién B: 6 ul de Metafectene Pro en 100 pl de PBS.
= Medio DMEM suplementado.

Protocolo
= Incubar las células hasta alcanzar un 80% de confluencia.
= Mezclar la solucién Ay B e incubar a temperatura ambiente durante 15-20 min.
= Posteriormente, afiadir la solucion a las células NIT-1 gota a gota e incubar con la
mezcla A+B durante un dia y medio a 379C.

= Utilizar como controles células NIT-1 transfectadas con plasmido vacio (pBSK-Neo o
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pcDNA3.1), sin cDNA subclonado y células NIT-1 sin transfectar, respectivamente.
3.1.1.1. Transfeccion estable

Material/reactivos

= Geneticina (G418) (LM-A4115, Biosera, Nuaille, Francia).
* Medio DMEM suplementado.

Protocolo

= Parala generacion de una linea celular transfectante estable, subclonar el transgén
de interés en un vector que exprese como marcador de seleccidn, el gen de
resistencia a neomicina/geneticina (Recillas-targa, 2006).

= El dia tres post-transfeccidén eliminar el medio con la mezcla A+B y dejar que las
células se recuperen de la transfeccidén por un periodo de 24 a 72 horas en medio
sin seleccion.

= Una vez pasado este tiempo, cambiar el medio por medio con geneticina para la
seleccion de los clones. Las células NIT-1 transfectadas de forma estable se
seleccionan mediante la adicidn de geneticina a una concentracion de 0.4 mg/ml
durante 14 dias, cambiando el medio cuando es necesario. Después de este tiempo,

se obtienen las células que sobreviven y se consideran transfectantes estables.

3.1.1.2. Transfeccion transitoria

Los métodos de transfeccidn transitoria no seleccionan las células que han integrado el
transgén en su nucleo, con lo cual no se tiene control del nivel de expresion de proteinas.
Sin embargo, es una técnica rapida y sencilla que, ademas, evita problemas de toxicidad
potencial del cDNA. En este caso, una vez realizada la transfeccion, las células NIT-1 se
mantenian con el medio sin seleccidn (geneticina). La transfeccidn transitoria se utilizé en
los experimentos correspondientes a ensayos de interaccién proteica del tipo NanoBiT

(apartado 5.2., Materiales y Métodos).

3.1.2. Contaje de numero de células

Material/reactivos

=  Camara Neubauer.

= Solucién azul de tripano 0.4% (T8154, Sigma).
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Protocolo
= Diluir 10 pl de la suspension celular en 90 pl de azul de tripano.
= Utilizar 10 pl de esta mezcla para el contaje en un volumen final de contaje de
0.1mm?3 por cuadrante unitario.
= Extrapolar el nimero de células blancas refringentes (viables) obtenido al volumen
total correspondiente a la suspensién celular aplicando la siguiente féormula de

recuento celular:

[Media del nimero de células de 3 cuadrantes unitarios x 10* x 10 (factor de
dilucién)] x volumen de la suspensién = n? total de células

3.2 Cultivo de islotes pancreaticos de raton

Los islotes de ratones hembra se obtenian mediante la técnica de canulacién (apartado
2.13., Materiales y Métodos). Se mantenian a 372C, a 90% humedad y CO; al 5% durante el

tiempo requerido segun el tipo de tratamiento, utilizando 25-30 islotes por condicién.
3.2.1. Induccion de estrés con citoquinas proinflamatorias

Para analizar la fragmentacién nuclear o %subG1 (apartado 8.1., Materiales y Métodos)
como medida de apoptosis tardia inducida por inflamacidn, los islotes se exponian a una
mezcla o cocktail de citoquinas proinflamatorias. Para ello, una vez aislados, los islotes se
mantenian en medio DMEM suplementado (Lonza, Basilea, Suiza) con la concentracién de
glucosa indicada durante 1 hora, previa a la adicién de citoquinas. Las citoquinas (100 U/ml
IL1B, 1000 U/ml TNFa y 100 U/ml IFN-y) se afiadian después de este tiempo de

recuperacion, por periodos de bien 24 horas 0 120 horas (5 dias) (Thomas et al., 1999).

3.2.2. Induccidn de estrés con tapsigargina

Para la induccion de estrés de reticulo endopldsmico (ER) se trataban los islotes con
tapsigargina (67526-95-8, Sigma), un agente inductor de estrés por deplecién de calcio en
el reticulo endoplasmico (Thomas and Hanley, 1994; Zhang and Ren, 2011). Este
compuesto se utilizaba como inductor de ER para el andlisis de expresidn de genes
relacionados con estrés de reticulo asi como para medir la induccién de apoptosis. Para
ello, los islotes se cultivaban en medio DMEM suplementado, a 5mM de glucosa y se afiadia

1uM de tapsigargina durante 24 horas.
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4. SISTEMA DE DOBLE HiBRIDO
4.1. Saccharomyces cerevisiae: cepas y condiciones de crecimiento

4.1.1.

Cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas

Las cepas de S.cerevisiae utilizadas se enumeran en la Tabla 24.

Cepa Genotipo Comentarios Origen
MATa, trp1-901, leu2-3, 112,
ura3-52, his3-200, galdA, gal80A4,
LYS2 : : GALLUAS-Gal1TATA- Derivado de la cepa PJ69-2A (James et Clontech
Y2HGold His3, al., 1996).
GAL2UAS-Gal2TATA-Ade2 (Nguyen, Unpublished)
URA3 : : MELLUAS-Mel1TATA
AUR1-C MEL1
MATa, ura3-52, his3-200,
ade2-101, trp1-901, leu2-3, 112,
galdA, gal80A, met—, Clontech
1 51
v187 URA3 : : GALLUAS—Gal1TATA- (Harper et al., 1993)
LacZ,
MEL1
Y2HGold- Cepa Y2HGold en la que se inserta el
GBKT7-53 Y2HGold [pGBKT7-53]::TRP1 vector pGBKT7-53, que codifica el Gal4 Clontech
P DNA-BD fusionado con p53 murino
Y2HGold- Cepa Y2HGold en la que se inserta el
pGBKT7- Y2HGold [pGBKT7-Lam]::TRP1 vector pGBKT7-Lam, que codifica el Clontech
Lam Gal4 BD fusionado con lamina
v187- Cepa Y187 en la que se inserta el
GADT7-T Y187 [pGADT7-T]::LEU2 vector pGADT7-T que codifica el Gal4 Clontech
P AD fusionado con el antigeno T SV40
Y2HGold- . Cepa Y2HGold en la que se inserta s
BDCenD3 Y2HGold [pGBKT7 (CcnD3)]::TRP1 ciclinaD3 con el plasmido pGBKT? Celia Vived
Y2HGold- . Cepa Y2HGold en la que se inserta el s
BDsolo Y2HGold [pGBKT7]::TRP1 plésmido pGBKT7 Celia Vived
Y187- L Cepa Y187 en la que se inserta Pdia6 g
ADPdia6 Y187 [pGADT7 (Pdia6)]::LEU2 con el plasmido pGADT? Celia Vived
Y187- B Cepa Y187 en la que se inserta Stx8 -
ADStxS Y187 [pGADT7 (Stx8)]::LEU2 con el plasmido pGADT7 Celia Vived
Y187- 3 Cepa Y187 en la que se inserta Stx8 -
ADXdh Y187 [pGADT7 (Xdh)]::LEU2 con el plasmido pGADT? Celia Vived
Y187- B Cepa Y187 en la que se inserta Stx8 -
ADNdfbua Y187 [pGADT7 (Ndfbu4)]::LEU2 con el plasmido pGADT7 Celia Vived

Tabla 24: Cepas de levadura utilizadas en este estudio para el desarrollo del sistema Y2H.

4.1.2. Condiciones de cultivo de S.cerevisiae

Los inéculos de S.cerevisiae crecian en medio liquido a una temperatura constante de 30°C,

calor seco y en agitacion orbital a 170 rpm. La relacion Vcuitivo/Vrecipiente S€ Mantenia siempre
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fija a 1:5 para asegurar una buena oxigenacion.

Los cultivos de S.cerevisiae crecian en distintos medios liquidos como YPD (Yeast Extract-
Peptone-Dextrose) con 0.5% y con 2% de glucosa. También en medios sintéticos SC
(Synthetic Complete) o SD (Synthetic Defined), a los cuales se les afiadian los suplementos

auxotroficos correspondientes en funcién de los requerimientos de la cepa en cuestion.

Las siguientes tablas detallan la composicion de cada uno de los medios liquidos utilizados:

YPD 0.5% YPD 2% SC 2% SD 2%
Extracto de YNB (yeast
1 1 . .
levadura (%*) nitrogen base) (%) 0.67 0.67
Peptona (%) 2 2 Drop-out (%) 0.132 -
Glucosa (%) 0.5 2 Glucosa (%) 2 2
*Porcentaje expresado en %peso/volumen pH 6.8

Tabla 25: Composicion de los medios utilizados para el crecimiento de S.cerevisiae.

Se define auxotrofia como la carencia de una ruta metabdlica funcional que genera la
sustancia de la que depende el auxdtrofo. Por ejemplo, una cepa de levadura que carece
de una enzima necesaria para la sintesis de un aminoacido, precisa de este en el medio de
cultivo para poder crecer. Las auxotrofias se utilizan, por tanto, para suplementar los
medios SD y SC (medios minimos) para actuar de seleccién de crecimiento. Los aminodcidos
(Tabla 26) se preparaban a una concentracién 100x y se esterilizaban por calor (autoclave:

20 min, 121°C) o filtracion segun la termosensibilidad del aminoacido.

Aminoacido Concentracion Esterilizacion
Leucina 6 mg/ml Autoclave (20 min, 1219C), guardar a RT
Histidina 2 mg/ml Autoclave (20 min, 1219C), guardar a RT
Uracilo 2 mg/ml Autoclave (20 min, 1219C), guardar a RT
Triptéfano 4 mg/ml Filtrar (Filtro 0.22um, guardar a 42C protegido de la luz)
Adenina 4 mg/ml Autoclave (20 min, 1219C), guardar a RT
Lisina 3 mg/ml Autoclave (20 min, 1219C), guardar a RT
Metionina 50 mg/ml Autoclave (20 min, 1212C), guardar a RT

Tabla 26: Aminodcidos utilizados como seleccién para suplementar los medios de crecimiento.
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Drop-out es una mezcla de aminodcidos que contiene alanina, arginina, asparagina, acido
aspartico, cisteina, glutamina, acido glutamico, glicina, inositol, isoleucina, lisina,
metionina, dcido para-aminobenzoico, fenilalanina, prolina, serina, treonina, tirosina y
valina. De todos ellos se utiliza una cantidad de 76 mg por litro de medio, excepto el dcido

para-aminobenzoico, que requiere sélo 8 mg.

En el caso del crecimiento en medio sélido, se utilizaban los mismos medios descritos con
anterioridad (YPD, SD, SC), a los cuales se les afiadio agar al 2% (p/v). La franja de tiempo

de incubacién a 309C oscilaba entre 3 y 5 dias, hasta la formacién de colonias visibles.
4.1.3. Transformacion de Sacharomyces Cerevisiae

Se transformaban las cepas Y2HGold y Y187 con los plasmidos de interés. Durante todo el
proceso se trabajaba a temperatura ambiente y en esterilidad. Se utilizé el kit Yeastmaker
Yeast Transformation System, de Matchmaker Gold Yeast Two-Hybrid System (Clontech,

Kutsasu, Japon).

Material/reactivos

=  Medio YPD

= Tampodn Acetato de Litio 0.1M/TE 1x, estéril (Clontech)

Tampon AcLi 0.1M/TE 1x
(Vfinal = 20 ml)
2 ml AclLi 1M
2 ml TE 10x
16 ml H,O0 MQ

Tabla 27: Composicién del tampén AcLi 0.1M/TE1x para la transformacion de S.cerevisiae.

= Polietilenglicol 40%/TE 1x/Acetato de Litio 0.1M, estéril (Clontech)

PEG 40%/TE1x/AcLl 0.1M
(Vfinal = 5 ml)
0.5 ml AcLi 1M
0.5 mI TE 10X
4 ml PEG 50%

Tabla 28: Composicién del tampén PEG 40%/TE1x/AcLl 0.1M para la transformacion de
S.cerevisiae.
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Protocolo

= Crecer la cepa S. cerevisiae correspondiente en medio YPD + Adenina durante toda

la noche, a 302C con agitacion.
= Utilizar 10 ml provenientes de un cultivo exponencial (ODsgo = 0.6).

=  Centrifugar 3 minutos a 2800g a RT y lavar el pellet obtenido con H,O MQ estéril.

Pasar a un tubo eppendorf estéril.

= Centrifugar durante 2 minutos a 7168g a RT, descartar el agua y resuspender las

células en 1 ml de tampon AclLi/TE.

= Centrifugar a 7168g durante 2 minutos, descartar sobrenadante y resuspender el
pellet en 50ul AcLi/TE. Ailadir 200 ng de DNA plasmidico y 5ul de portador de DNA
o Carrier (esperma de salmén). Como control negativo de transformacion usar

levaduras del mismo fondo genético donde se sustituia el DNA por agua.
*  Afladir 300 pl PEG40%/TE/AcLi 0.1M y mezclar bien pero suavemente.
= |ncubar 30 minutos a 302C en agitacidn suave.
= Realizar un shock térmico a 42°2C durante 15 minutos.
=  Centrifugar las células durante 5 minutos a 1792g a RT y descartar el sobrenadante.
= Resuspender las células en 1 ml de YPD Plus Medium.

= Plaquear las células en las placas de medio minimo 2% glucosa en medio de
seleccion; en ausencia de la auxotrofia para la que codifica el plasmido utilizado en

la transformacién.
® |ncubar las placas durante 2 o 3 dias a 302C en la estufa.
4.1.4. Purificacion de DNA plasmidico en S.cerevisiae

Esta miniprep esta basada en el método de la lisis alcalina en E.Coli pero utilizando

zimoliasa como primera solucién.
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Material/reactivos

=  Medio YPD (Yeast Peptone Dextrose).

= Kit Zymoprep (D2001, Zymoresearch, Irvine, California, EEUU).

®»  Tampon TE (Tris-EDTA) pH 7.5 (Anexo Il)

Protocolo

= Crecer el cultivo celular durante toda la noche a 302C en YPD.

= Usar 0.5-1 ml del cultivo en tubos eppendorf de 1.5 ml y centrifugar a 600g durante

2 minutos a RT (temperatura ambiente). Descartar el sobrenadante.

* Afadir 150 pl de tampdn de Digestion (kit Zymoprep) a cada pellet.

= Afadir 2 ul de zimoliasa a cada tubo. Resuspender el pellet sacudiendo el tubo con

los dedos o haciendo vortex.

* Incubar a 372C durante 15-60 minutos sin agitacién.

= Afadir 150 pl de tampdn de Lisis (kit). Mezclar bien manualmente.

* Afadir 150 ul de tampdn de Neutralizacidn (kit). Mezclar bien manualmente.

= Centrifugar a velocidad maxima durante 2 minutos a RT.

» Transferir los sobrenadantes a tubos nuevos. Aiadir 400 pl de isopropanol (2-

propanol) a cada tubo. Mezclar bien manualmente.

=  Centrifugar a maxima velocidad durante 8 minutos a RT. Aspirar el sobrenadante.

Hacer una centrifugacion rapida (spin) y eliminar el sobrenadante residual.

= Resuspender el pellet en 35 ul de Tampdn TE.

= Utilizar 3-5 pl de este DNA plasmidico para los experimentos de transformacion de

E.Coli.
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4.2. Principio del ensayo de Doble Hibrido

El Sistema de Doble Hibrido en levadura (Y2H) se basa en la identificacidon de la interaccion
gue se produce entre una proteina denominada bait o cebo y una proteina prey o presa,
aprovechando las propiedades de la proteina GAL4 de la levadura Saccharomyces
cerevisiae (Figura 31). En el presente trabajo, el sistema Y2H utilizado es el optimizado por

Clontech, denominado Y2H Matchmaker® Gold.

La proteina GAL4 es un activador transcripcional requerido para la expresion de genes que
codifican enzimas de utilizacién de galactosa, la cual es convertida en glucosa-6-fosfato
(Johnston, 1987). GAL4 consiste en dos dominios: uno N-terminal que se une
especificamente a secuencias de DNA (Binding Domain o BD) y otro C-terminal que
contiene regiones acidicas, necesario para la activacion de la transcripcidon (Activating

Domain o AD) (Ma and Ptashne, 1987).

La proteina cebo se expresa como fusidon de Gal4 DNA-binding domain (DNA-BD), mientras
que lalibreria de proteinas presa se expresa fusionada a Gal4 DNA-activating domain (DNA-
AD) (Chien et al., 1991; Fields and Song, 1989). Cuando ambas proteinas interaccionan,
DNA-BD y DNA-AD se juntan, activando la transcripcién de cuatro genes reporteros

independientes: AUR1-C, ADE2, HIS3 y MEL1.

<— GAL4 AD

\ > f"f,sY\ j /‘/l /
1 Bait
\/

<— GAL4 DNA-BD

RNA Pol I

Figura 31: Principio del Sistema de Doble Hibrido. Dos proteinas se expresan de forma separada,
una proteina cebo fusionada a un dominio de unién a DNA Gal4 (BD) y otra proteina presa,
fusionada al dominio de activacion transcripcional Gal4 (AD). Los reporteros se activan sélo en
aquellas células que contengan proteinas que interactlen y se unan al promotor GAL. Extraido de
Matchmaker® Gold Yeast Two-Hybrid System User Manual (PT4084-1) (Clontech, n.d.).
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4.3. Genes reporteros del Sistema Matchmaker Gold Yeast

AUR1-C: es una version mutada del gen AUR1, que codifica la enzima inositol
fosforilceramida sintasa (IPC sintasa). En condiciones normales, esta enzima es inhibida por
Aureobasidina A (AbA), un farmaco altamente téxico. Sin embargo, existen dos posiciones,
His 157 y Phe 158 en la secuencia del gen AUR1 cuyas mutaciones pueden generar enzimas
resistentes a la inhibicion por AbA (Aeed et al., 2009). Cuando se produce la interaccion
entre cebo y presa, se activa la transcripcion de este gen mutado, confiriendo una fuerte

resistencia a AbA (AbA").

HIS3 y ADE2: la cepa Y2HGold utilizada en este ensayo no es capaz de sintetizar histidina ni
adenina y, por tanto, no puede crecer en un medio que carezca de estos aminodcidos
esenciales. Cuando se produce la interaccién entre las dos proteinas, la expresién de HIS3
y ADE2 permite que la célula sintetice histidina y adenina, respectivamente, y pueda crecer

en un medio sin estos aminoacidos.

MEL1: codifica la enzima a-galactosidasa. Como resultado de la interacciéon, MEL1 se
expresay es secretado por la célula. Las colonias de levadura que expresan Mell se vuelven

azules en presencia de un sustrato cromagénico llamado X-a-Gal.

En la cepa haploide Y2HGold utilizada para expresar la proteina cebo (Figura 32), los cuatro
genes reporteros (HIS3, ADE2 y MEL1/AUR1-C) estan bajo el control de tres promotores de
respuesta a Gal4 distintos (G1, G2 y M1, respectivamente), que solo tienen en comun los
sitios de unién a proteinas dentro de la region UAS (upstream activating sequences) que se
unen especificamente a Gal4 DNA-BD. Por tanto, las proteinas de la libreria que interactien
con secuencias no compartidas entre los tres promotores no superaran el criterio de
seleccion que incluye los cuatro genes reporteros y de esta forma, se eliminaran los falsos
positivos. Cada uno de los promotores contiene la secuencia 17-mer consensus reconocida
por Gal4. Esta secuencia es un sitio de unién sintético similar a los sitios de unién que

ocurren naturalmente (Giniger and Ptashne, 1988).
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Figura 32: A) Construcciones gen reportero en cepa de levadura Matchmaker Y2HGold (Mating
Partner). B) Construcciones gen reportero cepa de levadura Matchmaker Y187 (Library Host
Strain). Figura adaptada de Matchmaker® Gold Yeast Two-Hybrid System User Manual (PT4084-1)
(Clontech, n.d.).

4.4. Subclonacion del gen cebo de interés en el plasmido pGBKT7 (Gal4BD)

Nuestra proteina cebo (ciclinaD3) se expresé como fusién con Gal4DNA-BD en la cepa
Y2HGold de levadura (630498, Clontech). A tal fin, la ciclinaD3 murina fue subclonada junto
al dominio de uniéon GAL4 del plasmido cebo pGBKT7 (PT3248-5, Clontech). Por otro lado,
la libreria (comercial) normalizada de cDNAs de ratén (630483, Clontech) contenia los
cDNAs subclonados junto al dominio Gal4 AD del plasmido pGADT7 (PT3249-5, Clontech)
en la cepa Y187 (630457, Clontech) (Figura 33).

Bait o cebo —_

- --“-' —

Activacién transcripcional

AUR1-C

MEL1

Prey o presa

L SVaONLS
/ \ GAL4 AD B
A ( pGADT7 AD B Py -
1 7987 bp i r\:ésm

N\ .

Figura 33: Esquema de las construcciones realizadas para el ensayo de doble hibrido. Figura
adaptada de Matchmaker® Gold Yeast Two-Hybrid System User Manual (PT4084-1) (Clontech, n.d.).

4.5. Placas de crecimiento utilizadas para ensayos Y2H

Durante el ensayo de doble hibrido las colonias eran crecidas en distintas placas con
auxotrofias y condiciones de seleccién diferentes. Teniendo en cuenta que el término DO

(drop-out) hace referencia a la eliminacion selectiva de nutrientes especificos utilizados
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para suplementar el medio minimo con el objetivo de seleccionar levaduras de genotipos
especificos, las soluciones DO carecian de uno (single dropout), dos (double dropout), tres
(triple dropout) o cuatro (quadruple dropout) nutrientes (aminoacidos o nucledtidos)
requeridos por la levadura para crecer en medio SD. Ademas, se utilizaba Aureobasidina A
(Clontech) como antibidtico de seleccién a una concentracién de 200 ng/ml y el sustrato

cromagénico X-alpha-Gal (Sigma) a 40 pug/ml. La composicion de las placas se especifica en

la Tabla 29.
Placas Auxotrofias Sustrato Antibidtico
. SD/-Trp - -
D D
SDO Single Dropout sD/-Leu i i
. X-alpha-Gal | Aureobasidina A
D D D/- D/-L
SDO/X/A Single Dropout SD/-Trp o SD/-Leu (200 ng/m) (40 pg/ml)
DDO Double Dropout SD/-Trp/-Leu - -
X-alpha-Gal | Aureobasidina A
DD D leD D/- -L.
O/X/A ouble Dropout SD/-Trp/-Leu (200 ng/m) (40 pg/ml)
TDO Triple Dropout SD/-Trp/-Leu/-His/ - -

Qbo Quadruple Dropout | SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade - -
X-alpha-Gal | Aureobasidina A

QDO/X/A | Quadruple Dropout | SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade (200 ng/ml) (40 pg/mi)

Tabla 29. Composicidn de las placas de agar con las diferentes auxotrofias y medios de selecciéon
para el crecimiento del cultivo de levadura en el ensayo de Y2H.

4.6. Experimentos control

Antes de realizar la criba de la libreria para identificar proteinas interactoras con ciclinaD3,
era necesario realizar apareamientos control de los haploides. Para ello se transformaban

las cepas Y2HGold y Y187 con los plasmidos control que se detallan a continuacidn:

Control positivo de interaccion

La interaccion entre pGBKT7-53 (630489, Clontech), que codifica para Gal4 DNA-BD
fusionado con p53 murino (Anexo IV), y pGADT7-T (630489, Clontech), que codifica para
Gal4 AD fusionado con SV40 antigeno T grande (Anexo IV), en ensayos de Doble Hibrido
ha sido anteriormente descrita (Li and Fields, 1993). El apareamiento entre Y2HGold
[PGBKT7-53] y Y187 [pGADT7-T] da lugar a células diploides que contienen ambos
pldsmidos, pudiendo asi activar los cuatro genes reporteros mencionados anteriormente.
En la Tabla 30 se detallan los medios de seleccidén requeridos para las cepas que contienen
el vector con DNA-BD, el vector con AD, o ambos, asi como la seleccidn para los diploides

que expresan las proteinas que interaccionan.
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Cepa [plasmido] Medio SD Diana de seleccion Fenotipo MEL1
-Leu pGADT7-T Blanco
-Trp pGBKT7-53 Blanco
-Leu/-Trp Diploides que contienen pGADT7-Ty Blanco
(DDO) pGBKT7-53
Y2HGold [pGBKT7- loi :
53] Leu/-Trp/X- D‘|pI0|d‘es que han ac'tlyado la
resistencia a Aureobasidina Ay a-
o-Gal/AbA . . . ., Azul
Galactosidasa mediante la interaccién
X (DDO/X/A) .
entre proteinas
Diploides que han activado la
Y187 [pGADT7-T] -Leu/-Trp/- resistencia a Aureobasidina Ay a-
His/-Ade/X- Galactosidasa, asi como HIS3 y ADE2
. . . , Azul
o-Gal/AbA mediante la interaccién entre proteinas.
(QDO/X/A) Placas utilizadas al final del cribado Y2H

para confirmar interacciones

Tabla 30: Medios de seleccion y fenotipos obtenidos en el control positivo de interaccién. Medios
requeridos para el crecimiento de las cepas Y2HGold y Y187 y para la seleccion de los diploides que
expresan las proteinas que interaccionan.

Control negativo de interaccion

Como control negativo de interaccién se usaba la interaccion entre pGBKT7-Lam, que

codifica para Gal4 DNA-BD fusionado con lamina (630489, Clontech) y pGADT7-T. Aunque

los diploides para estos vectores crecian en medio SD/-Leu, SD/-Trp y en DDO (SD/-Leu/-

Trp) (seleccién para diploides), no se observaban colonias en DDO con el antibidtico de

seleccion AbA.

Cepa [plasmido] Medio SD Diana de seleccion Fenotipo MEL1
-Leu pGADT7-T Blanco
-Trp pGBKT7-Lam Blanco
-Leu/-Trp Diploides que contienen pGADT7-Ty Blanco
(DDO) pGBKT7-Lam
Y2HGold [pGBKT7- Diploides que han activado la
Lam] -Leu/-Trp/X- . : .
o-Gal/AbA resistencia a Aureobasidina Ay a- No crecen
Galactosidasa mediante la interaccion colonias
X (DDO/X/A) ,
entre proteinas
Diploides que han activado la
Y187 [pGADT7-T] -Leu/-Trp/- resistencia a Aureobasidina Ay a-
His/-Ade/X- Galactosidasa, asi como HIS3 y ADE2 No crecen
o-Gal/AbA mediante la interaccion entre proteinas. colonias
(QDO/X/A) Placas utilizadas al final del cribado Y2H

para confirmar interacciones

Tabla 31: Medios de seleccion y fenotipos obtenidos en el control negativo de interaccion. Medios
requeridos para el crecimiento de las cepas Y2HGold y Y187 y para la seleccidn de los diploides que
expresan las proteinas que interaccionan.
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Material/reactivos

= Placas de agar: SD/-Trp, SD/-Leu, SD/-Leu/-Trp (DDO), SD/-Leu/-Trp/X-a-Gal/AbA
(DDO/X/A), SD/-Leu/-Trp/-His/-Ade/X-a-Gal/AbA (QDO/X/A).

= Medio YPD con adenina.
Protocolo

= Transformar cada cepa con el plasmido correspondiente y plaquearlo en el medio

que se requiere:

Cepa Plasmido para la transformacién = Medio placa agar
Y2HGold pGBKT7-53 SD/-Trp
Y2HGold pGBKT7-Lam SD/-Trp

Y187 pPGADT7-T SD/-Leu

Tabla 32: Cepas de levadura, plasmidos transformados y medios de crecimiento
correspondientes.

= Crecer durante 3 dias en una estufa a 302C.

= Picar una colonia de cada tipo para hacer los apareamientos control:
o Positivo: Y2HGold [pGBKT7-53] y Y187 [pGADT7-T]
o Negativo: Y2HGold [pGBKT7-Lam] y Y187 [pGADT7-T]

= Colocar ambas colonias en un tubo eppendorf que contenga 500 pl de YPD con

adenina y mezclar vigorosamente (vortex).

* Incubar con agitacién a 200 rpm a 302C durante 20-24 horas.

» Diluir el cultivo (1/10, 1/100 y 1/1000) y extender 100 pul de cada una de ellas en las

placas de agar mencionadas anteriormente.

* Incubar las placas a 302C durante 3-5 dias.

4.6.1. Analisis de autoactivacion del cebo

Para confirmar que el cebo no activaba de forma auténoma los genes reporteros en

Y2HGold en ausencia de la proteina presa, se realizaba una prueba de autoactivacion. La
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cepa Y2HGold se transformaba con 100 ng del pldsmido pGBKT7 con el gen cebo de interés
(ciclinaD3). Se realizaron diluciones 1/10 y 1/100 de la mezcla de transformacién y se
extendieron 100 ul en las siguientes placas: SD/-Trp, SD/-Trp/ X-a-Gal, SD/-Trp/ X-a-
Gal/AbA. Se incubaron las placas a 302C durante 3-5 dias.

4.6.2. Analisis de toxicidad del cebo

Para confirmar que la proteina cebo no era téxica cuando se expresaba en levadura, se
realizaron andlisis de toxicidad. La cepa Y2HGold se transformd con 100 ng del constructo
pGBKT7 con el gen cebo subclonado o con pGBKT7 vacio. Se realizaron diluciones 1/10 y
1/100 de la mezcla de transformacion y se extendieron 100 pl en placas SD/-Trp, que se

incubaron a 302C durante 3-5 dias.
4.7. Apareamiento o mating

Una vez subclonada la ciclinaD3 en el plasmido cebo y cuando ya se habian realizado todos
los experimentos control relativos a autoactivacion y toxicidad, se llevd a cabo el siguiente

protocolo de apareamiento (Figura 34):

PRESA CEBO

[pGADT7+Libreria normalizada cDNAs ratén] mll [pGBKT7:(EicIinaD3]
o \ B x - .b/,
~N ; Y187 Y2HGold
= — DDO/X/A QDO/X/A
- u\ N 'l'
/ \
/ \ —
/ - \
Y/ | = S Q)
( ) Cr
€@ Y
Mating Cigotos

Figura 34: Visidon de conjunto del protocolo de apareamiento y cribado de doble hibrido. La
ciclinaD3 se expresaba como fusidn con Gal4 DNA-BD en la cepa de levadura Y2HGold. La libreria
normalizada de cDNAs de ratén subclonados en fusién con Gal4 AD, fue proporcionada en la cepa
de levadura Y187. Cuando ambos cultivos se mezclan durante toda la noche, se aparean para crear
diploides. Las células diploides contienen los cuatro genes reporteros: HIS3, ADE2, MEL1 y AUR1-C,
que se inducen en respuesta a las interacciones de doble hibrido entre cebo (ciclinaD3) y presa.
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Protocolo

=  Preparar un cultivo concentrado de la cepa cebo (Y2HGold [pGBKT7+ciclinaD3])
inoculando una colonia fresca y grande (2-3mm) en 50 ml de medio liquido SD sin

triptofano.

® |ncubar en agitacion (250-270 rpm) a 302C hasta alcanzar una ODgoo de 0.8 (16-20

horas).
= Centrifugar a 1000g durante 5 minutos y descartar el sobrenadante.

= Resuspender el pellet hasta una densidad celular de >1x108 células por ml en SD/-

Trp (4-5ml).

= Descongelar una alicuota de 1 ml de la cepa con la Libreria “Mate & Plate” en un
bafio a temperatura ambiente. Coger 10 pul en placas de SD/-Leu para realizar la

titulacion de la libreria (apartado 4.8., Materiales y Métodos).

= Combinar 1 ml de la Libreria “Mate & Plate” con los 4-5 ml de la cepa cebo

obtenidos en el paso 4 y mezclarlo en un erlenmeyer de 2 litros.

* Afadir 45 ml de medio liquido YPD con Adenina, al cual se le afiaden 50 pg/ml de
kanamicina (YPDA/Kan) para prevenir la contaminacién bacterial, ya que el medio

YPDA es un medio muy rico y esto incrementa la probabilidad de contaminacién.

* Incubar a 302C durante 20-24 horas, en agitacién lenta (30-50 rpm). Una agitacién

muy vigorosa podria reducir la eficiencia del apareamiento.

= Tras 20 horas, observar una gota del cultivo en un microcopio de contraste de fase
(40x) para comprobar la presencia de cigotos. Si no, continuar con el apareamiento

durante 4 horas adicionales.
= Centrifugar a 1000 g durante 10 minutos.

= Lavar el erlenmeyer con YPD con adenina (y 50 ug/ml de kanamicina) y utilizarlo

para resuspender el pellet de células.

=  Centrifugar a 1000 g durante 10 minutos y descartar el sobrenadante.
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4.8.

Resuspender el pellet en 10 ml de medio liquido 0.5X YPDA/Kan y medir el volumen
total de células y medio (para el posterior calculo de numero de clones

chequeados).

Extender 100 pl de distintas diluciones (1/10, 1/100, 1/1000 y 1/10000) del cultivo
de apareamiento en placas de agar SD/-Trp, SD/-Leu y SD/-Leu/-Trp (DDO) a 30°C

durante 3-5 dias.

Plaquear el resto del cultivo en placas DDO/X/A (200 pl en cada una), hasta un

total de 50-55 placas. Incubar a 302C durante 3-5 dias.

Calcular el nimero de clones (diploides) contando las colonias de las placas DDO y

determinar la eficiencia del apareamiento.

Pasar las colonias azules que han crecido en placas DDO/X/A a las placas QDO/X/A

(cuadruple dropout).

Posteriormente, secuenciar las presas de las colonias QDO/X/A (interacciones
positivas) para identificar las proteinas candidatas. Una vez identificadas, repetir el

ensayo Y2H con las proteinas candidatas (presa) aisladas y confirmar interaccion.

Titulacion libreria

Para llevar a cabo la titulacién de la libreria, se llevaba a cabo el siguiente protocolo:

Descongelar una alicuota de 1 ml de la libreria normalizada de cDNA de ratén en un

bafio de agua a temperatura ambiente.

Transferir 10 pl a 1 ml de YPD con adenina (YPDA) en un tubo eppendorf de 1.5 ml

y mezclar con vortex suave (Dilucidn A; factor de dilucién final = 1072).

Afadir 10 pl de esta dilucion a 1 ml de YPDA y mezclar con vortex (Dilucion B; factor

de dilucion final = 1074).

Afiadir 10 pl de la Dilucién A en 50 ul de YPDA en un tubo eppendorf de 1.5 ml y

mezclar con vortex suave. Extender toda la mezcla en una placa SD/-Leu.

Extender 50 ul de la Dilucién B en placas SD/-Leu.
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® Incubar las placas a 302C durante 3-5 dias.
= Contar el nimero de colonias en las placas y calcular la titulacién.
4.9, Confirmacion de candidatos positivos

Una vez que se seleccionaban los candidatos positivos, obtenidos tras el apareamiento y
criba del Y2H, se aislaba el DNA plasmidico de la levadura (apartado 4.1.4, Materiales y
Métodos) para su posterior transformacion en bacteria XL1-Blue y aislamiento del DNA
bacteriano o miniprep. Este DNA fue enviado a secuenciar para identificar qué proteinas

(“presas”) interactuaban positivamente con ciclinaD3.
4.10. Apareamiento a pequeiia escala o small-scale mating

Para comprobar la interaccién obtenida por Y2H, se realizaba un apareamiento a pequeiia
escala o “small-scale mating” con cada uno de los candidatos obtenidos. Para ello, se

llevaba a cabo el siguiente protocolo:

= Picar una colonia de Y2HGold (pGBKT7+ciclinaD3) y otra colonia de Y187 (pGADT7-
T + Candidato) y poner ambas en un tubo eppendorf de 1.5 ml con 0.5 ml de YPD

con adenina.
= Mezclar con vortex para resuspender las células.
* Incubar ON a 302C en agitacion (200 rpm).

= Del cultivo de apareamiento sembrar 100 ul en placas: SD/-Leu, SD/-Trp, SD/-Leu/-
Trp (DDO), DDO/X/A y QDO/X/A.

= |ncubar las placas a 309C durante 3-5 dias para permitir a las células diploides que

formen colonias visibles.
4.11. Apareamiento con cDNAs enteros de los candidatos

Los genes candidatos que interaccionaban positivamente con la ciclinaD3 en el ensayo de
doble hibrido identificados a partir de la libreria normalizada de ratén, estaban truncados.
Por lo tanto, los cDNAs correspondientes enteros se obtuvieron de GenScript (Nueva

Jersey, EEUU) y se subclonaron en Y187 (pGADT7-T). Se repitid el apareamiento con
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Y2HGold (pGBKT7+ciclinaD3) para asegurar que la interaccién era real también con los

cDNAs enteros de los candidatos subclonados en pcDNA3.1.

5. ANALISIS DE INTERACCION PROTEICA EN CELULAS DE MAMIFEROS

Para la deteccidn de interaccion entre proteinas se utilizaban las técnicas que se describen

a continuacion: coinmunoprecipitacion en células NIT-1 (ex vivo) y NanoBiT (in vivo).
5.1. Ensayos de co-inmunoprecipitacion (interaccion ex vivo)

La inmunoprecipitacidn es una técnica basada en la unién de una proteina a un anticuerpo
especifico que la reconoce para la formacién de inmunocomplejos. Si esta
inmunoprecipitacién se realiza en condiciones no desnaturalizantes, puede permitir el
“arrastre” de otras proteinas unidas a dicha proteina. Para poder separar por gravedad los
inmunocomplejos del resto de componentes de la reacciéon, se utilizaba la proteina G
conjugada con agarosa, la cual tiene la capacidad de reconocer y unirse a los anticuerpos,
concretamente a las 1gG, interactuando con la cadena pesada. De esta forma, se creaba el

complejo de alto peso molecular antigeno-anticuerpo-proteinaG-agarosa.

La coimmunoprecipitacion (ColP) es una técnica utilizada normalmente en el estudio de
interacciones entre proteinas. Se realiza como una IP, pero se basa en el hecho de que a la
proteina precipitada por el anticuerpo estdn asociadas fisicamente otras proteinas que
estan interaccionando con ella. De ello, se extrapola que ambas proteinas estan
interaccionando in vivo. Es vital que la lisis celular se realice en condiciones no

desnaturalizantes para mantener al maximo las interacciones fisicas existentes in vivo.

Material/reactivos

= Perlas Proteina G-agarosa (20398, Thermo Scientific)

= PBS 1x (Sigma).
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=  Tampon de lisis no desnaturalizante:

Tampon de Lisis No Desnaturalizante

Tris.HCl pH 7.4 25mM
BSA 0.1%
NP-40 0.5%
NacCl 150mM
EDTA ImM
Glicerol 5%
Cocktail inhibidores de proteasas (Thermo Scientific) 1/50

Tabla 33: Composicion buffer lisis no desnaturalizante utilizado para la lisis celular NIT-1.

= Tampon de carga 2x desnaturalizante (53401, Sigma)

= Noria (agitacion orbital)

Protocolo co-IP

Para cada muestra de la Co-IP se utilizaban 50 pul de resina de Proteina G-agarosa.

= Lavar el volumen final de perlas (en funcidon del nUmero de muestras) de Proteina

G-agarosa con PBS 1x (2 veces).

= Afadir 50 pl de Proteina G-agarosa en eppendorfs de 1.5ml. Todos estos pasos se
llevaban a cabo pipeteando con una punta cortada debido a la viscosidad de la

Proteina G-agarosa.

» Afadir 10-50 ug del anticuerpo de interés (proteinas candidatas obtenidas en Y2H)

en los tubos que corresponda.

* Incubar la mezcla anticuerpo-ProteinaG-agarosa 4 horas a 42C en agitacion orbital.

= Centrifugar a 3000 g durante 2 minutos a 49C y descartar sobrenadante.

= Lavar: afiadir 1 ml de Tampdn de lisis no desnaturalizante.

= Agitar suavemente y centrifugar a 3000 g durante 2 minutos a 42C (2 veces).

= Afadir 400 ug de lisado celular.

® |ncubar el conjugado lisado-anticuerpo-Proteina G-agarosa a 49C en agitacién

orbital ON.
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= Centrifugar los tubos y eliminar el sobrenadante. La proteina de interés esta

especificamente unida al anticuerpo-Proteina G-agarosa.

= Lavar: afadir 1 ml Tampdn de lisis, agitar suavemente y centrifugar a 3000 g durante

2 minutos a 42C (2 veces). De esta manera se eliminan las uniones inespecificas.
= Eliminar el mdximo de lisis buffer de las perlas. El complejo esta listo para la elucién.

Protocolo elucion

Mediante la técnica de elucién con tampon SDS, el complejo antigeno-anticuerpo es eluido
de la Proteina G-agarosa calentando o hirviendo las muestras con tampdn de carga con SDS

desnaturalizante.

= Afadir 50 pl 2x Tampdn de carga con SDS sin DTT e incubar 10 minutos a 50°C.

=  Centrifugar a 3000 g durante 2 minutos a 49C.

= Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo y afiadir DTT a 100mM.

= Hervir las muestras eluidas durante 5 minutos y analizar por Western Blot.

5.2.  Tecnologia NanoBiT

NanoBiT o “NanoLuciferase Binary Technology” es un sistema de dos subunidades, basado
en la luciferasa NanolLuc, que puede utilizarse para la deteccidn intracelular de
interacciones entre proteinas. Consiste en dos fragmentos; una subunidad pequefia de
1.3kDa (Small BiT; SmBIT) y una subunidad grande de 18kDa (Large BiT; LgBiT). Estas
subunidades se fusionan por separado a proteinas de interés y cuando se expresan estas
proteinas de fusidn, la interaccion entre las proteinas de interés hace que las subunidades
LgBiT y SmBIiT se aproximen formando un enzima funcional que, en presencia de
coelenterazina, que es un agente de deteccion que contiene el sustrato furimazina, genera

una sefial luminiscente cuantificable (Figura 35).
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bait bait
(CiclinaD3) - (CiclinaD3)

prey prey
|
LgBiT SmBIT LgBiT SmBIT
Fu rimaziﬁV
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Figura 35: Principio de NanoBiT. La interaccidn entre la subunidad pequefa y la grande, ambas
fusionadas a proteinas de interés, provoca, en presencia del sustrato furimazina, una sefial
luminiscente.

Material/reactivos

= Medio DMEM 25mM glucosa.

= PBS (Lonza).

= HBSS (Lonza).

= Raspador celular (Fisherbrand-ThermoFisher).

= Placa blanca CELLSTAR® 96W Microplate (M0187, Sigma).

= Coelenterazina (301, NanoLight/Prolume).

Protocolo
=  Sembrar 10° células NIT-1/pozo en una placa de 6 pocillos e incubar a 372C y 5%
CO..
= Cuando la confluencia de las células sea mayor al 85%, transfectar las células con:
o 200 ng de DNA en una proporcion 1:1 (cebo-presa),
o 100 ng de YFP para normalizar los datos por fluorescencia
o Afadir vector vacio (pcDNA3) hasta una cantidad final de DNA de 2pg.
= Tras 4-5 horas, cambiar totalmente el medio e incubar las células durante toda la
noche.
= 24 horas después de la transfeccién, es recomendable comprobar la eficiencia de la
transfeccidon analizando la expresiéon de YFP con el microscopio de fluorescencia

Nikon Eclipse DS-Ri2.
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= 48 horas después de la transfeccion, aspirar el medio y lavar las células con 1 ml de
PBS calentado previamente.

= Raspar las células con HBSS calentado previamente y transferirlas a un tubo
eppendorf.

=  Centrifugar 5 minutos a 1000g a RT.

= Aspirar el sobrenadante y afiadir 300 ul de HBSS calentado previamente. Transferir
100 pl de la suspension celular a cada pocillo de la placa de lectura del lumindmetro
haciendo 3 replicados por condicién. Durante todo el procedimiento, evitar la
exposicién a la luz.

=  Medir la sefial de fluorescencia de YFP (497 nm excitacidén; 540 nm emision) con el
lector de placa TECAN infinite M200 utilizando el programa Tecan i-control.

= Después, afiadir 25 pl de coelenterazina a una concentracion final de 25 uM y medir

la luminiscencia en el lector de placa inmediatamente.

5.2.1. Subclonacion de los cDNAs candidatos en los vectores NanoBiT

Se realizaban distintas construcciones para subclonar, por un lado, la proteina cebo, en este
caso la ciclinaD3, en el vector LgBiT (MCS-3) vy, por otro lado, los potenciales candidatos de
interaccion (presa), previamente obtenidos mediante la tecnologia Y2H, en el vector SmBiT
(MCS-2) (Figura 36). Los vectores MCS-3 y MCS-2 fueron cedidos por el Dr. Francisco Ciruela
(UB). Los mapas de los vectores se detallan en el Anexo IV.

N-terminal C-terminal

LgBiT CcnD3

Prey SmBIT

Figura 36: Vectores utilizados para Nanobit. La ciclinaD3 fue clonada en C-terminal, en el vector
LgBiT y los potenciales candidatos de interaccién obtenidos por Y2H fueron clonados en N-terminal,
en el vector SmBIT.

Todos los oligonucleétidos disefiados para la realizacion de las construcciones de la

estrategia NanoBiT y para su posterior secuenciacién aparecen detallados en la Tabla 34.
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Oligonucleétidos Secuencia (5’ - 3’) Uso
mD3nanoF CTGATCTCTCGAGCGAGCTGCTGTGTTGCGAGGGCAC Secuenciar
mD3nanoR AGATCAGGAATTCCTACAGGTGAATGGCTGTGACATCTG Secuenciar
FCcnd3Eco CGCGGAATTCAGAGCTGCTGTGTTGCGAGGGC Clonar
RCcnd3Xba CGCGTCTAGACTACAGGTGAATGGCTGTGAC Clonar
mPDIA6cloF CTGATCTGCTAGCATGCGGGTGATCGGCATGGCTCG Clonar
mPDIA6cloR GATCAGCCTCGAGCCCAACTCATCCTTCTCCAGGTCATC Clonar
mNdu-cloF CCAGATCTGCTAGCATGTCGGGTTCCAAGTATAAGCC Clonar
mNdu-cloR CGAGCCAGAATTCCCGTAGGAGATGTTAAATTTTCTGTC Clonar
mXdh-cloF CCAGATCTGCTAGCATGACGAGGACAACGGTAGATGAG Clonar
mXdh-cloR GTCGGTATCGATGGATCCTCACGGACCAGGATTTACAG Clonar
mCdk4NanoF AGATCTGCTAGCATGGCTGCCACTCGATATGAACCCG Clonar
mCdk4NanoRv GCACAAGGAGGAAAGCGACGCAGAGGGGAATTCTGCTCGAGC Clonar
SmFwSeq GTTCTATGATGACACAAACCCCGC Secuenciar
Sm/LgBitRvSeq GCATCACAAATTTCACAAATAAAGC Secuenciar
LgBitFwSeq CACTGTAACAGGGACCCTGTG Secuenciar

Tabla 34. Oligonucleétidos diseiiados en este trabajo para la estrategia NanoBiT.

Clonacidn de ciclinaD3 en MCS-3 (LgBiT)

= Se corté el vector MCS-3 (contiene fragmento LgBiT) con EcoRlI y Xbal.

= Se amplific6 mediante PCR de alta fidelidad (Pful, Promega) la ciclinaD3 usando

como molde o template el plasmido pCN2-CcnD3 (M. Roussel).

= Se clond la ciclinaD3 sin ATG entre EcoRI y Xbal. El ATG de inicio de ciclinaD3 fue
eliminado y para seguir la pauta de lectura de LgBiT se afiadid una “A” extra después
del sitio de EcoRI. Se generd un coddn nuevo TCA en pauta con LgBIt que codifica

para una serina.

Se realizo la ligacidn de LgBiT y ciclinaD3 (ligacion cohesiva).

Clonacidn de potenciales candidatos de interaccion en SmBiT

Todos los candidatos potenciales carecian de codon de parada o de stop.

Candidato 1: Se amplificd PDIA6 mediante PCR de alta fidelidad (Pful) usando como molde
PDIA6 subclonado en pcDNA3.1+ c-Myc. PDIA6 fue clonado con Bmtl en 5’ y Xhol en 3’
eliminando el codén de parada. El producto de PCR se digirié con Bmtl y Xhol. Se afiadieron
dos nucledtidos extras (gg) para mantener la pauta de lectura en SmBIT. El vector MCS-2
se cortd con Bmtl y Xhol. Se realizd la ligacidn para conseguir la construccion quimérica

resultante mPDIA6-SmBIT.
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Candidato 2: Ndufb4 fue amplificado por PCR de alta fidelidad y fue clonado entre Bmtl y
EcoRl eliminando el coddn de parada. Se afiadieron dos nucledtidos extras (gg) para
mantener la pauta de lectura en SmBIT. Una vez realizada la ligacion, la construccion

quimérica mNdufb4-SmBIT estaba en pauta.

Candidato 3: Stx8 de ratdon o mStx8 fue obtenida a partir de pCDNA3.1- Stx8-C-eGFP,
mediante digestion con Bmtl y EcoRV. El vector SmBIT fue cortado con Bmtl y EcoRI. Se

obtuvo la construccién mStx8-SmBIT en pauta.

Candidato 4: Xdh de ratén fue clonado entre Bmtl (cohesivo) y Clal (hecho romo). El vector
MCS-2 fue cortado con Bmtly Xhol (hecho romo). Tras la ligacién, se obtuvo la construccion

mXdh-SmBIT.

Cdk4 se usé como control positivo de interacciéon con ciclinaD3. Fue clonado en MCS-2

entre Bmtl y EcoRl y fue utilizado como control positivo de la interaccién con ciclinaD3.

Las colonias derivadas de las respectivas ligaciones se analizaban por colony-PCR y aquellas
gue resultaban positivas se crecian en escala Miniprep para secuenciar los plasmidos que
contenian. Las colonias cuyos plasmidos transformados tenian la secuencia correcta y en
pauta de la proteina de fusion, se detallan en la Tabla 35. Los mapas y la informacién de

cada uno de ellos se detallan en el Anexo IV.

Plasmido Informacion N2 de colonia
LgBiT-CiclinaD3 CiclinaD3 clonada en el vector MCS-3 (LgBiT) 5
mPDIA6-SmBIT mPdiab6 clonado en el vector MCS-2 (SmBIT) 6
mNdufb4-SmBiT | mNdufb4 clonado en el vector MCS-2 (SmBIT) 74

mMStx8-SmBIT mStx8 clonado en el vector MCS-2 (SmBIT) 33
mXdh-SmBiT mXdh clonado en el vector MCS-2 (SmBIT) 5
mCdk4-SmBiT mCdk4 clonado en el vector MCS-2 (SmBIT) 5

Tabla 35: Construcciones realizadas para la estrategia de NanoBiT.

6. ANIMALES DE EXPERIMENTACION
6.1. Modelos de ratén con fondo genético NOD

Todos los procedimientos experimentales con animales utilizados durante este estudio
fueron aprobados por el Comité Etico de Experimentacién Animal (CEEA) de la Universidad

de Lleida, de acuerdo con las regulaciones de experimentacién animal europeas y de los
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Estados Unidos de América.

Uno de los modelos utilizados para el estudio de diabetes tipo 1 es el modelo NOD (Non-
Obese Diabetic). Nuestra colonia NOD, denominada NODCHJ, deriva de la colonia del
laboratorio de Charles A. Janeway, Jr., seccién de Inmunologia, del estabulario de la

Facultad de Medicina de la Universidad de Yale.
6.1.1. Deficientes en ciclinaD3

Los ratones homocigotos para la deficiencia en ciclinaD3 fueron originalmente obtenidos
en el fondo genético C57BL/6. Se retrocruzaron con el fondo genético NOD durante
generaciones sucesivas, genotipando y seleccionando para los alelos Idd (loci de
susceptibilidad a diabetes tipo 1) para asegurar el fondo genético NOD (Saavedra-Avila et

al., 2014).
6.1.2. Transgénicos para ciclinaD3

Se generaron ratones NOD transgénicos mediante microinyeccién del constructo RIP-
CcnD3-Ea en oocitos fecundados de NOD. Este constructo consiste en el promotor de
insulina de rata 2 (RIP2) y el cDNA murino de ciclinaD3. Se analizd la insercién del transgén

RIP CcnD3 por PCR utilizando los primers RIP2 y DR3 (Tabla 37) (Saavedra-Avila et al., 2014).
6.1.3. Hemideficientes en Cdk11

Las células del blastocisto E3.5 homozigotas para el alelo Cdk11 P11%/P58 nylas no son viables
y mueren como consecuencia de la apoptosis inducida por un fallo en la proliferacidn (Li et
al., 2004). Por ello, se obtuvo un KO de Cdk11 parcial en todos los tejidos (manuscrito en

preparacion).

Los ratones HTZ para Cdkll en fondo genético mixto 129SvxC57BL/6 fueron
proporcionados por la Dra. Jill M. Lahti del hospital St. Jude Children’s de Memphis. Se
retrocruzaron con el fondo genético NOD durante 15 generaciones sucesivas,

seleccionando los alelos Idd de la cepa NOD.
6.2. Modelos de ratén con fondo genético NOD/SCID

Los resultados obtenidos en este estudio se realizaban con ratones hembras del modelo
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NOD/SCID, tanto la cepa WT y KO para ciclinaD3, como la cepa transgénica para ciclinaD3
en célula B (RIP-CcnD3) (Saavedra-Avila et al.,, 2014) (Sicinska et al., 2003). Ademas,
también se realizaban estudios con la cepa WT y hemideficiente (HTZ) para Cdk11l (KO

Cdk11 parcial en todos los tejidos) (Li et al., 2004).

La mutacion SCID fue introducida en homocigosis en las cepas NOD deficientes en
ciclinaD3, TG para ciclinaD3 en la célula beta y hemideficiente para Cdkll,
respectivamente. La mutacion SCID fue genotipada utilizando el protocolo de PCR
recomendado por el laboratorio Jackson (Forward-olIMR803: GGA AAA GAA TTG GTA TCC
AC vy Reverse-olIMR804: AGT TAT AAC AGC TGG GTT GGC).

6.3. Genotipaje de las distintas cepas murinas

La presencia del transgén y la delecidn parcial o total del gen en el genoma de los ratones
se analizaba mediante la reacciéon en cadena de la polimerasa o PCR (apartado 1.4,

Materiales y Métodos) utilizando oligonucleétidos especificos.

Material/reactivos

= Bisturi estéril

=  Tampodn de lisis:

Tampon de lisis

KCl 50mM

Tris-HCI pH8 50mM

EDTA 2.5mM

NP-40 0.45%

Tween20 0.45%
Agua MQ

Tabla 36: Composicion Tampdn de Lisis de biopsias de cola de ratén.

Protocolo

= Obtener la muestra de DNA necesaria para el genotipado: tomar biopsias de las

colas de los ratones (cortar 2-3mm de la cola con un bisturi estéril).

* Incubar toda la noche en el bafio a 562C en 250 pl de Tampdn de Lisis (Tabla 36) con

5 ul de proteinasa K (digestion enzimatica) (Invitrogen).
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= Al diasiguiente, utilizar una alicuota del lisado obtenido para realizar la reaccién de
PCR. Los oligonucledtidos utilizados para llevar a cabo las reacciones de PCR se

recogen en la Tabla 37.

Gen diana Oligonucleétidos Secuencia
CPrev CAAGAGAAGCCTGAGCAAATAG
Deficiencia Cdk11
Mp70 GAGATACTCTTTACATGCCAACC
D3N3 TGCTGTCCATCTGCACGAGA
Deficiencia CcnD3 D3A GAACGTTGTGACGTAGGAGC
D3G TCCATCCTGCGATGGCTCAC
RIP2 ATTTGAGGGACGCTGTGGGCTCTT
Transgénico CcnD3 (RIP-CcnD3)
DR3 GACGCAGGACAGGTAGCGATCCAG

Tabla 37: Oligonucleétidos utilizados para el genotipaje de las distintas cepas murinas
utilizadas.
= Realizar las reacciones de amplificacidn en un volumen final de 25 pl (Tabla 38) en

el termociclador (BioNova G-STORM GS04822) siguiendo los ciclos de

desnaturalizacidn, hibridacién y elongacidn que se recogen en la Tabla 38. El tiempo

en cada uno de los pasos, asi como el numero de ciclos varia en funcién del tamafio

del amplicén de interés.

Master Mix Acdki1 ACcnD3 TG CcnD3
(Vfinal=25ul)
H.0 18,75l leul 18,75ul
Buffer 10x 2,5ul 2,5ul 2,5ul
DMSO 100% - 2,5ul -
MgCl, 50mM 1,25l 1,25l 1,254l
dNTPs 10mM 0,5ul 0,5ul 0,5ul
Primers 100mM 0,25 pl cada primer 0,25 pl cada primer 0,25 pl cada primer
TAQ polimerasa 0,5ul 0,5ul 0,5ul
DNA 1pl 1pl 1ul
%ti((::zsg,(,) ;g?;cm:oz"'()) x' 942eC 3’, (94eC 1’, 602C | (949C 1’, 702C 30", 729C
Protocolo de PCR 39 cicIos,+ 790C 10’ + 1’,72°C1’) x 36 ciclos+ | 1')x30ciclos + 722C 6’
72°C 7’ +42C +42C
4°C
Tamaho esperado | WT: 960 pares de bases | WT: 250 pares de bases
del ampIFi)cén HTZ: 320 Fr)Jares de bases | KO: 400 FFJ)ares de bases TG: 460 pares de bases

Tabla 38: Composicion de la mezcla de reaccion de PCR y condiciones de amplificacion para el
genotipado de las tres modificaciones genéticas.

= Realizar la electroforesis de DNA en un gel de agarosa (apartado 1.5., Materiales y

Métodos).
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6.4. Condiciones de estabulacion de la colonia de ratones

Los animales se mantenian en condiciones libres de patdgenos especificos (SPF). Los
ratones disponian de pienso autoclavado (Harlan Ibérica) y agua en jaulas microaisladas
con presion positiva de aire HEPA, a una temperatura entre 19 y 212C y 40-60% de
humedad, en ciclos de 12 horas de luz/oscuridad. Los ratones NOD/SCID se mantenian en
un régimen de antibiotico Septrin (trimetoprim 0.24 g/l y sulfametoxazole 1.2 g/I) (UCB
Pharma, Bruselas, Bélgica) suministrado a través del agua mediante ciclos semanales

alternos de tratamiento.

Todas las manipulaciones de los animales se realizaban en campanas de flujo laminar y
todo el material utilizado era previamente esterilizado mediante autoclavado humedo.
Cuando esto no era posible (equipamiento, etc.), se esterilizaba por exposicién a SAS-

peroxido.
7. MICROSCOPIA
7.1. Microscopia de epifluorescencia y confocal

Una vez que las muestras eran procesadas y montadas, se visualizaban con el microscopio
de interés: microscopio de epifluorescencia modelo Olympus BX51 acoplado a una camara
Olympus DP30BW para la captura de las imagenes o microscopio confocal FV1000. Los
ajustes que se utilizaron para la captura de las imagenes eran iguales para cada muestra de

un mismo experimento.
7.1.1. Tratamiento de los cubreobjetos con poli-L-lisina

La poli-L-Lisina es un compuesto sintético que mejora la adhesién celular mediante el
aumento de las cargas positivas en el sustrato del cultivo. No estimula la actividad bioldgica
en las células cultivadas en ella y se utiliza para la adherencia y esparcimiento de lineas

celulares.

Material/reactivos

= Cubreobjetos, placa de Petriy pinzas.

= Poli-L-Lisina, [Stock]:10 mg/ml (P6516, Sigma).
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Protocolo
= Dejar abierta la caja de cubres y unas pinzas en la campana con la luz ultravioleta
durante 10 minutos.
= Repartir los cubres en placas de Petri.
» Afadir poli-L-Lisina ([uso]: 6ul/ml) hasta que cubra bien los cubreobjetos (entre 5-
6 ml en placas de 100mm o 3ml en placas de 35mm).
= Dejar 1 hora en la campana.

= Aspirar el contenido y dejar a 42C hasta su uso (no pueden estar mas de 15 dias).
7.1.2. Inmunofluorescencia

Se realizaba inmunofluorescencia de células de cultivos para detectar proteinas in situ
mediante anticuerpos especificos. La proteina marcada se observaba a través de la
fluorescencia emitida por el anticuerpo secundario, y, de esta forma, se detectaba su
localizacion. Las células crecian en placas de 12 pocillos sobre cubreobjetos tratados

previamente con Poli-L-lisina.

Material/reactivos

= PBS 1x (Sigma).

» Paraformaldehido (PFA) (Sigma) al 4% en PBS

= Solucién de permeabilizacién: 0.1% Triton X-100, 1% BSA, disuelto en PBS 1x.

= Solucién de bloqueo: 0.1% Tritén X-100, 1% BSA, 1/10 Fc Block, 1/10 Normal Serum
de la especie que corresponda, disuelto en PBS 1x.

» Hoechst 33342 (B2261, Sigma).

=  Mowiol (Sigma).

Protocolo

La inmunofluorescencia consta de varios pasos, detallados en la Figura 37.

Fijacion:
= Quitar el medio de cultivo y lavar con PBS 1x
=  Se fija con Paraformaldehido (PFA) al 4% durante 1 hora a 4°C.

= Posteriormente, se aspira el PFA y se deja con PBS 1x a 42 hasta su uso.
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Permeabilizacién y bloqueo:

Hacer tres lavados de 10 minutos con PBS 1x.
Incubar las células durante 30 minutos con la solucidn de permeabilizacién.

Incubar durante 1 hora con la solucién de bloqueo.

Inmunodeteccion:

Incubar las células durante toda la noche a 42C y en cdmara humeda, con el
anticuerpo primario disuelto en la solucién de permeabilizacién.

Hacer 3 lavados de 10 minutos con PBS 1x + Triton al 0.1%.

Incubar la muestra durante 30 minutos con la solucién de bloqueo.

Incubar durante 1 hora a RT con el anticuerpo secundario disuelto en la solucidn de
permeabilizacion.

Hacer 3 lavados de 10 minutos con PBS 1x + Tritdon al 0.1% manteniendo la muestra
protegida de la luz.

Tefir ndcleo utilizando Hoechst 33342 en una dilucidon 1/1000 en PBS 1x y dejar 10
minutos a RT en cdmara humeda

Hacer 3 lavados con PBS 1x

Montaje:

Afadir 20 pl de Mowiol (Sigma).
Colocar los cubreobjetos en los portaobjetos manteniendo las células en la parte
interna y dejar secar durante 15 minutos a 49C.

Obtener imagenes en el microscopio.
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Cubreobjetos
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Figura 37: Esquema del protocolo de inmunofluorescencia. El antigeno se incuba sobre un
cubreobjeto, donde se realiza la fijacién con paraformaldehido, la permeabilizacién y el bloqueo.
Posteriormente, se incuba con el anticuerpo primario y secundario (conjugado con un marcador
fluorescente) y se tifie el nucleo utilizando Hoechst. Finalmente, se monta con Mowiol y se obtienen
las imagenes en el microscopio de epifluorescencia. Figura original de la autora.

7.1.3. Anticuerpos utilizados para inmunofluorescencia

Anticuerpo primario Dilucion Origen Referencia
anti-CiclinaD3 1:100 BD 5082573
anti-DYK 1.1300 ThermoFisher MA1-91878
anti-Pdia6 1:100 Abcam ab11432
anti-c-Myc 1:100 Sigma M4439
anti-Xdh 1:100 Abcam ab109235

Tabla 39: Anticuerpos primarios utilizados para inmunofluorescencia en este trabajo

Anticuerpo secundario Dilucion Origen Referencia

Cy2 Donkey anti-mouse 1:500 Jackson 715-225-150
Cy2 Donkey anti-rabbit 1:500 Jackson 711-225-152
Cy5 Donkey anti-mouse 1:500 Jackson 715-175-151
Cy3 Donkey anti-mouse 1:100 Jackson 715-165-150

Tabla 40: Anticuerpos secundarios utilizados para inmunofluorescencia en este trabajo
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7.1.4. Procesamiento de imagenes

El andlisis y montaje de imagenes de fluorescencia se realizaba mediante el programa

Olympus Fluoview 10 — ASW 4.1y el programa ImageJ (NIH).

8. CITOMETRIA DE FLUJO

Las células NIT-1 y los islotes pancreaticos procedentes de ratén fueron analizados por

citometria de flujo utilizando el equipo FACS CANTO Il (BD).

8.1. Fragmentacion nuclear (%subG1)

La apoptosis se caracteriza por la condensacién de la cromatina, la fragmentacién nuclear
y la contraccién celular. La fragmentacion nuclear puede ser detectada distinguiendo el
contenido de DNA en sub-G; (hipoploide) del contenido de DNA normal (haploide). Se
utilizaba el método desarrollado por Nicoletti y colaboradores (Nicoletti et al., 1991) y
adaptado por Wali y colaboradores (Wali et al., 2015) para estudiar la apoptosis en islotes

de ratdn, en presencia o ausencia de estimulos de estrés como tapsigargina o citoquinas.

Esta técnica utiliza un buffer hipotdnico con ioduro de propidio para teiiir el DNA nucleary
es posible su excitacidn con laser 488nm y deteccidn en el espectro rojo del citbmetro de
flujo usando el filtro BP585/42. La ventaja de este método es que se obtienen resultados
cuantitativos y que se recogen hasta 10.000 eventos por muestra, lo cual aumenta la

potencia estadistica.

Material/reactivos

= DPBS (17-516F, Lonza).

= 0.05% Tripsina-EDTA (1x) (25300062, Life Technologies)

= DMEM suplementado:

o Sin glucosa (11966025, Gibco) para afiadirle 5mM/11mM Glucuosa, segin

requiera el experimento.

o Con 25mM (4.5g/1) Glucosa (12-604F, Lonza).
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= Buffer hipotdnico de fragmentacién de DNA: 0.1% w/v Triton X-100, 0.1% w/v

citrato de sodio.
» Joduro de Propidio (BD Biosciences).
Protocolo

= Tras el periodo de incubacidn, recoger los islotes y el medio de cultivo que contiene

células muertas flotando de las placas y pasarlos a tubos eppendorf.

= Lavar las placas con PBS 1x para recoger los islotes residuales y transferir este PBS

al mismo tubo.
= Centrifugar los islotes a 1000g durante 2 minutos.
= Eliminar el medio cuidadosamente.

= Afadir 300 ul de 0.05% Tripsina-EDTA (1x) y dejar en el bafo a 37°2C durante 5

minutos.

= Después de 5 minutos, pipetear arriba y abajo 3-5 veces para dispersar islotes en

células aisladas.
= Afadir 1 ml de medio DMEM suplementado para parar la actividad de la tripsina.
= Centrifugar las células a 1200g durante 5 minutos.

= Eliminar el sobrenadante y anadir 1 ml de medio DMEM suplementado para
resupender las células. Dejar en el incubador a 372C durante 30 minutos para

permitir que las células se recuperen.
= Centrifugar las células a 1200g durante 5 minutos.
= Eliminar el sobrenadante.
= Afiadir 300 pl de Buffer hipotonico de fragmentacidon de DNA a las células.
» Afiadir 50 ug/ml de loduro de Propidio.

= Analizar las células por citometria de flujo (excitacién en 488 nm y deteccién en
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585/42nm) para diferenciar entre nucleo hipoploide (fragmentado) y nucleo
diploide (intacto). Establecer los parametros Forward Scatter (FSC) y Side Scatter
(SSC) en una escala lineal y PE (ioduro de propidio) en escala logaritmica. Recoger

5000-10000 eventos/muestra.
9. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Para el anadlisis de los resultados obtenidos se utilizé el programa GraphPad. Los valores se
representan como media de las muestras, con barras de error que corresponden al error
estandar de la media, utilizando andlisis estadistico t-test o ANOVA, dependiendo del

numero de variables y grupos experimentales, excepto cuando se indique lo contrario.

Los resultados se consideraron estadisticamente significativos cuando el p-valor era
inferior a 0.05. La significacidn estadistica se representa en las graficas con los valores de

p<0,05 (*), p<0,01 (**) y p<0,001 (***).
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1. IDENTIFICACION DE MOLECULAS QUE INTERACTUAN CON LA CICLINAD3 MEDIANTE
SISTEMA DE DOBLE HIBRIDO EN LEVADURAS

1.1.  Validacidn previa de la técnica. Experimentos control

Las bacterias competentes se transformaron con los plasmidos control : pGBKT7-Lam,
pPGADT7-T y pGBKT7-53 y se plaqueaban en placas de LB con 50ug/ml del antibidtico de
seleccion correspondiente. Una vez obtenido el DNA mediante la técnica de Maxiprep, este
se utilizaba para transformar las cepas de levadura: Y2HGold con pGBKT7-53 y pGBKT7-
Lam; y Y187 con pGBKT7-T. Se llevaba a cabo el apareamiento y se plagueaban 100 pl de
las diluciones 1/10, 1/100, y 1/1000 en las distintas placas de agar: SD/-Leu (seleccidn
presa), SD/-Trp (seleccién cebo), DDO (seleccion zigotos) y DDO/X/A (seleccidon

interaccion).

Tras 3-5 dias de incubacion a 302C se observaba que el control positivo tenia
aproximadamente el mismo nimero de colonias en DDO que en DDO/X/A, siendo estas
ultimas de color azul. DDO seleccionaba la presencia de ambos plasmidos
(diploides/zigotos) y DDO/X/A seleccionaba los plasmidos y también la interaccién de las
proteinas codificadas por ellos, que activaban los reporteros AbAr y MEL1. Sin embargo, en
el control negativo habia colonias en DDO, pero no en DDO/X/A (Figura 38). Por lo tanto,

el sistema funcionaba ya que no se observd autoactivacién de fondo en el control negativo.

[ apo/x/A ]| DDO/X/A | DDO | | SD/-Trp | { SD/-Leu |

-

Control

Positivo
(PGBKT7-53 x
PGBKT7-T)

Control

Negativo
(pGBKT7-Lam x
PGBKT7-T)

Figura 38: Experimentos control del ensayo de doble hibrido. Colonias obtenidas en los
experimentos control de apareamiento o mating en las placas de agar con distintas auxotrofias.
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1.2.  Subclonacion de ciclinaD3 (cebo o bait) en el plasmido pGBKT7

El plasmido pGBKT7-BD fue digerido con BamHI y EcoRlI. El inserto (ciclinaD3, 0.9Kb) fue
amplificado a partir del vector RIP-D3Ea (Anexo IV) mediante PCR utilizando la DNA
polimerasa de alta fidelidad Pfu (Promega) y los oligonucledtidos Y2HD3F y Y2HD3R (Tabla
5). El producto de ligacién fue transformado en células competentes XL1-Blue (E.Coli) y se
realizé una Colony-PCR para seleccionar aquellas colonias que se habian transformado
correctamente, utilizando como control positivo el plasmido pCN2-CcnD3 (Anexo IV). Una
vez obtenido el DNA de las colonias positivas mediante Miniprep, se secuenciaron
utilizando los oligonucleétidos T7, D3CloR y D3R1 (Tabla 11) y se obtuvo, finalmente, la
construccion pGBKT7-BD-CcnD3 o plasmido cebo (bait) (Anexo V). El pldasmido pGBKT7-

BD-CcnD3 (colonia 1) se transformé en la cepa de levadura Y2HGold.
1.3. Deteccidn de la expresién del cebo

Para determinar si la proteina cebo se expresaba correctamente en levadura, se obtuvieron
lisados proteicos para detectar su expresion mediante Western Blot, utilizando los
anticuerpos anti-ciclinaD3 (BD) y anti-cMyc (Biolegend). El peso esperado de la banda
observada correspondiente a la proteina de fusién (suma entre ciclinaD3 -32kDa- y dominio
BD + cola de c-Myc -21kDa-) era de 53kDa. Sin embargo, en los lisados correspondientes a
la cepa Y2HGold transformada con pGBKT7-BD no se observd esta banda de 53kDa, ya que

no tenian el inserto CcnD3 (ciclinaD3) subclonado en el pldsmido (Figura 39).
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Figura 39: Analisis de la expresidon de ciclinaD3 y c-Myc en extractos proteicos de levadura
mediante Western Blot. Se obtuvieron lisados de la cepa Y2HGold transformada con pGBKT-BD-
CcnD3 y con pGBKT-BD solo. G3PDH se utilizd como control de carga.
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Se utilizd la cepa Y2HGold transformada con el plasmido pGBKT7-53 como control positivo
de expresién, ya que expresaba la proteina de 57 kDa p53. Se detecté mediante Western

Blot utilizando el anticuerpo anti-cMyc (Figura 40).
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Figura 40: Analisis de la expresion de c-Myc en lisados proteicos de levadura mediante Western
Blot. La cepa Y2HGold fue transformada con pGBKT7-53, pGBKT-BD-CcnD3 y pGBKT-BD vacio. Se
muestra la tincién con azul de Coomassie como control de carga.

1.4. Analisis de autoactivacion del cebo

Para confirmar que el cebo no activaba de forma autonoma los genes reporteros en
Y2HGold, en ausencia de la proteina prey o presa, se llevaron a cabo andlisis de
autoactivacion. Se transformaron 100 ng de pGBKT7 + CcnD3 en la cepa Y2HGold y se
plaquearon 100 pl de las diluciones 10ty 102 en SD/-Trp, SDO/X y SDO/X/A. Tras 3-5 dias
de incubacién a 302C se observaron colonias blancas en las placas SDO y SDO/X, pero no
en las placas SDO/X/A (Figura 41), lo cual indica que no existe autoactivacién de los genes

reporteros en ausencia de interaccién.
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| SDO (| SDO/X [ SDO/X/A |

Dil.10!

Dil.102

Figura 41: Andlisis de autoactivacion del cebo. Se transformaron 100 ng de pGBKT7 + CcnD3 en la
cepa Y2HGold y se plaquearon 100 pl de las diluciones 10 y 10 en SD/-Trp, SDO/X y SDO/X/A.

Para comprobar que el bait no resultaba toxico para las células, se realizé una comparacion
entre el crecimiento de la cepa Y2HGold, por un lado, transformada con el pldsmido pGBKT-
BD vacio y, por otro lado, transformada con dicho plasmido con CcnD3. Posteriormente,
los cultivos se plaquearon en SD sin triptéfano y tras 3-5 dias de incubacién a 302C se
observé que habia crecimiento en ambas placas y, ademas, las colonias con la ciclinaD3 no
tenian un tamafio menor que las colonias con el vector BD solo, sin ciclinaD3, demostrando

que el bait no era toxico para la célula (Figura 42).

Y2HGold
| BD solo [ BD-CcnD3 |

SDO. Dil.107?

Figura 42: Analisis de toxicidad del cebo. Se comparé el crecimiento de la cepa Y2HGold
transformada con BD solo y transformada con BD-CcnD3, en placas SDO.
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1.5. Determinacion de la titulacion de la libreria

Se llevd a cabo la titulacion de la libreria (cfu/ml) siguiendo el protocolo descrito
anteriormente (apartado 4.8., Materiales y Métodos) y contando el nimero de colonias
obtenidas en las placas SD/-Leu tras sucesivas diluciones de la libreria (factores de dilucién:

102y 10%). Para ello, se utilizé la siguiente férmula:

Numero de colonias
= cfu/ml

Volumen plagueo (ml) x Factor de dilucién

Se contabilizaron un total de 844 colonias, en los 0.05 ml plaqueados como Diluciéon B

(factor de dilucién 10%). Por tanto, se obtuvo un total de 1.68 x 108 cfu/ml.

’ Factor de dilucién |

I 107 |

Figura 43: Determinacion de la titulacién de la libreria. Se utilizaron placas SD/-Leu y se realizaron
dos diluciones: dilucidn A (factor de dilucién de 102) y dilucidn B (factor de dilucion 10#). Se obtuvo
un total de 1.68 x 108 cfu/ml.

1.6. Apareamiento o mating

Se llevd a cabo el protocolo de apareamiento descrito en el apartado 4.7., de Materiales y
Métodos. Se mezclé la cepa Y187 que contenia la libreria normalizada de cDNAs murinos y
la cepa Y2HGold con el plasmido cebo (pGBKT7 + CcnD3) y tras 20 horas de incubacion a
309C, se comprobd en el microscopio de contraste de fase (40x) la presencia de zigotos

(Figura 44).
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Figura 44: Comprobacion de la presencia de zigotos tras el apareamiento. Se realizé el
apareamiento entre la cepa Y187-Libreria y la cepa Y2HGold- pGBKT7-CcnD3 y se observé al
microscopio después de 20 horas de incubacion a 302C.

1.7. Determinacion de la eficiencia del apareamiento

Para determinar la eficiencia del apareamiento es necesario calcular la viabilidad, es decir,
el nimero de clones analizados en el cribado (cfu/ml). Para ello, se cuentan las colonias de
las placas SD/-Trp (viabilidad del cebo), SD/-Leu (viabilidad de la presa), y DDO (viabilidad
de los diploides), tras 3-5 dias de incubacién a 302C (Figura 45).
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Figura 45: Determinacion de la eficiencia del apareamiento. Se obtuvieron colonias en placas SD/-
Trp, SD/-Leu y DDO para calcular la viabilidad del cebo, de la presa y de los diploides,
respectivamente. Se realizaron cuatro diluciones diferentes: 10%, 10, 103y 10™.

Los calculos de viabilidad obtenidos fueron los siguientes:

Viabilidad cfu/ml
Cebo (SD/-Trp) 2x10°

Presa (SD/-Leu) 6.53 x 108
Diploides (SD/-Trp/-Leu = DDO) 4 x 10’

Tabla 41:Calculos de viabilidad obtenidos para determinar la eficiencia del apareamiento.

La cepa, cebo o presa, con la menor viabilidad es la limitante para calcular el porcentaje de

diploides, y es el dato que se utiliza para calcular la eficiencia del apareamiento, que

siempre debe estar entre el 2 y el 10%. En este caso, la cepa presa era la limitante y la

eficiencia del apareamiento obtenida fue de 6.2%. Para ello, se utilizé la siguiente férmula:

Numero de cfu/ml de diploides

Numero de cfu/ml del limitante

x 100 = % Diploides




RESULTADOS

1.8. Candidatos que interactuan positivamente con la ciclinaD3

Las colonias azules obtenidas en DDO/X/A se pasaron a una placa QDO/X/A (Figura 46) y se
incubaron durante 3-5 dias. Se realizo la extraccidon del DNA plasmidico de levadura de las
colonias azules que crecieron en estas placas (apartado 4.1.4, Materiales y Métodos,
Purificacion de DNA plasmidico en S.cerevisiae) y se realizé la posterior transformacion en
XL1-Blue, para obtener una miniprep del DNA bacteriano y su correspondiente

secuenciacion.

Figura 46: Obtencidon de candidatos que interactiian potencialmente con ciclinaD3. Ejemplo de
placa QDO/X/A en la cual se extendieron las colonias positivas obtenidas previamente en placas
DDO/X/Ay se incubaron durante 3-5 dias para realizar extraccidn del DNA de las colonias azules.

Se obtuvieron 77 candidatos positivos pertenecientes a familias relacionadas con la
ubiquitinizacidn, el transporte de vesiculas, vias mitocondriales o chaperonas, de los cuales
12 fueron seleccionados utilizando un criterio de seleccidon basado en el porcentaje de
identidad obtenido tras la secuenciacion (>80%) y en la funcion que realizaban, segun
bibliografia. Entre todos estos candidatos, destacaban Pdia6, Stx8, Ndufb4 y Xdh. Los clones
de la libreria se clonan siempre de forma aleatoria y muchos de ellos estaban truncados o

con la pauta de lectura alterada tras obtenerse la proteina de fusidn con Gal4 AD.

Ademas, diversos estudios demuestran que S.cerevisiae es capaz de llevar a cabo un
mecanismo de control de la expresién del mMRNA denominado Cambio de Pauta Ribosomal
Programado o PRF por sus siglas en inglés (Programmed ribosomal frameshifting) mediante
el cual el ribosoma es guiado hacia un triplete desplazado 1 nucléotido hacia 5’ (+1) o hacia
3’ (-1), provocando asi una recodificacion y un cambio en el marco de lectura (lvanov et al.,

2006; Jacobs et al., 2007).
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Por ello, para asegurar que las interacciones positivas encontradas en el ensayo de doble
hibrido reflejaban interacciones fisioldgicas genuinas y no falsos positivos, se decidid
utilizar los cDNAs completos no truncados (GenScript) para insertarlos en pauta en el vector
pGADT7-AD y comprobar la activacion de los genes reporteros, tras la interaccion con la
ciclinaD3, subclonada en pGBKT-BD. Se transformo, por tanto, la cepa Y187 con el plasmido
pGADT7-AD en el cual se habian subclonado los siguientes potenciales candidatos
positivos: Xdh, Pdia6, Ndufb4 y Stx8; y se realizd un segundo apareamiento, esta vez a
pequefia escala (small-scale mating, apartado 4.10., Materiales y Métodos). También se
transformé la cepa Y187 con Cdk4 subclonado en el vector AD (Anexo IV), como control
positivo de interaccidon. De esta forma, se comprobd que las proteinas candidatas Xdh,
Pdia6, Ndufb4 y Stx8, subclonadas en el vector pGADT7-AD (presa) en la cepa Y187
interaccionaban mediante el sistema de doble hibrido con la ciclinaD3, subclonada en el

vector pGBKT-BD (cebo) en la cepa Y2HGold (Figura 47).
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Figura 47: Deteccidn de candidatos que interactuan con ciclinaD3. Placas QDO/X/A (SC/-Leu/-Trp/-
His/Ade) y TDO/X/A (SC/-Leu/-Trp/-His), ambas con el sustrato cromagénico X-o-Gal (40 ug/ml) y
Aureobasidina A (200 ng/ml) como antibidtico de seleccion, obtenidas tras el apareamiento a
pequefia escala (small-scale mating) entre Y187 (transformado con pGADT7-AD en el cual se
subclonaron los candidatos) y Y2HGold (transformado con pGBKT-BD en el cual se subclond la
ciclinaD3). Las proteinas Xdh, Pdia6, Ndufb4 y Stx8 interaccionan con ciclinaD3 en el ensayo de
doble hibrido. Cdk4 fue utilizado como control positivo.
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2. ESTUDIO DE PDIA6 COMO PROTEINA DE INTERACCION CON CICLINAD3
2.1. Comprobacion de la expresion de Pdia6 en levadura

Las colonias obtenidas en las placas QDO/X/A se utilizaron para realizar extractos proteicos
de levadura y comprobar la expresiéon de la proteina Pdia6. El peso molecular esperado
para la proteina de fusiéon Pdia6 (48 kDa) junto con el dominio AD (7.98 kDa) era de
aproximadamente 55 kDa (Figura 48).

Extractos de levadura post-mating

(QDO/X/A)

G3PDH

Figura 48: Deteccion de la expresion de la proteina Pdia6 en extractos de levadura mediante
Western Blot. Los extractos se obtuvieron a partir de colonias crecidas en placas QDO/X/A tras el
apareamiento (Y187 [pGADT7-AD-Pdia6] x Y2HGold [pGBKT-BD-ciclinaD3]). G3PDH se utilizé6 como
control de carga.

Para asegurar que la banda detectada era realmente la proteina Pdia6 y no una sefal
inespecifica, se utilizé el péptido inmunogénico de Pdia6 (DIDLSDVELDDLGKDEL) (SC1208,
GenScript) como competidor para neutralizar el anticuerpo, incubandolo con un exceso de
este péptido (2.5ng/ul) que corresponde al epitopo que es reconocido por el anticuerpo.
De esta manera, el anticuerpo que queda unido al péptido ya no estd disponible para unirse
al epitopo presente en la proteina adherida a la membrana en Western Blot y no se observa
banda en el peso esperado (Figura 49).

pGADT7-AD-Pdia6
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Figura 49: Deteccion de la expresion de la proteina Pdia6 en extractos de levadura mediante
Western Blot, en ausencia y presencia del péptido competidor inmunogénico de Pdia6. La banda
correspondiente al peso esperado no aparece en presencia del péptido. G3PDH se utilizé como
control de carga.
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2.2. Transfeccion de células NIT-1 con Pdia6

Se realizé la transfeccion estable de células NIT-1 con el plasmido pcDNA3.1+c-Myc — Pdia6
utilizando Metafectene Pro (Biontex). Se obtuvieron lisados celulares para evaluar la
expresion de la proteina (Figura 50-A), comparando células NIT-1 que no habian sido
transfectadas, células NIT-1 transfectadas con el plasmido pBSK-Neo (sin ningun inserto de
cDNA) con resistencia a neomicina y células NIT-1 transfectadas con el plasmido
pcDNA3.1+c-Myc — Pdia6 (GenScript). No se observaron diferencias significativas en los
niveles de expresion de Pdia6 en las células que habian sido transfectadas con este cDNA

en comparacién con las células NIT-1 sin transfectar (Figura 50-B).
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Figura 50. Deteccidn de los niveles de expresion de Pdia6 en lisados celulares de NIT-1. A) Western
Blot anti-Pdia6 en lisados (60ug) procedentes de células NIT-1y células transfectadas con pBSK-Neo
(sin cDNA) y con pcDNA3.1+c-Myc — Pdia6 (GenScript). Actina se utilizé como control de carga. El
Western que se muestra es representativo de los 3 que se hicieron. B) Cuantificacion de los niveles
relativos de Pdia6 normalizados con los niveles de actina (n=3). La prueba estadistica utilizada fue
Wilcoxon.

Se utilizé de nuevo el péptido inmunogénico de Pdiab para comprobar que la banda
correspondia a la proteina Pdia6 y no se estaban detectando bandas inespecificas. Tal y
como se observa en la Figura 51, en presencia del péptido, baja la intensidad de la banda

correspondiente al peso esperado de la proteina Pdia6.
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Figura 51: Deteccion de la expresion de la proteina Pdia6 en lisados NIT-1 mediante Western Blot,
en ausencia y presencia del péptido inmunogénico de Pdia6. Se analizaron lisados celulares de
NIT-1 sin transfectar y transfectados de forma estable con Pdia6. La banda correspondiente al peso
esperado de Pdia6 aparece con menor intensidad en presencia del péptido. Actina se utilizé como
control de carga.

Posteriomente, tras observar que no habia un incremento significativo de la expresion de
Pdia6 en las células NIT-1 transfectadas de forma estable se analizaron los niveles de RNA
mediante real-time PCR cuantitativa, normalizando los valores en relacién con la expresion
de actina y se comprobdé que Pdiab no se sobreexpresaba en las células en las cuales se
habia realizado la transfeccion con el plasmido pcDNA3.1+c-Myc — Pdia6, ya que la

expresion relativa de mRNA era similar en ambas condiciones (Figura 52).
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Figura 52: Niveles de expresion relativa de mRNA Pdia6 medidos por RT-PCR. Los niveles se
normalizaron por los niveles de expresiéon de actina y se relativizaron respecto a los valores
obtenidos en el control NIT-1 sin transfectar. Se analizaron tres réplicas de cada condicién y se hizo
duplicado técnico. La prueba estadistica utilizada fue Mann-Whitney (n=3).
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2.3. Estudio de la interaccion entre Pdia6 y ciclinaD3

Una vez confirmada la interaccion entre Pdia6 y ciclinaD3 mediante tecnologia de doble
hibrido en levadura, se procedid a la confirmacién mediante coinmunoprecipitacion en
lisados celulares de NIT-1. Dado que no existian diferencias significativas en los niveles de
expresion de la proteina Pdia6 en células transfectadas y células sin transfectar, se
utilizaron lisados de células NIT-1 para llevar a cabo los experimentos de

inmunoprecipitacion.

En primer lugar, Pdia6 fue inmunoprecipitado de los lisados celulares (200 pg) con un
anticuerpo anti-Pdiab y proteina G-Agarosa. Se utilizaron dos tipos de control negativo:
lisados con proteina G-agarosa pero sin anticuerpo primario anti-Pdia6 y, la incubacion del
anticuerpo con la proteina G-agarosa en ausencia de lisado celular. Posteriormente, se

llevaron a cabo los ensayos Western Blot anti-Pdia6 y anti-ciclinaD3.

Tal y como muestran los resultados (Figura 53), cuando se inmunoprecipitéd Pdia6, se
detectd la presencia de ciclinaD3 utilizando el anticuerpo anti-ciclinaD3. Como control

positivo del Western Blot se usaron lisados totales celulares de NIT-1 sin inmunoprecipitar.

IP (a-Pdiaé) SinlP
Prot.G-Agarosa + + + -
a-Pdiaé + - + -
Lisados + + - +
50kDa Pdia6
32kba | # | CiclinaD3

Figura 53. Deteccion de la interaccidn entre Pdia6 y ciclinaD3 en lisados celulares NIT-1. Pdia6 fue
inmunoprecipitada con un anticuerpo anti-Pdia6 y Proteina G-agarosa. La inmunoprecipitacion sin
anticuerpo y sin lisados se utilizd como control negativo y ademas, se analizaron lisados de NIT-1
sin inmunoprecipitar. La deteccidn de ciclinaD3 se llevé a cabo mediante un Western Blot anti-
ciclinaD3, utilizando anti-mouse como anticuerpo secundario y la deteccién de Pdia6 también se
realizd mediante Western Blot anti-Pdia6 y anticuerpo secundario anti-rabbit (n=3).

Una vez determinada esta interaccion mediante doble hibrido en levadura vy

coinmunoprecipitacion en células NIT-1, se usé la técnica de NanoBiT o NanolLuciferase
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Binary Technology para confirmar esta interaccion y determinar las condiciones
ambientales que la favorecen. C. Mora subcloné la ciclinaD3 en el vector LgBiT (MCS-3) y
Pdia6 en el vector SmBiT (MCS-2). Se utilizé SmBIT (MCS-2)-Cdk4 como control positivo de

interaccion y SmBiT (MCS-2) vacio como control negativo.

Las células NIT-1 fueron transfectadas de forma transitoria con 200ng de estas
construcciones en una proporcién 1:1 cebo-presa (ciclinaD3-Pdia6), 100ng de YFP para
normalizar los datos por fluorescencia y, ademas, vector vacio (pcDNA3) hasta una cantidad
final de DNA de 2ug. En primer lugar, se analizé la seial de YFP para comprobar la eficiencia
de la transfeccion. Para ello, se obtuvieron imdagenes en el microscopio de fluorescencia 24
horas después de la transfeccidn y se confirmé la expresidn de YFP en las células NIT-1

transfectadas, en comparacién con células NIT-1 sin transfectar (Figura 54).
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Figura 54. Analisis de la eficiencia de la transfeccion mediante la expresion de YFP. Se analizo la
expresion de YFP 24 horas después de la transfeccién en células NIT-1 y se obtuvieron imagenes
utilizando el microscopio de fluorescencia. Como control negativo se utilizaron células NIT-1 sin
transfectar.
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En segundo lugar, 48 horas después de la transfeccidn, se midié la senal de fluorescencia
de YFP (497 nm excitacidon; 540 nm emisidon) necesaria para normalizar los datos de
luminiscencia medidos posteriormente, tras afadir el sustrato (coelenterazina). Ambas
mediciones se realizaron con el lector de placa TECAN infinite M200 utilizando el programa
Tecan i-control. Como control positivo se utilizé la interaccién entre LgBiT (MCS3)-ciclinaD3
y SmallBiT (MCS2)-Cdk4 y el control negativo utilizado fue SmallBiT (MCS2) vacio. Los datos
obtenidos, aunque no son significativos, muestran una tendencia de aumento de la
actividad luminiscencia/fluorescencia en la interaccion ciclinaD3-Pdia6, comparado con el

control negativo (Figura 55).
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Figura 55. Ensayo de Nanobit para evaluar la actividad de luminiscencia obtenida tras la
interaccion entre LgBiT (MCS3)-ciclinaD3 y SmallBiT (MCS2)-Pdia6. Los constructos fueron
transfectados de forma transitoria en células NIT-1. Los datos de luminiscencia fueron normalizados
con los datos de fluorescencia (YFP). Como control positivo se utilizé la interaccién entre LgBiT
(MCS3)-ciclinaD3 y SmallBiT (MCS2)-Cdk4. El control negativo utilizado fue SmallBiT (MCS2) vacio.
La prueba estadistica utilizada fue Kruskal-Wallis. Este experimento es representativo de los tres
gue se realizaron, en los cuales se llevaron a cabo 3 réplicas de cada condicién asi como duplicado
técnico (n=3).
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2.4. Estudio de la localizacion de Pdia6 en células NIT-1

La proteina Pdia6 o proteina disulfuro isomerasa 6 estd presente en el reticulo
endoplasmatico de células eucariotas, catalizando el plegamiento proteico (Wilkinson and
Gilbert, 2004). Por otro lado, se ha descrito que Pdia6 puede ser también detectada en el
citoplasma y en el nucleo en algunos casos, por ejemplo, de células tumorales. Estas
localizaciones inusuales de la proteina se han relacionado con su funcién redox o con su
funcién como activadoras de factores de transcripcién o participando en la reparacién del

DNA (Turano et al., 2002).
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En este trabajo, se quiso estudiar la relevancia fisioldgica de la interaccion entre ciclinaD3
y Pdiab mediante el analisis de la localizacion de Pdia6 en células de insulinoma NIT-1 para
comprobar si colocalizaba con ciclinaD3. Para ello, se analizd la sefial de Pdia6 y ciclinaD3
en células NIT-1 Control y células NIT-1 transfectadas con Pdia6 mediante
inmunofluorescencia. Se observé que la sefial no mostraba diferencias entre ambos tipos

celulares (Figura 56).
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Figura 56. Analisis de la localizacion de Pdia6 y ciclinaD3 en células NIT-1 transfectadas de forma
transitoria con Pdia6 y sin transfectar. Se utilizaron los anticuerpos secundarios Cy2 y Cy5, para
Pdia6 y ciclinaD3 respectivamente y se obtuvieron imagenes utilizando el microscopio confocal
FV1000 (40x). La imagen Merge corresponde a la superposicion de las imagenes Hoechst, ciclinaD3
y Pdia6. A) Inmunofluorescencia de Pdia6 y ciclinaD3 utilizando anticuerpos primarios y
secundarios. B) Control negativo de la inmunofluorescencia sin anticuerpos primarios (20x).

Tal y como muestra la Figura 57, en la cual se ha utilizado el objetivo 60x para tener una
imagen ampliada, la sefial de Pdiab muestra un patrén punteado que colocaliza, al menos
parcialmente, con la tincidn correspondiente a ciclinaD3. Se ha descrito que la ciclinaD3 se
puede encontrar tanto en nicleo como en citoplasma, sin embargo, en este caso, el andlisis

de la localizacién subcelular de ciclinaD3 es compatible con una presencia predominante
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en el citosol. Por otro lado, aunque la bibliografia indica que la principal localizacion de
Pdia6 es el reticulo endoplasmatico, también es compatible con una localizacion citosdlica,

tal y como muestran estos resultados.
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Figura 57. Andlisis de la localizacion de Pdia6 y ciclinaD3 en células NIT-1 transfectadas con Pdia6.
Las células se transfectaron de forma transitoria con Pdia6. Se utilizaron los anticuerpos
secundarios conjugados con los fluorocromos Cy2 y Cy3: anti-mouse-Cy2 y anti-rabbit-Cy3, para
ciclinaD3 y Pdia6 respectivamente. Se obtuvieron imagenes utilizando el microscopio confocal
FV1000 (60x). La imagen Merge corresponde a la superposicién de las imagenes Hoechst, ciclinaD3
y Pdia6. A) Inmunofluorescencia de Pdia6 y ciclinaD3 utilizando anticuerpos primarios y
secundarios. B) Control negativo de la inmunofluorescencia sin anticuerpos primarios.

2.5.  Andlisis de la expresion de Pdia6

Se analizé la expresidon de la proteina Pdia6 en células NIT-1 que eran deficientes para
ciclinaD3 (Genoway). Para ello, se llevd a cabo un Western Blot utilizando el anticuerpo
anti-ciclinaD3, para confirmar la delecién y el anticuerpo anti-Pdia6. Tal y como muestra la
Figura 58, no se observaron diferencias significativas en los niveles de expresion de la
proteina Pdia6 en células NIT-1 KO en comparacion con células WT. Por lo tanto,
hipotetizamos que ciclinaD3 interactia con Pdia6 para regular su funcion sin afectar los

niveles de expresion de esta chaperona.
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Figura 58: Deteccion de los niveles de expresion de Pdia6 en lisados celulares de NIT-1 WT y KO
para ciclinaD3. A) Western Blot representativo anti-Pdia6 y anti-ciclinaD3 en lisados (60ug)
procedentes de células NIT-1 WT (Clon F2N) y KO ciclinaD3 (Clon B4). B) Cuantificacidn de los niveles
relativos de Pdia6 obtenidos por Western Blot y normalizados con los niveles de actina (n=2). La
prueba estadistica utilizada fue Wilcoxon.

3. ESTUDIO DE STX8 COMO PROTEINA DE INTERACCION CON CICLINAD3
3.1. Transfeccion de NIT-1 con Stx8 y analisis de la expresidn proteica

Se utilizé el plasmido pcDNA3.1+c-eGFP — Stx8 (GenScript) para transfectar de forma
estable las células NIT-1y se analizé la expresion de Stx8 utilizando el anticuerpo anti-Stx8,
comparando células NIT-1 transfectadas con Stx8 y células sin transfectar. La cuantificaciéon
se normalizé con los valores de expresion para actina. Se determind también la expresién
de ciclinaD3 para observar si existian diferencias entre ambos genotipos (Figura 59). El
experimento se hizo una Unica vez, por tanto, seria necesario un incremento de la muestra

para confirmar que hay una mayor expresién de ciclinaD3 y Stx8 en las células NIT-1

transfectadas con Stx8.
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Figura 59: Deteccidn de los niveles de expresion de Stx8 y ciclinaD3 en lisados celulares de NIT-1.
A) Western Blot representativo anti-Stx8 y anti-ciclinaD3 en lisados (40ug) procedentes de células
NIT-1 sin transfectar y células transfectadas con pcDNA3.1+c-eGFP — Stx8 (GenScript). B)

Cuantificacion de los niveles de Stx8 y ciclinaD3 obtenidos por Western Blot y normalizados con los
niveles de actina (n=1).
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Se cuantificé también la expresion de Stx8 en células transfectadas mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) y se normalizaron los resultados con
la expresién de APRT. Los resultados no mostraron diferencias significativas aunque si que
se observa una tendencia de un aumento de la expresién de Stx8 en las células que habian

sido transfectadas con el plasmido pcDNA3.1+c-eGFP — Stx8 (Figura 60).
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Figura 60. Estudio de la expresion de Stx8 en lisados de NIT-1 mediante RT-PCR. El grafico
representa los niveles de expresion relativa de mRNA Stx8 medidos por RT-PCR. Los niveles se
normalizaron por los niveles de expresiéon de APRT y se relativizaron con respecto a los valores
obtenidos en el control NIT-1. Se llevaron a cabo 3 réplicas de cada condicién asi como duplicado
técnico (n=3). La prueba estadistica utilizada fue Mann-Whitney.

3.2 Estudio de la interaccion entre Stx8 y ciclinaD3

Se llevd a cabo la técnica de NanoBIT para confirmar la interaccion entre Stx8 y ciclinaD3,
previamente determinada mediante doble hibrido en levadura. Se subcloné la ciclinaD3
en el vector LgBiT (MCS-3) y Stx8 en el vector SmBiT (MCS-2). Se utilizd SmBiT (MCS-2)-Cdk4
como control positivo y SmBIT (MCS-2) vacio como control negativo. Las células NIT-1

fueron transfectadas de forma transitoria con estas construcciones.

Los datos obtenidos, aunque no son significativos, muestran una tendencia de aumento de
la actividad luminiscencia/fluorescencia en la interaccion ciclinaD3-5tx8, comparado con el

control negativo (Figura 61).
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Figura 61. Ensayo de Nanobit para evaluar la actividad de luminiscencia obtenida tras la
interaccion entre LgBiT (MCS3)-ciclinaD3 y SmallBiT (MCS2)-Stx8. Los constructos fueron
transfectados (200 ng) de forma transitoria en células NIT-1. Los datos de luminiscencia fueron
normalizados con los datos de fluorescencia (YFP). Como control positivo se utilizé la interaccion
entre LgBiT (MCS3)-ciclinaD3 y SmallBiT (MCS2)-Cdk4. El control negativo utilizado fue SmallBiT
(MCS2) vacio. Este experimento es representativo de los tres que se hicieron (n=3), en los cuales se
llevaron a cabo 3 réplicas de cada condicidn asi como duplicado técnico. La prueba estadistica
utilizada fue Kruskal-Wallis.

3.3. Estudio de la localizacion de Stx8

La proteina Stx8 o Sintaxina 8 forma parte de complejos SNARE y estd implicada en el trafico
vesicular de proteinas que tiene lugar en la via secretora, posiblemente mediando el
transporte retrégrado desde el aparato de Golgi al reticulo endoplasmatico. Esta presente
principalmente en endosomas, membrana plasmdtica, aparato de Golgi y reticulo
endoplasmatico . Por otro lado, se ha descrito que la proteina Stx8 transfectada marcada
con un epitopo se localiza de forma diferente de la proteina endégena, lo cual resulta
controvertido ya que la mayoria de las proteinas SNARE transfectadas colocalizan con sus

equivalentes endégenos (Prekeris et al., 1999).

En este trabajo, se quiso estudiar la relevancia fisioldgica de la interaccion entre ciclinaD3
y Stx8 mediante el analisis de la localizacién de Stx8 en células de insulinoma NIT-1 para
comprobar si colocalizaba con ciclinaD3. Para ello, se analizaron estas células transfectadas
de forma transitoria con pcDNA3.1+c-eGFP — Stx8 (GenScript). En este caso, Stx8 se observa
de color verde ya que tiene el marcador GFP clonado y por tanto, para ciclinaD3 se utilizé
el anticuerpo secundario Cy3 (rojo). Se ha descrito que la ciclinaD3 puede tener una

expresion nuclear y citoplasmatica; en estas imagenes vemos colocalizacién con Stx8 en
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algunas de las células. Sin embargo, no todas las células muestran expresién de GFP debido

a que la eficiencia de la transfecciéon no fue del 100% (Figura 62).

Hoechst CiclinaD3

Figura 62. Analisis de la localizacion de Stx8 y ciclinaD3 en células NIT-1 transfectadas con Stx8.
Las células se transfectaron de forma transitoria con pcDNA3.1+c-eGFP — Stx8 (GenScript). Se utilizé
el anticuerpo secundario Cy3 para ciclinaD3 y se obtuvieron imagenes utilizando el microscopio
confocal (40x). La imagen Merge corresponde a la superposicidn de las imagenes Hoechst, ciclinaD3
y GFP (colocalizacion). A) Inmunofluorescencia de Stx8 y ciclinaD3 utilizando anticuerpos primarios
y secundarios. B) Control negativo de la inmunofluorescencia sin anticuerpos primarios (60x).

4. PAPEL DE LA CICLINAD3 Y LA CDK11 EN APOPTOSIS EN LA DIABETES TIPO 1

En la diabetes tipo 1, el ambiente inflamatorio perjudica la funcionalidad de las células beta
pancreaticas e induce apoptosis. Estudios previos realizados en nuestro laboratorio,
demostraron que la proteina ciclinaD3 prevenia la apoptosis de las células beta y era la
Unica ciclina de tipo D que tenia los niveles disminuidos en células pancreaticas endocrinas

debido a la inflamacion (Saavedra-Avila et al., 2014).

En este andlisis de la expresion diferencial de genes en las células beta pancreaticas en
condiciones inflamatorias también se encontré que los niveles de mRNA de Cdk11, ligando
natural de ciclinaD3, estaban disminuidos en el pancreas endocrino en un modelo de raton
NOD de diabetes tipo 1. Sin embargo, estudios previos realizados por E.Sala han
demostrado que la hemideficiencia de Cdk11 protege de la apoptosis, por tanto, existiria

un papel antagdnico entre ciclinaD3 y Cdk11 con relacidon a su papel en la apoptosis.
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Por este motivo, para determinar si Cdk11 estd implicada en la apoptosis inducida por
inflamacidn, se cuantificd la apoptosis, por un lado, en ratones NOD/SCID hemideficientes
en Cdk11 (HTZ), ya que la deficiencia homocigética de CDK11 es embrionariamente letal; y
por otro lado, en células de insulinoma NIT-1, transfectadas con el plasmido pBSK-Neo, que
contenia los transgenes CDK11P>% y CDK11p*3°. Cdk11 es una kinasa dependiente de ciclina
con 2 productos génicos: p58 y p130 en ratones y p58 y p110 en humanos (Lahti et al.,
1994).

4.1. Determinacion de la fragmentacion de DNA (subG1)

La cuantificacion de la apoptosis fue determinada siguiendo una adaptacion del método
desarrollado por Nicoletti y colaboradores (Nicoletti et al., 1991; Wali et al., 2015). La
fragmentacion nuclear es una de las principales caracteristicas de la apoptosis y puede ser
detectada distinguiendo el contenido de DNA en sub-G; del contenido de DNA normal. Se
analizaron islotes pancreaticos de ratén que habian sido sometidos a un estimulo
proinflamatorio mediante un cocktail de citoquinas (IFN-y 100U/ml, TNF-a 1000 U/ml, IL1B
100U/ml), en periodos de tiempo de 24 horas (estrés agudo) y de 5 dias (estrés crdnico).
Se analizé la fragmentacion de DNA como medida de eventos de apoptosis tardia mediante

citometria de flujo (Figura 63).
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Figura 63. Ejemplo de graficos de citometria de flujo del ensayo de fragmentacién de DNA. Islotes
de ratones hembra NS-WT y NS-HTZ se incubaron en presencia o ausencia de citoquinas durante
24 horas o 5 dias. La figura muestra ejemplos de A) Dispersion frontal (FSC) y dispersion lateral (SSC)
y B) PE-W y PE-A. P4 (rojo) corresponde a la region analizada. Se muestran los datos obtenidos en
un experimento representativo.
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Se analizd el porcentaje de subG1 (%subG1) y se calculé el incremento de subG1 obtenido

(%AsubG1) mediante la siguiente férmula:

(%SubG1 Islotes tratadoscon CQ) — (%SubG1 Islotes Control)
%ASubG1 = x 100

%SubG1 Islotes Control

Los islotes pancreaticos fueron aislados de ratones hembra de 5 semanas NOD SCID WT
(NS-WT) o hemideficientes en Cdk11 (NS-HTZ). En primer lugar, se determiné el nivel de
muerte basal (%subG1) que tenian los islotes de manera fisioldgica, sin la adicién de ningun
estimulo apoptdtico, tras 24 horas de incubacidn. Se cultivaron en medio DMEM con 5mM,
11mM y 25mM de glucosa. No se encontraron diferencias significativas entre NS-HTZ y NS-
WT en ninguna de las concentraciones de glucosa, por lo que se partia de niveles similares

de fragmentacion de DNA basal (Figura 64).
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Figura 64: Porcentaje basal de fragmentacion de DNA (%subG1). Niveles basales de subG1 en
islotes de ratones de 5 semanas NOD SCID WT (NS-WT) y con hemideficiencia de Cdk11 (NS-HTZ),
incubados durante 24 horas en DMEM con 5mM de glucosa (n=3), 11 mM (n=6) y 25 mM (n=3). Se
utilizaron islotes procedentes de 92 ratones (48 WT y 44 HTZ), repartidos en pocillos (25-30
islotes/pocillo). La prueba estadistica utilizada fue Mann-Whitney.

Para confirmar la hipétesis de que la hemideficiencia de Cdk11 protegia de la apoptosis
inducida por citoquinas, se incubaron los islotes NS-WT y NS-HTZ en presencia y ausencia
de un cocktail de citoquinas proinflamatorias (IFN-y 100U/ml, TNF-a 1000 U/ml, IL1B
100U/ml) durante 5 dias (estrés crdnico). Se determind la fragmentacion de DNA
comparando el porcentaje de subG1 obtenido en los islotes incubados con citoquinas con
el porcentaje de subG1 de los islotes que no habian sido tratados (%subG1) (Figura 65-A) y
se calculd el incremento producido (%AsubG1) (Figura 65-B). La induccidon de apoptosis
debida a la exposicion de citoquinas fue medida y comparada en ambos grupos
experimentales (NS-WT vs. NS-HTZ). Se observé una diferencia significativa en la grafica

correspondiente al incremento de subG1, en la cual los islotes HTZ exhibian un menor nivel
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de induccidén de apoptosis debido a citoquinas proinflamatorias, lo cual confirmaria el

mecanismo protector de la hemideficiencia de Cdk11 frente a la apoptosis.
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Figura 65: Fragmentacion de DNA debido a la incubacion con citoquinas (5 dias). Islotes de ratones
de 5 semanas NOD SCID WT (NS-WT) y con hemideficiencia de Cdk11 (NS-HTZ), incubados en DMEM
con 11mM de glucosa. SubG1 muestra el grado de apoptosis tardia. A) Porcentaje de fragmentacion
de DNA (%subG1) comparando islotes control sin tratar e islotes tratados durante 5 dias con un
cocktail de citoquinas proinflamatorias (IFN-y 100U/ml, TNF-a 1000 U/ml, IL1B 100U/ml). B)
Incremento de la fragmentacién de DNA (%AsubG1) obtenido en los islotes NS-WT y NS-HTZ. Se
utilizaron islotes procedentes de 25 ratones (12 WT y 13 HTZ), repartidos en pocillos (25-30
islotes/pocillo). Se hicieron 6 experimentos (n=6) en los cuales se analizaron 3 réplicas por
condicidn. La prueba estadistica utilizada fue Mann-Whitney. p<0,05 (*), p<0,01 (**).

Se disminuyd el tiempo de incubacién de los islotes con el cocktail de citoquinas
proinflamatorias reduciéndolo a 24 horas (estrés agudo). Se incubaron en medio DMEM
con concentraciones crecientes de glucosa: 5mM, 11mM y 25 mM; y se determiné la
fragmentacion de DNA (%subG1). La Figura 66 muestra un aumento significativo del
porcentaje de subG1 en los islotes WT incubados con citoquinas proinflamatorias, mientras

que en los islotes HTZ no se observan diferencias significativas.
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Figura 66: Porcentaje de fragmentacion de DNA (%subG1) en islotes NS-WT y NS-HTZ en ausencia
y presencia de citoquinas proinflamatorias (24 horas). Porcentaje obtenido en los islotes de
ratones de 5 semanas NOD SCID WT (NS-WT) y con hemideficiencia de Cdk11 (NS-HTZ), incubados
en DMEM con 5, 11 y 25 mM de glucosa. Comparacion entre islotes control e islotes tratados
durante 24 horas con un cocktail de citoquinas proinflamatorias (IFN-y 100U/ml, TNF-a 1000 U/ml,
IL1B 100U/ml). SubG1 muestra el grado de apoptosis tardia. Se utilizaron islotes procedentes de 64
ratones (32 WT y 32 HTZ), repartidos en pocillos (25-30 islotes/pocillo). Se hicieron 3 experimentos
(n=3) en los cuales se analizaron un minimo de 3 réplicas por condicion. El analisis estadistico
llevado a cabo fue ANOVA bidireccional. p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***).
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Se analizé también el porcentaje de incremento de subG1 mediante la férmula mencionada
anteriormente, a diferentes concentraciones de glucosa en el medio. Los resultados
obtenidos muestran de nuevo el mecanismo protector de la Cdk11, ya que el porcentaje
de AsubG1 en los islotes NS-HTZ era significativamente menor, comparado con los islotes

de ratones NS-WT (Figura 67).

200 -
El NS-WT
* * * NS-HTZ
150
100 -

% AsubG1

50 - 'I'

Figura 67: Incremento de fragmentacion de DNA (%AsubG1) debido a la incubacion con citoquinas
(24 horas). Incremento obtenido en los islotes de ratones de 5 semanas NOD SCID WT (NS-WT) y
con hemideficiencia de Cdk11 (NS-HTZ), incubados en DMEM con 5, 11 y 25 mM de glucosa. Para
ello, se compararon los islotes tratados durante 24 horas con un cocktail de citoquinas
proinflamatorias (IFN-y 100U/ml, TNF-a 1000 U/ml, IL1B 100U/ml) y los no tratados. Se utilizaron
islotes procedentes de 64 ratones (32 WT y 32 HTZ), repartidos en pocillos (25-30 islotes/pocillo).
Se hicieron 3 experimentos (n=3) en los cuales se analizaron un minimo de 3 réplicas por condicién.
El analisis estadistico llevado a cabo fue ANOVA bidireccional. p<0,05 (*).

5. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE GENES DE ESTRES DE RETICULO, VIiA UPRE
INFLAMACION

En la diabetes tipo 1, la insulitis y la hiperglucemia inducen estrés de reticulo
endoplasmatico en las células beta y la activacién de Unfolded Protein Response (UPR),
provocando la apoptosis de las células beta. La inflamacién y el estrés de reticulo se
retroalimentan positivamente, exacerbando la muerte de las células beta. Por otro lado,
uno de los candidatos confirmados mediante tecnologia de Y2H y otras técnicas como
coinmunoprecipitacion que interaccionaba con ciclinaD3, era la proteina disulfuro
isomerasa 6 o Pdia6, la cual esta involucrada directamente en la via UPR por su actividad
como chaperona. Por ello, se analizaron genes relacionados con estrés de reticulo e

inflamacién en células NIT-1 y en islotes pancredticos de ratén.
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Los resultados obtenidos en el andlisis de subG1 sefialan que la proteccién ejercida por la
hemideficiencia de Cdkll contra la apoptosis podria estar influyendo frente a un
desencadenante proinflamatorio en islotes. Por ello, hipotetizamos que este mecanismo
de proteccién podria ser la inhibicion del estrés de reticulo endoplasmico (ER) responsable

de la muerte de la célula beta.

Para confirmar que la hemideficiencia de Cdk11 estaba inhibiendo la apoptosis inducida
por UPR, se cultivaron los islotes pancredticos de ratones hembra de 5 semanas de edad
NOD SCID WT (NS-WT) o hemideficientes en Cdk11 (NS-HTZ) en presencia o ausencia de
tapsigargina, un farmaco que induce estrés de reticulo endopldsmico. 24 horas después,
los islotes fueron recogidos y se extrajo el RNAs de todos los grupos experimentales para
cuantificar los niveles de expresion relativa de tres marcadores clave de UPR: BiP (Binding-
immunoglobulin protein, una chaperona) (Marhfour et al.,, 2012a), Atf4 (Activating
transcription Factor 4) (Harding et al., 2000) y Chop (Proteina homdloga C/EBP) (Sano and
Reed, 2013). ATF4 lleva a la expresién de CHOP, lo cual conduce a apoptosis en UPR
terminal. Los resultados se mostraron como incremento (fold-induction), obtenido de la

siguiente manera:

Nivel de mRNA de Islotes tratados con tapsigargina (%)

Nivel de mRNA de Islotes sin tratar o Control (%)

Se observa una reduccion significativa en la induccion de Atf4 y Chop en los islotes NS-HTZ
comparado con NS-WT en condiciones de estrés de ER. En NS-HTZ la inducciéon de ambos
factores de transcripcion debido al estrés de ER estd severamente disminuida, lo cual
podria explicar por qué la disminucién de la expresion de Cdk11 podria contribuir a inhibir
y retrasar la cinética de la muerte de la célula beta debido al estrés de reticulo en diabetes
tipo 1. Los niveles de BiP, a pesar de no mostrar diferencias significativas entre ambos
grupos, muestran una marcada tendencia a ser mas bajos en los islotes NS-HTZ comparado

con NS-WT (Figura 68).
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Figura 68: Incremento (n2veces de induccion) de abundancia de mRNA de A) CHOP, B) ATF4, C)
BIP de islotes de ratén NOD SCID de 5-7 semanas, obtenido al incubar los islotes con 1 uM de
tapsigargina durante 24h. Comparacién entre el incremento producido en islotes WT e islotes
HTZ. Los graficos muestran la cuantificacion de los niveles de mRNAs normalizados por los niveles
de expression de Gapdh. Se utilizaron islotes procedentes de 17 ratones (8 WT y 9 HTZ), repartidos
en pocillos (40-60 islotes/pocillo), incubados en DMEM 11mM Glucosa. Se analizaron un minimo
de 3 réplicas por condicion. La prueba estadistica utilizada fue Mann-Whitney. p<0,05 (*).

Todo esto, podria confirmar la hipdtesis del papel de Cdk11 en promover la muerte de las
células beta, ya que la hemideficiencia de Cdkl1l protegeria a las células beta de la
apoptosis inhibiendo la expresion de CHOP inducida por UPR. Por otro lado, se analizaron
también células NIT-1 que habian sido transfectadas con Cdk11 [p58 CDK11] y [p130
CDK11]; con ciclinaD3 [CcnD3]; y con vector pBSK-Neo vacio [pBSK-Neo], como control. En
primer lugar, se comprobaron los niveles basales de fragmentacidn nuclear tras 24 horas
de incubacién con distintas concentraciones de glucosa (5, 11 y 25mM) (Figura 69). En los
resultados obtenidos se observa que las células NIT-1 transfectadas con Cdk11 mostraban
un incremento significativo de la fragmentacion de DNA (%subG1) a nivel basal, en
comparacion con las células NIT-1 control (transfectadas con pBSK-Neo vacio). Sin
embargo, las células transfectadas con ciclinaD3 se mantenian en unos niveles similares

que las células NIT-1 control.
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Figura 69: Niveles basales de fragmentacion nuclear (%subG1) en células NIT-1 tras 24 horas de
incubacion. Las células NIT-1 fueron transfectadas con los vectores p58 Cdk11, p130 Cdk11, pBSK-
Neo ciclinaD3 y con vector pBSK-Neo vacio como control. Se incubaron durante 24 horas, con
distintas concentraciones de glucosa (5, 11 y 25mM). Se analizé un minimo de tres réplicas de cada
condicién, con 0.5-1-10° células por pocillo y el experimento se realizd 3 veces (n=3). La prueba
estadistica utilizada fue Kruskal-Wallis. p<0,05 (*), p<0,01 (**).
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En segundo lugar, las células NIT-1 fueron incubadas en presencia y ausencia de citoquinas
proinflamatorias (IFN-y 100U/ml, IL1B 500U/ml) durante 24 horas, a diferentes
concentraciones de glucosa (5mM, 11mM y 25mM) y se analizé la fragmentaciéon de DNA
0 %subG1. Los resultados muestran una tendencia por parte de las células transfectadas
con p58 Cdk11, las cuales tendrian un mayor porcentaje de fragmentacién nuclear
comparado con las células NIT-1 control (transfectadas con pBSK-Neo vacio), aunque los

resultados no son significativos (Figura 70).
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Figura 70: Porcentaje de fragmentacion de DNA (%subG1) en células NIT-1 en ausencia y
presencia de citoquinas proinflamatorias. Las células NIT-1 fueron transfectadas con los vectores
p58 Cdk11l, p130 Cdkl1l, pBSK-Neo ciclinaD3 y con vector pBSK-Neo vacio como control. Se
incubaron durante 24 horas, con distintas concentraciones de glucosa (5, 11 y 25mM) y en
presencia (CQs) o ausencia (Control) de un cocktail de citoquinas proinflamatorias compuesto por
IFN-y 100U/ml e IL1B 500U/ml. Se analizaron 0.5-1-10° células por pocillo y el experimento se
realizé 2 veces (n=2). El analisis estadistico llevado a cabo fue ANOVA bidireccional.

Posteriormente, se analizaron genes relacionados con la respuesta UPR , como CHOP, ATF4
y BIP; y con la inflamacién, como IL1B. Cuando se acumulan proteinas mal plegadas en el
reticulo endoplasmatico, BIP se separa de los sensores del ER, PERK, IRE1 y ATF6,
provocando su activaciéon. PERK fosforila elF2a, activandolo. ATF4 es un factor de activacion
de la transcripcidn que interacciona con la forma activa de elF2a promoviendo la expresion
de genes que codifican chaperonas, como CHOP y BIP/GRP78. Por tanto, esta acumulacion
de proteinas mal plegadas (como, por ejemplo, la proinsulina) se almacenan en el reticulo
endopldsmico provocando la muerte de las células beta debido a la fosforilacion de elF2a
mediada por PERK y la consiguiente induccidon transcripcional de ATF4 y de genes

proapoptéticos como CHOP (Hotamisligil, 2010; Scheuner et al., 2005).

Diversos estudios han detectado la presencia de marcadores de estrés como CHOP y ATF4
en ratones NOD prediabéticos (Engin et al., 2013; Tersey et al., 2012) y en pacientes con

T1D (Marhfour et al., 2012b). Por otro lado, la diabetes tipo 1 es una enfermedad crénica
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inflamatoria en la cual las citoquinas proinflamatorias, como la IL1a y la IL1B, tienen un
papel clave como inductores de la inflamacién que podria relacionarse de forma

significativa con la patogénesis de la enfermedad (Gouda et al., 2018).

Los niveles de mRNA de CHOP, ATF4, IL18 y BIP en las células NIT-1 transfectadas fueron
determinados mediante PCR a tiempo real (Figura 71). Habia un incremento significativo
de los niveles de mRNA de ATF4 e IL18 en las células transfectadas con p58 Cdk11l y p130
Cdk11, respectivamente. En el caso de CHOP, se observa una tendencia similar, aunque los
datos no son significativos. Sin embargo, en BIP se observa una disminucidn significativa de
los niveles de expresion de mRNA en todos los transfectantes, comparado con el control
(células transfectadas con pBSK-Neo vacio), lo cual resulta sorprendente, dado que esta
descrito que el aumento de ATF4 conllevaria el correspondiente aumento de su actividad
transcripcional, y por ende, de la expresion de genes proapoptdticos como CHOP y BIP. En
este caso, observamos que en las células transfectadas con p58 Cdk11 existe una induccidn
de ATF4 pero no de BIP, lo cual supone un dato interesante que deberia analizarse en

futuros estudios.

A <
<
z .. CHOP B 2 s BIP
E E
o
g “ &
(%] o 1.01
% 3 o *
w
. T g w1
£ 2 ® 0.5- ke
o © -
: ?i i :
w @
@
E od r r % 0.0- T T
= A N cl N N ]
Z ‘\Go = A & o O N Y
" & S & & & & ¢S
& & o & & o
Q Q Q Q R )
C D =
s ATF4 2 . IL1g
E E
E - m 6l =
.|
< 10 T =
@ 3
S .
i :
S s 7
: LN W1 h
s NN C . g o : -
= N N N N
2 @ & N & & N
o *& < 33 o S S Iea
& ﬁ'b \-“_P & <-;b W3
Q Q Q Q Q Q

Figura 71: Abundancia de genes relacionados con la via UPR e inflamaciéon en células NIT-1. Se
realizd la extraccion de RNA de las células NIT-1 incubadas en DMEM 11mM Glucosa y transfectadas
con pBSK-Neo (vector vacio) como control, p58 Cdk11, p130 Cdk11 y CcnD3. Posteriormente, se
realizd la retrotranscripcién y andlisis de los niveles de mMRNA mediante real-time PCR de los genes
A) CHOP, B) BIP, C) ATF4 y D) IL18. Se analizaron tres réplicas de cada condicién, con 0.5-1-10°
células por pocillo. El analisis estadistico llevado a cabo fue ANOVA unidireccional. p<0,05 (*),
p<0,01 (**), p<0,001 (***).
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6.

RESUMEN DE RESULTADOS

La proteina ciclinaD3 interacciona con la proteina Pdia6, implicada en la respuesta

UPR y el estrés de reticulo.

La proteina ciclinaD3 interacciona con la proteina Stx8, implicada en el transporte

vesicular intracelular y relacionada con la regulacién de GLUTA4.

La proteina Cdk11 provoca apoptosis mediada por citoquinas proinflamatorias.

La represidon de Cdk11 debida a la inflamacién previa al debut de la diabetes es un

mecanismo de proteccidn contra la apoptosis inducida por inflamacion.

La hemideficiencia de Cdkl1l protege a las células beta de la apoptosis y estd

asociada con la disminucién de la expresion de ATF4 y CHOP inducida por UPR.

La sobreexpresion de Cdk1ll aumenta la inflamacion y la apoptosis en las células

NIT-1 induciendo la expresion de IL1B y ATF4.

El efecto proapoptético de la deficiencia de ciclinaD3 en la célula beta es dominante

independientemente de los niveles de Cdk11.

Cdk11 y CiclinaD3 son dos posibles dianas de intervencidon terapéutica en la

diabetes autoinmune.
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1. Relevancia de la ciclinaD3 en la supervivencia y funcionalidad de la célula B a través

de su interaccion con Pdia6 y Stx8

La diabetes autoinmune es una enfermedad en la cual los linfocitos autorreactivos
provocan la destruccion de las células B productoras de insulina en los islotes pancreaticos.
En la T1D, el nicho bioldgico que rodea las células B asi como la actividad del infiltrado
linfocitico que invade los islotes provoca grandes alteraciones a nivel molecular en estas
células. Dichas alteraciones incluyen induccion de mecanismos proapoptoéticos (Watanabe
et al., 2012), cambios en el ciclo celular y metabolismo (Andersen et al., 2000) asi como
procesos necroticos que todavia acentian mas el microambiente proinflamatorio del islote
(Hoorens et al., 2001). Todo estos cambios son cruciales en el proceso patogénico,

precipitandolo y provocando la muerte de las células B.

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio (Saavedra-Avila et al.,, 2014).
demostraron que en los islotes del modelo predispuesto genéticamente a la diabetes
autoinmune del ratdn NOD, los niveles de mRNA de ciclinaD3 estaban disminuidos de
forma dosis-dependiente en las células B debido a la infiltracidn linfocitica producida por
la progresiéon del ataque autoinmune, siendo la ciclinaD3 la Unica cuya expresion era
reprimida por la inflamacién en el modelo NOD. Nuestro laboratorio ha establecido que
existe una relacién causal directa entre los niveles de expresién de ciclinaD3 y la viabilidad

de la célula B.

Se observd que los ratones NOD deficientes de ciclinaD3 desarrollan diabetes autoinmune
exacerbaday, ademas, responden de forma alterada a estimulos con glucosa; sin embargo,
los ratones NOD que sobreexpresan ciclinaD3 en la célula B, tienen un fenotipo protegido
frente a la T1D, asi como mejor respuesta a los estimulos con glucosa. Ademas, la
sobreexpresion de la ciclinaD3 en las células B en los ratones NOD deficientes en ciclinaD3
protegia de la diabetes exacerbada provocada por la deficiencia de ciclinaD3. En células
NIT-1, derivadas de insulinoma de ratéon NOD, la sobreexpresion de la ciclinaD3 protegia de
la apoptosis inducida por citoquinas proinflamatorias. Todo esto, convertia a la ciclinaD3
en una molécula clave con una funcidn crucial en la proteccién de las células B contra la

apoptosis inducida por inflamacion, de una manera independiente de ciclo celular.
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La ciclinaD3 pertenece a la subfamilia de las ciclinas de tipo D y es la subunidad reguladora
de Cdk4 o Cdk6, a la cual se une formando un complejo holoenzimatico. Esta involucrada
en la progresion del ciclo celular, concretamente en la transicion G1/S. Ademas de su
implicacion en el desarrollo del ciclo celular de forma CDK-dependiente, presenta también
otras funciones en el control metabdlico y en la activacion de la transcripcion
independiente de CDKs (Morgan, 1995). Por tanto, la ciclinaD3 podria estar desempefiando
una funcion hasta ahora desconocida en las células B pancreaticas que explicaria la
disminucién de los niveles de ciclinaD3 en la diabetes tipo 1 (Aguilar and Fajas, 2010; Lim

and Kaldis, 2013).

Por ello, se utilizd tecnologia de doble hibrido (Y2H) para identificar proteinas que
interactuaran fisicamente con la ciclinaD3, y la coinmunoprecipitacion, y la tecnologia
NanoBiT para confirmar dicha interaccién en modelos de célula beta pancreatica (células
NIT-1). Esto permitiria encontrar vias de sefalizacién hasta ahora desconocidas que
estuvieran reguladas por la ciclinaD3 de una forma independiente del ciclo celular y, que
fueran responsables de la viabilidad de la célula B y, por tanto, pudieran ser Utiles como

potenciales dianas para la intervencion terapéutica en la diabetes autoinmune.

En este trabajo se ha demostrado que la ciclinaD3 interacciona fisicamente con las
proteinas PDIA6 y Stx8, implicadas en los procesos fisiolégicos como respuesta UPR vy
trafico vesicular, respectivamente. La célula B pancredtica es muy sensible al estrés
producido en el reticulo, ya que continuamente hay una demanda de sintesis de insulina
en funcién de la glucemia para mantener la homeostasis de glucosa (Scheuner and
Kaufman, 2008). Ademads, en la diabetes autoinmune, las citoquinas proinflamatorias
exacerban este estrés, el cual, si no se resuelve mediante la respuesta UPR, termina en
disfuncién celular y apoptosis. La respuesta a proteinas mal plegadas y las citoquinas
proinflamatorias inducen la produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS) en la célula
beta, lo cual causa estrés oxidativo y esto puede desembocar en una alteracién grave del
equilibrio redox, dafiando la funcién mitocondrial. Por otro lado, la regulacion de la
secrecion de la insulina a través del trafico vesicular explicaria la relevancia de la ciclinaD3

en la fisiologia del islote.
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1.1. Estrés de ER, UPR y Pdia6

El estrés de reticulo endoplasmatico inducido por citoquinas es una de las principales
causas de muerte de las células beta en la diabetes autoinmune. De hecho, el bloqueo de
la via de sefializacion UPR en las células beta ha sido uno de los mecanismos utilizados para
revertir la T1D en los ratones diabéticos NOD (Morita et al., 2017). Durante el ataque
autoinmune, las células beta estan expuestas a citoquinas proinflamatorias (IL-1B8, TNFa,
IFNy), especies reactivas del oxigeno y 6xido nitrico, entre otros factores, los cuales inducen
muerte celular mediante las vias apoptéticas intrinseca y extrinseca. La combinacion de
IFNy e IL-1B provoca la reduccidn del Ca?* del ER, el aumento de CHOP y la disminucidén de

las chaperonas del ER (Chan et al., 2011).

La autorreactividad de los linfocitos T que responden contra las células beta durante la T1D
no solo resulta en una destrucciéon directa de estas células sino que ademas fomenta que
desemboquen en apoptosis de forma autdonoma durante la progresion de la enfermedad,
debido, entre otras cosas, a la sensibilidad que tienen las células beta a las multiples formas
de estrés de ER causado por proteinas mal plegadas, como la insulina, cuya sintesis esta en
continua demanda ya que representa aproximadamente el 70% de su produccion proteica

en las células beta (Atkinson et al., 2011).

El ER es el responsable de que se realice de forma correcta la sintesis, plegamiento y ciertas
modificaciones post-traduccionales, que son necesarias para el procesamiento y funcion
proteica posterior, ademas de funcionar como almacén de Ca?*. Cuando hay una alteracién
de la funcién del ER por un aumento en la demanda de sintesis proteica o por la
acumulacién de proteinas mal plegadas, se produce estrés de ER, que puede ser resuelto
en un periodo relativamente corto mediante la respuesta a proteinas mal plegadas o UPR,
preservando la viabilidad celular. Sin embargo, cuando el estrés se convierte en crénico y
la carga proteica sobrepasa la capacidad de plegamiento del ER, se produce una disfuncion

celular que desemboca en apoptosis (Pincus et al., 2010).

La UPR consiste en vias de sefializacion coordinadas que se desencadenan cuando se
produce estrés en el ER con el objetivo de restaurar la homeostasis de proteinas.
Concretamente, se lleva a cabo mediante la activacién de tres principales proteinas de

sefializacion: PERK, ATF6 e IRE1a (Walter and Ron, 2011). En condiciones normales, estas
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proteinas estan unidas a BiP, que es una chaperona del ER, lo cual evita que se activen. Sin
embargo, cuando se acumulan proteinas mal plegadas en el lumen del ER, BiP se separa de

ellas para ayudar al plegamiento de las proteinas.

PERK se activa por autofosforilacién cuando existen condiciones de estrés de ER y fosforila
el factor de iniciacion eucaridtico elF2alpha, favoreciendo la expresidon de ATF4 lo cual tiene
una accion citoprotectora, induciendo la expresién de genes antioxidantes contra el estrés
oxidativo generado en la UPR; y una accidn proapoptédtica, induciendo la expresion de
genes como CHOP (Malhotra and Kaufman, 2007). ATF6 se activa en el Golgi por escisién y

regula la sintesis de nuevas chaperonas, como PDIA6 (Vekich et al., 2012).

IRE1la es una kinasa/endorribonucleasa transmembrana del ER que determina el destino
celular en funcion de la severidad del estrés del ER. Cuando existen condiciones de estrés,
los mondmeros de IRE1a de la membrana del ER se autofosforilan y se activan, iniciando el
splicing del mRNA que codifica el factor de transcripcion XBP1 para desencadenar los
programas transcripcionales adaptativos de la UPR. La forma activa de XBP1 promueve la
expresion de chaperonas y moléculas de ERAD (via de degradacion de las proteinas
asociada al ER, por sus siglas en inglés) (Yoshida et al., 2001). Si este estrés no se resuelve,
IREla se organiza en complejos oligoméricos, aumentando su estado de activacion como
RNAsa y provocando la degradacion de mRNAs involucrados en la homeostasis y la

supervivencia de las células beta (RIDD), dando lugar a la apoptosis (Han et al., 2009).

El estrés de reticulo endoplasmatico induce la expresidon de TXNIP (por sus siglas en ingles,
proteina que interactla con la tiorredoxina), la cual actia como mecanismo regulatorio
negativo de la UPR para disminuir los niveles de XBP1s mediante la activaciéon de PDI
(Salvadé et al., 2015). Se ha descrito que los cambios en la actividad de PDI estan asociados
con el mal plegamiento de las proteinas y el estrés de ER y, ademas, la proteina TXNIP es

una de las proteinas que mas se inducen en los pacientes diabéticos (Lee et al., 2014).

Estudios recientes han demostrado que la modulaciéon de la UPR en las células beta
pancreaticas de ratones NOD mediante la delecién del sensor IREla resulta en una
infiltracidon linfocitica de los islotes sustancialmente reducida. Estos ratones NOD
deficientes de IRE1a muestran una proteccién a la destrucciéon autoinmune y a la diabetes

tipo 1 (Lee et al., 2020).
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La Figura 72 muestra de forma detallada cada una de las vias implicadas en la respuesta
UPR nombradas anteriormente. Las tres se desencadenan de forma diferencial en funcién

de la severidad y el tipo de estrés de ER.
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Figura 72. Mecanismos implicados en la via UPR. En condiciones normales, las proteinas
transmembrana IREla, ATF6 y PERK estdn unidas a BiP (GRP78) y, por tanto, inactivas. Cuando se
producen condiciones de estrés, BiP se libera y se activan las tres proteinas transmembrana. Hay
otros sensores de UPR y otros mecanismos ademas de BiP, como por ejemplo, la proteina TXNIP,
que regula el estrés de ER mediante la activacion de la proteina disulfuro isomerasa o PDI. (Figura
adaptada de Salvado et al., 2015).

Mediante Y2H y coinmunoprecipitacidon, en este trabajo se ha demostrado que la ciclinaD3
interacciona fisicamente con la Proteina Disulfuro Isomerasa 6 (PDIA6), también conocida
como P5 o TXNDC7. Ademas, mediante inmunofluorescencia se ha comprobado que ambas
proteinas colocalizan. PDIA6 es una de las mas de 20 proteinas disulfuro isomerasas (PDlIs)
del ER eucaridtico (Hatahet and Ruddock, 2009), cuya funcion como chaperona resulta
clave en el procesamiento de la proinsulina mal plegada en el ER de las células beta (Gorasia
et al., 2016). Otro papel importante de PDIA6 en el funcionamiento de las células beta se

observa cuando estd silenciado en células beta de ratén, ya que éstas muestran una
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reduccion en la produccién de insulina (Eletto et al., 2016). PDIA6 se une a la cisteina 148
del dominio lumenal de IRE1lq, limitando su actividad, y manteniendo la senalizacion UPR
en un rango fisiolégicamente tolerable (Figura 73). Ademds, mediante fosforilacién se
produce un cambio en su actividad, para mantener la proteostasis y atenuar el estrés de
ER (Jiaojiao Yu et al., 2020). Se observé que las células con deficiencia de PDIA6
hiperrespondian al estrés de ER, resultando en una sobreregulacién exagerada de los genes

diana de la UPR y un incremento de la apoptosis (Eletto et al., 2014).
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Figura 73: Modelo propuesto de atenuacion de IRE1la mediante PDIA6. El dominio luminal de
IRE1a inactivo estd unido a BiP. Una fraccidn de IREla, sin embargo, estad unida independiente y
reversiblemente a PDIA6. Cuando hay un estrés de ER, y BiP se disocia, IREla dimeriza y
oligomeriza, convirtiéndose en una kinasa activa y una ribonucleasa, provocando la escision de
XBP1. Eletto y colaboradores propusieron que durante esta secuencia de activacidén, IREla se unia
mediante puentes disulfuro en su cisteina 148 luminal. Esto provocaba que IRE1la activado fuse una
diana para PDIA6, la cual provocaba la reduccién de los puentes disulfuro, convirtiendo IREla
oligomérico de nuevo en su forma monomérica, y asi quedaba disponible para otro ciclo de
activacion. (Figura extraida de Eletto et al., 2014).

La expresiéon de PDIA6 en islotes pancredticos de ratén NOD prediabético era menor
comparada con los islotes de raton C57BL/6, indicando la importancia de PDIA6 en la
diabetes autoinmune. Una menor expresién de esta proteina, como ocurre en el ratén
NOD, produce niveles mayores de proteinas mal plegadas, activacién de la UPRy, por tanto,
induccidén de estrés de ER. La muerte de las células beta se asocia con un incremento de los
niveles de estrés oxidativo, de ER, y mitocondrial, asi como genes de respuesta a estrés
como Chop (Chan et al., 2015; Gorasia et al., 2015; Tersey et al., 2012). Por tanto, defectos
intrinsecos en el plegamiento correcto de proteinas, asociados a niveles bajos de PDIA6 en
islotes NOD, constituyen uno de los primeros factores que desencadenan el estrés en las
células beta, que las hace susceptibles de la disfuncidn celular y la muerte (Crévecoeur et

al., 2017). La respuesta UPR de las células beta podria participar en la patogénesis de la
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diabetes autoinmune, tal y como se ha observado en la deteccidén de desregulacién en los
marcadores de estrés de ER en los islotes inflamados de ratones (Tersey et al., 2012) y

pacientes (Marhfour et al., 2012) con diabetes autoinmune.

Nuestra hipétesis, por tanto, seria que la ciclinaD3, mediante su unién con PDIA6, estaria
ejerciendo una accién antiapoptdtica en las células beta pancredticas mediante la
regulacién de la via UPR y la inhibicion de la apoptosis inducida por estrés de ER, aunque
se necesitan mas estudios para identificar la funcién de IRE1la y del resto de sensores UPR
en las diferentes fases de la diabetes autoinmune vy asi, analizar mas en profundidad el

papel del estrés de ER de la célula beta y la respuesta UPR en la T1D.

Por otro lado, el papel de PDIA6 en la limitacidn de la actividad de IRE1la, para mantener la
sefializacion UPR en un rango fisioldgicamente tolerable, sugiere que esta habilidad para
modular el estrés de ER podria suponer un tratamiento adyuvante de gran utilidad para las
aproximaciones que busquen disminuir la muerte de las células beta producidas por el

sistema inmune en los inicios de la T1D.
1.2. Stx8, su funcidn y su posible relacion con la T1D

Otra de las proteinas que se ha demostrado en este trabajo mediante Y2H que interacciona
con la proteina ciclinaD3 es la sintaxina 8 (Stx8). Las sintaxinas son una familia de proteinas
implicadas en el transporte vesicular intracelular (Teng et al., 2001). Concretamente, Stx8
es una proteina necesaria para el transporte desde los endosomas tempranos hasta los
endosomas tardios (Prekeris et al., 1999). Contiene en su mitad C-terminal un dominio
helicoide enrollado (del inglés, coiled coil) caracteristico de la superfamilia de proteinas
tSNARE (receptores de proteinas de fijacion soluble de NSF) (Thoreau et al., 1999),
implicadas principalmente en facilitar la fusidn de las vesiculas con los compartimentos

celulares adecuados.

Aunque no se conoce mucho sobre la funcidn fisioldgica de Stx8, otras sintaxinas como Stx4
se han relacionado con la regulacion de la traslocacion de GLUT4 a la membrana vy la
sensibilidad a la insulina (Maier et al., 2000). Por ejemplo, se observo que la sobreexpresion
de Stx4 incrementaba la captaciéon de glucosa mediada por insulina, en el musculo
esquelético (Spurlin et al., 2004). El hecho de que Stx8 esté asociada con el endosoma

temprano, podria también involucrarlo en la internalizacion de GLUT4 desde la membrana
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plasmatica (Bryant and Gould, 2011). Se observd que los pacientes con altos niveles de
expresion de Stx8 muestran peores concentraciones de glucosa en plasma, lo cual sugiere
gue aparentemente, aunque la correlacidn no implica necesariamente causalidad, la Stx8
estaria involucrada en el desarrollo de la resistencia a insulina (Lancha et al.,, 2015).
Ademas, observaron que la expresién de Stx8 correlacionaba negativamente con la
expresion de GLUT4 en tejido adiposo, lo cual sugeria que Stx8 podria estar regulando los
niveles de GLUT4. De hecho, otros miembros de la familia de las sintaxinas, como Stx6 y
Stx16 regulan el transporte de GLUT4 en adipocitos (Perera et al., 2003; Proctor et al.,
2006). Dada la similitud entre los miembros de la familia de las STXs (Bennett et al., 1993)
seria plausible que Stx8 estuviera llevando a cabo un papel importante en la regulacién del

trafico de GLUT4.

Por otro lado, la obesidad se ha asociado con un incremento de la inflamacién del tejido
adiposo y sistémico (Cataldn et al., 2011). Se observaron niveles de expresion de Stx8 en
tejido adiposo visceral que correlacionaba de forma positiva con las concentraciones de
proteina C reactiva en plasma. En este sentido, Stx8 podria estar también relacionada con
la inflamacidn crdnica asociada a obesidad (Lancha et al., 2015). De hecho, otras sintaxinas
como Stx6 se ha relacionado con la promociéon de TNF-a en macréfagos activados, lo cual

da lugar a la respuesta inflamatoria (Murray et al., 2005).

Estudios recientes han demostrado la importancia de Stx8 en la citotoxicidad de los
linfocitos T citotdxicos. Stx8, se localiza principalmente en endosomas tardios y
compartimentos lisosomales, con poca expresidon en los compartimentos endosomales
tempranos. Observaron que cuando disminuia la expresion de Stx8 mediante siRNA,
disminuia también la citotoxicidad y habia también menos liberacidn de perforinas. Todo
ello demostraba que Stx8 es necesario para un transporte y clasificacion adecuado de las
moléculas citotdxicas a los granulos liticos funcionales a través de la via endosomal en los

linfocitos T citotdxicos humanos (Bhat et al., 2016).

Nuestra hipotesis, por tanto, seria que la interaccion de ciclinaD3 con la proteina Stx8

podria estar afectando al trafico de vesiculas que transportan insulina.
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2. El papel de la Cdk11 en la T1D: importancia de la inflamacion, el ER y la via UPR

Estudios previos en nuestro grupo mostraron que los niveles de mRNA de la Cdk11, que
codifica para una kinasa dependiente de ciclina involucrada en procesamiento del RNA,
mitosis y apoptosis, estaban disminuidos en condiciones de inflamacion del pancreas
endocrino en un modelo de ratén NOD de 11 semanas, compardndolo con los niveles
observados en muestras de ratones NOD/SCID de la misma edad. Esta disminucidn seguia
un patron dosis-dependiente de los niveles de infiltracidn linfocitica de los islotes. Debido
a que la delecién total de la Cdkll era embriolégicamente letal, se llevd a cabo la
hemideleciéon de la Cdk11 en los ratones NOD (HTZ). Nuestro grupo observd que esta
hemidelecién provocaba la disminucidn de la incidencia de diabetes y protegia a las células
beta de la apoptosis inducida por inflamacién, sin que su capacidad proliferativa se viera
afectada. Esto implicaba que la Cdk11 ejercia una accién proapoptética independiente de
ciclo celular en las células beta. La menor incidencia de T1D causada por la hemideficiencia
de Cdkl11 en los ratones NOD, no era debida a una menor activacion de los efectivos

inmunoldgicos autorreactivos (Sala Solé, 2016).

Por todo ello, para determinar el papel de Cdkll en la patogénesis de la diabetes
autoinmune y confirmar la hipdtesis de que la hemideficiencia de Cdk1l1l estuviera
protegiendo de la apoptosis inducida por citoquinas, utilizamos hembras del modelo de
raton NOD/SCID hemideficientes en Cdk11l (NS-HTZ) comparandolas con su respectivo
control (NS-WT). El fondo NS fue elegido para evitar la presencia del infiltrado insulitico
que existe en el fondo NOD. Se ha descrito previamente que las células beta pancredticas
responden a las citoquinas proinflamatorias de forma dinamica, llevando a cabo cambios
profundos en el contexto regulatorio de vias implicadas en la patogénesis de la T1D
(Ramos-Rodriguez et al., 2019). Para comprobar la susceptibilidad de las células beta a
estimulos proapoptéticos en ambos genotipos, se llevaron a cabo experimentos in vitro en
los cuales exponiamos a los islotes pancreaticos a un cocktail de citoquinas
proinflamatorias (TNFa+IL-1B+IFNy). De esta manera, se analizo la fragmentacién del DNA

(0 %subG1) como medida de los eventos apoptéticos tardios.

Los niveles de apoptosis medidos como fragmentacion nuclear o subG1l no mostraban
diferencias significativas entre ambos genotipos en los niveles basales, pero si en el

incremento de subG1 (AsubG1) tras el tratamiento con citoquinas proinflamatorias en un
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tiempo de incubacién de 5 dias (estrés croénico). El raton NS-HTZ tenia valores
significativamente menores de apoptosis, en comparacion con el ratén NS-WT. Ademas,
cuando los islotes habian sido tratados con citoquinas proinflamatorias durante un tiempo
de 24 horas (estrés agudo), se observé que los ratones NS-HTZ tenian unos niveles de
incremento de subG1 significativamente reducidos, es decir, que estaban protegidos

contra la apoptosis inducida por citoquinas en comparacion con los WT.

Debido a que la inflamacién y el estrés de ER son responsables de la mayoria de los fallos
en las células beta en T1D, hipotetizamos que el mecanismo protector de la Cdk11 podria
ser la inhibicién de la muerte de las células beta inducida por estrés de ER. Para comprobar
qgue la hemideficiencia de Cdk11 inhibia la apoptosis inducida por UPR, cultivamos islotes
pancreaticos de las cepas NS-WT y NS-HTZ en presencia y ausencia de tapsigargina, un
agente inductor de estrés de ER, y se cuantificaron los niveles de tres marcadores clave de

ER de la via de sefalizacién UPR como son Bip, Atf4 y Chop.

Los resultados mostraron una reduccion significativa en la expresion de Atf4 y Chop en los
islotes NS-HTZ comparada con los islotes NS-WT, tras una induccién de estrés de ER con
tapsigargina. En los islotes NS-HTZ, la induccién de ambos factores de transcripcién por
estrés de ER se ve gravemente afectada, lo que explica por qué la regulacidon negativa de
Cdk11 contribuiria a inhibir y retrasar la cinética de la muerte de células beta debido al
estrés de ER en T1D. En el caso de la expresidon de Bip inducida por estrés de ER, aunque no
existen diferencias significativas entre ambos grupos, se observa una marcada tendencia
en la cual el genotipo NS-HTZ muestra unos niveles mds bajos de expresidon, comparado

con los islotes NS-WT.

Este resultado confirmaria la hipdtesis sobre el papel de Cdk11 en promover la muerte de
las células beta, ya que la hemideficiencia de Cdkl1l protegeria las células beta de la
apoptosis al inhibir la expresién de CHOP inducida por UPR. Por tanto, Cdk11 podria ser
una diana natural en la T1D que esta reprimida en las células beta como mecanismo de

proteccion contra la apoptosis inducida por inflamacién.



DISCUSION

3. Papel antagonico de la ciclinaD3 y la Cdk11

Uno de los objetivos de este estudio era determinar el papel de la Cdk11 en la patogénesis
de la T1D asi como evaluar la relacién entre Cdk11 y ciclinaD3 en la viabilidad de la célula
beta, ya que la ciclinaD3 es un ligando natural de Cdk11, promoviendo la viabilidad de la

célula beta y ademas, también esta dirigida por la inflamacién de las células beta.

Los niveles de mRNA de Cdk11, de forma similar a lo que ocurre con la ciclinaD3, estan
disminuidos en las células beta como consecuencia del ataque autoinmune en la T1D. Sin
embargo, mientras que la disminucién de la expresién de ciclinaD3 compromete la
viabilidad de las células beta, la disminucion de la expresién de la Cdk11 protege contra la
muerte de las células beta. La deficiencia de ciclinaD3 exacerba la T1D en ratones NOD,
mientras que su sobreexpresion protege las células beta de la diabetes. Sin embargo, en
ninguna de estas condiciones -deficiencia o sobreexpresién- se observa ningin efecto en la
replicacion de las células beta (Saavedra-Avila et al., 2014), lo cual sugiere que el papel de
la ciclina D3 en las células beta es independiente de Cdk11. Por todo ello, se quiso estudiar
la relacién existente entre la Cdk11 y la ciclinaD3 y su papel en la viabilidad de las células
beta, asi como las vias de senalizacidon que llevan a cabo ambas moléculas en estas células.
Estudios previos en nuestro laboratorio analizaron ratones NOD deficientes en ciclinaD3
gue eran también hemideficientes en Cdk11l (K11HTZ-D3KO) o no (K11WT-D3KO).
Observaron que la deficiencia de la ciclinaD3 tenia un efecto dominante en el inicio de la
enfermedad y exacerbaba la diabetes en comparacién con el ratén NOD WT. Es decir, la
hemideficiencia de Cdk11 no mejoraba los efectos de la deficiencia de ciclinaD3. Lo cual
podria sugerir que la via de sefializacién responsable de la supervivencia de las células beta

en la cual estd involucrada la ciclinaD3 es independiente de la via de senalizacion de Cdk11.

Todo ello, nos hace pensar en el tandem Cdk11/ciclinaD3 como una potencial nueva diana
de intervencion en la diabetes autoinmune. De esta forma, inhibidores farmacoldgicos de
Cdk11 podrian proteger la muerte de las células beta inducida por inflamacién. Ademas,
activadores de vias de sefializacién de ciclinaD3 independientes del ciclo celular podrian
establecer sinergias con los inhibidores de Cdk11 promoviendo la viabilidad de las células
beta. Aun asi, es necesaria una mayor investigacion en la identificacidn de la relacion entre
la via de senalizacidon proapoptética mediada por Cdk11 y ciclinaD3 en las células beta, para

poder disefiar mejores aproximaciones terapéuticas dirigidas a la diabetes autoinmune.
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CONCLUSIONES

1. La ciclinaD3 interactua fisicamente con proteinas implicadas en vias de estrés

celular, evidenciando una posible funcién reguladora de la ciclinaD3 en dichas vias.

2. LaciclinaD3 y la Cdk11 tienen un papel antagdnico e independiente de ciclo celular,

en la supervivencia de las células beta.
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1. ANEXO Il Productos/kits

PRODUCTOS/KITS

ANEXOS

Nombre
2-Mercaptoetanol, 14.2M

2-Mercaptoetanol, 50mM

Acetato de potasio
Acido acético glaciar
Acido aspartico
Acido glutamico
Acido para-aminobenzoico
Acrilamida/Bis 30% 29:1
Adenina
Agar
Agarosa
Alanina
Ampicilina
Arginina
Asparagina
Aureobasidina A
Azul de tripano
Bactotriptona
Cisteina
Clarity Western ECL Substrate
CleanBlot
Cloruro de calcio
Cloruro de manganeso
tetrahidratado
Cloruro de potasio
Cloruro de rubidio
Cloruro de sodio
Colagenasa P
Coelenterazina

Cocktail inhibidores de proteasas

DC™ Protein Assay
DMEM 4.5g/I glucosa

DMEM sin glucosa

DMSO
EDTA
Etanol 100%
Expin Combo GP mini
Expin Gel SV
Expin PCR SV
Exprep Plasmid SV (Midiprep)
Exprep Plasmid SV (Miniprep)
Extracto de levadura
FBS

Casa comercial
Fluka

Gibco-ThermoFisher

Sigma
Panreac
Sigma
Sigma
Sigma
BioRad
Sigma
Condalab
Lonza
Sigma
Applichem
Sigma
Sigma
Clontech-Takara
Sigma
Conda
Sigma
BioRad
Fisher Scientific
Sigma

Sigma

Panreac
Sigma
Merck
Roche

NanoLight/Prolume
Thermo Scientific
BioRad
Lonza

Gibco

Sigma
Sigma
Panreac
Geneall
Geneall
Geneall
Geneall
Geneall
BD
Biosera

Ciudad, Pais
Bucarest, Rumania
Waltham, Massachusetts,
EEUU
San Luis, EEUU
Barcelona, Espaia
San Luis, EEUU
San Luis, EEUU
San Luis, EEUU
California, EEUU
San Luis, EEUU
Madrid, Espafia
Basilea, Suiza
San Luis, EEUU
Darmstadt, Alemania
San Luis, EEUU
San Luis, EEUU
Kusatsu, Japén
San Luis, EEUU
Madrid, Espaiia
San Luis, EEUU
California, EEUU
Nuevo Hampshire, EEUU
San Luis, EEUU

San Luis, EEUU

Barcelona, Espaiia
San Luis, EEUU
Darmstadt, Alemania
Basilea, Suiza
Arizona, EEUU
Massachusetts, EEUU
California, EEUU
Basilea, Suiza
Waltham, Massachusetts,
EEUU
San Luis, EEUU
San Luis, EEUU
Barcelona, Espaia
Lisboa, Portugal
Lisboa, Portugal
Lisboa, Portugal
Lisboa, Portugal
Lisboa, Portugal
New Jersey, EEUU
Nuaille, Francia

Ref.
63689

31350-010

P1190
141008,1211
A7219
G1251
A9878
1610156
A8751
1800
50004
A7377
A0839
A5131
A0884
630499
T8154
051235
C7352
RPN2106
21232
C2661

63535

131494
215260
K37767104
11213857001
301
78441
5000116
12-604F

11966025

67-68-5
020M-0003
141086
112-102
102-102
103-102
101-226
101-102
7233897
FB-1280
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Fenilalanina
GelRed
Geneticina (G418)
Glicerol
Glicina
Glutamina
HBSS
Histidina
Hoechst 33342
Inositol
loduro de propidio
Isoleucina
Isopropanol
Klenow Large Fragment (DNA
Polimerasall)
Leucina
Ligasa T4
Lisina
Marcador de peso molecular
DNA, 1Kb
Marcador de peso molecular
DNA, AHindlll
Matchmaker Gold Yeast Two-
Hybrid System
Membrana de PVDF
Metafectene Pro
Metanol
Metionina
Mowiol
PageRuler™ Plus Prestained
Protein Ladder
Paraformaldehido
PBS
Pelicula selladora Microseal® ‘B’
Adhesive Seals Optical
Penicilina-Estreptomicina 100x
Perlas Proteina G-agarosa
Persulfato de amonio
Pfu Polimerasa
Placa blanca - CELLSTAR® 96W
Microplate
Plasmid Maxi kit (Maxiprep)
Poli-L-lisina
Prolina
Proteina G-agarosa Pierce
Queleritrina

Raspador Celular

SDS
Serina

Sigma
Biotium
Biosera

Sigma

Sigma

Sigma

Lonza

Sigma

Sigma

Sigma

BD Biosciences

Sigma

Sigma

New England Biolabs
Sigma

New England Biolabs
Sigma

Genecraft
Genecraft

Clontech-Takara

GE Healthcare
Biontex
Panreac

Sigma
Sigma

ThermoFisher

Sigma
Lonza

BioRad

Cultek/Lonza
Thermo Scientific
Sigma
Promega

Sigma

Qiagen
Sigma
Sigma
Thermo Scientific
Sigma
Fisherbrand-
ThermoFisher
Sigma
Sigma

San Luis, EEUU
Fremont, California, EEUU
Nuaille, Francia
San Luis, EEUU
San Luis, EEUU
San Luis, EEUU
Basilea, Suiza
San Luis, EEUU
San Luis, EEUU
San Luis, EEUU
California, EEUU
San Luis, EEUU
San Luis, EEUU
Ipswich, Massachusetts,
EEUU
San Luis, EEUU
Ipswich, Massachusetts,
EEUU
San Luis, EEUU

Colonia, Alemania
Colonia, Alemania

Kusatsu, Japén

Chicago, EEUU
Munich, Alemania
Barcelona, Espaiia

San Luis, EEUU

San Luis, EEUU

Waltham, Massachusetts,
EEUU
San Luis, EEUU
Basilea, Suiza

California, EEUU

Basilea, Suiza
Massachusetts, EEUU
San Luis, EEUU
Wisconsin, EEUU

San Luis, EEUU

Hilden, Alemania
San Luis, EEUU
San Luis, EEUU
Massachusetts, EEUU
San Luis, EEUU
Waltham, Massachusetts,
EEUU
San Luis, EEUU
San Luis, EEUU

P5482
41002
LM-A4115
G6279
G7126
G3126
10-547F
H8125
B2261
17508
51-66211E
12752
59304

MO0210S
L8000
MO0202S
L8662
GC-015-003

GC-015-008

630489

10600023
T040
161091
M5306
81381

26619

P6148
17-516F

MSB1001

165V30010
20398
A3678
M7741

M0187

12162
P6516
P5607
20398
C2932

08-100-242

L4509
S4500



SYBR-Green
SYBR-Safe
Tapsigargina
TEMED
Tirosina
Treonina
Tripsina-EDTA
Triptéfano
Tris
Tritén X-100
Trizol
Tubos centrifugacion
Tween-20
Kit transformacion de levadura
(Yeast Transformation System)
Uracilo
Valina
X-a-Gal
Zymoprep Yeast Plasmid

Thermo Scientific
Invitrogen
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Life Technologies
Sigma
Serva
Sigma
MRC
Nalgene
Sigma

Clontech
Sigma
Sigma

Sigma
Zymoresearch

Massachusetts, EEUU
Carlsbad, California, EEUU
San Luis, EEUU
San Luis, EEUU
San Luis, EEUU
San Luis, EEUU
California, EEUU
San Luis, EEUU
Heidelberg, Alemania
San Luis, EEUU
Ohio, EEUU
Rochester, NY, EEUU
San Luis, EEUU

Kusatsu, Japén

San Luis, EEUU

San Luis, EEUU

San Luis, EEUU
Irvine, California, EEUU

ANEXOS

4344463
533102
67526-95-8
79281
T8566
18441
25300062
T0254
37190
18787
TR118
99434
P1379

630489

u0750
V0513
16555
D2001
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2.

ANEXO Il. Tampones genéricos utilizados

TAE 50x
Tris 484 g
Acido acético glacial 114.2 ml
Na,EDTA-2H,0 7448
pH 8.5
TAMPON DE CARGA PROTEINA 4x 5x
Tris/HCl pH 6.8 250mM 375mM
Glicerol 40% 50%
SDS 8% 10%
B -mercaptoetanol 20% 25%
Azul de bromofenol 20% 25%
TAMPON DE CARGA DNA 10 ml
Tris 100mM pH 7.5 1ml
Ficoll 400 15¢g
Azul de bromofenol 3mg
EDTA 0.5M 1 ml
Xileno cianol 3mg
TEpH 7.5
Tris/HCI Ph 7.5 100mM
EDTA 10mM
H20 MQ
MEDIO LB (bacterias)
Extracto de 5g/l
) levadura
MEDIO LiQUIDO NaCl 10¢/l
Triptona 5g/l
MEDIO CON AGAR Agar 1.5% (p/v)
En H20 milliQ

pH 7.5



TAMPON DE MIGRACION

Tris-HCl pH8,8 484 g
Glicina 114.2 ml
SDS 7448

TAMPON DE TRANSFERENCIA

Tris-HCI 480 mM
Glicina 39 mM
SDS 0.0375% (p/v)
Metanol 10% (v/v)
TAMPON TBST
Tris-HCl pH 8 20 mM
NacCl 125 mM

Tween-20 0.1% (v/v)
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3. ANEXO lil. Produccién de TAQ polimerasa en E.Coli

La TAQ polimerasa es la enzima necesaria para llevar a cabo las reacciones de PCR. Esta

enzima fue producida en el laboratorio.

Material/reactivos

* Todo el material utilizado (erlenmeyers...) era de uso exclusivo para este fin.

* Placa de LB con 50 pug/ml de ampicilina.

= Medio Superbroth:

Medio Superbroth

Triptona 32g
Extracto de levadura 20g
NacCl 5g

NaOH (1N) Sml

Agua MQ hasta 1L (pH7)

Protocolo

» Cultivar bacterias DH5a E.Coli en una placa de LB con 50 pg/ml de ampicilina

durante toda la noche en el incubador a 372C.

= Aislar una de las colonias e incubar en 50 ml de medio Superbroth con 200 pg/ml
de ampicilina en un erlenmeyer de 250ml durante toda la noche a 372C en
agitacion. Medir la densidad dptica ODego en el espectrofotémetro utilizando 1ml

de volumen en cubeta de espectrofotémetro.

* Afadir 2 ml de medio en un litro de Superbroth (o el volumen equivalente al

ODe00=0.5).
* Incubar en agitacion a 372C durante 4 horas, hasta una ODgoo de 0.3.
» Afadir isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) a una concentracion de 0.4mM
* Incubar en agitacion a 372C durante toda la noche.

= Elevar latemperatura del cultivo a 752C en un bano de agua y centrifugar las células

a 4000 rpm durante 10 minutos.
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Resuspender el pellet celular en 12 ml de tampdn A y transferir el volumen a un

falcon de 50 ml.

Tampon A (pH 8)
Tris-HCI 50mM
Glucosa (dextrosa) 50mM
EDTA 1mM

Afadir 60 mg de lisozima para permitir la rotura de las membranas celulares.

Incubar durante 15 minutos a RT moviendo el tubo ocasionalmente.

Afadir 14 ml de tampdn B, mezclar por inversion e incubar en un bafio con agua
durante 1 hora a 759C, agitandolo de vez en cuando.

Tampon B (pH 8)

Tris-HCI 10mM

KCl 50mM

EDTA 1mM
NP-40 1%

Centrifugar a 12000g durante 40 minutos y recoger el sobrenadante.

Para conservar de forma correcta la enzima, afiadir 1/5 parte de su volumen total

de glicerol al 60% vy alicuotar en eppendorf de 1.5 ml.

Guardar a -802C hasta su uso. Una alicuota de 1.5ml se descongelaba en hielo y se

hacian alicuotas de 15-20 pl, que se mantenian a -202C.
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ANEXO IV. Mapas e informacion de los plasmidos utilizados

pGBKT7-53 (Clontech)

Hind Il
(6544)

TRP1

I

ﬂ
ori pADH!
GAL4
DNA-BD

MCS
Ndel
Ncol
Sfil
EcoR |
Smal
Xmal
BamH |

o o
e

an
']’1

Murine p53 insert

s:co codon

T17 & ADHI L\ 1328 (a.a. 390)

I‘.‘ pGBKT7-53 | i

83kb pUC (1606)
{
on

\ sall
\ Pst|

bp 1345

= c-Myc epitope tag

ori /
Mapa del plasmido control positivo pGBKT7-53, que codifica para una fusién de la proteina
murina p53 y GAL4 DNA-BD. El ¢cDNA de p53 murino (GenBank Accession No. K01700) fue
clonado en pGBKT7 entre EcoRl y BamHI. El inserto p53 fue derivado del plasmido descrito por
Iwabuchi y colaboradores (lwabuchi et al., 1993) y modificado por Clontech.

pPGADT7-7 (Clontech)

aa g7

IZII'I AJ’.'H—']' ,-ffr
a f"
f " SVAONLS | SV40 large T-antigen
' [ Amp" GAL4 AD)]
\ pGADTZ-T ™.~ ( /
\ 10.0 kb ' /
.7 == .-f;
pUC Aﬂr’-‘? - MI:S!
ori LEUz )/\\ I\ a.a 708
m HA epitope tag

Mapa del plasmido control positivo pGBKT7-T, que codifica para una fusidon del SV40 antigeno T
grande y GAL4 AD (aa 768-881). El cDNA de SV40 antigeno T grande (GenBank Locus SVACG), fue
derivado del plasmido descrito por Li y Fields (Li and Fields, 1993), clonado en pGADT7 y
modificado por Clontech. Extraido de Matchmaker® Gold Yeast Two-Hybrid System User Manual
(PT4084-1) (Clontech, n.d.).
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pPGBKT7 (Clontech)

Hindlll
(738)

ori Papm s
GAL4

pGBKT7 rf]& ADHI1
13kb

Hindlll

(6544)

puUC

ori

A c-Myc epitope tag

Vector incluido en el Sistema de Doble Hibrido Matchmaker Gold de Clontech. El MCS (multiple
cloning site) contiene sitios de restriccion en pauta con el extremo 3’ de GAL4 DNA-BD para
construir las proteinas de fusidn con una proteina cebo, que se expresa también como fusién del
epitopo c-Myc. Los oligonucleétidos de secuenciacion son T7 (1213-1233) y 3' DNA-BD (1510-
1487). Seleccién en E.Coli: resistencia a Kanamicina (KanR). Seleccion en levadura: marcador
nutricional TRP1.

pPGADT7 AD (Clontech)

2 pori

HindlIII
(1479) ™

pGADT7 AD

7987 bp HindIlI
(2279)

Amp*

Vector de clonacidon que forma parte del Sistema de Doble Hibrido Matchmaker Gold de
Clontech. Los genes deben ser clonados en MCS para estar en pauta con las secuencias que
codifican para GAL4 AD y el marcador HA. Los oligonucledtidos de secuenciacion son T7 (1904-
1924) y 3’ AD (2101-2082). Seleccién en E.Coli: resistencia a Ampicilina (AmpR). Seleccion en
levadura: marcador nutricional LEU2
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pGBKT BD — CcnD3

EcoRI BamHI

><

ADH1 GAL4 7 Ciclina D3 (0.9kb)

(promotor) DNA-BD (promotor)

pGBKT BD (7.3kb)

TRP1

k KanR /

NM_007632.2 (mouse CyclinD3) en pGBKT7 BD. Se elimind el ATG de la ciclinaD3 ya que el
vector tenia su codon de inicio antes del extremo 5’ del promotor (upstream). El inserto proviene
de RD3Ea w/o PolyA, mediante Pfu DNA polimerasa utilizando los oligonucledtidos Y2HD3F y
Y2HD3R. Vector (pGBKT7 BD) e inserto se cortaron con EcoRl y BamHI. Los oligonucleétidos de
secuenciacion son T7, D3CloR y D3R1. Seleccién en E.Coli: resistencia a Kanamicina (KanR).
Seleccion en levadura: marcador nutricional TRP1

pGADT7 AD-Cdk4

Ndel BamHI

STOR
CODON

ADH1 17
(promotor) [ICIACSKAUNN (promoror) Cdk4 (0,9kb)
i3
E pGADT7 AD (7.9kb)
k\‘ LEU2 ‘//

NM_009870.3(mouse Cdk4) en pGADT7 AD. Vector (pGADT7 AD) se corté con Ndel y BamHI. El
inserto, que proviene de Gal4BD-MmCdk4, se cortd con Ndel y BamHI. Los oligonucledtidos de
secuenciacion son T7, Cdk4F y ADseq. Seleccidn en E.Coli: resistencia a Ampicilina (AmpR).
Seleccién en levadura: marcador nutricional LEU2
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pcDNA3.1+c-eGFP — Stx8 (GenScript)

EcoRI % EcoRV
rCMVpromotor + StXS (O.Skb) ! eGFP

N

AmpR

pcDNA3.1 + c-eGFP (6.1kb)

L NeoR — SV40 promotor —/

NM_018768.3 (mouse Stx8) en pcDNA3.1+c-eGFP. Stx8 se clond entre EcoRl y ECoRV.
Seleccion en E.Coli: resistencia a Ampicilina (AmpR).

pcDNA3.1+c-DYK — Ndufb4 (GenScript)

Hindlil a xhol
(‘ CMV promotor _I_ Ndufb4 (O.45kkm7 .

DYK Tag \

AmpR

pcDNA3.1 + c-DYK (5.4kb)

k NeoR ———————  SV40promotor —/

NM_026610.1 (mouse Ndufb4) en pcDNA3.1+C-DYK . Ndufb4 se cloné entre Hindlll y Xhol
Seleccion en E.Coli: resistencia a Ampicilina (AmpR).

pcDNA3.1+c-Myc — Pdia6 (GenScript)

BamH! Xho!
(Mm . | PdiaG(1.44kb# s —

AmpR

pcDNA3.1 + c-Myc (5.4kb)

k NeoR B ————— SV40 promotor —/

NM_027959.3 (mouse Pdia6) en pcDNA3.1+C-Myc. Pdia6 se cloné entre BamHI y Xhol.
Seleccion en E.Coli: resistencia a Ampicilina (AmpR).
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pBluescript — Xdh (GenScript)

EcoRl Al Not!
a STOP

( CMV promotor th (4kb) 1
g pBluescript (3kb)
! NegR ——————  5V40 promotor

NM_011723.3 (Mouse Xdh (XOR)) en pBluescript. Xdh se clond entre EcoRl y Notl.
Seleccion en E.Coli: resistencia a Ampicilina (AmpR).

PGADT7 AD-Stx8

EcoRV EcoR!
EcoRl * +
| ESmu.’
(promotor) (promotor) :
1
£ pGADT7 AD (7.9kb)
k LEU2

Stx8 en pGADT7 AD. Vector (pGADT7 AD) se cortd con EcoRIl y Smal. El inserto, que proviene de
pcDNA3.1+c-eGFP — Stx8 (GenScript), se corté con EcoRV y EcoRl. Los oligonucledtidos de

secuenciacion son T7 y ADseq. Seleccién en E.Coli: resistencia a Ampicilina (AmpR). Seleccién en
levadura: marcador nutricional LEU2.

pGADT?7 AD-Ndufb4

Hindill
Ndel (romo)

(romo) T T Xhol

A oo 050

PGADT7 AD (7.9kb)

AmpR

N

Ndufb4 en pGADT7 AD. Vector (pGADT7 AD) se cortd con Ndel (se hizo romo) y con Xhol. El
inserto, que proviene de pcDNA3.1+c-DYK — Ndufb4 (GenScript), se cortd con Hindlll (se hizo
romo) y Xhol. Los oligonucledtidos de secuenciacién son T7 y ADseq.Selecciéon en E.Coli:
resistencia a Ampicilina (AmpR). Seleccién en levadura: marcador nutricional LEU2.

LEU2
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pGADT7 AD-Pdia6

BamHI
Ndel (romo)

({romo) | T Xho!

Pdia6 (1.44kb)

\

Pdiab en pGADT7 AD. Vector (0 GADT7 AD) se cortd con Ndel (se hizo romo) y con Xhol. El inserto,
gue proviene de pcDNA3.1+c-Myc — Pdia6 (GenScript), se corté con BamHI (se hizo romo) y Xhol.
Los oligonucledtidos de secuenciacion son T7, PdiabRv y ADseq. Seleccién en E.Coli: resistencia
a Ampicilina (AmpR). Seleccién en levadura: marcador nutricional LEU2.

AmpR

pPGADT7 AD (7.9kb)

LEU2

pGADT7 AD-Xdh

Notl
Clal (romo)

Clal T T(::;s;j

A o o (0

pGADT7 AD (7.9kb)

AmpR

N

Mouse Xdh (XOR) en pGADT7 AD. Vector (pGADT7 AD) se cortd con Xhol (se hizo romo) y con
Clal. El inserto, que proviene de pBluescript — Xdh (GenScript), se corté con Notl (se hizo romo)
y Clal. Los oligonucledtidos de secuenciacién son T7 y XdhRv. Seleccién en E.Coli: resistencia a
Ampicilina (AmpR). Seleccion en levadura: marcador nutricional LEU2.

LEU2

LgBiT-CcnD3

EcoRI
a

>
(—m— Ciclina D3 (0.9kb)

MCS-3 (LgBiT) (3.8kb)

Xbal

AmpR

N

NM_007632 (mouse CcnD3) en MCS-3 (LgBiT), para NanoBiT. Vector (MCS-3 LgBiT) se cortd con
EcoRly Xbal. La ciclina se clond sin ATG entre EcoRl y Xbal. Se afiadid una A extra justo detras del
sitio EcoRl para mantener la pauta con LgBiT. Ligacién MCS-3 vy ciclinaD3 (cohesivo). Los

oligonucledtidos de secuenciacidn son LgBitFwSeq, Sm/LgBitRvSeq y mD3nanoF. Seleccion en
E.Coli: resistencia a Ampicilina (AmpR).

LgBIT
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Pdia6-SmBIiT

Bmtl Xho!

i [ S—

MCS-2 (SmBIT) (3.4kb)

k SmBIT

NM_027959 (mouse Pdia6) en MCS-2 (SmBIT), para NanoBiT. Vector (MCS-2 SmBIT) se cortd
con Bmtl y Xhol. Pdia6 se cloné con Bmtl en 5’ y Xhol en 3’ eliminando el codén de stop. Los
oligonucledtidos de secuenciacidon son SmBitFw y Sm/LgBitRvSeq. Seleccidn en E.Coli: resistencia

a Ampicilina (AmpR).

AmpR

Ndufb4-SmBiT

Nhel EcoRI
Bmti * t
mt | EcoRl

(_m— ot 04560

MCS-2 (SmBIT) (3.4kb)

K SmBIT

NM_026610.1 (mouse Ndufb4) en MCS-2 (SmBIiT), para NanoBiT. Vector (MCS-2 SmBIT) se cortd
con Bmtl y EcoRIl. Ndufb4 se cloné entre Bmtl y EcoRI eliminando el codén de stop. Los
oligonucledtidos de secuenciacién son SmBitFw y Sm/LgBitRvSeq.Seleccidn en E.Coli: resistencia

a Ampicilina (AmpR).

AmpR

Stx8-SmBIT

EcoRI

Bmt!
(romo)

—— [ S—

MCS-2 (SmBiT) (3.4kb)

K SmBIT

NM_018768.3 (mouse Stx8) en MCS-2 (SmBIT), para NanoBiT. El vector (MCS-2 SmBIT) se cortd
con Bmtl y EcoRlI (se hizo romo). Stx8, se obtuvo de CDNA3.1- Stx8-C-eGFP (GenScript) mediante
digestion con Bmtl y EcoRV. Stx8 esta subclonada en dicho vector, entre EcoRIl y EcoRV, sin stop
codon propio. Los oligonucleétidos de secuenciacion son SmBitFw y Sm/LgBitRvSeq.Seleccion en

E.Coli: resistencia a Ampicilina (AmpR).

AmpR




ANEXOS

Xdh-SmBiT

Clal
(romao)
" 4
Bmtl | ! Xhol

Bmt/

Xdh (4kb)

AmpR

MCS-2 (SmBIT) (3.4kb)

N

NM_011723.3 (Mouse Xdh) en MCS-2 (SmBIT), para NanoBiT. El vector (MCS-2 SmBIT) se corté
con Bmtl y Xhol (se hizo romo). Xdh se cloné entre Bmtl y Clal (se hizo romo). Las enzimas de
restriccién Bmtl y Clal necesitan 1y 5 bp respectivamente antes de su diana para poder cortar

eficientemente. Los oligonucledtidos de secuenciacién son SmBitFw y Sm/LgBitRvSeq.Seleccidon
en E.Coli: resistencia a Ampicilina (AmpR).

SmBIT

Cdk4-SmBiT

Bmtl
A

MCS-2 (SmBIT) (3.4kb)

EcoRI

AmpR

\

NM_009870.4 (mouse Cdk4) en MCS-2 (SmBIT), para NanoBiT. El vector (MCS-2 SmBIT) y Cdk4

se cortaron con Bmtl y EcoRl. Los oligonucledtidos de secuenciacién son SmBitFw y
Sm/LgBitRvSeq. Seleccidn en E.Coli: resistencia a Ampicilina (AmpR).

SmBIT

pUC19-HNNEPNNH-REalpha mouse CyclinD3 w/o poly A

Xhol/EcoR! Xbal/EcoR! Not!

blunt blunt
A

mCyclinD3 cDNA (0,9kb)

pUC19-HNNEPNNH-REalpha mouse
CyclinD3 w/o poly A (6,9KB)

Mouse CyclinD3, de Martine Roussel en pBS SK (NM_007632), liberada con EcoRl y Xbal, se hizo

romo y se ligd con Xhol (romo) en pUC19-HNNEPNNH-REalpha. Utilizar Notl para sacar el inserto
RIP-mouse CyclinD3 w/o poly A (4,2kb).
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