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1. ABREVIATURAS

Abreviatura Significado
3AT 3-Amino-1,2,4-triazole
AD Action domain
AIF Apoptosis-inducing factor
ARTS Apoptosis-related protein in the TGF-b signaling pathway
aSMase Acid sphingomyelinases
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BMP Bone morphogenetic protein.
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CARD Caspase recruitment domains
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COMMDI Copper metabolism (Murrl) domain containing 1
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CTSD Cathepsin D (lysosomal aspartyl protease)
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DED Death effector domain
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DISC

Death inducing signaling complex

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium
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dominio IBM IAPs binding motiv
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DTT Ditiotreitol
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Eextracellular-signal-regulated kinases / Mitogen-activated
ERK1 / MAPK3 protein kinase 3
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FLIP C-FLICE inhibitory protein
GSPT1 G1 to S phase transition protein
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HAX-1 HSI-associated protein X1
IAP Inhibitor of apoptosis protein
IFN Interferon
IKK IxB kinase
IL Interleukin
IBo Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-
cells inhibitor, alpha
JINK C-Jun N-terminal kinase
LB

Lysogeny broth (Medio de crecimiento para bacterias)
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MAPK Mitogen-activated protein kinases
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MEKK?2 Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 2
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nSMase Neutral sphingomyelinase
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p75NTR P75 neurotrophin receptor
PAGE Polyacrylamide gel electrophoresis
PARP

Poly(ADP-ribose) polymerase
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PBS

Phosphate-buffered saline

PCR Polymerase chain reaction
PS Phosphatidyl serine
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RING Really interesting new gene
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SD Synthetic dextrose
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2. RESUMEN/SUMMARY

Caracterizacion de la interaccion entre las proteinas XIAP
y FAF1 y su implicacion en las vias de apoptosis y del

factor nuclear kB (NF-xB)

La apoptosis es uno de los procesos de muerte celular programada que esta
estrechamente regulado por el equilibrio entre estimulos nocivos y citoprotectores.
Entre los componentes celulares implicados en la citoproteccion destaca la proteina
XIAP, perteneciente a la familia de las proteinas inhibidoras de apoptosis, IAPs, y tinico
miembro capaz de bloquear directamente a las caspasas efectoras 3 y 7 y a la caspasa
iniciadora 9, interrumpiendo la muerte celular dependiente de caspasas. Ademas, XIAP
promueve la expresion de genes de supervivencia mediante la induccion de la via NF-
kB. La alteracion de la actividad de XIAP esta relacionada con numerosas patologias
asociadas a la muerte celular programada por lo que el estudio de la modulacién de
XIAP permitira comprender su papel en apoptosis y permitira identificar posibles dianas
terapéuticas para su tratamiento. En la busqueda de nuevos reguladores que controlen su
funcion hallamos la proteina, pro-apoptotica FAF1 que forma parte del complejo
inductor de muerte celular, DISC, que interacciona tanto con el receptor Fas/CD95,
como con la caspasa 8 y la proteina adaptadora FADD. Ademads de su funcion en la via

apoptdtica, también es capaz de inhibir la via prosupervivencia NF-«B.

Atendiendo al papel que cumplen ambas proteinas tanto en las vias de apoptosis
como de NF-kB hipotetizamos que ambas proteinas interaccionan y que esta interaccion
modula su actividad en estas vias. En primer lugar nuestro objetivo ha sido verificar la
interaccion entre XIAP y la proteina FAF1, caracterizando las regiones minimas de esta
interaccion y estudiando la localizacioén subcelular de ambas proteinas, comprobando su
colocalizacion. Posteriormente, establecimos como objetivos: estudiar la actividad
enzimatica (E3 ubiquitin ligasa) de XIAP sobre FAFI1; determinar el efecto de la
interaccion FAF1-XIAP sobre la via apoptdtica extrinseca; y evaluar la implicacion

funcional de la interaccion FAF1-XIAP en la via de sefializacion NF-xB.
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Hemos corroborado la interaccion entre XIAP y FAFlen células eucariotas
mediante inmunoprecipitacion de las proteinas enddgenas y utilizando mutantes de
delecion observamos que la interaccion se produce entre los dominios BIR de la
proteina XIAP y la region Nt del dominio DEDID de FAF1. Mediante microscopia
confocal hemos determinado la colocalizacion de ambas proteinas en el citoplasma y
nucleo, empleando diferentes indices de solapamiento (Pearson, Malders, M1/M2 y

k1/k2).

Nuestros resultados de inmunoprecipitacion demuestran que XIAP incorpora la
molécula ubiquitina a FAF1 mediante su dominio RING, marcdndolo para degradacion
proteosomal. Posteriormente, evaluamos la citoproteccion de XIAP en presencia de
FAF1 sin y con estimulos nocivos mediante el sistema robotizado de analisis celular
InCell, citometria de flujo y valoraciéon de morfologia nuclear. Concluyendo que FAF1
no es capaz de alterar en ningliin caso el efecto citoprotector de XIAP. Por su parte,
XIAP durante el proceso apoptotico inducido por FAF1, disminuye el procesamiento
proteolitico de las caspasas 3, 7 y 9, y la actividad de las caspasas efectoras 3 y 7.
Ademéds, hemos descrito que la sobreexpresion de XIAP disminuye la actividad de la
caspasa 8, mediante su interaccion con FAF1. La proteina XIAP es un activador de la
via de supervivencia del factor nuclear kB (NF-«xB) a través del complejo XIAP-TABI-
TAKI1, que activa el complejo de IKKs. A su vez, FAF1 inhibe la via, desestabilizando
los complejos IKKs y secuestrando el factor de transcripcion p65 en el citoplasma,
evitando su entrada al nticleo. Hemos comprobado mediante estudios de luminiscencia
que la proteina FAF1 no interfiere en la union de XIAP con TABI, necesaria para su
activacion de la via NF-kB. Por su parte, XIAP es capaz de atenuar la inhibicion via
NF-kB debida a FAF1, mediante la interaccion directa de sus dominios BIR, ademas de

mediante su degradacion mediada por la unidén de ubiquitinas.

En conjunto, esta tesis doctoral describe por primera vez la interaccion entre FAF1 y
XIAP. La proteina FAF1 no altera la capacidad citoprotectora de XIAP si bien, XIAP
interfiere en la actividad pro-apoptotica de FAF1 bloqueando las vias caspasa-
dependientes. Igualmente, FAF1 no modula la activacion de la via NF-kB inducida por
XIAP en tanto que XIAP regula la inhibicién de FAF1 por la interaccion directa y por el

marcaje con ubiquitinas para su degradacion por el proteosoma.
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Puesto que ambas proteinas se encuentran estrechamente relacionadas en distintas
patologias, el mejor conocimiento del equilibrio de estos dos factores ayudard en la

busqueda de nuevas terapias.

Palabras clave: FAF1, XIAP, Apoptosis, NF-kB.
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Characterization of the XIAP and FAF1 proteins
interaction and implications on apoptosis and nuclear
factor kB (NF-xB) pathways.

Programmed cell death apoptosis is a process tightly regulated cell by the balance
between deleterious and protective signals. The XIAP (X-linked chromosome IAP), a
protein belonging to the Inhibitor of Apoptosis Proteins (IAPs) family, directly binds to
and inhibits the upstream caspase 9, and downstream caspases 3 and 7 to prevent cell
death. Besides preventing caspase-dependent cell death, XIAP also activate the NF-xB
survival pathway. The disruption of XIAP expression levels is related to numerous
pathologies involving disordered programmed cell death. Therefore, understanding the
role of XIAP in apoptosis and its regulation by other factors will allow us to identify
possible therapeutic targets for future treatments. Searching for new XIAP regulators,
we found the FAF1 protein (Fas Associated Factor 1). FAF1 is a pro-apoptotic protein,
which is part of the cell death complex DISC (Death Inducing Signalling Complex)
interacting with Fas/CD95 death receptor, the adaptor protein FADD and the initiator
caspase 8 and induces cell death. FAF1 is also able to hinder the activaction of NF-xB

survival pathway.

Considering the role of these proteins in apoptotic and NF-«kB pathways, we
hypothesize that XIAP and FAF1 interact and that this interaction regulates their actions
in these signalling pathways. Our main goal was to verify the XIAP-FAF1 interaction in
order to establish the minimal interaction area of the interface and to determine the
subcellular localization of both proteins. We approach the functional role of XIAP-
FAFI interactions studying the XIAP enzymatic activity (E3 ubiquitin ligase) on FAFI,;
determining the effect of the XIAP-FAF1 interaction on the extrinsic apoptotic
pathway; and assessing the functional implication of the XIAP-FAF1 interaction on the

NF-kB survival pathway.

In our work, we have first confirmed the endogenous XIAP-FAF1 interaction in
eukaryotic cells by immunoprecipitation. We generated XIAP and FAFI1 truncated
mutants and we determined that this interaction occurs between the N-terminal region
of XIAP, which spans between BIR1 and BIR3 domains and the N-terminal region of
the DEDID domain of FAF1.Using confocal microscopy techniques, we showed that
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both proteins have cytoplasmic and nuclear colocalization, calculating several
overlapping indexes (Pearson, Manders, M1/M2, k1/k2). We observed that XIAP
downregulates FAF1 cellular expression. Our immunoprecipitation experiments have
shown the ubiquitination and proteosomal degradation of FAFI, involving XIAP’s
RING domain. In later experiments, using an InCell analyzer, flow cytometry and
nuclear morphology analysis, we observed that XIAP blocks FAF1-induced cell death.
FAFI is not able to interfere with the pro-survival activity of XIAP despite of binding
BIR domains of XIAP. To shed light on XIAP and FAF1 cross-talk on apoptosis, we
explored the apoptotic caspase-dependent signalling pathway. FAF1 induced cell death
is blocked because caspase 3, 7 and 9 cleavage and activity is hindered by XIAP.
Besides, XIAP overexpression decreases caspase 8 activity by interacting with FAF1.
Because both proteins inversely regulate the NF-kB pathway, we studied their influence
on this signalling pathway when co-expressed. XIAP activates NF-kB pathway through
the formation of XIAP-TABI-TAKIlcomplex, which, in turn, activates IKK complex.
Conversely, FAF1 inhibits NF-kB activation by disrupting IKK complex and preventing
p65 enters the nucleus. Our experiments with luminescence activity reveal that FAF1
does not interfere with the TABI-XIAP interaction, but is able to reduce NF-«xB
activation by XIAP because of the direct effects on the pathway. However, XIAP is able
to interfere with the ability of FAF1 to downregulate NF-kB signalling by either

interaction of BIR domains or promoting FAF1 ubiquitination and degradation.

This thesis describes a novel interaction between XIAP and FAF1 and show the
existence of new cellular mechanisms through which these two proteins regulate
apoptotic and non-apoptotic processes. Given that both proteins are closely involved in
different diseases, a better understanding of the balance and effects of the XIAP-FAF1

interaction will help in the search for promising therapies.

Key words: FAF1, XIAP, Apoptosis, NF-xB
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3. INTRODUCCION

3.1 MUERTE CELULAR

Seglin establece la teoria celular, la célula es la unidad mas pequena de vida,
caracterizada por la capacidad metabolica, de replicacion y de reaccion a estimulos. Por
contraposicion, la muerte celular puede definirse como la pérdida de estas funciones.
Sin embargo, la determinacidn y definicion precisa del evento de muerte celular resulta
complejo dado que la pérdida de las funciones y la desaparicion de la propia célula
ocurre a través de un proceso que se extiende en el tiempo. De acuerdo con las
definiciones del campo de la Patologia Celular, la muerte celular se puede considerar
como el punto de no retorno en este proceso, a partir del cual no puede detenerse el
proceso degenerativo de la célula (figura I1) (Majno, La Gattuta et al. 1960; Trump,
Goldblatt et al. 1965; Ginn, Hochstein et al. 1969). La identificacion de este punto sin
retorno no resulta clara, habiéndose planteado clasicamente eventos como la pérdida del
potencial de membrana de la mitocondria o la exposicion en el exterior de la membrana
plasmatica de moléculas como la fosfatidil serina. Sin embargo, bajo algunas
circunstancias, la célula puede sobrevivir pese a mostrar estas caracteristicas, por lo que
algunos autores aconsejan considerar la rotura de membrana plasmatica como punto de

no retorno y, en consecuencia, de muerte celular (Kroemer, El-Deiry et al. 2005).

hecrosis
g N
noxa muerte celular
(punto sin retorno)
alteraciones necrobiosis necrofarenosis necrolisis

reversibles

l | > tiempo

Figura I1. El proceso de la muerte celular. Segun los patologos celulares, independientemente de la
causa y forma de muerte, puede observarse un proceso que acontece después del estimulo nocivo hasta la
desaparicion de la célula. La muerte celular se establece en el punto de no retorno, a partir del cual la
célula no puede recuperarse. Posteriormente se produce la necrosis, dividida en 3 estadios segun los
eventos morfologicos que acontecen: necrobiosis, necrofarenosis y necrolisis. Durante la necrobiosis la
célula ain no muestra signos externos de su muerte. En la necrofarenosis la célula pierde su morfologia
externa permitiendo apreciar su muerte y finalmente, durante la necrolisis, se produce la disolucion del
material celular. Modificado de Attp.//escuela.med.puc.cl/publ/patologiageneral/patol _031.html.
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La muerte celular forma parte de la homeostasis y del desarrollo del organismo. De
hecho, las células tienen una vida limitada, aunque su duracion es muy variable, con
tipos celulares que mueren pocas horas tras su maduracion, como los leucocitos
eosinofilos y neutréfilos, y otros tipos, como las neuronas, que persisten toda la vida del
organismo o incluso mas tiempo si se trasplantan a otros individuos (Magrassi, Leto et
al. 2013). La muerte celular también puede producirse de forma accidental, por una
causa externa a la célula (infeccion de patdogenos, radiacion ultravioleta, traumatismo,
falta de nutrientes, estrés oxidativo...), o por una causa interna (por ejemplo, por fallos
en el ciclo celular). Esta dicotomia entre muerte “normal” y accidental llevo a diferentes
patdlogos de la segunda mitad del XIX a descubrir la existencia de diferentes tipos de
muerte celular. Asi, en 1859, Virchow describia un tipo de muerte causado por la vida
en contraposicion a un proceso de muerte violenta (gangrena y mortificacion): “death
brought on by (altered) life— a. spontaneous wearing out of living parts — the
destruction and annihilation consequent upon life — natural as opposed to violent
death (mortification)” (Virchow 1859). Actualmente, se diferencian dos tipos de muerte
principales: la oncosis (tradicionalmente denominada necrosis; (Majno and Joris 1995;
Levin 1998)) y la muerte celular programada.

La oncosis es un proceso de muerte pasiva, producida generalmente por
traumatismos, isquemia, infecciones y algunos tipos de agentes toxicos. Presenta
caracteristicas morfologicas muy diferentes a los procesos de muerte celular
programada (Weerasinghe and Buja 2012). Asi, la oncosis esta caracterizada por una
marcada tumefaccion de la célula, pérdida de la estructura citoesquelética y formacion
de vacuolas citoplasmaticas. El reticulo endoplasmadtico se dilata, la mitocondria se
deforma y los ribosomas y las membranas de los organulos citoplasmaticos se
disgregan. En el nucleo se produce la condensacion de la cromatina (pyknosis) y la
posterior fragmentacion del nucleo (karyorrhexis). Finalmente la ruptura de la
membrana plasmatica lleva a la dispersion del material celular, que producird la
induccion del proceso inflamatorio (Kung, Konstantinidis et al. 2011).
Bioquimicamente, la oncosis estd asociada a una reduccion del ATP intracelular y al
cese de la actividad de las bombas de iones en la membrana mitocondrial (Trump,

Berezesky et al. 1997; Fink and Cookson 2005)

Al contrario que la oncosis, la muerte celular programada consiste en un proceso

biologico activo, que depende de la activacion de mecanismos moleculares especificos
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que llevan a la célula al suicidio. En los organismos pluricelulares, este proceso de
muerte celular es fundamental para el correcto desarrollo embrionario, la morfogénesis
y el mantenimiento de la homeostasis tisular en el organismo adulto (Vaux and

Korsmeyer 1999; Degterev and Yuan 2008).

La muerte celular programada puede producirse de diferentes maneras, segin los
mecanismos que la célula activa para llevar a término su suicidio. Las primeras
definiciones y clasificaciones de los tipos de muerte celular programada se hicieron
basandose en caracteristicas morfologicas. Sin embargo, se ha comprobado que en la
muerte celular un mismo cambio morfoloégico puede ser producido por diferentes
procesos bioquimicos (Galluzzi, Maiuri et al. 2007; Green, Ferguson et al. 2009;
Kroemer, Galluzzi et al. 2009). De esta manera, el Comité de Nomenclatura de Muerte
Celular (Nommenclature Committee on Cell Death, NCCD) (Galluzzi, Vitale et al.
2012) atiende principalmente a criterios bioquimicos para clasificar la muerte celular
programada. No obstante, advierte que estos métodos bioquimicos, pese a tener grandes
ventajas a la hora de valorar el tipo de muerte celular respecto a las técnicas
morfologicas, tiene también inconvenientes, no pudiéndose tomar un Unico proceso
bioquimico como sefial inequivoca de un tipo de muerte, ya que algunos son comunes a
varios tipos de muerte celular y pueden producirse también sin que tengan como
resultado final la muerte de la célula. La combinacion de criterios bioquimicos y
morfologicos ha permitido distinguir los siguientes procesos de muerte celular (figura

12):

Apoptosis. Es la forma de muerte celular programada que ha centrado mayor
atencion y ha sido mejor caracterizada. Presenta caracteristicas morfoldgicas y
bioquimicas bien definidas y desempefia un papel fundamental en el desarrollo y la
homeostasis de organismos pluricelulares. Morfolégicamente se caracteriza por una
disminucion del volumen celular y la formacion de vesiculas que seran fagocitadas, por
lo que no inducen respuesta inflamatoria. Sus caracteristicas bioquimicas y propiedades

seran ampliadas en el siguiente apartado.
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Muerte celular autofagica. La autofagia es una via degradativa lisosomal que
puede actuar como respuesta adaptativa de la c€lula a situaciones de estrés como la falta
de nutrientes. Si la célula no es capaz de sobreponerse a esta situacion desfavorable, la
autofagia puede causar la muerte de la célula (Boya, Gonzalez-Polo et al. 2005), aunque

existe controversia al respecto (Levine 2005).

Necroptosis. Recientemente se ha descrito que la oncosis puede producirse de una
manera activa y regulada, manteniendo sus caracteristicas morfoldgicas, pero con la

participacion de proteinas especificas.

Netosis. Es un proceso de muerte especifico de granulocitos (neutrofilos y
eosinofilos) que se produce cuando, en respuesta a determinados estimulos, estos
glébulos blancos liberan cromatina nuclear, histonas y proteinas antimicrobianas
granulares para generar estructuras microbicidas denominadas trampas extracelulares de
neutrofilos (Neutrophil Extracellular Traps, NETs)(Yousefi, Gold et al. 2008). La

produccion de estas trampas provocan la muerte del granulocito.
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Se han descrito otras formas de muerte celular programada con caracteristicas de
activacion propias. Sin embargo, dado que convergen posteriormente en alguno de los
procesos de muerte celular descritos anteriormente, no son considerados como un tipo
de muerte celular en si mismos. En esta categoria encontramos la catastrofe mitotica
(muerte celular producida por una mitosis aberrante), anoikis (muerte de células
adherentes en respuesta a la falta de interaccion con la matriz), entosis (muerte
provocada por la pérdida de interacciones célula-célula), parthanatos (muerte mediada
por enzimas de respuesta a dafio en el ADN, fundamentalmente PARP1), pyroptosis
(descubierta al estudiar la muerte celular provocada por infeccidones bacterianas) y la
cornificacion (proceso de diferenciacion terminal de los keratinocitos para formar la

capa exterior de la piel o stratum corneum).

3.2 APOPTOSIS

3.2.1 Descubrimiento y caracteristicas morfologicas

El termino apoptosis aparecié en el campo de la biologia por primera vez en 1972
(Kerr, Wyllie et al. 1972) para describir un proceso de muerte celular con unas
caracteristicas concretas que lo diferenciaban de la necrosis (i.e. oncosis) conocida hasta
el momento. Este proceso se producia de forma regular en el organismo bajo
condiciones tanto fisiologicas como patologicas. Las células que seguian el proceso
apoptotico mostraban al microscopio rasgos morfologicos (figura 13) como la
condensacion del citoplasma y de la cromatina en el nucleo (pyknosis) (Kerr, Wyllie et
al. 1972), que se contraponian a la degradacién desordenada de la oncosis. En los
ultimos estadios de este proceso se observaba la fragmentacion de la célula para formar
los cuerpos apoptdticos con material celular diverso en su interior, que eran en Ultimo
término fagocitados por células especializadas llamadas entonces “histiocitos”

(macrofagos, células parenquimales o células neoplasicas) (Kerr 1971).
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Células parenquimales Figura I3. Diagrama de las

caracteristicas
morfologicas de la
apoptosis. Adaptado de
Kerr, Wyllie et al. 1972.
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Estas primeras caracteristicas se han ampliado a lo largo de los afios y han servido
para definir la apoptosis como un proceso degenerativo de una célula asociado a la
siguiente serie de eventos morfoldgicos bien diferenciados (ver comparacién con

oncosis en tabla I1):

- En primer lugar, las células retraen los pseudopodos, reducen su volumen y
pierden contacto con las células vecinas. Esto es causado por la pérdida de
agua debido al flujo osmotico hacia el espacio extracelular producido por la
desregulacion de los sistemas de transporte idnico (Lang, Foller et al. 2005).

- Posteriormente, las cisternas del reticulo endoplasmatico liso se dilatan y
pueden llegar a fusionarse con la membrana plasmatica.

-  En algunas ocasiones, la membrana exterior de la mitocondria se
permeabiliza, perdiendo el potencial transmembrana y liberando proteinas

que favorecen el proceso apoptotico.
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APOPTOSIS
(Proceso dependiente de ATP. Participacion activa de
componentes celulares y biosintesis de proteinas)

NECROSIS (ONCOSIS)
(Proceso energéticamente pasivo. No se requiere la biosintesis de
nuevas proteinas)

Suele producirse en células aisladas

Muerte fisiologica. Se produce durante el desarrollo, mantiene la
homeostasis tisular y elimina células dafiadas

Proceso muy regulado y controlado. Sigue un orden especifico de
eventos.

Redondeamiento de la célula, retraccion de pseudopodos.
Reduccion del volumen celular.

Formacién de protuberancias en la membrana plasmatica
(Blebbing), manteniendo su integridad.

Condensacion de la cromatina (pyknosis). Fragmentacion
internucleosomal del DNA genomico y fragmentacion del nucleo
(karyorrhesis )

Liberacion de vacuolas (Shedding) conteniendo porciones
citoplasmaticas y organulos subcelulares (cuerpos apoptéticos).
No se produce inflamacion .

Fagocitosis de cuerpos apoptéticos, por células vecinas o por
fagocitos. Si los cuerpos apoptoéticos no son fagocitados provocan
necrosis secundaria (necrosis apoptotica).

Suele afectar a muchas células contiguas del mismo tejido

Muerte no fisioldgica; muerte accidental traumatica. No ocurre
durante el desarrollo.

Pérdida de la integridad de la membrana plasmatica. Las proteinas
del citoesqueleto se desorganizan.

Dilatacion de la membrana nuclear y condensacion de la
cromatina (pyknosis) en areas pequenas e irregulares.
Fragmentacion del nucleo (karyorrhesis) y posterior degradacion
de sus componentes (karyolisis)

Liberacion del contenido celular al medio extracelular. Inflamacion
local. Globulos blancos son atraidos a la zona.

Lisis celular, y dafio a las células vecinas.

Tabla I1. Diferencias morfolégicas entre los procesos de apoptosis y oncosis. Modificado de M.A.

Lizarbe (Lizarbe Iracheta 2007).

- Se produce la formacion de

agregados proteicos insolubles por

entrecruzamiento de proteinas citoplasmaticas debido a la actividad de

transglutaminasas de tejido sobreexpresadas durante la apoptosis (Autuori,

Farrace et al. 1998).

- En el nucleo, la cromatina se condensa (pyknosis) y se acumula en la

periferia de la envoltura nuclear.

El nucleolo se desintegra en particulas

osmiofilas (que se tifien de un color oscuro con tincion de tetradxido de

Osmio). Se produce la fragmentacion nuclear (karyorrhesis) por las

endonucleasas dependientes de Ca®* y Mg*" que cortan el ADN entre

nucleosomas originando fragmentos de un tamafio multiplo de entre 180 y

200 pares de bases. Esto produce un patron de ADN en escalera al analizarlo

mediante electroforesis (Bortner, Oldenburg et al. 1995).

- Las células apoptdticas secretan moléculas como la lisofosfatidilcolina que

reclutan macréfagos (Ravichandran and Lorenz 2007). Paralelamente,

exponen moléculas como el lipido fofatildilserina en la cara externa de la

membrana plasmatica que sirven de sefial para que la célula sea reconocida

por los macrofagos, asi como

por las células parenquimales o las
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neoplasticas. Esta molécula ha sido ampliamente usada en biologia
molecular para la deteccion de apoptosis, junto con otras proteinas que
también se externalizan, como la Anexina-I y la calreticulina (Elmore 2007).

- En la membrana plasmatica se generan unas estructuras a modo de pequefias
evaginaciones esféricas (blebbing, ver en figura 14) debido a la degradacién
de proteinas del citoesqueleto (Doonan and Cotter 2008).

- Finalmente, se forman los denominados cuerpos apoptoticos, fragmentos de
citoplasma rodeado de membrana citoplasmatica intacta (impermeable a
colorantes vitales), que contienen fragmentos de organulos citoplasmaticos y
cuerpos densos granulares que corresponden a fragmentos nucleares (Taylor,
Cullen et al. 2008). Estos cuerpos apoptodticos son fagocitados rapidamente
por células vecinas o células especializadas como los macréfagos. De esta

manera se evita que el proceso de necrosis secundaria disemine el material

citoplasmatico e induzca la liberacion de citoquinas proinflamatorias (Fadok,

Bratton et al. 1998; Kurosaka, Takahashi et al. 2003).

Figura I4. Superficie externa de células en proceso de muerte. N: Célula necrética con numerosas
lesiones en la superficie celular. A: Célula apoptdtica con evidentes deformidades en la membrana
(blebbing). Fotos tomadas con Microscopia electronica de barrido (aumento: x 5,000). Fuente:
http://www.cyto.purdue.edu/cdroms/cyto4/15 _apop/data/chap10.htm

3.2.2 Caracteristicas bioquimicas y vias de sefializacion

La apoptosis estd caracterizada por una serie de procesos moleculares especificos
controlados por genes que se han conservado filogenéticamente (Kerr, Wyllie et al.

1972; Vaux, Weissman et al. 1992; Vaux and Korsmeyer 1999). Los cambios
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morfologicos descritos responden a la activacion de vias de sefializacion que se inician
cuando la célula recibe estimulos apoptoticos de origen externo y/o interno.
Tipicamente, estas vias apoptoticas concluyen con una extensa actividad proteolitica
llevada a cabo por una familia especifica de Cisteinil-ASPartato proteASAS
denominadas caspasas, aunque, recientemente se han descrito procesos apoptoticos
independientes de ellas (Galluzzi, Maiuri et al. 2007). Las caspasas son un grupo de
cistein proteasas que se sintetizan a modo de zimdgenos y se activan por proteolisis
(figura I5). En mamiferos se conocen 14 caspasas diferentes. Aunque las mas estudiadas
estan implicadas en apoptosis, otras participan en procesos de inflamacion y otros
procesos mds o menos conocidos. Las caspasas implicadas en apoptosis constan de 3
dominios principales, un dominio N-terminal de longitud variable (prodominio) y una
region catalitica formada por una subunidad grande (p20) y una subunidad pequefia
(p10) de aproximadamente 20 y 10 kDa respectivamente (LeBlanc 2003). En su forma
completa (pro-caspasas), las caspasas son inactivas y deben activarse por la rotura

proteolitica de unas secuencias de aminoacidos que contienen un residuo de &cido

Caspasas apoptoticas en mamiferos.
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Figura IS. Representacion esquematica de las caspasas apoptoticas presentes en mamiferos. Las
caspasas estan representadas a escala. La posicion del primer corte interno entre la subunidad grande y
pequefia esta marcado con una flecha mas gruesa, mientras que los demas cortes estan representados por
flechas mas estrechas. (Modificado de, Riedl, 2004)
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aspartico y que se encuentran entre el prodominio y la subunidad grande, y entre esta
ultima y la subunidad pequefia (Fuentes-Prior and Salvesen 2004). La caspasa 9 es una
excepcion, que solo posee secuencias de activacion entre la subunidad grande y
pequefia. Una vez activadas, las caspasas forman heterotetrameros compuestos por 2

subunidades grandes (~20 kDa) y 2 subunidades pequenas (~10 kDa).

Entre las caspasas apoptoticas, se distinguen las denominadas caspasas iniciadoras
(caspasas 8, 9 y 10) y las efectoras (caspasas 3, 6 y 7). Las caspasas iniciadoras se
caracterizan por tener un prodominio de mayor longitud. Su funcién es integrar las
sefales apoptoticas internas (caspasa 9) o externas (caspasas 8 y 10) y activar a las
caspasas efectoras que tienen como sustrato. Las caspasas efectoras se localizan
constitutivamente en el citoplasma, formando dimeros inactivos. Estas caspasas
necesitan el corte de un bucle que permite al sitio activo adquirir la conformacion
necesaria para ser totalmente activas (Shi 2004). Su activacion inicia la rdpida
degradacion celular, ejerciendo su actividad cistein-proteasa sobre multitud de sustratos
citoplasmaticos importantes para la viabilidad celular, como diversos inhibidores de
apoptosis, proteinas de adhesion celular, proteinas del citoesqueleto, proteinas
nucleares, del reticulo endoplasmatico y del aparato de Golgi, reguladores del ciclo
celular, proteinas de mantenimiento del ADN y ARN, factores de trascripcion,
receptores de membrana y proteinas de transduccion de sefiales. Ademads tienen como
sustrato a caspasas iniciadoras, provocando una retroalimentacion del proceso de muerte

(Ferreira, Kreutz et al. 2012).

Estimulo externoC@Q Figura 16. Esquema
simplificado de las vias de
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intrinseca de la apoptosis.
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Las vias de sefializacion de apoptosis pueden dividirse segin el origen de las
sefiales o estimulos que las inician. Asi distinguimos entre la apoptosis extrinseca

(estimulos externos) e intrinseca (estimulos internos) (figura 16).

La via intrinseca se desencadena por estimulos internos como el dafio en el ADN
genémico, el desequilibrio de las concentraciones de Ca’’, el estrés oxidativo o la
acumulacién de proteinas no plegadas en el reticulo endoplasmatico, entre otros.
Aunque el origen de estos estimulos es muy diverso, todos ellos confluyen en la
permeabilizacion de la membrana externa de la mitocondria (MOMP) mediada por
diversas proteinas, como el complejo de proteinas de la familia de Bcl-2, BAK y BAX,
que causan la formacion de poros en la membrana mitocondrial. La ruptura de la
membrana mitocondrial causa la liberacion de citocromo-c que continua la cascada
apoptotica uniéndose a la proteina adaptadora Apaf-1 (dApoptosis protease-activating
factor-1) para formar una plataforma molecular heptamérica denominado apoptosoma
(Zou, Li et al. 1999; Chai and Shi 2014). Este complejo dependiente del aporte de
energia en forma de ATP 6 dATP (Riedl and Salvesen 2007) recluta moléculas de
procaspasa 9, cuya proximidad fisica desencadena su dimerizacion y activacioén (Yuan,
Yu et al. 2011; Chai and Shi 2014), y el consecuente corte y activacion de las caspasas
efectoras. El MOMP tiene consecuencias adicionales, como la disipacion del potencial
de membrana o la produccion de especies reactivas de Oxigeno (ROS). Asimismo,
posibilita la liberacion al citoplasma de proteinas mitocondriales que contribuyen a la
progresion de la apoptosis, tales como SMAC/DIABLO vy la serin-proteasa Omi/HtrA2
que facilitan la activacion de caspasas o AIF (A4poptosis Inductor Factor) y
endonucleasa G (ENDOG) que actian de forma independiente de caspasas,
desplazandose al nucleo e induciendo la fragmentacion del DNA (Chautan, Chazal et al.

1999).

La via extrinseca hace referencia a la induccion apoptotica por senales
extracelulares de estrés a través de receptores de membrana plasmatica, principalmente
los denominados receptores de muerte, como FAS/CD95, TNF receptor 1 (TNFR1),
TRAIL receptor (TRAILR), etc. Estos receptores responden a la unioén de su ligando
con un cambio conformacional en su parte citosolica, reclutando de esta manera a
proteinas adaptadoras como FADD o TRADD vy a las pro-caspasas iniciadoras 8 o 10,

aunque la funciéon de esta ultima todavia estd en debate (Sprick, Rieser et al. 2002;
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Fischer, Stroh et al. 2006; Parrish, Freel et al. 2013). Los complejos protéicos
resultantes favorecen la dimerizacion de las pro-caspasas que proporciona la proximidad
espacial necesaria para activarse mutuamente, estabilizando el dimero. Posteriormente
se escinden de las moléculas adaptadoras, rompiendo la uniéon con sus prodominios para
liberarse las formas activas de caspasa 8 o 10 constituidas por dos subunidades p18 y 2
subunidades p10 (Oberst, Pop et al. 2010; Lavrik and Krammer 2011) que activan a las
caspasas efectoras para iniciar la protedlisis de la célula. Ademas de los receptores de
muerte, la via extrinseca también se puede activar a través de los denominados
receptores de dependencia (receptores de netrina UNCS5A-D y “deleted colorectal
carcinoma” DCC) que inducen esta via cuando la concentracion de su ligando en el
medio extracelular desciende por debajo de ciertos niveles (Mehlen and Bredesen

2011).

La apoptosis estd fuertemente controlada por una red de interacciones entre las
proteinas que forman parte de las vias apoptoticas, incluyendo tanto los componentes
propios de la via como las proteinas que regulan la actividad de estos componentes.
Estas proteinas reguladoras se pueden dividir en anti-apoptoticas y pro-apoptoticas,
segun las consecuencias de sus interacciones. En el primer grupo se incluyen todas las
proteinas que de manera directa o indirecta interfieren en la progresion de la apoptosis.
Este grupo incluye numerosas proteinas, siendo las principales los miembros de la
familia de proteinas inhibidoras de apoptosis (IAPs) y algunos miembros de la familia
de Bcl-2. La familia de las IAPs contiene 8 miembros que actian fundamentalmente a
través de la inhibicion de la actividad de las caspasas iniciadoras y efectoras especificas,
aunque también pueden actliar sobre otros reguladores pro-apoptoticos (Deveraux and
Reed 1999). Por su parte, la familia de Bcl-2 incluye proteinas como Bcel-2 o Bel-X
capaces de bloquear la MOMP interaccionando con las proteinas BAK y BAX,
encargadas de formar poros en la membrana mitocondrial externa (Czabotar, Lessene et
al. 2014). En el lado opuesto, las proteinas pro-apoptdticas promueven la apoptosis
tanto a través del bloqueo de proteinas anti-apoptdticas como favoreciendo directamente
la progresion de las vias apoptoticas. Algunas, como SMAC/DIABLO, HtrA2/Omi o
AIF (Apoptosis-inducing factor), son mitocondriales y se liberan tras la MOMP (Galban
and Duckett 2010). Estas proteinas tienen como diana a proteinas anti-apoptoticas como
las TAPs, interfiriendo en su actividad (Abhari and Davoodi 2008). Existen también

proteinas pro-apoptoticas citoplasmaticas, como, por ejemplo, Bad que bloquea a Bcl-2
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y Bcl-Xy, liberando a BAK y BAX para permitir la formacion de poros en la membrana
externa mitocondrial (Yang, Zha et al. 1995). Otras, como Apaf-1, funcionan como
proteinas adaptadoras, estabilizando o favoreciendo el reclutamiento de proteinas en los
complejos proteicos que se forman durante la sefalizacion de muerte, como el
apoptosoma (Milovic-Holm, Krieghoff et al. 2007). Los niveles de expresion, la
actividad, el estado transcripcional, etc... de todas estas proteinas definen un equilibrio
de sefiales anti- y pro-apoptdticas. La ruptura de este equilibrio a favor de la apoptosis
determina la muerte de la célula incluso en ausencia de estimulos apoptdticos mientras
que, por el contrario, el desequilibrio a favor de factores anti-apoptdticos puede permitir

la supervivencia de células en condiciones apoptoticas.

3.2.3 La apoptosis en condiciones fisiologicas y patolégicas

La apoptosis participa en numerosos procesos durante el desarrollo y es
fundamental para el correcto funcionamiento del organismo adulto. En el desarrollo es
responsable de eliminar estructuras morfologicas especificas de determinados estadios o
que no se requieren en uno de los dos sexos (Baehrecke 2002). Por ejemplo, en el
desarrollo del sistema nervioso la apoptosis es responsable de eliminar el 50% de la
poblacién original de neuronas (Burek and Oppenheim 1999). Este ajuste permite al
organismo optimizar las conexiones sindpticas y crear patrones neuronales eficientes
(Nijhawan, Honarpour et al. 2000). Algo similar ocurre en la seleccion de linfocitos T y
B en el sistema inmune. En el timo y médula dsea se produce una seleccion negativa de
los linfocitos T y B respectivamente, elimindndose por apoptosis aquellos que no son
capaces de reconocer antigenos eficientemente o que por el contrario reconocen células
propias como ajenas (Mackay, Leskovsek et al. 2008). La apoptosis también juega un
papel fundamental en la respuesta inmune. Asi, por ejemplo, frente a una infeccion
viral, las células infectadas expresan proteinas de membrana informando de su
condicién al sistema inmune. Este, mediante células NK (Natural Killer) o citoquinas
solubles, inducen la apoptosis de las células afectadas para detener el avance de la

infeccion (Barber 2001).

La apoptosis actlia como ultimo recurso en células en las que se ha producido un
dafio en el ADN (dafio genotoxico). Estos errores se intentan subsanar por la

maquinaria celular encargada de su reparacion, pero si no es posible, las células se
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eliminan por apoptosis (Roos and Kaina 2006). De forma similar, la apoptosis se induce
tras los fallos del ADN asociados al envejecimiento celular. Por ejemplo, las
alteraciones del ADN mitocondrial debidas a las especies reactivas de Oxigeno (ROS)
provocan la activacion del proceso apoptotico mediante la liberacién al citosol de
citocromo C y/o AIF. Igualmente, en el nucleo, el acortamiento de telémeros a lo largo
de la vida de la célula se traduce en una pérdida de la estabilidad de la cromatina que
puede producir la muerte apoptotica, posiblemente mediada por al aumento de niveles

activados del factor de transcripcion p53 (Aubert and Lansdorp 2008).

La apoptosis también participa en numerosas patologias. Su alteracion, tanto por
inhibicidn como por sobreactuacion, subyace a cuadros patolégicos tan relevantes como
el cancer y las enfermedades neurodegenerativas, por citar algunos ejemplos (Fadeel
and Orrenius 2005). En el caso del cancer, las células tumorales cominmente muestran
deficiencias en los mecanismos que activan la apoptosis, bien expresando proteinas anti-
apoptoticas o alterando la expresion o funcion de proteinas pro-apoptoticas. En el
primer caso encontramos ciertas formas de linfomas de células B que sobreexpresan
Bcl-2 (Vaux, Cory et al. 1988). En el segundo caso, encontramos algunos tumores que
resisten a la activacion de la apoptosis alterando la respuesta del receptor de muerte Fas
a su ligando, bien por el bloqueo de su expresion, o por mutacion de su secuencia. Esto
provoca que los linfocitos T y NK encargados de destruir estas células mediante este
receptor se vuelvan ineficaces frente al progreso del proceso tumoral (Cheng, Zhou et
al. 1994; Elnemr, Ohta et al. 2001). En el extremo opuesto, el exceso de activacion de la
via  apoptotica estd  estrechamente relacionado con las  enfermedades
neurodegenerativas. Por ejemplo, la enfermedad de Alzheimer esta caracterizada por
una agregacion neurotoxica del péptido B-amieloide en placas extracelulares que induce
apoptosis, via estrés oxidativo o aumentando la expresion de FasL en neuronas y células
gliales (Lev, Melamed et al. 2003). También puede activar la microglia resultando en la
secreccion de TNFa, que activa la via apoptdtica extrinseca a través de su receptor

TNFR1 (Ethell and Buhler 2003).

La apoptosis también contribuye de forma importante a la fisiopatologia de
traumatismos, como la lesion medular. Los modelos murinos han demostrado que las
alteraciones de los flujos idnicos, la isquemia, la presentacion de citoquinas como Fas

ligando o TNFa, etc inducidas por el trauma medular desencadenan una oleada de

51



muerte apoptdtica conocida como muerte secundaria (Crowe, Bresnahan et al. 1997;
Profyris, Cheema et al. 2004; Keane, Davis et al. 2006). Este proceso se prolonga
durante semanas o incluso meses extendiendo la pérdida celular y tisular a regiones
inicialmente intactas y contribuyendo de forma fundamental a las pérdidas funcionales
de la lesion. La importancia de la apoptosis es tal en todas estas patologias que su
modulacién se considera una estrategia terapéutica fundamental en cancer (Wong
2011), enfermedades neurodegenerativas (Nijhawan, Honarpour et al. 2000; Galluzzi,
Vanden Berghe et al. 2011) o traumatismos del sistema nervioso central (Rowland,

Hawryluk et al. 2008) .

3.3 La via extrinseca y los receptores de muerte celular

Como ya se menciond anteriormente, la apoptosis extrinseca es inducida por una
sefal extracelular reconocida por receptores de muerte de la superfamilia del receptor
del factor de necrosis tumoral (TNFR), que incluye a los receptores TNF 1 (TNF-
R1/p55/DR1/ CD120a/p60), Fas (CD95/APO-1/DR-2), TRAIL-R1 (TNFRSF-10a, DR-
4), TRAIL-R2 (TNFRSF-10b, DR-5), DR3 (Wsl-1/APO-3/TRAMP/LARD/
TNFRSF25) y DR6 (TNFRSF21) (Lavrik 2011) (figura 17). Esta superfamilia de
receptores posee una region citosolica que sirve de punto de anclaje para interaccionar
con proteinas citosolicas e iniciar la sefializacion apoptotica. Los receptores de muerte
forman homotrimeros en la membrana celular donde se produce la unién de sus
ligandos. Cuando esto ocurre se produce un cambio conformacional intracelularmente
que induce el reclutamiento de proteinas citosolicas (Papoft, Hausler et al. 1999; Chan,
Chun et al. 2000; Siegel, Frederiksen et al. 2000; Peter and Krammer 2003; Thorburn
2004). La unién de estas proteinas se realiza mediante uniones homotipicas y segln el
tipo de receptor se produce en los dominios TRAF (TNF receptor associated factors) o
en los Death Domain (DD) (Locksley, Killeen et al. 2001). Como resultado se forman
complejos proteicos que transmiten la sefial apotdtica. Estos complejos se denominan
DISC (Death-inducing Signalling Complex) en el caso de los receptores FAS,
TRAILR1 y TRAILR2, o complejo II en el caso del receptor TNFRI1. Este ultimo
receptor también forma un complejo alternativo con otras proteinas, denominado
complejo I que, contrariamente al complejo 11, activa la via de supervivencia (Lavrik,

Golks et al. 2005).
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Figura I7. Representacion esquematica de la familia de receptores de muerte en mamiferos.

3.3.1 La via de muerte mediada por el receptor CD95/Fas

El receptor de muerte Fas/CD95 tiene como funcidén principal la induccion de
apoptosis y ha servido como paradigma de estudio de este grupo de receptores. Su
ligando es CD95-L/Fas-L, una proteina transmembrana perteneciente a la familia de los
factores de Necrosis Tumoral (TNF), cuyo extremo N terminal es intracelular, mientras
que su extremo C-terminal se expone al exterior celular. Presenta un dominio de unién a
otras moléculas FasL para formar homotrimeros igual que su receptor Fas/CD95. Esta
presente principalmente en la membrana de las células T del sistema inmune, destinado
a inducir la muerte de sus células diana. También est4 presente en otros tipos celulares,
por ejemplo en las neuronas del cerebro en desarrollo (Henkler, Behrle et al. 2005).
FasL aumenta su expresion en situaciones de estrés a través de la via de JNK (Pan, Zhao
et al. 2007) o en condiciones patoldgicas, por ejemplo en la microglia y los linfocitos de
pacientes de Parkinson o esclerosis multiple (Watzlawik, Warrington et al. 2010). FasLL
existe también de forma libre en el medio extracelular al ser cortado de forma trimérica
por metaloproteasas extracelulares como MMP-7 6 ADAMI10, aunque es mucho menos
eficiente en la activacion del receptor Fas (Mitsiades, Yu et al. 2001; Schulte, Reiss et

al. 2007; Kaufmann, Strasser et al. 2012).
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La union de FasL al receptor Fas, que se encuentra constitutivamente formando
agrupaciones en balsas lipidicas, provoca que estas agrupaciones sean endocitadas
(Eramo, Sargiacomo et al. 2004; Lee, Feig et al. 2006). Los endosomas resultantes dan
lugar a estructuras llamadas receptosoma de Fas, que potencian la formacion del
complejo DISC (Schutze, Tchikov et al. 2008). La formacion de este complejo depende
de la unién de la proteina adaptadora FADD (Fas-Associated protein with Death
Domain, también denominada Mortl) al receptor FAS/CD95 a través de su dominio
DD. FADD también posee un dominio DED (Death Efector Domain), a través del cual
recluta a la proforma de la proteasa caspasa 8 (pro-caspasa 8). Una vez unidas al DISC,
las pro-caspasas 8 se encuentran en condiciones de proximidad dptimas para activarse
mediante su dimerizacidon y autoproteolisis (Hughes, Harper et al. 2009; Oberst, Pop et
al. 2010; Lavrik 2011). Ademds de estos componentes basicos, otras proteinas que
pueden formar parte del complejo DISC son:

- RIPI/RIPK1 (Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1):
interacciona con el receptor Fas a través de su dominio DD, participando en
la activacion de la via necroptdtica (Holler, Zaru et al. 2000).

- DAXX (Death-associated protein 6): se une al receptor Fas y activa, a traveés
de la proteina ASK1 (Apoptosis signal-regulating kinase 1), la via de stress
INK (c-Jun N-terminal kinase) para inducir la apoptosis intrinseca a través
de la mitocondria (Shen and Liu 2006).

- FLASH (FLICE-associated huge protein): esta proteina nuclear se desplaza
al citoplasma para potenciar la sefal apoptética. Interacciona con los
dominios DED de FADD y la caspasa 8, potenciando la sefial apoptotica via
mitocondria. (Milovic-Holm, Krieghoff et al. 2007)

- FAF1 (Fas Associated Factor-1): se une al receptor Fas y a la proteina
adaptadora FADD mediante sus dominios FID (Dominio de interaccion a
Fas) y DEDID (Dominio de interaccion a DED) respectivamente. Como
consecuencia estabiliza el complejo DISC y amplifica la sefial de apoptosis.

- C-FLIP (Cellular FLICE (FADD-like IL-1p-converting enzyme)-inhibitory
protein): proteina homodloga a la caspasa 8, con 2 dominios DED, pero sin
actividad catalitica y sin posibilidad de unidén a sustratos, por lo que compite
con la caspasa 8 para unirse a FADD e interferir en la sefial apoptotica.
Forma dimeros sin actividad catalitica con la caspasa 8 o con otras moléculas

de c-FLIP, ensamblandose un complejo alternativo a DISC Ilamado

54



Complejo de Inhibicion a Apoptosis (AIC). Es por tanto un regulador
negativo de la apoptosis, muy estudiado como diana de tratamientos

antitumorales (Safa 2012).

Una representacion esquematica de esta via de sefalizacion se muestra en la figura

I8.
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Figura I8. Representacion esquematica de la via de sefializacion de la apoptosis mediada por del
receptor Fas/CD95. La union del ligando de Fas/CD95, provoca la formacion del DISC en la region
citosolica del receptor, activando la via de sefializacion que lleva a la activacion de las caspasas efectoras
y la apoptosis. Las flechas en negro indican el desplazamiento de proteinas, las flechas en rojo indican
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activacion pro-apoptética, mientras que las verdes indican activacién anti-apoptdtica de proteinas o
complejos. Las puntas de flecha planas indican inhibicién.

Aunque la via de Fas es el paradigma de la apoptosis extrinseca, se ha demostrado
que en determinados tipos celulares necesita de la activacion de la via intrinseca para
llevar a término la muerte de la célula. Atendiendo a la participacion de la via intrinseca
en la transmision de la sefial apoptdtica, se han distinguido dos tipos celulares
(Barnhart, Alappat et al. 2003; Hao and Mak 2010) (Figura I9). Las células tipo I son
células en las que la proteina caspasa 8 es activada por el complejo DISC y
directamente activa a las caspasas efectoras 3 y 7, incluso segundos después de la
activacion (Scaffidi, Fulda et al. 1998). La via intrinseca también es activada, pero no es
necesaria para la induccidon de apoptosis y, por tanto, en estas células la apoptosis no
estd inhibida por proteinas anti-apoptoticas como Bcl-2 o Bel-Xi. (Barnhart, Alappat et
al. 2003). Células tipo I tipicas son los timocitos y los linfocitos T maduros, y las lineas
celulares humanas derivadas de ellos como las H9 (linfocito T cutaneo) o las SKW6.4

(linfocito B) (Kaufmann, Strasser et al. 2012).
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Figura I19. Representacion esquematica de los tipos celulares I y II en la activacién de la via
extrinseca de la apoptosis. La activacion del receptor Fas/CD95 recluta al DISC que activard a las
caspasas efectoras 3 y 7 directamente o a través de la permeabilizaciéon de la membrana externa
mitocondrial (MOMP). El color rojo y verde indica funciones pro y anti-apoptoticas respectivamente. El
grosor de las lineas indica la relevancia de la funcion expresada para el tipo celular I o II.

Por su parte, las células tipo II tienen disminuida la activacion de la caspasa 8
debido a la reducida formacion del complejo DISC (Ryu, Lee et al. 2003) y/o por la
reducida internalizacion y formacion de receptosomas (Barnhart, Alappat et al. 2003).
Para compensar este déficit, se amplifica la sefial apoptodtica a través de la alteracion de
la mitocondria y la activacion de la via intrinseca. En esta activacion es caracteristica la
proteolisis de un miembro de la familia de proteinas Bcl-2, el factor pro-apoptético BID
(BH3 interacting-domain death agonist), transformandose en tBID (BID truncado),
capaz de inducir la permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial a través de la
activacion de Bak y Bax (Kim, Tu et al. 2009). Este evento produce la liberacion de
proteinas mitocondriales y la formacion del apoptosoma (aunque algunos autores
sostienen que su formacién no es indispensable; ver (Shawgo, Shelton et al. 2009)), con
activacion de la caspasa iniciadora 9 y la subsecuente activacion de las caspasas
efectoras 3 y 7 (Chinnaiyan 1999). En estas c¢lulas, las caspasas activas no son
detectables hasta al menos 1 hora tras la estimulacion. Los hepatocitos y las células

B pancredticas, al igual que lineas celulares como las tumorales HelLa (cancer de cerviz
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humano), Jurkat (linfocito T humano) y CEM (linfoblasto T humano) presentan este

tipo de mecanismo.

En los tltimos afios se ha estudiado intensamente las caracteristicas de estos dos
tipos celulares. Segun algunos autores (Hao and Mak 2010), realmente las células tipo I
y tipo II corresponden a los extremos de un continuo en la dependencia de la via
intrinseca para la consecucion de la muerte celular. Diversos aspectos parecen
determinar esa dependencia, pero resulta clave la capacidad de la via para activar
directamente las caspasas efectoras. La activacion de las caspasas 3 y 7 estd
determinada por diversos factores, principalmente por la cantidad de receptor Fas
presente en la membrana celular, la eficiencia de la formacion de DISC y su efectividad
activando a la caspasa 8, asi como por los niveles y actividad de las proteinas anti-
apoptoticas c-FLIP y XIAP (Kaufmann, Strasser et al. 2012). Cuando la activacion
directa de las caspasas efectoras resulta ineficiente, la proteolisis de Bid por caspasa 8
cobra importancia activando la MOMP y liberando al citoplasma citocromo-c para
formar el apoptosoma y activar las caspasas efectoras. También se liberan factores pro-
apoptoticos como SMAC/DIABLO y Omi/HtrA2 que contribuyen a la activacion de las
caspasas efectoras bloqueando a las proteinas anti-apoptéticas. En este escenario, la
proteina anti-apoptotica XIAP parece tener un papel determinante. Segun Jost y
colaboradores (Jost, Grabow et al. 2009), en las células tipo II los niveles de XIAP
aumentan tras la estimulacion, de forma coordinada con la activacion de las caspasas
efectoras, mientras que en las células tipo I sus niveles disminuyen rapidamente tras la

estimulacion.

3.3.2 Las vias de muerte y supervivencia mediadas por el
receptor TNFR1

TNFR1 es un receptor de 55 KDa, presente en todas las células (Wajant,
Pfizenmaier et al. 2003) con una funcién ambivalente, capaz de transmitir tanto sefial de
supervivencia a través de la cascada de sefializacion de NF-xB, como de promover la
activacion de caspasas y la muerte celular (figura 110). Su ligando es la citoquina
homotrimérica TNFa, producida por distintos tipos celulares, principalmente por células

del sistema inmunitario. Su unién a TNFRI1, previamente trimerizado, provoca un
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cambio conformacional en la region citosolica del receptor y la disociacion de las
proteinas bloqueadoras de los dominios de muerte celular del receptor, SODD (Silencer
of Death Domains) (Carswell, Old et al. 1975; Laster, Wood et al. 1988; Chen and
Goeddel 2002; Andera 2009). La liberacion de los Death Domains de TNFR1 permite
su unién homotipica con las proteinas adaptadoras TRADD y RIP1 y posteriormente
con la proteina TRAF2 (TNFR Associated Factor) (Wajant, Pfizenmaier et al. 2003;
Zheng, Kabaleeswaran et al. 2010).

A partir de este complejo se activa la via de supervivencia o la de apoptosis
dependiendo, fundamentalmente, del estado de ubiquitinacion del adaptador RIP1 (Wu,
Liu et al. 2012). La uniéon de TNFa al receptor induce la rapida poliubiquitinacion de
RIP1 en Lys63 (ubiquitinacion no asociada a degradacion) protegiendo a la célula de la
muerte celular y favoreciendo la via de NF-xB (Zhang, Blackwell et al. 2010). Entre las
principales proteinas responsables de la ubiquitinacion en Lys63 de RIP1 se encuentran
las IAP, cIAP 1 y 2, asi como la proteina adaptadora TRAF2, que suelen estar
bloqueadas o degradadas cuando se induce la via apoptotica (Naude, den Boer et al.
2011). Por el contrario, la no ubiquitinacién en Lys63 de RIP es necesaria para la
activacion de la via apoptotica. La apoptosis también es promovida por la proteina A20
que elimina las ubiquitinas en posicion Lys63 (O'Donnell and Ting 2011) y ademads
ubiquitina a RIP1 en Lys48, provocando asi su degradacion y contribuyendo a bloquear
la sefializaciéon de NF-kB. La degradacion por ubiquitinaciéon de RIP1 también se

produce por accion de la proteina CARP-2 (Liao, Xiao et al. 2008).
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Figura 110: Esquema simplificado de sefializacion TNFR1. La union del ligando TNFa al receptor
TNFR1 puede activar tanto la via de supervivencia de NF-kB, como la apoptosis. La ubiquitinacion de la
proteina RIP juega un importante papel en la activacion de una via u otra. Los colores rojo y verde
indican funciones pro y anti-apoptéticas respectivamente.

Cuando RIP1 se encuentra en un estado no ubiquitinado se producen varios
eventos que, tras la sefializaciéon por TNFa, permiten el reclutamiento y activacion de
las caspasas iniciadoras 8 y 10, subsecuentemente, la activacion de la via de apoptosis

de TNFRI1. En este proceso se produce en primer lugar la internalizacion del complejo

60



TNFR1-TRAF2-RIP1-TRADD mediada por clatrinas (Schutze, Tchikov et al. 2008). La
desubiquitinacion de RIP1 también facilita la unién de las caspasas iniciadoras
(O'Donnell and Ting 2011) que, junto con la proteina adaptadora FADD, dan forma al
complejo II. La incorporacion de FADD al complejo contribuye de forma decisiva a la

incorporacidn y activacion de las caspasas iniciadoras.

Al igual que en la via Fas/CD95, la via de TNFRI1 también puede activar la via
apoptotica intrinseca. En este caso, el complejo II se internaliza en una vesicula que se
fusiona con endosomas (Schutze, Tchikov et al. 2008), donde activa las
esfingomielinasas aSMase y nSMase para generar ceramida. Este esfingolipido es capaz
de truncar la proteina BID a través de la activacion de la proteasa CTSD, generando la
proteina téxica tBID que provoca la permeabilizacién de la membrana mitocondrial

desencadenando la apoptosis intrinseca (Schutze, Tchikov et al. 2008).

En las situaciones en las cuales RIP1 se encuentra ubiquitinado, la union del
ligando TNFa desencadena la via canénica de NF-kB con funciones opuestas a la
muerte celular. En estas condiciones, al pre-complejo de TNFR1, TRADD, RIP1
ubiquitinado y TRAF2 se unen las proteinas inhibidoras de apoptosis cIAP 1 y 2,
formando el complejo I de sefalizacion. Estas IAPs poseen un dominio RING con
actividad E3 ubiquitin ligasa (Wajant, Pfizenmaier et al. 2003; Zheng, Kabaleeswaran et
al. 2010) que media en la poliubiquitinacion en Lys63 de los componentes del complejo
I. Como consecuencia se crea una red de cadenas de poliubiquitina que sirve de
andamiaje al que se unen los complejos IKK (quinasas IKK a, B y NEMO/IKKY) y
TAKI1-TABI1/2. Este ultimo complejo, a través de su subunidad quinasa TAKI, activa
el complejo IKK fosforilando a la subunidad IKK[ por un modelo de proximidad (Ea,
Deng et al. 2006; Li and Lin 2008; Napetschnig and Wu 2013). IKK también puede
fosforilarse por la proximidad de dos complejos IKK, ya que tienen capacidad de auto-
transfosforilarse (Perkins 2007; Haas, Emmerich et al. 2009). Una vez activado, el
complejo IKK provoca la fosforilacion de la proteina IkBa, conduciendo a su
degradacion, liberando al complejo proteico NF-kB que mantiene retenido en el
citoplasma y, como consecuencia, permitiendo su entrada al nacleo. El complejo IKK
también favorece el traslado al nicleo de NF-kB y su interaccion con otras proteinas a

través de la fosforilacion de la subunidad p65. Una vez en el nticleo, NF-kB promueve
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la expresion de genes involucrados en supervivencia e inflamacion (Napetschnig and

Wu 2013).

Este factor de transcripcion también activa genes que regulan su propia via de
sefalizacion, como el gen del inhibidor IkBa que vuelve a secuestrar a NF-kB en el
citoplasma (Brasier 2006). También induce la expresion de las proteinas A20 y CYLD
que eliminan ubiquitinas de RIP1, TRAF2 y NEMO (Jono, Lim et al. 2004; Krappmann
and Scheidereit 2005; Wu, Conze et al. 2006; Li and Lin 2008). Por otra parte, NF-kB
también induce la expresion de proteinas que bloquean la senal apoptotica como el
homologo inactivo de caspasa-8, c-FLIP, que se une al complejo II de TNFRI1
inactivandolo (Safa 2012). En toda esta via, la proteina XIAP juega un papel importante
activando los complejos IKK, acercando estos complejos mediante su unién a las
cadenas de poliubiquitina Lys63 (Gyrd-Hansen, Darding et al. 2008) y uniéndose a la
proteina TABI1 para formar el complejo XIAP-TAB1-TAK1 que activa los complejos
IKK (Lu, Lin et al. 2007). Ademas elimina reguladores negativos de la via como
COMDDI, que bloquea a p65 en el nucleo (Mufti, Burstein et al. 2007). Finalmente,
provoca una segunda activacion de la via NF-kB mediante la interaccion con la quinasa

MEKK?2 (Winsauer, Resch et al. 2008).

3.4 LA PROTEINA ANTI-APOPTOTICA XIAP

La bibliografia de los ultimos afios evidencia la importancia de la proteina XIAP
(X-linked Inhibitor Apoptosis Protein) en la regulacion de la apoptosis. XIAP, también
conocida como BIRC4 (Baculoviral IAP Repeat (BIR) Containing Protein 4), es uno de
los miembros de la familia de proteinas inhibidoras de apoptosis IAPs. Esta familia fue
descubierta a raiz de la identificacion hace mas de 20 afios en baculovirus del gen iap
cuando se investigaban homologos funcionales de la proteina viral p35 en diversos
baculovirus (Crook, Clem et al. 1993). Este gen codificaba el polipéptido IAP (Inhibitor
of Apoptosis Protein), capaz de evitar la muerte de las células de insectos infectadas por
este virus, favoreciendo la propagacién viral. La busqueda posterior de ortdlogos de la
secuencia de iap permitid6 descubrir los primeros miembros de la familia IAP en

mamiferos e insectos (Uren et al. 1998).
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Actualmente se conocen 8 proteinas dentro de la familia IAP en mamiferos (figura
I11). La estructura de estas proteinas esta caracterizada por la presencia de un dominio
de unos 70 aminodcidos plegados alrededor de un atomo de Zinc, formando una
estructura globular que consiste en cuatro o cinco hélices-a y un numero variable de
hojas B antiparalelas (Hinds, Norton et al. 1999). Estos dominios se denominaron BIR
(Baculoviral IAP Repeat) y permiten a las IAPs ser las unicas proteinas enddgenas
capaces de bloquear la actividad de las caspasas efectoras e iniciadoras. Ademas, 5 de
los miembros contienen un dominio RING (Really Interesting New Gene), de estructura
globular estabilizada por 2 atomos de zinc (Deshaies and Joazeiro 2009), que actua
como ubiquitin ligasa E3 regulando la degradacion de proteinas (Yang and Yu 2003).
Las IAPs también pueden incorporar otros dominios relevantes para la inhibicién de la
apoptosis, como en el caso de las cIAP 1 y 2 que incorporan un dominio CARD de

unioén a caspasas (Gyrd-Hansen, Darding et al. 2008).

Bruce/Apollon | [ BR__] i/ \4'845
236
ILP2 [[L_BIR__] RING_
;o 298
ML-IAP/Livina [ L BIR__] LRINGT |
Survivina [[BR 1"
/I 1,403
NAIP [LBR1_JT B BR2 | [ BIR3 ] ./,/ |
604
cIAPT [ BIRT_[ EEBRoT [ BiR3 | [..CARD | [ERINGH |
618
c-lIAP2 [ BIRT T B BRo T BIR3 | [ _CARD | [CRING™
497
xAP [[_BR1_| BEoBRe [~ BR3 |  [BRNCH]
I —I1
Caspasa-3,-7 Caspasa-9

Figura I11. Proteinas de la familia de inhibidores de apoptosis (IAP). Esquema representativo de las
proteinas XIAP (X-linked IAP), c-1AP1, c-IAP2, ILP2 (IAP-like protein-2), ML-IAP (melanoma
[AP)/livina, NAIP (neuronal apoptosis inhibitor protein), survivina y BRUCE/Apollon, mostrando los
dominios mas relevantes. Una secuencia conservada entre los dominios BIR1 y BIR2 de XIAP, NAIP, c-
IAP1 y 2 (sefialada en rojo) es responsable de la inhibicion de las caspasas 3 y 7 en mamiferos. Sélo el
dominio BIR3 de XIAP puede inhibir a caspasa 9.

Dentro de la familia de las IAPS, XIAP es el inhibidor enddégeno con mayor
afinidad a las caspasas través de sus tres dominios BIR, que le permiten unirse a las

caspasas 3, 7 y 9, aunque no a las caspasas 1, 6, 8 o 10 (Deveraux, Leo et al. 1999).
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XIAP también pose¢ un dominio UBA (Ubiquitin Associated Domain) de union a
ubiquitina y un dominio RING en el extremo amino terminal que le permiten
ubiquitinar a multiples proteinas pro-apoptdticas para su degradacion en el proteosoma
(Gyrd-Hansen, Darding et al. 2008). Las estructura de XIAP, incluyendo la posiciéon de
estos dominios y las principales proteinas con las que interacciona, se encuentra

detallada en la figura 112.
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Figura 112. Esquema de los dominios e interacciones de la proteina XIAP. En la parte superior se
muestran los aminoacidos que comprenden los dominios de la proteina XIAP. Bajo cada dominio o
cojunto de ellos, se muestra una relacion de protéinas que interaccionan con dicho dominio. Las proteinas
que no estan subrayadas no tienen un dominio de union descrito en la literatura. Nt y Ct indican los
extremos N terminal y C terminal de la cadena de aminoécidos.

La proteina XIAP fue identificada en el afio 1995 por Liston et al. (Liston, Roy
et al. 1996) buscando homoélogos de la proteina NAIP (Neuronal Apoptosis Inhibitor
Protein). El gen que la codifica esta localizado en el brazo largo del cromosoma X, de
donde recibe su nombre (X-linked IAP). Esta proteina estd compuesta por 497

aminoacidos, con un peso molecular de 55 KDa. Es una proteina bastante ubicua pero se
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expresa de forma desigual expresada en los diferentes tipos celulares. Por ejemplo, en el
sistema inmune estd ausente en los leucocitos de sangre periférica, pero es muy
abundante en los macrofagos del timo (Vischioni, van der Valk et al. 2006). XIAP se
distribuye generalmente por todo el citoplasmatica (Liston, Fong et al. 2001), aunque en
algunos tipos celulares como las neuronas se concentra en la region perinuclear
(Lotocki, Alonso et al. 2003). Ademas se ha descrito presencia de XIAP en el nucleo
(Phillipps and Hurst 2012), indicando que podria ser importado a esta region para

desarrollar diferentes funciones.

3.4.1 Funcion

3.4.1.1 Muerte celular

La citoporteccion de la proteina XIAP esta mediada por diferentes mecanismos
que actuan a diferentes niveles de la via apoptotica. Su principal funcion es el bloqueo
y degradacion de la caspasa iniciadora 9 y las efectoras 3 y 7. Para inhibir a la caspasa
iniciadora 9, el dominio BIR3 de XIAP interacciona con la forma inactiva de esta
caspasa (pro-caspasa 9), formando heterodimeros que impiden su activacion evitando
su union al apoptosoma y su dimerizacion. Si la caspasa 9 es activada, el corte
producido para formar los fragmentos grande y pequefio provoca un cambio
estructural creando un nuevo sitio de unioén, donde el dominio BIR3 se une y la
bloquea (Zou, Yang et al. 2003). Ademads, mediante la actividad E3 ligasa de su
dominio RING sefiala mediante ubiquitinas a la caspasa 9 activa para su degradacion
en el proteosoma (Shiozaki, Chai et al. 2003; Morizane, Honda et al. 2005; Galban
and Duckett 2010).

A diferencia de la inhibicion de caspasa 9, el bloqueo de las caspasas efectoras
mediado por XIAP se produce mediante la unidon de la region N-terminal adyacente a su
dominio BIR2 con las caspasas 3 y 7. De esta manera, XIAP bloquea el sitio catalitico
de las caspasas efectoras y evita su accion proteolitica sobre sus sustratos por oclusion
estérica (Riedl, Renatus et al. 2001). Ademas, al igual que en el caso de caspasa 9, el
dominio RING es capaz de ubiquitinar a estas caspasas marcandolas para su

degradacion en el proteosoma (Suzuki, Nakabayashi et al. 2001).
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Ademas de su actividad sobre las caspasas, XIAP también tiene actividad
citoprotectora a través de la unién de los dominios BIR2-BIR3 con el dominio IBM
(IAPs Binding Motiv) de factores pro-apoptoticos mitocondriales como
Omi/HtrA2 y SMAC/DIABLO (Ekert, Silke et al. 2001; Vande Walle, Lamkantfi et al.
2008). Estas proteinas liberadas tras la MOMP promueven la apoptosis impidiendo la
union de las IAPs, incluyendo XIAP, a las caspasa. Sin embargo, la uniéon de XIAP
con estas proteinas también conduce a su ubiquitinacion y degradacion en el
proteosoma (Fu, Jin et al. 2003; Srinivasula, Gupta et al. 2003). XIAP también es un
factor decisivo en la respuesta de las células a la activacion de la via Fas/CD95,
determinando si esta sefializacion puede activar directamente a las caspasas efectoras
o si por el contrario depende de la via intrinseca (tipos celulares I y II,

respectivamente)(Jost, Grabow et al. 2009).

Adicionalmente, XIAP también es capaz de interferir en la apoptosis
independiente de caspasas promovida por la forma truncada de la proteina AIF
(Apoptosis-Inducing Factor). En este proceso, la interaccion del dominio BIR2 de
XIAP con AIF (tanto de la forma completa no apoptdtica como la truncada
proapoptotica) y la subsecuente ubiquitinacion de AIF mediada por el dominio RING
de XIAP, aunque no causan su degradacion, parecen alterar la capacidad enzimatica

de AIF reduciendo sus efectos apoptoticos (Wilkinson, Wilkinson et al. 2007).

3.4.1.2 Supervivencia

La funcion citoprotectora de XIAP no solo se produce mediante la inhibicion de
vias de muerte celular, sino que también se media por la activacion de vias de
supervivencia. Su accion es particularmente relevante en la via de NF-xB (Hofer-
Warbinek, Schmid et al. 2000), actuando a varios niveles. Al inicio de la via, dimeros
de XIAP unidos a través de sus dominios BIR1 y RING se unen al complejo TAB1/2-
TAKI1 para inducir su activacion. Este proceso se produce por la unioén a traves del
dominio BIR1 a la subunidad TABI y activando a la quinasa TAK1 que fosforila IKKf
(Lu, Lin et al. 2007). Ademas, al final de la via, XIAP facilita la transcripcion mediada
por NF-«B, eliminando por ubiquitinaciéon y degradacion proteosomal a reguladores
negativos como COMMDI, que ubiquitina para su degradacion a la subunidad p65

(Mufti, Burstein et al. 2007). Adicionalmente, XIAP induce una segunda ola de

66



activacion de la via NF-xB ubiquitinando la quinasa MEKK?2 en las lisinas 48 y 63,
favorenciendo una nueva fosforilacion del complejo IKK y liberando de nuevo a NF-xB

(Winsauer, Resch et al. 2008).

XIAP también parece participar en otras vias de supervivencia, como las mediadas
por la proteina AKT/PKB. Los estudios de Asselin y colaboradores (Asselin, Mills et al.
2001) mostraron que la sobreexpresion de XIAP esta asociada a un aumento de la
fosforilacion y la sefializacion pro-supervivencia de AKT. Este efecto es indirecto,
mediado por la actividad E3 ubiquitin ligasa de XIAP sobre PTEN que inhibe la
fosfolizacion de AKT (Van Themsche, Leblanc et al. 2009). Curiosamente, la unién de
AKT al dominio BIR1 de XIAP causa su fosforilacion en el aminoacido 87,

aumentando su estabilidad (Dan 2003).

3.4.1.3 Otras interacciones

Adicionalmente, XIAP interacciona con diversas moléculas para activar multiples
vias de sefializacion. Por una parte, a través de sus dominios BIR, XIAP interacciona
con receptores de diversos miembros de la familia del factor de crecimiento TGFf
(Transforming Growth Factor ), incluyendo los receptores tipo I de TGF3 y de BMP
(Bone Morphogenetic Protein). Como consecuencia, en el primer caso se potencia la
activacion de promotores de expresion génica de respuesta al factor de crecimiento TGF
B (Transforming Growth Factor f ), estimulando las vias JNK y/o NF-kB (Reffey
2001). En el segundo caso, XIAP actia como proteina adaptadora, reclutando al
complejo TAB1-TAKI al receptor de BMP que participa en proliferacion, apoptosis,
sefnalizacion Wnt, etc (Yamaguchi, Nagai et al. 1999). Por otra parte, XIAP promueve la
via canonica de Wnt, mediante la mono-ubiquitinacion de Gro/TLE y la unién al factor
de transcripcion TCF4 para facilitar su union a B-Catenina (Hanson, Wallace et al.
2012). Recientemente se ha descrito la interacciéon de XIAP con Mdm2, un regulador
negativo de p53 (Huang, Wu et al. 2013). Segun estos estudios, la interaccion puede
involucrar también al RNA mensajero de la secuencia IRES de XIAP y causa la
inactivacion de Mdm2 con importantes consecuencias tanto en la regulacion del ciclo

celular como en la via autofégica.
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Ademas de las rutas de sefializacion vistas hasta ahora, XIAP tiene otras funciones
importantes. Sus interaccion con la proteina COMMDI1 y la chaperona de homeostasis
del Cu2+ CCS, o directamente con el ion Cu2+ le permiten participar en la regulacion
de los niveles del cobre intracelular(Mutfti, Burstein et al. 2007; Brady, Galban et al.
2010). La participacion de XIAP es fundamental como ilustra la alteracion de sus
niveles en la enfermedad de Wilson y otros trastornos toxicos del Cobre (Brady, Galban
et al. 2010). También se ha descrito la implicacion de XIAP en la respuesta
inmunolodgica innata mediada por los receptores NOD 1 y 2. Estos receptores se activan
por la presencia de patogenos e interaccionan con la quinasa RIPK2 (Receptor
Interacting Protein Kinase 2) para inducir la via NF-kB. Segtn los estudios de Krieg y
Damgaard (Krieg, Correa et al. 2009; Damgaard, Fiil et al. 2013), la activacion de la via
depende de la unidn (a través del dominio BIR2) de XIAP con RIPK2 y su posterior
ubiquitinacion. Un resumen de estas y otras interacciones de XIAP y sus consecuencias

se incluyen en la tabla I3.

3.4.2 Regulacion

La importancia de la actividad de XIAP sobre las via de apoptosis y supervivencia
y su implicaciéon en otras vias como la activacion de JNKI, MAPK, Wnt o el
metabolismo del cobre requieren una regulacion estrecha de esta proteina. La
importancia de esta regulacion queda ilustrada por las consecuencias patoldgicas de su
desregulacion, como en tumorogénesis y cancer (Kashkar 2010; Saleem, Qadir et al.
2013) o en enfermedades neurodegenerativas y metabolicas (Brady, Galban et al. 2010;

Nakamura, Wang et al. 2010).

A nivel transcripcional, hay un control de XIAP a través de una secuencia IRES en
su region 5°. Esta secuencia permite el aumento de expresion de XIAP en situaciones
de stress y privacion de alimento, cuando la expresion y traduccion del resto de
proteinas esta reprimida. De esta manera, la célula se asegura niveles suficientes de
XIAP para su supervivencia (Holcik, Lefebvre et al. 1999; Hofer-Warbinek, Schmid et
al. 2000; Holcik and Sonenberg 2005). En la ultima década se ha descubierto que la
expresion de XIAP también esta regulada por microRNAs. Algunas de estos RNAs de

cadena corta, como miR-23a y miR-24, tienen la capacidad de reducir post-

68



transcripcionalmente la expresion de XIAP, modificando la sensibilidad de las células a

los estimulos apotdticos (Siegel, Li et al. 2011; Xie, Tobin et al. 2013).

El nivel de proteina, la estabilidad y degradacion de XIAP esta regulada por
diversos mecanismos que implican a numerosas proteinas. En primer lugar, los niveles
de XIAP son regulados por la misma proteina, que se marca a si misma por
ubiquitinacion y promueve su propia degradacion en el proteosoma (Galban and
Duckett 2010). En segundo lugar, los componentes de las vias apoptoticas también son
capaces de inhibir y/o degradar a XIAP. Asi, durante la activacion de la apoptosis
mediada por el receptor Fas, se ha observado que la caspasa 3 activa es capaz de cortar a
XIAP entre los dominios BIR2 y BIR3, inactivandolo y, por tanto, creando una
retroalimentacion positiva de la sefial de muerte celular (Ferreira, Kreutz et al. 2012).
Por otra parte, la permeabilizacion de la membrana mitocondrial libera proteinas
mitocondriales con dominios IBM (IAPs Binding Motiv) capaces de unirse a los
dominios BIR2 y 3 de XIAP, bloqueando su unién a caspasas e interfiriendo en su
actividad anti-apoptética. Entre estas proteinas (/IBM containing proteins) las mas
conocidas son Omi/HtrA2 y SMAC/DIABLO pero también se incluyen otras como
Slim1, GdH, Nsp4, etc (Galban and Duckett 2010). Ademas de su actividad inhibitoria,
Omi/HtrA2 y SMAC/DIABLO también promueven la degradacion de XIAP a través del
proteosoma (Ekert, Silke et al. 2001; Srinivasula, Hegde et al. 2001; Vande Walle,
Lamkanfi et al. 2008). Estas interacciones también posibilitan la ubiquitinacion de las
proteinas mitocondriales por el dominio RING de XIAP, promoviendo su degradacion y
estableciendo un equilibrio de reguladores pro y anti-apoptdticos que determina el

destino celular (Martins, Morrison et al. 2004; Morizane 2005).

La MOMP también libera a la proteina mitocondrial ARTs que se une a los
dominios BIR 1 y 3 de XIAP inhibiendo su unién a caspasas (Bornstein, Gottfried et al.
2011; Garrison, Correa et al. 2011). ARTs también promueve la degradacion de XIAP
pero no directamente, sino sirviendo de puente entre XIAP y la proteina E3 ligasa Siah-
1, que ubiquitina a XIAP marcandola para degradacion (Garrison, Correa et al. 2011).
La degradacion de XIAP es bloqueada por varias proteinas. Asi, la interaccién con
HAX-1, AKT o el receptor de supervivencia Notch impide el marcaje mediante
ubiquitinas de XIAP por diferentes mecanismos, como la fosforilacion o el bloqueo de

la union de E2 ubiquitin ligasas (Dan, Sun et al. 2004; Liu, Hsiao et al. 2007; Kang,
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Jang et al. 2010). También es inhibida por la proteina USP-19 que escinde las
ubiquitinas ya unidas a XIAP (Mei, Hahn et al. 2011) y por la unién con la IAP
Survivina que impide la entrada de XIAP al proteosoma (Dohi 2004). La actividad de
XIAP puede inhibirse mediante su redistribucion desde el citoplasma al nucleo mediada
por la proteina XAF1. XAF1 (XIAP-associated factor 1) es una proteina nuclear pro-
apoptotica que no degrada a XIAP, pero lo secuestra traslocandolo al nucleo, ademas de
bloquear su unién a caspasas (Liston, Fong et al. 2001). Curiosamente, XAF-1 también
promueve la apoptosis formando un complejo con XIAP y Survivina que causa la

ubiquitinacion y degradacion de esta tltima (Arora, Cheung et al. 2007).

Ademas de la regulacion de XIAP en las vias apoptoticas, su actividad en otras vias
también esta regulada. Destaca en este sentido, la regulacion de su funcion en la via de
NF-kB mediante la proteina SIVA1. La interaccion de esta proteina con el dominio
RING de XIAP desestabiliza el complejo XIAP-TAB1-TAKI y evita asi la subsecuente
activacion del complejo IKK necesario para el progreso de la via (Resch, Schichl et al.
2009). Otros reguladores de XIAP junto con informacién adicional sobre la funcién de

la interaccion y sus consecuencias celulares se recogen en la tabla I3.
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3.5 LA PROTEINA REGULADORA FAF1

Los trabajos sobre la proteina XIAP de nuestro laboratorio han incluido la busqueda
de nuevas interacciones que contribuyan a regular la apoptosis, ya sea modulando las
diferentes vias o la propia actividad de XIAP. Con este fin, desarrollamos estudios de
dos hibridos usando como cebo a un mutante de la proteina XIAP carente del dominio
RING (mutante XIAP-ARING) y como presa un libreria de proteinas. Este ensayo
identifico a la proteina pro-apoptdtica FAF1 (Fas Associated Factor I) como una

potencial proteinas de union a XIAP.

FAF1 fue subclonada y descrita por primera vez en 1995 como un factor
proapoptotico de unidn a la region citoplasmatica del receptor Fas/CD95 (Chu, Niu et
al. 1995). En 1999 se describido el factor FAF1 humano, altamente expresado en
musculo esquelético, corazon y testiculo (Ryu, Chae et al. 1999). FAF1 esta formado
por 650 aminoécidos, con un peso molecular de 74 kDa. También presenta una forma
corta de 49 KDa que mantiene su capacidad de unién al receptor FAS (Adham, Khulan
et al. 2008). FAF1 esta presente en diferentes localizaciones subcelulares, desde el
citoplasma a la zona perinuclear o el ntcleo, dependiendo del tipo celular estudiado
(figura 111) (Frohlich, Risau et al. 1998; Jensen, Hjerrild et al. 2001; Ryu, Lee et al.
2003). Su localizacion parece estar determinada por la fosforilacion de sus serinas en
posicion 289 y 291, que favorecen su entrada al nucleo (Frohlich, Risau et al. 1998;

Olsen, Jessen et al. 2003).

Figura I11. Localizacion de FAF1. A y B: FAF1 fue sobreexpresado transitoriamente en fibroblastos
NIH 3T3 y COS, mostrando localizacién nuclear y citoplasmatica (Frohlich, Risau et al. 1998). C:
Localizacion FAF1 endogeno en el citoplasma de células Jurkat. En verde se muestra la sefial de FAF1 y
en rojo la tincién del nucleo (Ryu, Lee et al. 2003).
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3.5.1 Estructura y funcion

La estructura de FAF1 incluye multiples dominios funcionales (figura 112). En su
extremo N-terminal presenta un dominio FID (Fas Interacting Domain) que incluye
ademds un dominio UBA (Ubiquitin Associated domain) y un dominio homodlogo a
ubiquitina (UBI). Posee también un dominio DEDID (Death Efector Domain-
Interacting Domain), que a su vez incluye otro dominio homdlogo de ubiquitina (UB2),
un dominio de localizacién nuclear NLS (Nuclear Localization Signal) y un dominio de
asociacion a ubiquitina (UAS). Cerca del extremo C-terminal contienen un dominio
CAF (Cromatin Associated Factor) y un dominio regulador de ubiquitinas UBX
(Frohlich, Risau et al. 1998; Ryu, Chae et al. 1999; Menges, Altomare et al. 2009; Lee,
Park et al. 2013). Esta variedad de dominios estructurales de union a diferentes
proteinas permiten a FAF1 participar en multiples procesos celulares, incluyendo la
degradacion de proteinas a través de proteosoma, apoptosis, ciclo celular, transmision

neuronal y muerte celular.

T 6‘0 1‘1 0 16‘91 81 205 26‘4 ‘275 3(19 336 386 4‘79 5‘36 571 646
| | | |
| T— i ) "
Nt O UBA | . uB1 | | | uB2 | NLS, | UAS | - UBX Ct
J — | / - — ‘
; U FID U Y DEDID | U
-Proteinas - HSP70. -CK2. - Acidos grasos - VCP/p97.

poli-ubiquitinadas. i - Parkin. H insaturados. - B -TrCP1.
i - Receptor TRPV1. H

By

" N I
- IKKB. - NFkB p65.
- Receptor FAS. - Aurora-A.
- PYPAF. - Caspasa 8.

-FADD.

Figura 112. Esquema de los dominios e interacciones de la proteina FAF1. En la parte superior se
muestran los aminoacidos que comprenden los dominios de la proteina FAF1. Bajo cada dominio o
cojunto de ellos, se muestra una relacion de protéinas que interaccionan con dicho dominio. Nt y Ct
indican los extremos N terminal y C terminal de la cadena de aminoécidos.

La primera funcion celulares que se asocidé con FAFI1 fue su accion proapoptotica
en la muerte iniciada por el receptor Fas/CD95 (Chu, Niu et al. 1995). Los resultados de
este estudio demostraron que FAF1 se une a la proteina adaptadora FADD y a la
caspasa 8 a través de su dominio DEDID (Death Effector Domain — Interacting
Domain) para formar parte del complejo de induccién de sefializacion de muerte

(DISC). Su integracion en el DISC contribuye a estabilizar el complejo y favorece la
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transmision de la sefial apoptotica. FAF1 también induce la muerte celular por otras
vias, sensibilizando las células frente a inductores farmacoldgicos de muerte como
Staurosporina, Cisplatino o Etopdxido. Este efecto es debido a la participacion de sus
dominios DEDID en la formacién de los Filamentos Efectores de Muerte (Death
Efector Filaments - DEFs), una estructura del citoesqueleto encontrada en procesos de
apoptosis independientes de receptores de muerte (Park, Ryu et al. 2005). Esta
mecanismo podria ser responsable de las observaciones de Riu y Kim (Ryu and Kim
2001), que describieron que la sobreexpresion de FAF1 o de su dominio DEDID aislado
es capaz de iniciar el proceso apoptotico y activar la caspasa 3 en células humanas

BOSC23 en ausencia de estimulos externos.

FAF1 también participa en el proceso de degradacion de proteinas ubiquitinadas en
el proteosoma (Buchberger 2002). Esta actividad estda mediada por dos mecanismos
relacionados dependientes de sus dominios UBA y UBX. Por un lado, recluta proteinas
poliubiquitinadas a través de su dominio UBA N-terminal y favorece la acumulacion de
proteinas poliubiquitinadas bloqueando su entrada al proteosoma, situacion que
sensibiliza a las células a la muerte celular (Song, Yim et al. 2005). Sin embargo, esta
interaccion también puede desembocar en la degradacion de las proteinas
poliubiquitinadas como se ha descrito con la proteina HSP-70 (Lee, Kim et al. 2012). La
degradacion de esta chaperona que regula el correcto plegamiento de las proteinas e
inhibe la formacion del apoptosoma, facilita la activacion de la caspasa 9 (Saleh,
Srinivasula et al. 2000) y la acumulacion proteinas defectuosas que pueden activar la via
de muerte celular de JNK/SAPK (Kim, Song et al. 2005). Por otro lado, FAF1 actia
como cofactor de la proteina VCP/Cdc48/p97 (Valosin-containing protein) a través de
su dominio C-terminal UBX (Song, Yim et al. 2005). La proteina VCP, perteneciente a
la familia AAA (ATPases Associated with diverse cellular Activities), tiene como
funcién extraer proteinas poliubiquitinadas de complejos multiproteicos y de las
membranas lipidicas para su degradacion en el proteosoma (funcidén ubiquitin-
segregasa) (Schuberth and Buchberger 2008). La union de FAF1 favorece el
reclutamiento de proteinas poliubiquitinadas unidas al dominio UBA de FAF1 al
complejo de VCP (Lee, Park et al. 2013). Este mecanismo participa en la fase final de la
degradacion asociada al reticulo endoplasmatico (ERAD), contribuyendo a reclutar y
trasladar las proteinas mal plegadas desde la membrana del reticulo hasta el proteosoma

(Lee, Park et al. 2013). Ademas de estas funciones, FAF1 también participa en la
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poliubiquitinacion y degradacion de B-catenina, actuando como andamiaje de union de
B-catenina y la E3 ubiquitin ligasa B TrCP del complejo de ubiquitinacion SCF
(Skp1/Cull/F-box) e inhibiendo la via de Wnt/B-catenina (Zhang, Zhou et al. 2011;
Zhang, Zhou et al. 2012).

FAF1 también contribuye a la muerte celular a través de la regulacion de la via de
supervivencia celular de NF-«xB, interfiriendo a varios niveles en su via canonica. En
primer lugar, se une mediante su dominio FID a la quinasa IKK (/nhibitor of NF-«xB
Kinase subunit beta), bloqueando su actividad y desestabilizando el complejo IKK o/p/y
(Park, Moon et al. 2007). Como consecuencia, no se produce degradacion de IxBa
(Inhibitor of NF-kB) que mantiene secuestrado a NF-kB en el citoplasma. En niveles
posteriores de la via, FAF1 se une a RelA/p65 mediante su dominio DEDID,
bloqueando la entrada al nacleo de esta subunidad de NF-kB y evitando asi su actividad
sobre la transcripcion (Park, Jang et al. 2004). Adicionalmente, FAF1 también puede
bloquear esta via a través de su interaccion con proteinas asociadas a procesos
inflamatorios, como las PYPAFs (PYRIN-containing Apafl-like Proteins), que activan
la via NF-kB y el procesamiento de citoquinas (Kinoshita, Kondoh et al. 2006).

FAF1 también estd implicada en la regulacion del ciclo celular, principalmente
mediante su interaccion con la Aurora-A, una quinasa fundamental para los procesos de
mitosis y meiosis. Su interaccion a través del dominio DEDID causa la degradacion
proteosomal independiente de ubiquitina de Aurora-A. Ademads esta interaccion causa la
fosforilacion de FAF1 en las serinas 289 y 291, asociada a una regulacion negativa de la
progresion del ciclo celular en G2/M (Jang, Sul et al. 2008). La fosforilacion de FAF1
se produce en el dominio de sefial de localizacion nuclear (NLS) y podria favorecer el
desplazamiento al nticleo de FAF1, como se observé en la interaccion de FAF1 con el
regulador del ciclo celular y reparacion del ADN Caseina quinasa 2 (CK2) (Guerra,
Boldyreff et al. 2001). La presencia de un dominio de homologia a la subunidad p150
del factor de unidon a cromatina (CAF) en FAF1 podria conferir a FAF1 diversas

funciones en el nucleo (Ryu, Chae et al. 1999).

Toda esta diversidad de funciones confiere a FAF1 un importante papel en
numerosos procesos bioldgicos, tanto en el desarrollo normal y el funcionamiento del

sistema nervioso, como en multiples patologias. FAF1 resulta esencial para el desarrollo

76



embrionario, como demuestra que su silenciamiento en ratones transgénicos conduce a
la muerte en estadios tempranos (Adham, Khulan et al. 2008). Posteriormente tiene un
papel importante en el desarrollo del sistema nervioso, particularmente en la regulacion
de la apoptosis durante el desarrollo del cerebro, asociado a niveles de expresion
espacial y temporalmente regulados en el cerebro de raton durante su desarrollo (De
Zio, Ferraro et al. 2008). Ademas de su efectos pro-apoptdticos, FAF1 también
contribuye a otros aspectos del desarrollo y funcionamiento del sistema nervioso, como
ilustran los estudios de Cheng y colaboradores (Cheng, Bai et al. 2011) que mostraron
que la sobreexpresion de FAF1 en el desarrollo post-natal del bulbo olfatorio de ratones
provoca una orientacion aberrante de los axones neuronales. Asimismo, y ya en el
sistema nervioso adulto, FAF1 modula la sensibilidad frente a estimulos nocivos en
neuronas sensoriales, interaccionando con el receptor de capsaicina TRPV1 a través del

dominio UB1 (Kim, Kang et al. 2006).

En el ambito de la patologia, FAF1 es fundamentalmente conocido en oncologia
como una proteina supresora de tumores (Menges, Altomare et al. 2009). Esto se debe a
que la pérdida de funcién o la baja expresion de FAF1 esta asociada con procesos
oncogénicos, como en el caso de carcinomas gastricos humanos (Bjorling-Poulsen,
Seitz et al. 2003). De igual forma, se ha observado la delecion del locus FAF1 es
caracteristica del Linfoma de las Células de Manto de los nodulos linfaticos (Mantle
Cell Lymphoma) (Bea, Salaverria et al. 2009) y estd presente en un 30% de los

carcinomas de cervix de utero (Hidalgo, Baudis et al. 2005).

Ademas de su importancia en los procesos tumorales, los cambios de expresion o
actividad FAF1 también participan en enfermedades neurodegenerativas como la
enfermedad de Alzheimer (Wang, Zhang et al. 2003) o la enfermedad de Parkinson
(Betarbet, Anderson et al. 2008). Recientemente se ha descrito el mecanismo de
actividad de FAF1 en la enfermedad de Parkinson. En condiciones no patoldgicas la
proteina parkin interacciona con el dominio UB1 de FAF1 uniéndole ubiquitinas por su
actividad E3 ubiquitin ligasa, marcandole para su degradacion (Sul, Park et al. 2013).
Por tanto, la mutacion del gen de parkin asociada a varias formas de la enfermedad de
Parkinson reducird o eliminard su actividad sobre FAFI que aumenta sus niveles

pudiendo contribuir a la muerte apoptotica de células neurales.
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4. OBJETIVOS

Una de las lineas de investigacion en nuestro laboratorio consiste en el estudio de
reguladores de la muerte celular programada. Entre los reguladores descritos hasta la
fecha, la proteina inhibidora de la apoptosis XIAP destaca por su capacidad de
interaccion y bloqueo de diversas caspasas. Esta actividad asi como sus interacciones
con factores pro-apoptoticos permiten a XIAP modular la apoptosis y otras vias de
supervivencia. Dada la importancia de la precisa modulacion de la muerte celular
programada, el efecto citoprotector de XIAP estd fuertemente regulado mediante su
interaccion con multiples proteinas. La identificaciéon y caracterizacion de nuevas
interacciones de XIAP permitira comprender su papel en la muerte celular programada
y su regulacion. Este conocimiento puede ser fundamental para comprender los
procesos que subyacen a numerosas patologias asociadas a alteraciones de la muerte
celular programada (tanto por exceso como por defecto) y la identificacion de posibles

dianas terapéuticas para su tratamiento.

En el proceso de identificacion de nuevas interacciones de XIAP, nuestro
laboratorio identifico la proteina FAF1 como candidata en un cribado de dos hibridos en
levadura. Esta proteina es particularmente interesante porque, entre sus diversas
funciones, contribuye a la sefializacion apoptoética de la via Fas/CD95 asi como a la
modulacién de la via de senalizacion de NF-xB, dos vias también reguladas por XIAP.
En base a estos resultados y a la informacién bibliografica existente, hipotetizamos que
ambas proteinas interaccionan y que esta interaccion modula su actividad en las vias de

apoptosis y NF-xB.

El objetivo general de la presente tesis doctoral es contrastar estas hipdtesis,

concretamente:

1. Verificar la interaccion entre XIAP y FAFI1, particularmente en células
humanas.

2. Caracterizar la interaccion, definiendo las regiones minimas de interaccion entre
ambas proteinas.

3. Comprobar que la distribuciéon de las proteinas en la célula permite su

interaccion en condiciones fisiologicas y bajo estimulacion apoptdtica.
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. Analizar la implicacion funcional de la interacciéon XIAP-FAF1 en la muerte
celular, particularmente en la mediada por la via extrinseca de Fas/CD95.
. Analizar la implicacion funcional de la interaccion en la sefializacion de la via

NF-kB mediada por el receptor TNFR1.

85



86



87



MATERIALES Y METODOS

88



89



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Reactivos generales

Adquirimos los siguientes reactivos en Sigma-Aldrich, MO, EEUU:

2-mercaptoetanol (M7154), 3-Amino-1,2,4-triazol (3-AT; A8056), Acetato de Sodio
(NaAc; 241245), Acrilamida/bis_acrilamida 40% (A7168), Albumina de suero bovino
(BSA; A7906), Ampicilina (A93939), Azul de bromofenol (114391), desoxicolato
sodico (DOC; D6750), 3-[(3-Colamidopropil)dimetilamonio]-1-propanosulfonato
(CHAPS; 226947), Digitonina (D141), DL-Ditiotreitol (DTT; 43815), Dodecil sulfato
sodico (SDS; L4509), estaurosporina (S4400), Kannamicina (60615), Bromuro de
Etidio (E1510), Fluoruro sodico (S7920), fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF;
P7626), Glicerol (G7893), Nonidet P-40 (Igepal CA-630; 13021), N-Etilmaleimida
(NEM; E3876), Ortovanadato sédico (S6508), Orto-nitrofenil-B-galactosido (ONPG;
N1127), Polietilenglicol sorbitan monolaurato (TWEEN® 20; P1379), Persulfato
amonico (Z3678), Tris(hidroximetil)aminometano (Tris base; T1503), N,N,N',N'-
tetrametiletanol-1,2-diamina (TEMED; T9281) y Triton X-100 (T8787)

Adquirimos los siguientes reactivos en Affymetrix-USB, CA, EEUU:

Acido bérico (76324), Agarosa (32802), Glicerol (16374), Cloruro potasico 2M
(KCI; 75896), Cloruro magnésico 1M (MgCl,; 75887), Etilen-diamino-tetracético 0.5M
pH 8.0 (EDTA; 15694), Etilen glicol de acido tetracético (EGTA; 15703), Cloruro
calcico (CaCl,; 12531), LB Agar (75851), LB Broth (75852).

Adquirimos los siguientes reactivos en Merck, NY, EEUU:

2-isopropanol (K37993034.750), Acido clorhidrico IN (HCI; HC817952), Cloruro
sodico (NaCl; K39301104.842), Etanol (02860), Metanol (322415) y Sacarosa
(1076871000)

Ademas de los reactivos mencionados, utilizamos otros mas especificos cuya

procedencia se indica en el texto.
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5.2 Anticuerpos

Los anticuerpos que utilizamos en los experimentos desarrollados en esta Tesis se

describen en la siguiente tabla:

Anti- Origen Tipo Casa comercial Cédigo
Caspasa 3 Conejo | policlonal Cell Signalling Technology. MA, EEUU | 9662
Caspasa 3 activa Conejo | policlonal Cell Signalling Technology. MA, EEUU | 9661
Caspasa 7 Conejo | policlonal Cell Signalling Technology. MA, EEUU | 9492
Caspasa 8 Ratéon | monoclonal | Cell Signalling Technology. MA, EEUU | 9746
Caspasa 9 Ratén | monoclonal | Cell Signalling Technology, MA, EEUU | 9508
CD95/Fas Ratén | monoclonal| EMDMillipore, Alemania 05-201
c-myc Raton | monoclonal| Roche, Suiza 11667149001
EGFP Raton | monoclonal Roche, Suiza 11 814 460 001
FAF1 Conejo | monoclonal|  Abcam. Cambridge. Reino Unido ab183045
FAF1 Conejo | policlonal Cell Signalling Technology. MA, EEUU | 4932
HA Ratéon | monoclonal| Roche, Suiza 12CAS5
HA Conejo | policlonal Roche, Suiza H6908
IgG conejo HPC Cabra | policlonal Pierce Biotechnology. IL, EEUU 31460
IgG conejo-Alexa 594 Cabra | policlonal Molecular Probes. CA, EEUU A-11012
IgG raton HPC Cabra | policlonal Pierce Biotechnology. I, EEUU 31430
IgG raton-Alexa 488 = Cabra | policlonal Molecular Probes. CA, EEUU A-11029
Isotipo control IgG Raton | policlonal Cell Signalling Technology, MA, EEUU | ab37355
NF-kB p65 Conejo | monoclonal | Cell Signalling Technology, MA, EEUU | 4764
PARP Raton | monoclonal BD Bioscience, NJ. EEUU 556494
Tab-1 Conejo | monoclonal | Cell Signalling Technology, MA, EEUU | 3226
XIAP Conejo | policlonal Cell Signalling Technology. MA, EEUU | 2042
XIAP Ratén monoclonal | BD Bioscience, NJ, USA 610717
XIAP Ratén | monoclonal | Abnova, Taipei, Taiwan HO00000331-M04
B-actina Ratén | monoclonal | Sigma-Aldrich, MO, USA As5441
B-tubulina Raton | monoclonal | Sigma-Aldrich, MO, USA T 5293

Tabla M1. Listado de anticuerpos utilizados. Se indica en las diferentes columnas la proteina
reconocida por el anticuerpo, la especie animal en la que se ha generado, el tipo de anticuerpo, la casa
comercial y el nimero de catdlogo.

5.3 Cultivos celulares y preparacion de muestras

5.3.1 Lineas celulares:

Cultivamos todas las lineas celulares a una temperatura constante de 37°C, una
presion de oxigeno de 5% y una humedad relativa del 95%, en el incubador NU-5500
Direct Heat Autoflow (NuAire, Plymouth, MN, USA). Utilizamos las lineas celulares
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para todos los experimentos entre los pases 0 y 20, manteniendo el subcultivo hasta una
confluencia aproximada del 85%. Calculamos la densidad celular mediante camara de
NeuBauer.

Para realizar subcultivos despegamos las células de su soporte inhibiendo sus
mecanismos de adhesion. Primero lavamos con tampon fosfato salino (PBS; 17-516F;
BioWhittaker Lonza, Suiza) e incubando durante 5 minutos con tripsina-EDTA (17-
161E; BioWhittaker Lonza, Suiza) a 37°C. Paramos la accion de la enzima afadiendo
medio de cultivo con FBS y recogimos las células en tubos estériles. Centrifugamos las
células durante 3 minutos a 200xg y las resuspendimos en el medio de cultivo adecuado.
Por ultimo, sembramos las células a una confluencia del 15% aproximadamente. Los
soportes que utilizamos para el crecimiento de las células fueron placas NUNC
(ThermoFisher scientific, MA, EEUU) de diferentes didmetros y configuraciones que se
comentaran para cada experimento. Se controld la contaminacion por micoplasma

mediante el kit comercial Mycoalert (LT07-218; Lonza, Suiza).

Las lineas celulares utilizadas fueron:

- HEK 293T/17 (ATCC: CRL-11268): Fibroblastos de higado embrionario humano,
se cultivaron en medio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; 12-604-F;
BioWhittaker Lonza, Suiza) suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS; 10270-
098; Gibco ThermoFisher Scientific, MA, EEUU), 1% L-Glutamina (Gln, 17-605C;

BioWhittaker Lonza, Suiza) y 1% penicilina/estreptomicina (Penicilina 10000
Unidades/ml y estreptomicina 10000 pg/ml; 17-602F; BioWhittaker Lonza, Suiza).

- Neuro-2a (ATCC: CCL-131): Neuroblastoma de cerebro de raton, cultivadas en
medio DMEM suplementado con 10% de FBS 1% L-Gln y 1% Pen/Strp.

- HeLa (ATTC: CCL-2): Adenocarcinoma humano de cervix, cultivadas en medio
Eagle’s Minimal Essential Médium (EMEM; 12-611F; BioWhittaker Lonza, Suiza),
suplementado con 10% de FBS, 1% L-Gln, 1% Piruvato 100mM (13-115E;
BioWhittaker Lonza, Suiza), 1% de Aminoacidos no esenciales 10 mM (13-114E;
BioWhittaker Lonza, Suiza) y 1% Pen/Strp.

- SH-SY5Y (ATCC:. CRL-2266): Neuroblastoma humano de médula Osea,
cultivadas en medio EMEM, suplementado con 10% de FBS, 1% L-GIn, 1% Piruvato,

1% de Aminoacidos no esenciales y 1% Pen/Strp.
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- U373 MG (ATCC: HTB-17): Glioma astrocitoma humano de cerebro, cultivadas
en medio EMEM, suplementado con 10% de FBS, 1% L-Gln, 1% Piruvato, 1% de

Aminodcidos no esenciales y 1% Pen/Strp.
- T98G (ATCC: CRL-1690): Glioma multiforme de cerebro humano, cultivadas en
medio EMEM, suplementado con 10% de FBS, 1% L-Gln, 1% Piruvato, 1% de

Aminodcidos no esenciales y 1% Pen/Strp.

5.3.2 Obtencion de extractos celulares

- Protocolo general de lisis celular: Tampon de lisis compuesto por: S0mM HEPES
(BE17-737E; Lonza, Suiza), 150mM NaCl , 0.5% Nonidet P40 y 1x de un coctel de
inhibidores de proteasas (11873580001; Roche, Suiza). Levantamos las células con
tripsina y recogimos las células en tubos estériles. Centrifugamos 3 minutos a 200xg y
resuspendimos las células en 200-500 pl de tampodn de lisis. Incubamos a 4°C durante
15 minutos y centrifugamos a 13500xg durante 3 minutos. Recogimos el sobrenadante

- Tampon de lisis para el ensayo de caspasas: Tampoén compuesto por: 25 mM
HEPES, 150 mM NacCl 0.1% Nonidet P-40,1% DOC, 10% glicerol, 10 mM MgCl,, 2
mM CHAPS, 0.1% SDS, 2mM EDTA, 1mM ortovanadato, 25 mM NaF, y 1x céctel de

inhibidores de proteasas.

Levantamos las c€lulas de la placa de cultivo con tripsina y incubamos 30 minutos a
4°C en rotacion. Seguidamente realizamos una sonicacion de las muestras durante 10
segundos, 2 ciclos, al 50% (Sonoplus, Bandelin electronics. Berlin, Alemania).
Finalmente, centrifugamos las muestras a 3300g, 15 minutos a 4°C y recogimos el
sobrenadante.

- Separacién extracto nuclear y citosdlico: Lavamos las células 2 veces con PBS y

situamos las placas de cultivo sobre hielo. Afiadimos 1 ml de PBS con EDTA 1mM a
4°C. Levantamos las células con un raspador celular muy suavemente y transferimos las
c€lulas a tubos estériles de 1.5 ml. Centrifugamos a 3400xg durante 5 minutos a 4°C y
descartamos el sobrenadante. Resuspendimos en 500 pl de tampén A (10 mM HEPES,
50 mM NaCl, 0,5M Sacarosa, 0,1mM EDTA, 0,5% Triton X100 , ImM DTT, 100mM
NaF y 1x del coctel de inhibidores de proteasas). Tras una incubacion de 5 minutos en
hielo, centrifugamos a 200xg en centrifuga de rotor bascular durante 10 minutos.
Separamos en dos tubos sedimento y sobrenadante. El sobrenadante lo centrifugamos a

18000xg durante 15 minutos y el nuevo sobrenadante contiene la fraccion
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citoplasmatica. El sedimento lo resuspendemos 500 pl de tampén B (10 mM HEPES pH
7,9, 10 mM KCl, 0,ilmM EDTA, 0,1 mM EGTA 1 mM DTT y 1x del coctel de
inhibidores de proteasas) y centrifugamos a 250xg durante 5 minutos. Descartamos el
sobrenadante y afiadimos 100 pl de tampon C (10mM HEPES pH 7,9, 500mM NacCl,
0,ilmM EDTA, 0.IlmM EGTA, 0,1% Nonidet P40, ImM DTT y 1x del coctel de
inhibidores de proteasas). Agitamos en vortex durante 15 minutos a 4°C a alta velocidad
y centrifugamos a 18000xg durante 10 minutos a 4°C. Recogimos el sobrenadante,
obteniendo la fraccion nuclear.

- Ensayo de Ubiquitinacién: Recogimos las células de la placa de cultivo de la

misma manera que con el tampon de lisis general y anadimos 500 pl de tampoén (
tampon RIPA (R0278; Sigma-Aldrich, MO, EEUU), 2mM NEM vy Ix del coctel de
inhibidores de proteasas). Incubamos 15 minutos a 4°C y centrifugamos a 13500xg
durante 3 minutos a 4°C. Recogimos el sobrenadante. EI compuesto NEM es un
inhibidor de deubiquitinasas, permitiendo mantener integras las cadenas de ubiquitina

unidad a proteinas para poder ser detectadas.

5.3.3 Plasmidos y vectores de expresion

XIAP y todos sus mutantes truncados: XIAP-ARING, XIAP-A(BIR3-RING), XIAP-
A(BIR1-BIR2) fueron unidos al dominio GAL4-BD (de union a ADN), y subclonados
en el vector de expresion para levaduras pGBKT?7. La proteina FAF1 unida al dominio
GAL4-AD se subclon6 en el vector de expresion en levaduras pGADT7. La proteina
XIAP fue subclonada en el vector de expresion en bacterias pGEX-4T3. La proteina
FAFI1 fue subclonada en el vector de expresion en células de mamiferos pEGFP-C1.
Todas las construcciones indicadas hasta el momento en este apartado fueron
amablemente cedidas por el Dr. Lindholm (Universidad de Uppsala, Suecia). Las
construcciones del promotor de NF-kB con el gen reportero de luciferasa de luciérnaga
(Photinus pyralis), pcDNA3.1-promotor NF-kB-/uc y el vector control con el gen
reportero de luciferasa de podlipo marino (Renilla reniformis), pcDNA3.1-rluc fueron
amablemente cedidos por el Dr José Alcami (CSIC, Madrid). La proteina de fusion
Ubiquitina-His en el vector de expresion en eucariotas pMT107 fue amablemente

cedida por el Dr. Dirk Bohmann (Universidad de Rochester, NY, EEUU).
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En nuestro laboratorio generamos los demas plasmidos mediante técnicas de corte y
ligaciéon de plasmidos, utilizando el vector de expresion pcDNA3.1 de expresion en
mamiferos (Invitrogen, CA, EEUU) Para el primer corte, disolvimos tanto el vector
pcDNA3.1 como el ADN para subclonar (inserto) en agua pura a una concentracion de
1 "¢/, a la que anadimos 10% de tampon especifico de cada enzima de restriccion
(Fermentas, actualmente parte de Thermo Fisher Scientific, MA, EEUU) y 5% de
enzima de resticcion deseada (Fermentas, actualmente parte de Thermo Fisher
Scientific, MA, EEUU) en un volumen total de 50 pl e incubamos a 37°C durante una
hora y media. Antes de realizar el segundo corte, afiadimos I 10 volimenes de acetato
sodico y 2 volumenes de etanol a una temperatura de -20°C. Centrifugamos 10 minutos
a maxima velocidad a 4°C. Lavamos con etanol 70% y dejamos secar a 37°C. Para el
segundo corte resuspendimos en un volumen total de 50 pl compuesto por 10% de
tampon especifico de la enzima de restriccion utilizada, 5% de enzima de restriccion y
agua pura e incubamos durante una hora y media. Para la extraccion, afiadimos a la
disolucion 10% de tampodn de carga (250 mg/ml Bromofenol, 49,5 mM Tris pH 7,6,
60% Glicerol y agua) y lo resolvimos en un gel de 0.8% de agarosa con Bromuro de
Etidio 1:10000, para la deteccion del ADN bajo luz ultravioleta. El gel se dispuso en
tampon TBE 0.5X (Tris 0.1M-Borato 0.1M-EDTA 2mM) y utilizamos una corriente
continua de 100V para la electroforesis. Utilizamos el marcador de pesos moleculares
de DNA (FastDigest gene ladder; SM1553; Thermo Fisher Scientific, MA, EEUU)
junto con las muestras. Detectamos el ADN mediante lampara ultravioleta (Gel Logia
1500 Image System; Kodak, NY, EEUU). Extrajimos el ADN del gel mediante un kit
de extraccion (QIAquick; 28704; QIAgen, Limburg, Holanda). Para la ligacion,
anadimos el vector y el inserto en proporciones 1:3 en buffer Tsligasa (Fermentas,
actualmente parte de Thermo Fisher Scientific, MA, EEUU) y 10% de la enzima T4
ADN Ligasa (Fermentas, actualmente parte de Thermo Fisher Scientific, MA, EEUU)

en un volumen total de 20 pl e incubamos a 16°C toda la noche.

Mediante la técnica descrita, subclonamos en el vector de expresion pcDNA3.1 la
proteina XIAP y todos sus mutantes unidos al marcador molecular c-myc: c-myc-XIAP,
c-myc-XIAP-ARING, c-myc-XIAP-A(BIR3-RING), c-myc-XIAP-A(BIR1-BIR2), asi
como la proteina de fusion HA-FAF1 y sus mutantes de delecion HA-FAF1-FID, HA-
FAF1-ACtDEDID y HA-FAF1-ANtDEDID. (Ver tabla M2).
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Transformamos células bacterianas competentes BL-21 (B2685, Sigma-Aldrich,
MO, EEUU) con las construcciones generadas. Afiadimos las construcciones a los
viales de células competentes descongelados previamente durante 30 minutos.
Incubamos en hielo durante 30 minutos y dimos un choque térmico de 42°C durante 45
segundos, volviendo a colocar los viales en hielo. Afiadimos LB e incubamos 1 hora a
37°C en agitacion fuerte. Centrifugamos 2 minutos a 3000g y desechamos el 80% del
sobrenadante. Resuspendimos las células y las sembramos en placas con LB agar con
ampicilina 50 pg/ml o kannamicina 10 pg/ml segun la resistencia presente en el
plasmido generado. Mantenemos las placas sembradas a 37°C durante 24 horas.
Seleccionamos una colonia de bacterias aisladas y con una punta de pipeta la extrajimos
del Agar y la introdujimos en un tubo estéril con 2 ml de LB con ampicilina 50 pg/ml o
kannamicina 10 pg/ml segun la resistencia de seleccion del plasmido, y incubamos a
37°C con agitacion durante 24°C. Transferimos 500 pl a un tubo nuevo y afiadimos 500
pl de glicerol, para almacenarlo a -80°C. Para el crecimiento y purificacion de los
plasmidos congelados, inoculamos una porcidon del stock bacteriano en 250 ml de LB
con ampicilina 50 pg/ml o kannamicina 10 pg/ml y realizamos el crecimiento de las
bacterias cultivando en agitacion a 37°C durante 18 horas. Realizamos la purificacion de
los plasmidos mediante el kit comercial Endofree Plasmad Maxi kit (Quiagen, Limburg,
Holanda). Evaluamos la pureza, mediante la proporcion entre la absorvancia a 260 nm y
280 nm, y concentracién en el espectrofotometro ND-1000 (Nanodrop Technologies,

actualmente parte de ThermoFisher Scientific, MA, EEUU).

Un resumen de los plasmidos utilizados en esta Tesis se describe en la siguiente

tabla:
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Proteina expresada

Vector de expresion

Origen

AD-cDNA de cerebro fetal humano
AD-FAFI

BD

BD-Lam

BD-XIAP
BD-XIAP-A(BIR1-BIR2)
BD-XIAP-A(BIR3-RING)
BD-XTAP-ARING
c-myc-XIAP
c-myc-XIAP-A(BIR1-BIR2)
c-myc-XIAP-A(BIR3-RING).
c-myc-XIAP-ARING

pcDNA3.1 (Invitrogen, CA, USA)
pCL-1 (Clontech, Palo Alto, CA)
pACT?2 (Clontech, Palo Alto, CA)
pGADT?7 (Clontech, Palo Alto, CA)
pGBKT7 (Clontech, Palo Alto, CA)
pGBKT7 (Clontech, Palo Alto, CA)
pGBKT7 (Clontech, Palo Alto, CA)
pGBKT7 (Clontech, Palo Alto, CA)
pGBKT7 (Clontech, Palo Alto, CA)
pGBKT7 (Clontech, Palo Alto, CA)
pcDNA3. 1 (Invitrogen, CA, USA)
pcDNAS3.1 (Invitrogen, CA, USA)
pcDNA3.1 (Invitrogen, CA, USA)
pcDNA3.1 (Invitrogen, CA, USA)

kit comercial
kit comercial
Dr. Lindholm
Dr. Lindholm
kit comercial
kit comercial
Dr. Lindholm
Dr. Lindholm
Dr. Lindholm
Dr. Lindholm
propio

propio

propio

propio

EGFP pEGFP-C1(Clontech, Palo Alto, CA) Dr. Lindholm
FAFI1-EGFP pEGFP-C1(Clontech, Palo Alto, CA) Dr. Lindholm
GST PGEX-4T3 (GE Healthcare, W1, USA) Dr. Lindholm
GST-XIAP PGEX-4T3 (GE Healthcare, W1, USA) Dr. Lindholm
HA-FAF1 pcDNAS3.1 (Invitrogen, CA, USA) propio
HA-FAFI-FID pcDNAS3.1 (Invitrogen, CA, USA) propio
HA-FAF1-ACtDEDID pcDNA3.1 (Invitrogen, CA, USA) propio
HA-FAF1-ANtDEDID pcDNA3.1 (Invitrogen, CA, USA) propio

Promotor NF-xB-luc
rluc

Ubiquitina-His

pcDNA3.1 (Invitrogen, CA, USA)
pcDNA3.1 (Invitrogen, CA, USA)
pBSSK

Dr José Alcami

Dr José Alcami

Dr. Dirk Bohmann

Tabla M2. Listado de plasmidos utilizados. Se indica en las diferentes columnas la proteina expresada
por el plasmido, el vector de expresion y el origen de las construcciones.

5.3.4 Método de transfeccion

Realizamos la transfeccion con el reactivo Transfectin (1703351; Bio-Rad CA,
EEUU), siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, sembramos las células
en medio de crecimiento durante 24 horas o hasta una confluencia de entre 50 y 70%,
dependiendo de la velocidad de crecimiento del cultivo o de si las células iban a ser
tratadas o no con estimulo pro-apoptotico posteriormente. Para una placa P100 (100mm
de diametro y una superficie de 56,7 cm?), diluimos 15 pl del reactivo Transfectin en
1,5 ml de medio de cultivo sin suero. Incubamos la mezcla durante 20 minutos para la
formacién de los lipocomplejos a temperatura ambiente. Mientras tanto en otro tubo
afiado 1,5 ml de medio de cultivo sin suero y diluyo 15 pg de ADN. Pasados los 20
minutos, mezclamos las dos preparaciones e incubamos 5 minutos. Preparamos a las

céulas, poniendo 10 ml de medio nuevo suplementado a las células y les afiadimos la
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mezcla lentamente, mientras agitamos la placa. Incubamos durante 4 horas a 37°C en el

incubador. Pasado este tiempo, cambiamos el medio de cultivo e incubamos las células

24-36 horas.

5.4 Ensayo de interaccion XIAP-FAF1 en levaduras

Para comprobar la interaccion entre XIAP y el gen seleccionado e identificado
(FAF1) preparamos plasmidos de expresion para levaduras de las proteinas de fusion
XIAP-BD (plasmido pGBKT7) y FAFI-AD (pldsmido pADT?7), y utilizamos como
controles: el plasmido pCL-1 que contiene la secuencia completa de GAL4, el plasmido
pGBKT7 (BD-vector), el plasmido pADT7 (AD-vector) y Lam-BD como control de
interaccion inespecifico  (dominio BD fusionado con la proteina Laminina C
incorporado en el plasmido pGBKT?7). Cotransformamos la cepa de levadura AH109
con los plasmidos: pCL-1 solo, XIAP-BD y AD-vector, BD-vector y FAF1-AD, Lam-
BD y FAF1-AD vy finalmente XIAP-BD y FAF1-AD. Crecimos todas las colonias en
medio selectivo, compuesto por medio minimo (SD) con ausencia de aminoacidos
esenciales (leucina, triptéfano, histidina y adenina) y suplementado con 5-bromo-4-
cloro-3-indolil-a-D-galactopiranosido (X-a-Gal.) y 3-AT (3-Amino-1,2,4-triazol), y
también en medios menos restrictivos (sin leucina, sin triptéfano o sin leucina ni
triptofano) como control. Solo las colonias que reconstituyeron el factor GAL4, y
contenian todos los genes nutricionales, sobrevivieron en los medios selectivos. Ademas
evaluamos las colonias positivas por andlisis visual del color de las colonias. El color
azul es debido a la restitucion del factor de transcripcion del gen MEL1 que expresa la
proteina o-galactosidasa, capaz de hidrolizar el sustrato X-a-gal y producir un

precipitado de color azul intenso (Figura M1).
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Figura M1. Esquema del ensayo de interaccion XIAP-FAF1. A) Representacion grafica de los
plasmidos pADT7 y pGBKT7 utilizados en la deteccion de la interaccion entre las proteinas FAF1 y
XIAP. B) Representacion esquematica del ensayo interaccion por actividad.

El ensayo [-galactosidasa que utilizamos para determinar la regiéon minima de
interaccion de XIAP para unirse a FAF1 esta basada en la misma técnica explicada en
este apartado, pero utilizando una sola cepa de levaduras que se transforma con ambos
plasmidos. Utilizamos las proteinas de fusion con los dominios de la proteina GAL4 de
levaduras: BD-XIAP, BD-XIAP-ARING, BD-XIAP-A(BIR3-RING), BD-XIAP-
A(BIR1-BIR2), en el vector de expresion en levaduras pGBKT?7 y la proteina de fusion
AD-FAF]1 en el vector pGADT?7, también de expresion en levaduras. Transformamos la
cepa de levaduras Y187 con el plasmido pGADT7-AD-FAF1 y cada uno de los

plasmidos que contenian las construcciones de XIAP nombrados anteriormente.
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Cultivamos durante 24 horas a 30°C la levadura en medio YPD suplementado con
ONPG (orto-nitrofenil-B-galactosido), que es un sustrato cromogénico de la enzima f-
galactosidasa. Medimos la actividad B-galactosidasa de los cultivos, mediante un ensayo
colorimétrico, midiendo absorbancia a 420 nm en el espectrofotometro INFINITE
200Pro microplate-reader. Para representar en el grafico, hayamos las Unidades de
actividad [B-galactosidasa (Uga), donde 1 unidad esta definida como la cantidad de
enzima que hidroliza 1 umol de ONPG a O-nitrofenol y D-galactosa por minuto: 1000 x
DOy / (t x V x DOggp). Donde “t” es el tiempo de incubacion en minutos, “V” es 0.1
ml multiplicado por el factor de concentracion y DOggo es la Absorbancia a 600 nm de

un 1 ml de cultivo.

5.5 Analisis de proteinas mediante western-blot

5.5.1 Medicion de concentracion de extractos celulares

Para mantener constante la cantidad de proteina que se emplea en el ensayo,
medimos la concentracion de proteina de los distintos extractos celulares, y se iguald su
concentracion. Medimos la concentracion de proteina utilizando el método Bradford
mediante el kit comercial Quick Start Bradford Protein Assay Kit (5000203; Bio-Rad,
CA, EEUU), en placas de 96 pocillos de fondo plano. Para realizar la recta patrén
utilizamos Albimina de suero bovino incluido en el kit de medicion. Medimos la
absorbancia a 595 nm utilizando el espectofotometro INFINITE 200Pro microplate-
reader (TECAN, Suiza).

5.5.2 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Realizamos la electroforesis de proteinas en condiciones reductoras en presencia de
SDS y siguiendo el modelo de Laemmli . Las muestras se diluyeron en tampoén de carga
reductor (Tris-HC1 pH6.8 0.2M, SDS 8%, Glicerol 27%, B-mercaptoetanol 20% y
0.04% azul de bromofenol), salvo en los experimentos de ubiquitinacidon que se utilizo
un tampon de carga con el agente reductor DTT 0.4M en vez de [-mercaptoetanol
20%. Utilizamos geles con una fase concentradora al 5% de acrilamida (Acrilamida/bis-

acrilamida 5%, Tris-HCI pH 6.8 0.125M, SDS 0.1%, Persulfato amoénico 0.1%,
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TEMED 0.1%) y una fase separadora a diferentes porcentajes de acrilamida/bis-
acrilamida (6, 8, 10 6 12%) segun el peso molecular de las proteinas estudiadas
(Acrilamida/bis-acrilamida, Tris-HCI pH 8.8 0.375M, SDS 0.1%, Persulfato amoénico
0.1%, TEMED 0.4%). Hervimos las muestras durante 5 minutos (Thermomixer
comfort, Eppendorf, Alemania). Como patron de peso molecular utilizamos PageRuler
Plus Prestained Protein Ladder (ThermoFisher Scientific, MA, EEUU). Llevamos a
cabo la electroforesis en tampon de electroforesis Tris/Glycine/SDS buffer (Bio-Rad,

CA, EEUU) y un potencial de 90V durante 1-3 horas.

5.5.3 Inmunomarcaje de proteinas (western-blot)

Desarrollamos la deteccion de proteinas basdndonos en el método original de Harry
Towbin (Towbin, Staehelin et al. 1979) . Transferimos las proteinas resueltas en geles
de poliacrilamida-SDS a membranas de nitrocelulosa de 0,2 um de poro (GE
Healthcare, WI, EEUU) o de polifluoruro de vinildeno (PVDF) de 0,45 um de poro
(Millipore, MA, EEUU) activadas con Metanol durante 2 minutos en agitacion. El tipo
de membrana a utilizar se decidi6 segun las especificaciones del anticuerpo a utilizar.
Realizamos la electrotransferencia himeda con el tampon de transferencia Tris-Glicina
(25mM Trizma base,190mM glicina, 0,1% SDS) con 20% Metanol durante 1 hora 45
minutos a un voltaje de 60V, 6 semi-seca durante 45 minutos utilizando un voltaje de
20V. Utilizamos un método u otro dependiendo del tamafio de las proteinas a detectar.
Utilizamos tampodn de transferencia sin metanol para proteinas de mas de 100 KDa.
Posteriormente bloqueamos la union inespecifica a la membrana incubando con tampdn
de bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente (5% de leche (Central Lechera
Asturiana SA, Espafia) 6 5% de Albumina de suero bovino (Sigma-Aldrich, MO,
EEUU) disuelta en TBS-Tween 0.05% (Tampon TBS: Tris base 20mM, NaCl 150mM,
KCl1 3mM, HCI hasta pH 7.6)). Realizamos la incubacion con el anticuerpo primario en
5% leche o 5% albumina acorde con lo utilizado en el proceso de bloqueo y lo
incubamos a 4°C toda la noche o 2 horas a temperatura ambiente a una dilucion de
1:1000. Realizamos 3 lavados en 30 ml de TBS-Tween 0.05% durante 15 minutos e
incubamos las membranas en 5% leche con TBS-Tween 0.05% y los anticuerpos
secundarios de cabra frente a conejo o raton, segun el anticuerpo primario utilizado, y
acoplados a la peroxidasa de rabano, HRP (ThermoFisher Scientific, MA, EEUU). Los

anticuerpos secundarios se utilizaron a una dilucion de 1:10000. El revelado de la sefial
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lo realizamos incubando la membrana con el sustrato SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate (ThermoFisher Scientific, MA, EEUU). La luminiscencia
se hizo visible mediante exposicion en oscuridad de las membranas a peliculas
fotograficas para deteccion de la emision de luz. Amersham Hyperfilm (GE Healthcare,

WI, EEUU) y revelandose con el equipo Kodak X-omat 1000 (Kodak, NY, EEUU).

5.5.4 Ensayo de procesamiento de caspasas

Para la deteccion de las caspasas utilizamos el protocolo general descrito para el
analisis de proteinas, realizando algunos cambios en los tiempos de electrotransferencia
del método de western-blot, debido a la dificultad para su deteccion. Transfectamos
cultivos de células HeLa durante 36 horas con los vectores de expresion pcDNA3.1-c-
myc-XIAP, pcDNA3.1-HA-FAF1 y pcDNA3.1, manteniendo constante la cantidad de
DNA utilizado en cada caso. Tratamos las células con anti-CD95/Fas (100 ng/ml)
(Roche, Suiza) y Ciclohexamida (2.5 uM) (Sigma, MO, EEUU) durante 16 horas y
obtuvimos los extractos celulares con el tampdn de lisis de caspasas. Detectamos las
proteinas se mediante SDS-PAGE y western-blot descritos anteriormente, realizando la
electrotransferencia de las caspasas procesadas en transferencia semiseca con un voltaje
de 15 V durante 1hl5’ y el resto de proteinas en electrotransferencia himeda con un
voltaje de 55V durante 2 horas, utilizando los anticuerpos primarios anti-caspasa 3, anti-

caspasa 3 activa, anti-caspasa 7, anti-caspasa 8, anti-caspasa 9 y anti-PARP.

5.6 Ensayo GST Pull-down

Transfectamos cultivos de células HeLa con el vector pEGFP-CI1-FAF1 las 48
horas, obtuvimos el extracto celular mediante el protocolo general de lisis.
Transformamos la cepa bacteriana Escherichia coli BL21(DE3) con los plasmidos
pGEX3T4 (vacio) o pGEX3T4-XIAP que expresan GST o la proteina de fusion GST-
XIAP. Crecimos el cultivo durante 24 horas en medio selectivo con ampicilina para
evitar el crecimiento de bacterias que no contengan la resistencia proporcionada por los
plasmidos y lisamos las células para obtener las proteinas GST y GST-XIAP.
Purificamos la proteina GST y la proteina de fusiéon XIAP-GST incubando los extractos

con glutation sefarosa (glutathione-Sepharose 4B beads; GE Healthcare, WI, EEUU)
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quedando unidas a estas y finalmente lavamos las bolas de sefarosa varias veces con
tampon de lisis general para desechar las proteinas no deseadas. Para nuestros ensayos,
empleamos 100 pg de extracto celular e incubamos con 1 pg de GST o GST-XIAP
inmovilizados con glutation-sefarosa durante 4 horas a 4°C en tampon de lisis general.
Lavamos las muestras 4 veces con tampon de lisis general, y resolvimos mediante
electroforesis SDS-PAGE, electro transferencia humeda y detectamos los complejos

mediante inmunoblot con anticuerpos anti GFP.

5.7 Inmunoprecipitacion

Obtuvimos extractos celulares de los cultivos empleados y utilizamos una décima
parte como control de cantidad total de proteina que detectamos posteriormente
mediante western-blot y el resto del extracto se empled para la inmunoprecipitacion.
Para evitar uniones inespecificas con la sefarosa y/o la proteina A/G realizamos una
preincubacion de los extractos celulares con 10 pl de sefarosa que tenia acoplada la
proteina recombinante A/G, (A/G protein Plus-sepharose; Novagen, Alemania) durante
45 minutos en agitacion a 4°C y centrifugamos las muestras a 150g. Incubamos 30 pl de
proteina A/G -sefarosa con anticuerpos especificos, anti-c-myc, anti-HA, o anti-XIAP
(BD Bioscience, NJ, EEUU) a una concentracion de 0,5 pg/ml durante 30 minutos a 4°C
y afiadimos el sobrenadante obtenido anteriormente tras la preincubacién. Incubamos a
4°C durante toda la noche con agitaciéon y lavamos las muestras 3 veces durante 30
minutos a 4°C con agitacion con el tampoén de lisis general. Resolvimos los
inmunocomplejos por geles SDS-PAGE, posterior electrotransferencia, y deteccion de

proteinas mediante inmunomarcado especifico y revelado (western-blot).

5.8 Ensayo de ubiquitinacion

Para detectar proteinas con cadenas de ubiquitina, utilizamos pldsmidos con la
proteina ubiquitina unida al marcador molecular His, para su posterior deteccion.
Cotransfectamos cultivos de células HEK 293T en placas de 60mm durante 36 horas
utilizando liposomas con los plasmidos pMT107-Ubiquitina-His y pcDNA3.1-FAF1-
GFP 6 pcDNA3.1-FAF1-HA, junto con una de los siguientes construcciones:
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pcDNA3.1-XIAP, pcDNA3.1-XIAP-ARING 6 pcDNA3.1, manteniendo constante la
cantidad total de ADN transfectado. Tratamos los cultivos celulares con 40 uM del
inhibidor de proteosoma Z-Leu-Leu-Leu-al (C2211, Sigma, MO, EEUU) durante 4
horas para evitar la degradacion de las proteinas marcadas con ubiquitina. Lavamos las
células con PBS y recogimos las células de la placa de cultivo incubando 5 minutos con
Tripsina-EDTA, centrifugamos 3 minutos a 1000 rpm y resuspendimos las células en
200 pl de tampon de lisis de ubiquitinacion. Purificamos los compuestos asociados a
Histidina mediante el kit His-Spin Protein Miniprep (ZYMO research, CA, EEUU). La
muestra atraveso una columna de resina de union al marcador molecular His. Lavamos
la resina y mediante un tampon especifico del fabricante y eluimos los complejos que
contenian el marcador molecular His. Realizamos la detecciéon de los complejos
proteicos mediante la técnica de western-blot, utilizando los anticuerpos primarios anti-

GFP o anti-HA para detectar las proteinas de fusion FAF1-GFP 6 FAF1-HA.

5.9 Ensayos de actividad del Factor Nuclear kB

Para detectar la actividad del factor de transcripcion NF-xB utilizamos
construcciones plasmidicas con secuencias de union a NF-kB unidas a proteinas
bioluminiscentes. Cultivamos las células en placas de 96 pocillos opacas, de fondo
plano. Transfectamos cultivos de células HEK 293T utilizando liposomas durante 36
horas con los vectores de expresion pcDNA3.1-c-myc-XIAP, pcDNA3.1-HA-FAFI,
pcDNA3.1-c-myc-ARING, y/o pcDNA3.1-HA-FAF1-ACtDEDID junto con pcDNA3.1-
promotor de NF-kB-/uc (gen reportero de la actividad kB) y pcDNA3.1-renilla-luc (gen
control de la bioluminiscenia de luciferasa). Mantuvimos constante la concentracion
total de ADN transfectado ajustando con el ADN del vector vacio pcDNA3.1. Tratamos
las células estimuladas con TNFa (Peprotech®, NJ, EEUU) 20 ng/ml durante 6 horas.
Utilizamos el kit comercial Dual-Glo Luciferase kit (Promega, WI, EEUU) para medir
la actividad NF-kB. Cambiamos el medio de cultivo a las células y anadimos 100 pl de
un primer tampon, provocando la ruptura de las membranas celulares y proporcionando
el sustrato para la enzima luciferasa. Incubamos en oscuridad durante 28 minutos,
momento en el que la senal tiene valores altos y estables y medimos la luminiscencia en
el espectrofotometro INFINITE 200Pro microplate-reader. Afiadimos 100 pl del

segundo tampon que bloquea la actividad de luciferina y aporta el sustrato a la
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luciferasa de Renilla. Incubamos 28 minutos y volvemos a medir la luminiscencia de los
pocillos, obteniendo un valor de normalizacién de los plasmidos de luciferasa

transfectados.

5.10 Ensayos de actividad bioquimica de caspasas

Llevamos a cabo la medida de la actividad de las caspasas 3/7 y de la caspasa 8 en
células HeLa cultivadas en placas de 96 pocillos opacas de fondo plano, que
transfectamos utilizando liposomas durante 36 horas con los vectores de expresion
pcDNA3.1-c-myc-XIAP y/o pcDNA3.1-HA-FAF1. Tratamos las células con anti-
CD95/Fas (100 ng/ml) y Ciclohexamida (2,5 uM) (Sigma, MO, EEUU) durante 24
horas. Detectamos la actividad de las caspasas 3/7 mediante el kit comercial Caspase-
Glo 3/7 Assay y Caspase-Glo 8 Assay (Promega, WI, EEUU). Afadimos 100 ul de
tampon de lisis Caspase-Glo proporcionado en el kit, que lisa las células directamente
sobre la superficie de cultivo, proporcionando ademds un sustrato de caspasa 3/7 o
caspasa 8, que al ser cortado genera luminiscencia. Incubamos 30 minutos para alcanzar
un maximo de luminiscencia estable y medimos la luminiscencia en el

espectrofotometro INFINITE 200Pro microplate-reader.

5.11 Ensayo de Inmunocitoquimica

Para los estudios con proteina sobreexpresada, cultivamos las células HeLa en
sistemas de camara de cultivo sobre portaobjetos, especialmente preparados para
inmunocitoquimica, divididos en 8 pocillos (Lab-Tek® Nunc, IL, EEUU).
Transfectamos las células con los vectores de expresion pcDNA3.1-c-myc-XIAP y/o
pcDNA3.1-HA-FAF1, utilizando un total de 1 pg de ADN por pocillo. Lavamos las
células con PBS (Phosphate Buffer Saline) y las fijamos con parafolmaldehido 4%
(Sigma, MO, EEUU) disuelto en tampon PBS durante 20 minutos. Lavamos las células
3 veces durante 5 minutos con PBS, bloqueamos los cultivos y los permeabilizamos con
una soluciéon de PBS-BSA (Bovin Serum Albumin) 1% + Digitonina 100 pM durante 10
minutos. Posteriormente incubamos con el anticuerpo primario (en PBS-BSA 0,1% +

Digitonina 100 uM) durante 2 horas a temperatura ambiente. Los anticuerpos primarios
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que utilizamos fueron anti-HA conejo y anti-c-myc raton a una concentracion 1:1000
diluidos en la solucion de bloqueo. Efectuamos 3 lavados de 10 minutos en agitacion e
incubamos con los anticuerpos secundarios unidos a fluoréforos Alexa 594 anti-conejo
y Alexa 488 anti-raton (Molecular Probes. Invitrogen, CA, EEUU) a una concentracion
de 1:1000 en PBS-BSA 0,1%, durante 1hora a temperatura ambiente en la oscuridad. Al
terminar, realizamos 3 lavados de 10 minutos en PBS. Después, incubamos las células
con 5Spg/ml el marcador nuclear DAPI (4',6-Diamidino-2-fenilindol diclorhidrato;
D9542; Sigma, MO, EEUU) en PBS durante 10 minutos. Montamos las muestras con
medio de montaje DAKO, (Barcelona, ESPANA). Finalmente examinamos las células
por microscopia confocal de escaneo rapido (escaner resonante) (TCS SP5 Leica
Microsystem, Alemania) utilizando el software proporcionado por el mismo fabricante
LAS AF. De cada célula se tomo un total de 9 secciones focales de 0,63 micras de
altura, con lente de inmersion 63X, separadas en 1 micrometro. Posteriormente

seleccionamos el plano con mayor cantidad de citoplasma para ser analizado.

Para los ensayos de localizacion de las proteinas endogenas realizamos el protocolo
de inmunocitoquimica, con algunas modificaciones: Cultivamos células HelLa sobre
cubreobjetos de vidrio (CBOO120RA1, ThermoFisher, MA, EEUU) tratado con poli-L-
Lisina (P6282, Sigma, MO, EEUU) y colocados en placas de cultivos de 24 pocillos. La
incubacion de las células con el tampdn de permeabilizacién y bloqueo la realizamos
toda la noche a 4°C. Los anticuerpos primarios que utilizamos fueron: anti-FAF1
(Abcam, Cambridge, Reino Unido), anti-XIAP (Abnova, Taipei, Taiwan) y anti-
CD95/Fas a una concentracion de 1:200. La incubacion con los anticuerpos primario y
secundario la realizamos por tension superficial, colocando 30 pl de anticuerpo sobre
una superficie plastica y depositando el cubreobjetos sobre ella. Finalmente, utilizamos
el medio de montaje para preparar los cubreobjetos con las células sobre cristales

portaobjetos (10143352, Superfrost™PLUS, ThermoFisher, MA, EEUU).

Para los graficos de intensidad de sefial en un corte axial. Dibujamos una linea que
atravesase gran parte de nucleo y citoplasma en su trayectoria, y que fuera lo mas
representativo posible del total de células capturado. Mediante el software Imagen
(NIH, EEUU), obtuvimos el valor de los pixeles de cada canal situado en la trayectoria
de la linea y los representamos en el eje Y, enfrentados a la distancia en micrometros al

inicio de la linea.

106



Para los estudios de colocalizacion cuantitativa, analizamos las imagenes obtenidas
mediante el software Image J. Transformamos las imagenes a escala de grises y 8-bits y
substrajimos el fondo de cada imagen mediante el calculo de 3 veces la desviacion
media mas la media de una region del fondo. Realizamos los anélisis de colocalizacion
con el plugln de Imagen, JACOP obteniendo distintos coeficientes que proporcionan
una medida de la paridad de las intensidades de fluorescencia procedentes de cada una
de las proteinas estudiadas. Los indices calculados, son el Coeficiente de correlacion de
Pearson (PR), que puede tomar valores entre -1 y 1. Siendo -1 total deslocalizacién, 0
colocalizacion al azar y 1 maxima colocalizacion y el Coeficiente de solapamiento (R),
que puede tomar valores desde 0 (baja colocalizacion) hasta 1(alta colocalizacion).
Ambos coeficientes indican una proporcionalidad general de pixeles colocalizados. De
igual modo, utilizamos otros coeficientes que ofrecen un valor de colocalizacion para
cada sefial de inmunomarcaje: Coeficientes de colocalizacion M1/M2 y coeficientes de
solapamiento k1/k2. . Los coeficientes M1/M2, representan una proporcioén de pixeles
de una sefial de inmunomarcaje (Alexa 594) que colocaliza con la otra sefial de
inmunomarcaje (Alexa 488) sin tener en cuenta la intensidad de los pixeles
colocalizados, por lo que se establece un umbral a partir del cual la intensidad de un
pixel es suficiente para interpretar que colocaliza con la intensidad procedente del otro
canal. Pueden tomar valores entre 0 (no colocalizacién) y 1 (maxima colocalizacion)
Los coeficientes k1/k2 proporcionan una informacion similar a los coeficientes M1/M2
pero teniendo en cuenta ademas la intensidad de los pixeles que colocalizan. El valor 1
indicaria la méxima colocalizacién y pueden tomar valores por encima y por debajo de
1 dependiendo de la diferencia de intensidad que aporte cada canal a la colocalizacion.

Las formulas matematicas de los indices utilizados se resumen en la siguiente tabla:
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Coeficientes de correlacién SR -R)x (¥, 1)
RP: . eyt . I2
de Pearson, R,. JZ R -RP <X -P)

3 (R xV,)

Coeficientes de

solapamiento, R. R= SR <X (7)?
Coeficientes de v 2R L 2 e

colocalizacién M,y M,. TITTS R TS
Coeficientes de 2. (RixVi) 2R xT)

solapamiento k, y k. k;:’(T k;:'(T

Tabla M3. Coeficientes de solapamiento de sefial inmunofluorescencia utilizados en los estudios de
colocalizacion cuantitativa. La tabla muestra el nombre, abreviatura si procede, y las formulas
matematicas para su calculo. Las letras R y V son los valores de intensidad de fluorescencia de los pixeles
de los canales 1(rojo) y 2(verde) respectivamente.

Para cada para de imagenes se obtuvo también la significancia del valor del indice
de Pearson, mediante los test de colocalizacion: Randomizacion de Costes y Funcion
de correlacion cruzada de Van Steensel . La randomizacion de Costes, obtiene 50
imagenes modificadas de la original de uno de los canales, mediante la reordenacion
aleatoria de cuadrados de la imagen original de 5 pixeles cuadrados. Después compara
los valores de Pearson de las imagenes aleatorias con el valor de Pearson de las
imagenes originales, obteniendo un valor de probabilidad. Esto indica si el coeficiente
de Pearson hallado originalmente es consecuencia del solapamiento de la intensidad de
las proteinas o a la sefal aleatoria proveniente de cada canal. La funcién de correlacion
cruzada de Van Steensel, desplaza la imagen de uno de los canales de 1 a 20 pixeles a
la izquierda y a la derecha de la imagen original y halla el valor de Pearson con cada
una de esas imagenes desplazadas. Los valores de Pearson deben tener un maximo en
las imagenes originales e ir disminuyendo al desplazarse la imagen hacia los lados,
obteniendose en el caso de una colocalizacion no debida al azar, unos valores que se

ajustan a una curva normal o gaussiana).

5.12 Ensayo de viabilidad por morfologia celular

Cultivamos células HeLa en placas de 96 pocillos y transfectamos con los vectores
de expresion pcDNA3.1-c-myc-XIAP y/o pcDNA3.1-HA-FAF1 durante 24 horas,

utilizando el vector pcDNA3.1 vacio para mantener las cantidades de ADN transfectado
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constantes. Tratamos los cultivos con anti-CD95/Fas 100 ng/ml durante 16 horas,
fijando posteriormente las células con paraformaldehido 4% durante 20 minutos.
Bloqueamos los cultivos y los permeabilizamos con una solucion de PBS-BSA (Bovin
Serum Albumin) 1% + Digitonina 100 uM durante 10 minutos. Incubamos las
preparaciones con 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Sigma, MO, EEUU) disuelto
1:10000 en PBS durante 10 minutos. Seleccionamos visualmente las células que
sobreexpresaban las proteinas XIAP y FAF1 y valoramos la apoptosis celular mediante
microscopio epifluorescente por su morfologia nuclear utilizando la fluorescencia del
marcador nuclear DAPI. Finalmente analizamos las imagenes con el programa de

andlisis de imagen ImageJ.

5.13 Estudio de viabilidad y analisis morfologico
automatizado

Utilizamos cultivos de células HelLa, que transfectamos con los vectores de
expresion pcDNA3.1-c-myc-XIAP 'y pcDNA3.1-HA-FAF1 durante 24 horas.
Posteriormente los incubamos durante 15 minutos con el colorante nuclear Hoechst-
33342 (bisBenzimide H 33342 trihydrochloride, Sigma-Aldrich, MO, EEUU) a una
concentracion de 5 "%/, que atraviesa la membrana de la célula viva y tifie
fluorescentemente el nucleo, y con el colorante vital Calceina-AM (Calceina
acetoximetil ester, Sigma-Aldrich, MO, EEUU) a una concentracion de 5 uM que
también atraviesa la membrana celular y se torna fluorescente al ser sustrato de
esterasas citoplasmaticas, quedando ademas atrapado en la célula. Las células vivas se
estudiaron directamente con el analizador celular robotizado de microscopia
epifluorescente (GE INCell 1000 Analyzer). Para el analisis de las poblaciones
apoptoticas disefiamos una mascara con el programa informatico de analisis InCell. La
mascara estaba compuesta de varios filtros.

1. Filtro de supervivencia: En el que se media la Intensidad de sefial de la Calceina
en la célula y segun la misma se dividia a las células en 2 poblaciones (Calceina
positivas y negativas).

2. Filtro de Morfologia nuclear dividia las células en células con el nucleo
condensado o no condensado segln la Intensidad del Hoecht en el nicleo en la formula

(covarianza de Intensidad,cieo / Intensidadpgcieo)-
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3. Filtro de retraccion, que calcula el Area de la célula/I nucleo, y nos da un valor de
como la célula se acerca a una forma mas redondeada.

4. Morfologia celular, que marcaba a las células como vivas y muertas segin la
formula (Area celular / Factor de forma de la célula) El factor de forma es un valor que
se aproxima a 1 cuando la célula es redonda y a 0 cuanto mas se aleja de la circularidad.

5. El ultimo filtro es un arbol de decisiones en los que utilizamos los filtros de
supervivencia y de Morfologia nuclear para dividir las células en 4 poblaciones: Sanas
(calceina positivas, nucleo no condensado), Muertas (calceina negativas y nucleo
condensado) y dos poblaciones intermedias (calceina positivas, nucleo condensado) y
(calceina negativas, nucleo no condensado). Ademads de estos filtros tomamos, de cada
célula, los siguientes datos: Area, 4rea nuclear, Intensidad de fluorescencia del nucleo y
Covarianza de la intensidad de fluorescencia del nucleo.

Realizamos un analisis de poblaciones mediante ACP (Andlisis de Componentes
Principales). Este andlisis genera un conjunto de variables, los componentes o vectores
propios, que son combinaciones lineales de las variables originales que cumplen dos
requisitos: 1) cada componente absorbe el maximo de variabilidad remanente en los
datos, de forma que la 1* componente absorbe el maximo de variabilidad de los datos
originales, la segunda absorbe el méaximo restante y asi sucesivamente; y 2) cada

componente es ortogonal, es decir, independiente del resto de las componentes.

5.14 Citometria de flujo

Transfectamos cultivos de células HeLa con los vectores de expresion pcDNA3.1-c-
myc-XIAP y pcDNA3.1-HA-FAF1 durante 36 horas. Incubamos los cultivos con o sin
estaurosporina 12,5 nM durante 18 horas. Recogimos el medio de cultivo para no perder
ninguna célula y recogimos las células adheridas incubando 5 minutos con tripsina-
EDTA. Desactivamos la enzima tripsina afadiendo medio suplementado con suero y
obtuvimos una solucion de las células que afiadimos al medio anterir. Centrifugamos 3
minutos a 1000g, lavamos con PBS a 4°C y procedimos a su permeabilizacion y fijacion
con una soluciéon de etanol 70% a -20°C. Posteriormente procedimos a su tincion
resuspendiendo en tampon DAPI-Nonidet P40 pH 7.4 (NaCl 146 mM, Tris base 10
mM, CaCl, 2mM, MgCl, 22 mM, 0,05g BSA, Igepal CA-630 0,1%, DAPI 10 ul/ml y
HCI para ajustar el pH). Incubamos las células 15 minutos a temperatura ambiente en
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oscuridad y analizamos las suspensiones de células con el equipo de citometria de flujo
FACS Canto II (BD Biosciences, NJ, EEUU). Utilizamos graficos de ancho de pulso
frente al area para descartar los agregados de las células individuales. Recogimos un
total de 30000 eventos individuales mediante el software FACS Diva 6.1.
Posteriormente, analizamos las poblaciones de células con el software FlowJo (Tree
Star, OR, EEUU) obteniendo el estado del ciclo celular y tomando como poblacion

apoptotica las células en estado sub GO/G1.

5.15 Analisis estadisticos

El andlisis de los efectos de los tratamientos (transfecciones, estimulacion, ...) se
realizaron mediante andlisis de ¢ de Student de 1 6 2 colas o mediante el andlisis
ANOVA de 1 via para tratamientos con mas de dos posibles estados (vg. comparacion
del efecto de la transfeccion con diferentes mutantes) y las posteriores comparaciones
“posthoc” entre tratamientos empleando el método de Bonferroni implementado en el
software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., CA, EEUU). El anélisis de
componentes principales (ACP), asi como los ANOVAs de 2 y 3 vias (y modelos
mixtos) se realizaron mediante el lenguaje de andlisis estadistico R (R Core Team
(2014). http://www.R-project.org, Vienna, Austria), empleando la funcion PCA de la
libreria Hmisc para realizar los ACP. Para los ANOVAs de 2 o 3 vias se emple6 la
funcion anova sobre el modelo lineal ajustado con la funciéon Ime de la libreria nlme y
posteriormente se analizaron los términos de interaccion mediante el comando
testInteractions de la libreria Phia. En todos los andlisis consideramos el efecto del
tratamiento significativo si p<0,05. Los niveles de significacion menores de 0,001 se
codificaron con 3 estrellas (***), los menores de 0,01 con 2 estrellas (**) y los menores

de 0,05 con una estrella (*).
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RESULTADOS
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6. RESULTADOS

6.1 VERIFICACION DE LA INTERACCION ENTRE
XIAP y FAF1

En la bisqueda de nuevas proteinas que interaccionen con la proteina inhibidora de
apoptosis XIAP, se realizo un estudio de cribado mediante el ensayo de dos hibridos en
levadura, utilizando el mutante truncado de XIAP, XIAP-ARING, como cebo (bait) y
una libreria de ADNc de cerebro humano de neonato como presa (prey). De este
analisis, se obtuvieron 55 clones positivos de un total de ~108 clones cribados. Dos de
los clones positivos contenian la secuencia completa de FAF1 humano (nimero de

referencia en NCBI: NM_007051.2).

Para verificar la interaccion entre FAF1 y XIAP observada en el cribado de dos
hibridos realizamos un ensayo con cultivos de la cepa de levadura AH-109,
transformada con los plasmidos de expresion mostrados en la tabla R1. Solo cuando se
cotransforman los plasmidos que expresan las proteinas de fusion XIAP-BD y FAFI1-
AD, se induce la expresion de los genes para crecer en los medios de seleccion y la
expresion de la enzima a-galactosidasa, que produce el color azul de las colonias.
Evaluamos el color y supervivencia en medios nutricionales restrictivos de las colonias
mediante observacion directa. El control positivo pCL-1 que contiene la proteina integra
GALA4 y las colonias transformadas con los plasmidos XIAP-BD y FAF1-AD, indujeron
la expresion de los genes para crecer en el medio de seleccion en ausencia de His y Ade
y ademas presentaron color azul, lo que indica la actividad de la proteina GAL4. Los
demas cultivos no reconstituyeron la proteina GAL4, por lo que no crecieron debido a la

falta de genes nutricionales (Tabla R1).
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CEBO PRESA SD-L SD-W SD-L-W SD-L-W-H-A+3AT  Color
pCL-1 + —_ —_ — Azul

XIAP-BD AD-vector + + + — Blanco

BD-vector FAF1-AD + + + — Blanco

Lam-BD FAF1-AD + + + — Blanco
XIAP-BD FAF1-AD + + + + Azul

Tabla R1. Ensayo de interaccion de FAF1 y XIAP en levadura. Los plasmidos de expresion en
levadura empleados en cada experimento se muestran en la parte izquierda. En la parte superior se indica
las condiciones de restricciéon nutricional de cada medio de cultivo, a los que se le eliminaron
aminodcidos esenciales segun el caso (Leucina(L), triptéfano(W), histidina(H) y adenina(A)) y afiadimos
el compuesto 3AT que hace a las levaduras dependientes de la histidina exdgena. La tabla muestra si las
levaduras crecieron en dichos medios (+) o si su crecimiento se vio impedido (-). El control positivo es el
plasmido pCL-1 que contiene el gen completo GAL4 y Lam-BD es un control de interaccion inespecifico.
El color azul de las colonias indica la hidrdlisis del sustrato X-o-Gal. El crecimiento y color azul de las
colonias que presentan los plasmidos que contienen XIAP-BD y FAF1-AD indican una interaccion
especifica entra las proteinas XIAP y FAF1.

Para confirmar la interaccion entre XIAP y FAF1 observada en levadura, realizamos
un ensayo in vitro de precipitacion con glutation (GST pull-down). Purificamos e
inmovilizamos la proteina de fusion GST-XIAP, expresada en bacteria (Escherichia
coli), en columnas cargadas con glutation—sefarosa. Al mismo tiempo, obtuvimos
extractos celulares de cultivos de la linea celular humana HeLa que sobreexpresaban las
proteinas EGFP y EGFP-FAFI1. Estos extractos fueron incubados en columnas de
glutation-sefarosa que mantenian adheridas las proteinas de fusion XIAP-GST o GST
como control. Analizamos los eluidos mediante western-blot con el anticuerpo
especifico contra la proteina EGFP. La figura R1 (paneles de la izquierda) muestra los
extractos de las células que sobreexpresaron las proteinas de fusion EGFP (28 KDa) y
EGFP-FAF1 (95 KDa). Mostramos los eluidos de estos extractos al pasarse a través de
las columnas de GST o XIAP-GST en los paneles centrales (eluido de FAF1-EGFP) y
de la derecha (eluido de EGFP). El anticuerpo especifico frente a EGFP solo detect6
sefal en los eluidos procedentes de los extractos celulares con FAF1-EGFP al atravesar
la columna con XIAP-GST y no se observa ninguna sefial en el resto de casos (FAF1-
EGFP + sefarosa-GST, EGFP + sefarosa-XIAP-GST y EGFP + sefarosa GST)
demostrando la especificidad de la interaccion XIAP-FAF1.
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Extractos Eluidos FAF1-EGFP Eluidos EGFP

95 KDap | E—_ ———

28 KDa pp .

FAF1-EGFP EGFP XIAP-GST GST XIAP-GST GST

Figura R1: Interaccion FAF1-XIAP in vitro mediante ensayo GST “pull-down”. Transfectamos
cultivos celulares de la linea cancerigena humana HeLa con el plasmido que expresa la proteina de fusion
EGFP-FAF1 o EGFP como control. Los extractos celulares se incubaron con XIAP-GST o GST como
control. Resolvimos los eluidos mediante western-blot e inmunomarcaje con el anticuerpo especifico
frente a EGFP. En los paneles izquierdos mostramos los extractos celulares de los cultivos que
expresaban las proteinas de fusion FAF1-EGFP (95 KDa) y EGFP (28 KDa). En los paneles centrales y
derechos, mostramos los eluidos que incubamos con las proteinas recombinantes XIAP-GST y GST. La
precipitacion de FAF1-EGFP en presencia de XIAP-GST indica una interaccion especifica entre XIAP y
FAFI1.

Si bien la levadura es una célula eucariota, el plegamiento de las proteinas en los
organismos eucariota como levadura y mamifero tienen diferencias en la complejidad y
en las moléculas responsables de este proceso (Young, Agashe et al. 2004), asi como en
las modificaciones post-trascripcionales como la acetilacion y la glicosilacion (Polevoda
and Sherman 2003; Lehle, Strahl et al. 2006). Por ello procedimos a estudiar si esta

interaccion tiene lugar en células de mamifero.

Empleando la linea celular HeLa, transfectamos los plasmidos de expresion de la
proteina de fusion EGFP-FAF1 (humana) y la proteina EGFP como control. Sometimos
los extractos celulares a inmunoprecipitacion con el anticuerpo contra la proteina de
XIAP humana enddgena y analizamos el eluido mediante western-blot con el anticuerpo

especifico contra la proteina EGFP.
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Extractos Inmunoprecipitacion

. IP: anti-XIAP
Bz ant-EGFR IB: anti-EGFP
N 4 95KDa p| SN
Q‘ 28KDa P
FAF1-EGFP EGFP FAF1-EGFP EGFP

Figura R2. Interaccién entre la proteina FAF1 y la proteina XIAP endégena. Transfectamos
cultivos celulares HeLa con los plasmidos que expresan las proteinas de fusion EGFP-FAF1 o EGFP
como control. Obtuvimos extractos celulares, que empleamos para una inmunoprecipitacion, utilizando
el anticuerpo especifico contra la proteina XIAP enddgena. Resolvimos los inmunocomplejos mediante
inmumarcaje con el anticuerpo anti-EGFP (panel derecho). El panel izquierdo muestra el
inmunomarcaje de los extractos celulares con anticuerpo frente a EGFP. La inmunoprecipitacion de
HA-FAF1 en presencia de XIAP enddgeno, indica una interaccion especifica XIAP-FAF1 en células
eucariota.

Como mostramos en el panel derecho de la figura R2, se produjo el
inmunoprecipitado de la proteina de fusion FAFI-EGFP a 95 KDa cuando se
encuentraba en presencia de la proteina XIAP inmovilizada. Los extractos que
expresaban EGFP no precipitaron con inmunocomplejos de XIAP (panel derecho
abajo). Estos resultados demuestran la interaccion de FAF1 con XIAP enddgeno en
células humanas, en concordancia con los resultados ya obtenidos en los ensayos

anteriores.

Por tultimo, para verificar la interaccion de ambas proteinas realizamos un ensayo de
coinmunoprecipitacion de las proteinas endégenas FAF1 y XIAP en células humanas.
En primer lugar comprobamos mediante western-blot los niveles enddgenos de
expresion de ambas proteinas en varias lineas celulares, obteniendo buenos niveles en
las 3 lineas estudiadas (Figura R3A). Seleccionamos la linea celular HelLa por tener
buenos niveles de expresion de FAF1 y XIAP, asi como haber sido utilizada
previamente para los ensayos de inmunoprecipitacion con XIAP endogeno. En la parte
derecha de la figura R3B observamos la sefial correspondiente a la inmunoprecipitacion
de la proteina FAF1 debida a la union con XIAP endogena. En el carril central, se
muestra el control de inmunoprecipitacion que se realizo utilizando el anticuerpo isotipo

IgG que no produce sefial alguna.
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Figura R3. Interaccion entre las proteinas FAF1 y XIAP endégenas. A. Niveles de expresion de las
proteinas FAF1 y XIAP endogenas en las lineas celulares HelLa, HEK293T y SH-SYS5Y. B.
Inmunoprecipitaciéon de la interaccion FAF1-XIAP. Realizamos un ensayo de inmunoprecipitacion en
extractos de cultivos celulares HeLa con un anticuerpo especifico contra la proteina XIAP o con un
anticuerpo isotipo IgG control. Resolvimos los inmunocomplejos mediante western-blot utilizando el
anticuerpo frente a la proteina FAF1. Este ensayo verifica la interaccion entre XIAP y FAF1 en células
eucaritota.

6.2. Analisis de la region de interaccion entre XIAP y FAF1

Una vez verificada la interaccion entre las proteinas XIAP y FAFI, nuestro
siguiente objetivo fue determinar las regiones de cada una de las proteinas implicadas
en la interaccion, que nos ayudard a determinar la actividad bioldgica resultante de la

unidn de estas proteinas (Introduccion, apartado 3.4 y 3.5)

Primero empleamos un ensayo in vitro de actividad -galactosidasa en levaduras de
la cepa Y187. Transformamos los cultivos con los plasmidos que expresan la proteina
XIAP-BD o sus mutantes truncados (figura R4A), también unidos al dominio BD, y con
la proteina FAFI1-AD como presa. La actividad p-galactosidasa derivada de la
interaccion entre las proteinas presa y cebo se mide por la degradacion del sustrato
ONPG, que cuantificamos midiendo la absorbancia a 420 nm en el tiempo (Uga, ver
materiales y métodos, apartado 5.4). La figura R4B muestra que la interaccion entre
FAF1 y la proteina XIAP nativa produjo una actividad -galactosidasa de 1,46 Ugy +
0,11 (n=5) significativamente mayor (P<0,005, T,=16, n=3) que la producida por el
vector vacio y FAF1 (0,32 Uy, £ 0,14; n=3). Igualmente, la delecion del dominio RING
o0 los dominios BIR3 y RING producen una actividad -galactosidasa significativamente
mayor que el control (0,97 Ugy £+ 0,07, T3=3,62; P<0,05; n=3) y (1,21 Ugy * 0,02;
T4=3,94; P<0,01; n=4) respectivamente. Sin embargo, la delecion de los dominios BIR1
y BIR2 reduce la actividad  f-galactosidasa a 0,35  Ug + 0,05, siendo

significativamente diferente al valor alcanzado por la proteina nativa (P<0,01;
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T,=13,64; n=3). Estos resultados revelan por tanto, a los dominios BIR1-BIR2 de XIAP

como los responsables de la interaccion con FAF1.
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Figura R4. Identificacion de la region de interaccion de la proteina XIAP con la proteina FAF1 en
levadura. A. Representacion esquematica de la proteina XIAP y los mutantes utilizados en el ensayo. B.
Unidades de actividad B-Galactosidasa (Ug,) de los diferentes cultivos de levadura que co-expresan XIAP
o mutantes truncados (con el dominio BD de GAL4) con la proteina FAF1 (dominio AD de GAL4).
Como control utilizamos el vector vacio pGBKT7 (P*<0,01 frente a control). Cada valor es la media de 3
experimentos diferentes. El analisis estadistico se realizd6 mediante el test # de Student de 1 cola. Este
ensayo de B-galactosidasa muestra la interaccion especifica de la proteina FAF1 con XIAP y sus mutantes
truncados XIAP-ARING y XIAP-A(BIR3-RING).

Para confirmar que la region que contiene a los dominios BIR de XIAP es la
responsable de la interaccion con FAF1, realizamos un ensayo de inmunoprecipitacion
de HA-FAF1 frente a XIAP y sus mutantes de delecion (todos unidos al marcador
molecular c-myc). Estas proteinas fueron sobreexpresadas en la linea celular humana
HelLa y realizamos una inmunoprecipitacion con el anticuerpo anti-c-myc de los
extractos celulares, los cuales resolvimos mediante western-blot con al anticuerpo anti-

HA.
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Figura RS. Identificacion de la
region de interaccion de la
proteina XIAP con la proteina
FAF1 en células HeLa.
Sobreexpresamos las proteinas de
fusion HA-FAFI1 y c-myc-XIAP o
cada uno de sus mutantes de
delecion en la linea celular HeLa.
Obtuvimos extractos celulares y los
inmunoprecipitamos (IP) con el
anticuerpo anti-c-myc. Resolvimos
los inmunocomplejos mediante
western-blot con el anticuerpo anti-
HA. El panel superior muestra la
inmunoprecipitacion de la proteina
FAF1 con la proteina nativa XIAP y
el mutante XIAP-ARING. Los
paneles inferiores muestran la
expresion de las proteinas de
estudio y los niveles de la proteina
B-tubulina, como control de carga.

Como puede observarse en la figura R5B la proteina nativa XIAP, asi como el

mutante de delecion XIAP-ARING, muestran una clara interaccion con FAF1 (Figura

R6, panel superior). Sin embargo, no se observa interaccion apreciable entre FAF1 y los

mutantes XIAP-A(BIR3-RING) y XIAP-A(BIR1-BIR2). Estos resultados muestran la

importancia de la region que abarca los 3 dominios BIR en la interaccion de XIAP con

FAFI.
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Figura R6. Identificacion de la region de interaccion de la proteina FAF1 con la proteina XIAP. A.
Representacion esquematica de los mutantes de delecion de la proteina FAF1 utilizados en los ensayos.
B. Sobreexpresamos las proteinas de fusiéon c-myc-XIAP y HA-FAF1 o cada uno de sus mutantes de
delecion en la linea celular Neuro-2a. Obtuvimos extractos celulares y los inmunoprecipitamos con el
anticuerpo anti-c-myc. Resolvimos los inmunocomplejos mediante western-blot utilizando el anticuerpo
anti-HA. El panel superior muestra la inmunoprecipitacion de la proteina HA-FAF1 y el mutante FAF1-
ACtDEDID con la proteina c-myc-XIAP. Los paneles inferiores muestran la expresion de las proteinas de
estudio y los niveles de la proteina B-tubulina, como control de carga. El panel superior muestra la
formacion de inmunocomplejos de HA-FAF1 y c-myc-XIAP. Las flechas blancas indican las cadenas
pesada y ligera de los anticuerpos. Sobre el panel superior se indica los mutantes de la proteina FAF1 que
resultaron tener interaccion con la proteina XIAP. El panel inferior muestra las cantidades de la proteina
de fusion HA-FAF1 y de sus mutantes presentes en los extractos.

Una vez establecida la region de interaccion en XIAP, seguimos con el estudio de la
region de interaccion en la proteina FAF1. Sobreexpresamos la proteina c-myc-XIAP
junto con la proteina HA-FAF1 o sus mutantes de delecion (con el marcador molecular
HA) en cultivos celulares del neuroblastoma murino Neuro-2A. Sometimos los
extractos celulares a un ensayo de inmunoprecipitacion con el anticuerpo contra el
marcador c-myc. Analizamos los eluidos mediante western-blot utilizando el anticuerpo
contra el marcador HA para detectar especificamente la presencia de la proteina FAF1 o
sus mutantes. Como muestra la figura R6B en el panel superior, la proteina FAF1 nativa
y el mutante FAF1-ACtDEDID inmunoprecipitaron con c-myc-XIAP. El mutante
FAF1-FID (1-200aa) y el mutante FAF1-ANtDEDID (271-650aa) no interaccionaron
con XIAP. Por lo tanto, la interaccion con XIAP depende de la region de FAF1 que
comprende el extremo amino terminal del dominio DEDID, aunque no podemos

desechar la necesidad de parte o el total del dominio FID.

En conjunto, estos resultados muestran que se produce la interaccion especifica de
XIAP y FAF1 en células eucariota de distintas especies (ratobn y humano) y que esta
interaccion tiene lugar entre la region que engloba los dominios BIR de XIAP y al

menos la region N-terminal del dominio DEDID de FAF1.
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6.3 LOCALIZACION SUBCELULAR DE XIAP Y FAF1

Si bien los resultados obtenidos mostraron la existencia de interaccidon entre estas
dos proteinas, esto no implica una interaccion in vivo, ya que las proteinas pueden
hallarse en compartimentos celulares aislados y solo interaccionar tras el proceso de
lisis celular sufrido durante los anélisis efectuados. Trabajos anteriores muestran como
algunas proteinas que interaccionan con XIAP se encuentran aisladas en
compartimentos distintos: Smac/DIABLO u Omi/HtrA2 en la mitocondria, XAFI
localizada en el nucleo, o GSPTI1/eRF3 asociada al reticulo endoplasmatico
(Introduccion, apartado 3.4.1). Para conocer la distribucion celular de las proteinas
XIAP y FAF1 abordamos un estudio mediante microscopia confocal de fluorescencia y

analisis de imagen.

En primer lugar, indujimos la sobreexpresion transitoria de la proteina de fusion c-
myc-XIAP en células HeLa. Realizamos una inmunocitoquimica con el anticuerpo anti-
c-myc y analizamos las células mediante microscopia confocal. Segiin observamos en la
figura R7, la proteina XIAP sobreexpresada esta presente en toda la region
citoplasmatica y en la regién nuclear con menor intensidad. Para conocer si la
distribucion en el interior celular es homogénea realizamos un gréafico de intensidades a

lo largo de una linea que atravesaba la célula.
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Figura R7: Localizacion celular de la proteina XIAP en células Hela Panel superior, Ensayo de
inmunocitoquimica en cultivos celulares HeLa que expresaron transitoriamente la proteina de fusion c-
myc-XIAP, utilizando el anticuerpo anti-c-myc y el colorante fluorescente DAPI para la tincion del
nucleo. La barra inferior indica la escala de 10 wm. El grafico inferior es un grafico de intensidades del
corte axial de la célula (linea amarilla) en el que la linea azul indica el valor de intensidad de
fluorescencia por pixel para el marcador nuclear DAPI y la linea verde indica la intensidad de
fluorescencia para el inmunomarcaje de la proteina c-myc-XIAP.

De igual modo estudiamos la localizacion de FAF1, sobreexpresando en células
HeLa la proteina de fusion FAF1-HA vy realizando posteriormente una
inmunocitoquimica con el anticuerpo anti-HA. Como muestra la Figura R8, la proteina
FAF1 sobreexpresada se encuentra situada principalmente en la region citoplasmatica y
muestra inmunomarcaje en el nucleo, de manera no homogénea, presentando zonas con
menos sefial que coinciden con estructuras nucleares tefiidas con el marcaje nuclear

DAPI.
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Figura R8: Localizacion celular de la proteina FAF1 en células Hela. Panel superior, Ensayo de
inmunocitoquimica en cultivos celulares HeLa que expresaron transitoriamente la proteina de fusion
HA-FAF1, utilizando el anticuerpo anti-HA y el colorante fluorescente DAPI para la tincion del
nucleo. La barra inferior indica la escala de 10 wm. El grafico inferior es un grafico de intensidades del
corte axial de la célula (linca amarilla) en el que la linea azul indica el valor de intensidad de
fluorescencia por pixel para el marcador nuclear DAPI y la linea verde indica la intensidad de
fluorescencia para el inmunomarcaje de la proteina HA-FAFI.

Establecida la distribucion celular de ambas proteinas, estudiamos la colocalizacion
de las proteinas FAF1 y XIAP, para comprobar si la interaccion se produce de forma
homogénea o se produce especificamente en algunas regiones de la célula. Para
conseguir este objetivo indujimos la sobreexpresion transitoria de las proteinas de
fusion HA-FAF1 y c-myc-XIAP o GFP (control) en cultivos de células HelLa.
Realizamos un ensayo de inmunocitoquimica y capturamos imagenes mediante
microscopia confocal de fluorescencia. En las imdgenes de la Figura R9 observamos
que ambas proteinas se encuentran principalmente en el citoplasma, mostrando la
proteina FAF1 una tendencia a situarse en la membrana plasmatica. El grafico de
intensidades del corte axial de una célula representativa muestra una diferente

aportacion de ambos marcajes a lo largo de una linea que atraviesa la célula. Siendo la
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contribucion de FAF1 mayor en las proximidades de la membrana celular y la sefial

proveniente de la proteina XIAP mas homogénea en toda la célula.
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Figura R9. Colocalizacién de las proteinas sobreexpresadas FAF1 y XIAP en células HeLa. Panel
superior, Ensayo de inmunocitoquimica en cultivos celulares HeLa que expresaron transitoriamente las
proteinas de fusion HA-FAF1 y c-myc-XIAP, utilizando los anticuerpos anti-HA(FAF1) y anti-c-myc
(XIAP) vy el colorante fluorescente DAPI para la tincion del nicleo. La barra inferior indica la escala
de 10 um. El gréfico inferior es un grafico de intensidades del corte axial de la célula (linea amarilla)
en el que la linea azul indica el valor de intensidad de fluorescencia por pixel para el marcador nuclear
DAPI. La linea verde indica la intensidad de fluorescencia para el inmunomarcaje de la proteina c-
myc-XIAP y la linea roja indica la intensidad de fluorescencia para el inmunomarcaje de la proteina
HA-FAF1.

Para analizar las imagenes obtenidas realizamos un estudio de colocalizacion
cuantitativa utilizando el software libre de andlisis de imagen Image] (NIH-
MacBiophotonics). Procesamos las imagenes y calculamos diferentes coeficientes de
colocalizacion mediante el plugln Jacop (Bolte and Cordelieres 2006) del programa

Imagel, segun detallamos en materiales y métodos, apartado 5.11.
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Colocalizacion | Colocalizacion
COEFICIENTE FAF1-XIAP FAF1-GFP
Coeficiente de SR -Rx(¥,~7)
correlacion de r \/Z (R, R\ <>, 0,837 £0.164 0,568 =0.101
Pearson (Pr)
Coeficiente de 2R xT)
solapamiento de W 0,899 +0.075 0,627 + 0,080
Manders (R) ; ]
Coeficientes de SR
colocalizacion M1 M, -— R 0,846 =0.113 0,518 =0.165
(FAF1) Z "
Coeficientes de DV otoc
colocalizacion M2 M, - fZI'j 0,918 +£0.095 0,794 £0.152
(XIAP/GFP) i
Coeficiente de > (RixT7)
solapamiento k1 k. :’Z(T 0,818 +0.196 0,874 +0.070
(FAF1) T
Coeficiente de S (R V)
solapamiento k2 k. :ZLT 0,987 +£0.194 0,849 = 0,085
(XIAP/GFP) T

Tabla R2. Colocalizacion cuantitativa de las proteinas FAF1 y XIAP en células HeLa. Calculamos
los valores de diferentes coeficientes a partir de las imagenes de inmunofluorescencia (Figura R9) de
células HeLa que sobreexpresaron transitoriamente las proteinas c-myc-XIAP y HA-FAF1. Como control
hallamos los valores de los mismos coeficientes para las proteinas HA-FAF1 y GFP. Cada valor mostrado
es la media de los coeficientes obtenidos en ~30 células en 3 experimentos independientes. El error
expresado es la desviacion estandar de los valores obtenidos. Los valores de los coeficientes de
colocalizacion para las proteinas FAF1-XIAP son mayores que los coeficientes obtenidos para las
proteinas control FAF1-GFP

La tabla R2 muestra los valores de los coeficientes de colocalizacion obtenidos para
el inmunomarcaje de las proteinas sobreexpresadas HA-FAF1 y c-myc-XIAP, asi como
los valores hallados para las células control que sobreexprearon HA-FAF1 y GFP. Los
coeficientes de solapamiento de Manders(R) (0,899 + 0,075; n=34) y de correlacion de
Pearson(Pr) (0,837 + 0,164; n=34) indican un solapamiento entre el inmumarcaje de
FAF1 y XIAP cercano a 1 (100% de solapamiento) y con unos valores superiores a los
obtenidos entre FAF1 y GFP (R: 0,627 + 0,08; n=31 y Pr: 0,568 £+ 0,101; n=31). La
diferencia de valores obtenida en los coeficientes de solapamiento kl/k2 para las
proteinas FAF1 y XIAP indica que XIAP tiene una mayor contribucion (k2=0,987) a la
colocalizacion que FAF1 (k1=0,818), reflejo de su mayor expresion global en las areas

de colocalicion, como se aprecia en la figura R10.
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Conocida la distribucion y solapamiento de ambas proteinas cuando son
sobreexpresadas, estudiamos la colocalizacion de las proteinas endogenas FAF1 y XIAP
para confirmar si dicha interaccion se produce en condiciones nativas. Realizamos un
ensayo de inmunocitoquimica con cultivos de células HeLa utilizando anticuerpos
monoclonales especificos de las proteinas endogenas FAF1 y XIAP, o FAF1 y B-
tubulina, como control. Las imagenes de inmunofluorescencia muestran la

colocalizacion de ambas proteinas principalmente en el citoplasma (Figura R10).

B-TUBULINA | —

COMBINADA

COMBINADA

Figura R10. Colocalizacion de las proteinas FAF1 y XIAP endogenas en células HeLa. Ensayo de
inmunocitoquimica en cultivos celulares HeLa, utilizando los anticuerpos anti-FAF1 y anti-XIAP o anti-
B-tubulina como control. Para la tincidén del nicleo utilizamos el colorante fluorescente DAPI. La barra
inferior indica la escala de 10 wm.

Con estas imagenes llevamos a cabo estudios de colocalizacion cuantitativa para las
proteinas enddgenas estudiadas (Tabla R3) segun los métodos descritos anteriormente.
Para cada par de imagenes se obtuvo también la significancia del valor del indice de
Pearson mediante los tests de colocalizacion: Randomizacion de Costes y Funcion de
correlacion cruzada de Van Steensel. Ambos tests comparan el indice de Pearson de
cada par de imagenes con imagenes modificadas de la original, ddndo como resultado

que los valores obtenidos del indice de Pearson no son debidos al solapamiento
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aleatorio de senales de inmunomarcaje en ambos canales. Tanto los coeficientes
generales de colocalizacion (Pr y R) como los coeficientes disgregados por canales
(M1/M2 y k1/k2) muestran unos valores superiores en el caso de las proteinas FAF1 y
XIAP, en comparacion a los valores entre FAF1 y la proteina control B-tubulina (Ver
Tabla R3). Los indices k1 y k2 muestran que la contribucion de FAF1 (k1=0,727) a la

colocalizacion es superior a la contribucion de XIAP (k2=0,589).

Colocalizacion | Colocalizacion
COEFICIENTE FAF1-XIAP  FAF1 -E-tubulina

Coeficiente de SR -R)x(V,~V)
correlacion de R,= \]Z (R, —R7 x>V, V) 0,467 £0.127 0,294 0,156
Pearson (Pr)
Coeficiente de 2R xV)

solapamiento de R :W 0,613 +0.,051 0,491 +0.077
Manders (R) T

Coeficientes de SR

colocalizacion M1 M, -= 7 0,966 + 0,024 0,881 +0.108
(FAF1) Z ’
Coeficientes de >R
colocalizacion M2 M, - FZK 0,943 +0,028 0,884 + 0,068

(XIAP/GFP) :
Coeficiente de > (RixVi)

solapamiento k1 ki :’Z{T 0,727 £0,278 0,405 + 0,127

(FAF1) T

Coeficiente de SR xV,)

solapamiento k2 k;:’Z{T); 0,589 =0.179 0,632 £0.178
(XIAP/GFP) -

Tabla R3. Analisis de la colocalizacion cuantitativa de las proteinas FAF1 y XIAP endogenas en
células HeLa. Calculamos los valores de diferentes coeficientes a partir de las imagenes de
inmunofluorescencia de células HeLa (Figura R10). Como control hallamos los valores de los mismos
indices para las proteinas FAF1 y B-tubulina. Cada valor es la media de los valores obtenidos en ~10
células en 2 experimentos independientes. El error expresado es la desviacion estdndar de los valores
obtenidos. Los valores de los coeficientes de colocalizacion para las proteinas FAF1-XIAP son mayores
que los coeficientes obtenidos para las proteinas control FAF1-B-tubulina

En conjunto, el andlisis de los ensayos de inmunocitoquimica revela que ambas
proteinas muestran un comarcaje solapado en todo el citoplasma, y que Ila
sobreexpresion de FAF1 y XIAP, provoca una deslocalizacion de FAF1, con una mayor

intensidad en la membrana plasmatica y menor en el citoplasma.
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6.4 DEGRADACION DE FAF1 MEDIADA POR XIAP

XIAP se caracteriza tanto por sus dominios BIR como por los dominios implicados
en la ubiquitinacion UBA y RING. La presencia de estos dominios dota a esta proteina
de su actividad E3 ubiquitina ligasa (Gyrd-Hansen, Darding et al. 2008) mediante el que
varias proteinas implicadas mayoritariamente en procesos apoptoticos son ubiquitinadas
por XIAP como Smac/Diablo, Casapasas (Morizane, Honda et al. 2005), (Suzuki,
Nakabayashi et al. 2001). Omi/StrA2 (Yang, Xing et al. 2005), SIVA1 (Resch, Schichl
et al. 2009), TAK1 (Kaur, Wang et al. 2005). A través de este mecanismo XIAP puede
influir en otros procesos directa o indirectamente como autoregulacion, regulacion de

apoptosis, regulacion de NF-kB (Galban and Duckett 2010).

Los ensayos realizados indican que XIAP bloquea a FAF1, pero los ensayos en la
via de NF-xB sugieren que la interaccion solo atentia el efecto de FAF1 por lo que
pensamos que este ultimo puede ser bloqueado por XIAP mediante otro mecanismo
complementario, que pordria ser la degradacion mediante su actividad E3 ubiquitin
ligasa. Para poder determinar si XIAP es capaz de regular la accién de FAF1 mediante
el proceso degradativo iniciado por ubiquitinacion, realizamos un primer analisis con
cultivos de células HEK293T en los que sobreexpresamos cantidades crecientes de la
proteina XIAP y determinamos la cantidad de proteina FAF1 endogena presente en
células. En la imagen R11A observamos que las cantidades de FAFI endogenos
disminuyeron a medida que aumentamos la concentracion de la proteina XIAP,

demostrando una degradacion dosis-dependiente de FAF1 en presencia de XIAP.
Para complementar el estudio, determinamos si esta degradacién se producia a

través de la union de ubiquitinas a FAF1 mediada por XIAP, para su posterior

degradacion en el proteosoma.
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Figura R11. Ubiquitinacion de la proteina FAF1 en presencia de la proteina XIAP. A) Disminuciéon
de cantidad de la proteina FAF1 enddgena en presencia de XIAP. Transfectamos cultivos de células
HEK293T con cantidades crecientes del vector de expresion para la proteina de fusion c-myc-XIAP
(0,1,2,4,6 y 8 pg/ml) durante 36 horas, y obtuvimos extractos celulares y los analizamos mediante
western-blot utilizando anticuerpos especificos frente a tubulina, FAF1 y c-myc(XIAP). B) La proteina
FAF1 es ubiquitinada en presencia de XIAP. Cotransfectamos cultivos de células HEK293T con los
vectores de expresion para Ubiquitina, XIAP, XIAP-ARING (XIAPmut) y FAF1-EGFP (panel izquierdo)
o FAF1-HA (panel derecho) durante 36 horas. Realizamos una inmunoprecipitacion en columnas de
sefarosa (materiales y métodos, apartado 5.8) precipitando los complejos unidos a ubiquitina. Realizamos
un inmunoblot de los complejos formados con anticuerpos especificos frente a los marcadores EGFP en el
panel izquierdo, y HA en el panel derecho. La imagen muestra el bandeado caracteristico a la
ubiquitinacion, en el carril donde la proteina XIAP nativa esta presente.

b

Con este fin, realizamos dos ensayos de inmunoprecipitacion en células HEK293T
en los que sobreexpresamos la proteina FAF1 unida a diferentes marcadores

moleculares: HA o GFP. Ademas, los cultivos sobreexpresaron las proteinas ubiquitina-
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His y XIAP, su mutante de delecion XIAP-ARING, o un plasmido control. Tratamos los
cultivos durante 16 horas con el inhibidor de proteosoma Z-Leu-Leu-Leu-al y llevamos
a cabo una purificacion en columnas de Histidina. Posteriormente, resolvimos mediante
western-blot frente a los marcadores moleculares unidos a FAF1.

En la figura R11B observamos que en presencia de XIAP nativo, GFP-FAF1 mostro
un bandeado progresivo, debido a la presencia de distintas especies moleculares de
FAFI1 poliubiquitinado, pero no observamos este patron al coexpresarse con el plasmido
control o en presencia del mutante de XIAP que no contiene el dominio RING con la
actividad E3 ubiquitin ligasa. La ubiquitinacion presenté un bandeado continuo desde el
peso molecular de FAFI-GFP hasta pesos moleculares mas altos segin se van
afiadiendo His-ubiquitinas a la proteina FAF1. Este resultado se repiti6 con el marcador
molecular HA, obteniendo un bandeado mas escalonado, desde el peso molecular de
HA-FAF1 hasta pesos muy superiores debido a la unidon progresiva de ubiquitinas.
Estos resultados revelan a FAF1 como una nueva proteina objeto diana para el proceso
de poliubiquitinacion por XIAP, terminando con la degradacion de FAF1 por el

proteosoma.

6.5 PAPEL DE LA INTERACCION XIAP-FAF1 EN LA
MUERTE CELULAR

Numerosas proteinas que interaccionan con XIAP conducen al bloqueo de su
actividad anti-apoptotica. Esta regulacion se realiza mediante distintos mecanismos
como la inhibicién directa con Smac/Diablo o HtrA2/Omi, por el secuestro en
compartimientos celulares, por ejemplo XAF1, capaz de redistribuir a XIAP desde el
citoplasma al nucleo o mediante degradacion, como se ha demostrado recientemente en
el caso de la proteina ARTs (Introduccion, apartado 3.4). Con el fin de investigar cual la
implicacion funcional de esta interaccion en el proceso apoptdtico, abordamos tanto el
estudio de la accion de FAF1 sobre la funcion citoprotectora de XIAP, asi como la

accion de XIAP sobre la actividad pro-apoptotica de FAF1.

La proteina FAF1 induce la muerte celular en presencia o ausencia de sefiales
apoptoticas externas en células BOSC23, Jurkat y en Hela (Introduccion, apartado 3.5).
Puesto que FAF1 colocaliza y se une a la regién que contiene los dominios BIR de

XIAP, esta interaccion podria alterar la actividad citoprotectora de XIAP. Con el fin de
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estudiar el efecto de FAF1 sobre la citoproteccion de XIAP, realizamos un ensayo de
viabilidad celular con colorantes vitales Hoechst 33342 y Calceina-AM en cultivos de la
linea celular HeLa que sobreexpresan las proteinas FAF1 y XIAP, y empleamos el
sistema automatizado de analisis por microscopia epifluorescente (GE INCell 1000

Analyzer) (figura R14).

Los cultivos celulares que sobreexpresaron XIAP mostraron un 173% + 25 de
células con marcaje positivo para calceina (n=11, normalizado frente a control, 100%).
Los cultivos que sobreexpresaron FAF1 presentaron unos valores (104% + 14, n=11)
similares al control segiin muestra la figura R12. Sin embargo, al observar los cultivos
que sobreexpresaban FAF1, el nimero total de células adheridas era menor (~20%)
comparada con el resto de los cultivos celulares. De igual modo, las células que
sobreexpresaban FAF1 mostraron nticleos mas condensados y morfologia celular mas
redondeada (figura R14), indicando que las células estaban en proceso apoptdtico, pero
no suficientemente avanzado para que la membrana citoplasmatica se vea afectada,

suceso fundamental para la pérdida de la sefal de calceina. (Gatti, Belletti et al. 1998).
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Figura R12: Interferencia de la proteina FAF1 sobre la funcién citoprotectora de la proteina.
Cultivos celulares de la linea HeLa sobreexpresaron la proteina XIAP y concentraciones crecientes de
la proteina FAF1. Las células se trataron con el colorante vital Calceina-AM y se analizaron con el
microscopio automatizado GE-INCELL (apartado 5.13 de materiales y métodos). El grafico muestra
porcentajes de células con marcaje Calceina-AM positivo en cada condicion. En la parte inferior se
indica la sobreexpresion (+) de las proteinas FAF1 o XIAP en cada condicion. Los valores estan
normalizados respecto al control. Cada condicion se ha analizado en una media de 1500 células en 11
experimentos diferentes. ANOVA de 1 via, F(5,60):7.819 , P<0,0001). Test Post hoc de comparacion
multiple de Bonferroni. p**<0,01 frente al control. Las barras de error indican el error estandar de la
media (SEM).
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La viabilidad observada fue similar para los cultivos que sobreexpresaban tanto
XIAP (173% =+ 25, n=11) como XIAP con concentraciones crecientes de FAF1
(XIAP:FAF1 ratios 1:1, 1:2 y 1:3; con valores 179% + 26, 176% + 31 y 170% =+ 26
respectivamente, n=11). Todos estos valores fueron significativamente diferentes al
control (p<0,01, Test Post hoc de comparacion multiple de Bonferroni t=3,838 para
XIAP vs control, t=4,191 para XIAP:FAFI1 vs control, t=4,023 para XIAP:2(FAF1) y
t=3,665 para XIAP:3(FAF1) vs control). Por tanto, estos resultados indican que la
sobreexpresion de FAF1 no induce la muerte celular en los cultivos celulares y tampoco

es capaz de alterar la actividad citoprotectora de XIAP (figura R12).

Seguidamente realizamos el mismo andlisis sometiendo los cultivos a condiciones
apoptoticas, incubando los cultivos con estaurosporina 12,5 nM durante 18 horas. En
este contexto desfavorable los cultivos celulares que sobreexpresaban XIAP mostraban
un porcentaje de células calceina positivas superior al control (260% + 61, n=9
normalizado frente al control) y respecto a los cultivos que sobreexpresaban FAFI
(131% =+ 14, n=9) (figura R13). Estos cultivos que sobreexpresaban FAF1 tuvieron un
numero de células calceina positivas similar al control (p>0,05, t=0,645, n=9). Por otra
parte, la sobreexpresion de XIAP y FAF1 en diferentes ratios de concentracion (1:1, 1:2
y 1:3) mantuvo porcentajes de células calceina positivas similares a los cultivos
celulares que sobreexpresaban XIAP tinicamente (314% =+ 90 para ratio 1:1, 253% + 59
para ratio 1:2, 225% =+ 55 para ratio 1:3, n=9 para cada valor). Sin embargo, cuando
aumentamos la concentracion de la proteina FAF1 hasta un ratio 1:3 en relacion a la
concentracion de la proteina XIAP, los valores de intensidad de calceina dejaron de ser

significativamente diferentes al control.

En conjunto estos resultado muestran que tras la induccidon de la muerte celular, la
sobreexpresion de XIAP favorecen la supervivencia, la sobreexpresion de FAF1 no
aumenta la muerte, pero si atenuia el efecto citoprotector de XIAP en un ratio 1:3

(Figura R15).
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Figura R13. Interferencia de la proteina FAF1 en la funcion citoprotectora de la proteina XIAP
en células apoptéticas. Cultivos de células de la linea HeLa que sobreexpresaron la proteina XIAP y
concentraciones crecientes de la proteina FAF1 fueron estimulados con Staurosporina 12,5 nM durante
18 horas. Las células se incubaron con calceina-AM y Hoechst-33342. Los cultivos se analizaron con
el microscopio automatizado GE-INCELL (apartado 5.13 de materiales y métodos). Los valores de
Intensidad de calceina se expresan en porcentaje de células con marcaje Calceina—AM positivo
respecto al control. En la parte inferior se indica la sobreexpresion (+) de las proteinas FAF1 o XIAP
en cada condicién. Cada condicion se ha analizado en una media de 15000 células en 9 experimentos
diferentes. ANOVA de 1 via, F(5, 48):5,748 , P<0,0001). Test Post hoc de comparaciéon multiple de
Bonferroni. p*<0,05 frente a control, p**<0,01 frente al control). Las barras de error indican el error
estandar de la media (SEM).

Estos ensayos solo utilizan las diferencias en el marcaje del colorante vital Calceina
para determinar la viabilidad celular. Con el fin de analizar con mayor precision el
proceso de muerte celular estudiamos los cambios morfolégicos que acontecen en la
célula. Para este fin, mediante un analisis de imagen celular analizamos datos de la
intensidad de calceina, area de la célula, forma de la célula, intensidad del nucleo, area
del nucleo, forma del nucleo y coeficiente de variacion de la intensidad del nucleo

(materiales y métodos, apartado 5.13).

Mediante los datos obtenidos dividimos las células en 4 poblaciones: células
positivas en calceina con el nucleo no condensado (células sanas), células positivas en
calceina con el nucleo condensado y células negativas en calceina con el nucleo no
condensado (células en muerte celular temprana), y células negativas en calceina con el

nucleo condensado (células apoptoticas).
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Figura R14. Analisis de imagen automatizado en cultivos de células HeLa. Imagenes representativas
de los cultivos de células HeLa que sobreexpresaban las proteinas FAF1 o XIAP no estimuladas (A) y
estimuladas con estaurosporina 12,5 nM durante 18 horas (B). Tratamos las células con el colorante vital
Calceina-AM y el marcador nuclear Hoechst-33342 y realizamos un analisis de imagen con el sistema
automatizado GE-INCELL. Las células se clasificaron en cuatro poblaciones atendiendo a la Intensidad
de Calceina (C+ y C-) y a la condensacion del nticleo (C y NC). En las imagenes distinguimos las
poblaciones segun los los colores verde (C+,NC), azul (C+, C), amarillo (C-, C) y rojo (C-, NC). Tanto
el panel la linea superior de los paneles. Todas las imdgenes muestran la mascara de andlisis de
supervivencia superpuesta. Las imagenes mostradas son muestras de los ~450 campos analizados.
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Utilizando estos parametros, evaluamos el porcentaje de células vivas atendiendo a
los filtros creados. Analizamos un numero aproximado de 5000 células por cada
poblacion. En todos los casos en los que XIAP estaba sobreexpresado, el porcentaje de
la poblacion de células sanas se vié aumentado respecto al cultivo control. (XIAP: +
10,9%, XIAP:FAF1: + 13,9 %, XIAP:2(FAF1): + 9,7% y XIAP:3(FAF1): 7,93%). Sin
embargo, continu6 sin reflejarse la accion apoptotica de la proteina FAF1, registrando
unos valores de muerte similares al control (- 0,03%). Los cultivos en los que la
proteina FAF1 estaba cotransfetada con XIAP en ratios 1:2 y 1:3, presentaban una
ligera disminucion del porcentaje de células vivas respecto a los cultivos transfectados
solo con XIAP. Con objeto de un estudio pormenorizado de estas poblaciones llevamos
a cabo un andlisis de componentes principales (ACP) (materiales y métodos, apartado

5.13)
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Figura R15. : Interferencia de la proteina FAF1 en la funcién citoprotectora de la proteina XIAP
en células apoptéticas. Distribucion de poblaciones celulares. Sobreexpresamos la proteina XIAP y
concentraciones crecientes de la proteina FAF1 en cultivos de células humanas HeLa. Estimulamos con
estaurosporina 12,5 nM durante 18 horas. Incubamos las células con calceina-AM y Hoechst-33342.
Analizamos los cultivos con el microscopio automatizado GE-INCELL. Separamos las poblaciones
celulares atendiendo a los filtros creados mediante el software INCELL con los datos de Intensidad de
Calceina (Calceina +/-) y de morfologia nuclear (Nucleo condensado /No condensado). Las barras
indican el porcentaje de células perteneciente a cada poblacion en cada uno de los casos estudiados.
Hemos evaluado 5000 células de 3 experimentos diferentes.

El andlisis de los datos muestra una distribucioén gradual de la variabilidad entre las
7 componentes (Tabla R4). Las 5 primeras componentes absorben mas del 90% de la

variabilidad total de los datos, razon por la cual las hemos seleccionado para evaluarlas.
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El estudio de las contribuciones de las variables originales a estas componentes
(vectores propios o eigenvectors, Tabla R4) muestra que dos componentes, la primera y
la quinta, tienen combinaciones de variables que podrian separar las células segin su

estado apoptotico.

ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES
g Comp1l Comp2 Comp3 Comp4 CompS5S Comp6 Comp 7
2
=]
H!-ﬁ Eigen value 24 1,55 1,16 0,8 0,56 0,34 0,19
E
S % varianza 34,29 22,16 16,58 11,47 7.91 4,78 2,81
AREA NUCLEO 0,71 0,343 0,271 0,323 -0,348
7 FORMA NUCLEO 0,692 -0,02 0,243 0,424 0,522
S
2 | INTENSIDAD NUCLEO| -0,534 0,746 0,103 0,184 0,031
Q -
S Coef Var NUCLEO -0,692 0,543 -0,175 0,261 0,135
S
B AREA CELULA 0,653 0,566 -0,222 -0,113 -0,209
o
INTENSIDAD CELULA | 0,037 0,383 0,718 -0,55 0,161
FORMA CELULA 0,474 0,338 -0,65  -0,317 0,267

Tabla R4. Analisis de Componentes Principales. Valores propios (eigenvalues) y vectores propios
(eigenvectors) del analisis de componentes principales realizado con los valores de las 7 variables
cuantificadas mediante el sistema automatizado de microscopia de fluorescencia InCell. E1 ACP
genera combinaciones lineales de las variables originales que dan como resultado las denominadas
componentes principales, variables ortogonales que recogen la maxima variabilidad restante. Cada fila
del vector propio indica la contribucion de las variables originales a las 5 primeras componentes
principales.

La primera separa aquellas células grandes, con forma irregular y nucleos
irregulares y grandes de las células con nucleos con intensidad alta y variable
(heterogéneos), que corresponderian a células no apoptdticas y apoptdticas
respectivamente. La quinta componente por su parte separa células con nucleo grande
en células grandes (propios de células no apoptoéticas) frente a células con nucleos
irregulares en células irregulares (posiblemente asociados a procesos de apoptosis). Los
valores medios de ambas componentes mostraban diferencias marcadas entre los
cultivos tratados con XIAP (bajos niveles de muerte celular) frente a los tratados con
estaurosporina y FAF1 (méximos niveles de muerte celular). Para evaluar como afectan
los tratamientos a las poblaciones de acuerdo con estas dos componentes, dividimos las
células en 2 subpoblaciones segun cada componente (positivas y negativas). Por

combinacion de las dos componentes se generaron en total 4 categorias, una que
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combina las células no apoptoticas de ambas componentes, que consideramos como las
células sanas y otras 3 con diferentes combinaciones de mas dificil interpretacion. La
figura R16 muestra que la sobreexpresion de XIAP aumenta la poblacion de células
sanas (+ 5,4 % respecto a control). Por su parte, la sobreexpresion de FAF1 no muestra
una alteracion en el nimero de células sanas respecto al control ni en concentraciones
crecientes coexpresado con XIAP (22%, 20,8% y 20,9% respecto a 20,9% de XIAP

solo).
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Figura R16. Porcentaje de células vivas segiin la componente principal 1 y 5. Sobreexpresamos la
proteina XIAP y concentraciones crecientes de la proteina FAF1 en cultivos de células de la linea
HeLa. Estimulamos con estaurosporina 12,5 nM durante 18 horas e incubamos los cultivos con
calceina-AM y Hoechst-33342. Analizamos los cultivos con el microscopio automatizado GE-
INCELL. La grafica indica el porcentaje de células sanas segtin el valor de la componente principal 1
y 5 (Tabla R4). La poblacion representada esta compuesta por células grandes, con forma irregular y
nucleos grandes e irregulares. Células evaluadas: ~ 30000.

Si bien estos ensayos no sefalan un posible efecto de la sobreexpresion de FAF1
sobre la accidn citoprotectora de XIAP, no podemos excluir la pérdida de una parte de
la poblacion celular debida a los efectos de la sobreexpresion de FAF1, ya que las
células en proceso apoptotico se desprenden de la superficie de crecimiento o se colocan

en un plano de enfoque ligeramente superior al de las células sanas.

Con el fin de confirmar si la sobreexpresion de FAF1 altera la citoproteccion debida
a XIAP, llevamos a cabo un andlisis complementario mediante citometria de flujo. De
esta manera quedd incluida en el estudio toda la poblacion celular adherida y la no

adherida a la superficie de cultivo. Para este andlisis, indujimos la sobreexpresion de
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FAF1, XIAP o XIAP + FAF1 en cultivos celulares, que estimulamos con o sin

estaurosporina a una concentracion de 10 nM durante 24 horas antes de ser analizados.
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Figura R17. Interferencia de la proteina FAF1 en la citoproteccion de la proteina XIAP en
células HEK293T durante el proceso apoptético. Cultivos celulares de la linea HEK293T
sobreexpresaron las proteinas XIAP y FAF1 en diferentes concentraciones. Los cultivos fueron
estimulados con o sin estaurosporina(STS) 10 nM durante 18 horas. Las células se marcaron con el
colorante nuclear DAPI y el porcentaje de muerte celular fue evaluado por cuantificacion de la
poblacion en el estado sub GO/G1 medido mediante citometria de flujo (apartado 5.14 de materiales y
métodos). El analisis estadistico se realizd mediante el test ¢ de Student de 1 o 2 colas segun los
tratamientos comparados. *p<0,05, **p<0,01 frente a control. #p<0,05, ###p<0,001 frente a
XIAP+FAF1, §p<0,05 frente a XIAP. Las barras de error corresponden al error estandar de la media
(SEM) de los valores obtenidos.

Estos resultados muestran que la sobreexpresion de FAF1 provoca un aumento
significativo de la muerte celular respecto a células control, tanto en cultivos no
estimulados (p<0,05, T;=4,597, n=8; Valor FAF1: 20,84% + 1,99. Valor control:
16,83% + 1,9) como estimulados (p<0,05 T4=2,779 n=5. Valor FAF1: 51,085% =+
5,052. Valor control: 45,37% =+ 3,883), indicando que altas concentraciones del factor
FAF1 son capaces de aumentar la muerte celular sin necesidad de estimulo externo.

Cuando estimulamos los cultivos con el agente citotoxico estaurosporina, la
sobreexpresion de FAF1 junto con XIAP no mostré diferencias estadisticas frente a los
valores de citoproteccion obtenidos con XIAP. Sin embargo, la transfeccion de FAF1
junto con XIAP en proporcion 2:1 (FAF1:XIAP) en células estimuladas, atenud
significativamente la citoproteccion de XIAP y aument6 ligeramente el porcentaje de
células muertas hasta los niveles del cultivo control (43,45% =+ 6,45; n=3 para

FAF1:XIAP (2:1) y 45,37% + 3,883, n=6 para el cultivo control).
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Estos datos obtenidos por citometria y por el analizador celular INCELL nos indican
que la citoproteccion de XIAP no se ve alterada por FAF1, aunque transfecciones
elevadas de FAF1 atenuan la citoproteccion de XIAP. Sin embargo, al evaluar el
proceso de muerte con estas dos metodologias observamos que perdiamos informacion
tanto por el desprendimiento de las células de la superficie de cultivo como por la
heterogeneidad de los niveles de expresion de ambas proteinas cuando son
sobreexpresadas conjuntamente. Para resolver estas limitaciones iniciamos un estudio
alternativo, analizando la muerte celular por observacion directa mediante microscopia
de epifluorescencia. Para ello, cuantificamos la supervivencia evaluando visualmente la
morfologia nuclear de celulas HeLa transfectadas con los plasmidos EGFP (control) o
EGFP-FAF1 en presencia o ausencia de la proteina sobreexpresada XIAP. En este
estudio empleamos como estimulo apoptotico un anticuerpo contra Fas/CD95, que actaa

como agonista del receptor Fas/CD95 en la que participa directamente FAF1.
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Figura R18. Interferencia entre las proteinas XIAP y FAF1 durante la muerte celular. A. Imagenes
de células HeLa con sobreexpresion de c-myc-XIAP, GFP-FAF1 o GFP (control) con y sin estimulacion
con anti-CD95/Fas (50 ng/ml) y ciclohexamida (2,5 uM) durante 16 horas. Las puntas de flecha sefialas
nucleos picndticos. Barra=20 pm. B. Cuantificacion de la supervivencia celular (% de células con el
nucleo no picnotico). * diferencias entre tratamientos superiores al intervalo de confianza de la media del
99% (p<0,01). C. El analisis estadistico ANOVA de 3 vias reveld diferencias significativas para el
tratamiento con XIAP, FAF1 y Fas/CD95. D. Intervalos de confianza de las diferentes condiciones tras
ajuste del modelo.

Para el andlisis de estos experimentos, se cuantificd el porcentaje de células con
nucleo no picndtico respecto al total de células como estimacion de la supervivencia
celular. Este valor se calculé a partir de un promedio de 254 células por condicion y
experimento que mostraron expresion de las proteinas transfectadas (EGFP-FAF1,
EGFP o c-myc-XIAP). Los datos obtenidos (figura R18B) se analizaron mediante un
ANOVA de tres vias, empleando como factores la transfecciéon con XIAP, con FAF1 y

la estimulacion con anti-Fas/CD95 y los datos de 3 experimentos independientes (factor
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aleatorio o bloque). Los resultados del andlisis (Figura R18C) revelan efectos altamente
significativos (p<0,001) de la transfeccién con XIAP, con FAF1 o la estimulacion con
anti-Fas/CD95, asi como los términos de interaccion (estadistica) entre la transfeccion
con XIAP y la estimulacion con Fas y entre la transfeccion con XIAP y con FAFI1. La
interpretacion de estos términos de interaccion indica que tanto la transfeccion de FAF1
como la estimulacion con anti-Fas/CD95 tienen efectos que varian segun las células se
hayan transfectado o no con XIAP. El andlisis detallado de las medias de las
interacciones (y sus intervalos de confianza al 99%) permiten interpretar el efecto de los
diferentes tratamientos. Asi, la tabla presente en la figura (Figura R18D) muestra que
las células transfectadas con EGFP-FAF1 presentaron un porcentaje de supervivencia
celular menor que los controles transfectados con EGFP, tanto con o sin estimulacion
con Fas (37,6% frente a 72,3% sin estimulo; 10,7% frente a 38,3% con estimulacion).
Sin embargo, el efecto pro-apoptotico de FAF1 desaparecid cuando se co-transfecto la
proteina c-myc-XIAP (92,1% y 91,4% de supervivencia en ausencia y presencia de Fas,
respectivamente), indicando que XIAP bloquea la muerte celular promovida por FAF1
en c¢lulas HeLa independientemente de la estimulacion de la via Fas/CD95. De forma
similar, la estimulacion pro-apoptotica con el anticuerpo contra Fas/CD95 causa una
reduccioén significativa de la supervivencia celular respecto a los controles sin estimular
(38,3% frente a 72,3% respectivamente), que es completamente revertida al transfectar
con XIAP las células estimuladas (95,3% de supervivencia) alcanzando valores incluso

significativamente superiores a los de los controles sin estimulacion (72,3%).

Como conclusion, los datos presentados en la presente seccion demuestran que la
proteina XIAP es capaz de bloquear la muerte celular iniciada por el receptor Fas/CD95
o por la sobreexpresion de FAFI1, asi como la accion conjunta de ambos factores.
También demuestran que, por el contrario, la proteina FAF1 no tiene efecto sobre la

funcién citoprotectora de XIAP.

6.5.1 Estudio de la activacion de caspasas en el proceso
apoptotico

Estudios anteriores han mostrado la relevancia de FAF1 en la formacioén del

complejo de muerte celular DISC y en la transmision de la sefial de muerte celular
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iniciada por Fas/CD95(Ryu, Lee et al. 2003). Para analizar la acciéon de XIAP en la
muerte inducida por FAF1, estudiamos la sefializacion en la cascada apoptoética iniciada
por el receptor Fas/CD95. Empleamos cultivos de células HeLa, en los que se
sobreexpresaron de forma transitoria XIAP, FAF1 o ambas proteinas, incubandolos
posteriormente en ausencia o presencia del estimulo apoptético de la via celular
Fas/CD95. Empleamos los extractos celulares obtenidos para determinar los niveles de
las proteinas: caspasa8, caspasa9, caspasa3, caspasa7 y PARP. Analizamos también los
niveles de procesamiento de las caspasas 8 y 3, asi como los niveles de los controles de

expresion XIAP (c-myc), FAF1 (HA) y B-Actina.

Los extractos celulares de cultivos de células HelLa no estimulados (figura 19)
presentaron diferencias en los niveles de caspasas 3, 7 y 8, asi como de la proteina
PARP. Los niveles de expresion de todas las formas pro-caspasas disminuyeron en los
cultivos que sobreexpresaban FAF1, pero la caspasa iniciadora 9 no present6 diferencias
apreciables. Los niveles de caspasa 8 procesada, indicados en la figura R19 con puntas
de flecha blancas, disminuyeron cuando la proteina XIAP estaba sobreexpresada junto a
FAF1, lo que indica que XIAP interfiere en la activacion de caspasa 8 mediante su
interaccion con FAF1. Para conocer la accion de las caspasas efectoras, estudiamos el
nivel de degradacion proteolitica de su sustrato PARP. Los niveles de procesamiento de
esta proteina se vieron aumentados solo en el cultivo celular que sobreexpresaba FAF1,

indicando una mayor actividad de las caspasas efectoras 3y 7. .
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En los cultivos de células HeLa en los que estimulamos la via Fas/CD95 (figura
R20) observamos diferencias en la activacion proteolitica de todas las caspasas
estudiadas. En los extractos celulares obtenidos observamos un mayor procesamiento
proteolitico de todas las formas pro-caspasa estudiadas, comparado con las condiciones
sin estimular.

En los cultivos con FAF1 sobreexpresado, las formas inactivas de caspasas 8 y 9
mostraron menor cantidad que el control, debido al mayor procesamiento proteolitico.
Igualmente, observamos un aumento en la cantidad de caspasa 8 procesada (forma
activa). En linea con los resultados en las células no estimuladas, observamos que la
coexpresion de XIAP y FAF1 mantuvo los niveles de pro-caspasa 8 y 9 similares al

control, indicando que XIAP atentia el procesamiento protedlitico de caspasa 8 debido a
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FAF1. Sin embargo, al observar lo niveles de caspasa 8 procesada, XIAP no es capaz de

bloquear el procesamiento en presencia de FAF1.

Los niveles de procesamiento proteolitico de las caspasas efectoras 3 y 7 en cultivos
que coexpresaban FAF1 y XIAP fueron similares a los del cultivo que sobreexpresaba
XIAP solo, indicando una inhibicién del procesamiento proteolitico de las caspasas
efectoras. Sin embargo los niveles de las caspasas 3 procesadas muestran niveles
similares en los cultivos que sobreexpresaron FAF1 y los que coexpresaron FAF1 y
XIAP. El sustrato de caspasa 3 y 7, la proteina PARP, mostr6 un procesamiento
proteolitico en todos los cultivos estudiados. Este procesamiento fue mayor en los
cultivos que sobreexpresaban FAFI, pero notablemente disminuido en aquellos que

coexpresaban XIAP y FAFI.

En conjunto, estos resultados muestran que en células no estimuladas FAF1 activa el
procesamiento de las caspasas 3, 7 y 8 y este es bloqueado por XIAP. En células
estimuladas a través del receptor Fas/CD95, el procesamiento proteolitico de las pro-
caspasas iniciadoras 8 y 9 y las efectoras 3 y 7 debido a la sobreexpresion de FAF1 es

disminuido por la coexpresion con XIAP.
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Los experimentos anteriores nos dieron informacion sobre los niveles de cantidad de
procaspasas y caspasas activas presentes en la célula. Sin embargo, el procesamiento
proteolitico de caspasas puede no ser suficiente para informar de la actividad enzimatica
de estas proteasas. Por este motivo abordamos un estudio de la actividad de estas
caspasas en cultivos de células que sobreexpresaron XIAP y/o FAF1. Realizamos un
ensayo de luminiscencia, en el que se proporciona un substrato especifico de caspasas.
(materiales y métodos, apartado 5.10). En cultivos de células HelLa indujimos la
sobreexpresion de las proteinas XIAP, FAF1 o ambas proteinas y cuantificamos la
actividad de las caspasas 3,7 y 8 mediante luminiscencia. En ausencia de estimulo,

observamos que la actividad de las caspasas 3 y 7 aumentd notablemente (p<0,01,
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T,=10,36. n=3) en cultivos en los que sobreexpresamos FAF1, sin embargo, cuando las
células coexpresaban XIAP la actividad de las caspasas 3 y 7 se vio bloqueada. Es
interesante que la coexpresion del mutante truncado de XIAP (sin dominio RING) junto

con FAF1 también fue capaz de bloquear la actividad de las caspasas 3 y 7 (figura R21).

A continuacion realizamos el mismo experimento, estimulando la via extrinseca de
apoptosis a través del receptor Fas, utilizando el agonista anti-CD95/Fas. La actividad
de las caspasas 3 y 7 se vio bloqueada por la sobreexpresion de XIAP (p<0,05;
T4=4,223; n=5) y también en cultivos que coexpresaban XIAP y FAFI a la misma
concentracion (p<0,05; T4=2,042; n=5) o el doble de FAF1 que de XIAP aunque en esta
ocasion sin diferencias significativas con el control. Igualmente, estudiamos la actividad
de la caspasa iniciadora 8 y si bien no obtuvimos diferencias estadisticamente
significativas en la actividad de caspasa 8 entre todos los extractos celulares, pudimos
apreciar como la actividad de caspasa 8 de los extractos celulares en los que
sobreexpresamos FAF1, se encontraba mas elevada comparado con el resto de extractos
celulares. Este incremento disminuia cuando los cultivos celulares sobreexpresaban

también la proteina XIAP.

En conjunto estos resultados muestran que la sobreexpresion de la proteina FAF1
aumenta la actividad de las caspasas 3 y 7 tanto en células no estimuladas como en
células estimuladas a través del receptor Fas/CD95. Este incremento de la actividad se
ve disminuida por la presencia de la proteina XIAP. De igual forma, la activacion de la
caspasa iniciadora 8 inducida por la sobreexpresion de FAF1 se reduce en cultivos que
coexpresan XIAP. Los datos obtenidos también sugieren que la proteina XIAP

disminuye la actividad de caspasa 8 mediante su interaccion con FAF1.
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Figura R21. La proteina XIAP interfiere en la actividad de caspasas promovida por la proteina
FAF1. Transfectamos cultivos de células HeLa con los vectores de expresion de XIAP, FAF1 o XIAP +
FAF1 durante 24 horas y estimulados o no con anti-CD95/Fas (50 ng/ml) y ciclohexamida (2,5 uM)
durante 24 horas. Medimos la actividad de las caspasas 3/7 y 8 mediante kit comercial seglin el protocolo
5.12 de materiales y métodos. Los graficos muestran el nimero de veces de activacion de cada caspasa
respecto al control (Unidades Arbitrarias de Luminiscencia) A) Trasnfectamos células HeLa con un
plasmido control, y con los vectores de expresion para XIAP, FAF1 y la transfeccion conjunta de XIAP y
FAF1 (X+F) en los ratios (1:1) y (1:2). Evaluamos la actividad de caspasa 3/7 en condiciones de no
estimulacion. Realizamos el analisis estadistico de los resultados mediante el test de t de Student, para los
valores obtenidos al punto temporal de 25 minutos de cada estudio. Los valores mostrados son la media
de n=3 experimentos. (**p<0.01 respecto al control) B) Transfectamos las células HeLa con un plasmido
control y con los vectores de expresion para XIAP, FAF1 vy la transfeccion conjunta de XIAP y FAFI
(X+F) en los ratios (1:1) o/y (1:2). Tras su estimulacion con anti-Fas/CD95 y Chx evaluamos la actividad
de caspasa 8 y caspasa 3/7. El analisis estadistico de los resultados lo hemos realizado mediante el test de
t de Student, para los valores obtenidos al punto temporal de 25 minutos de cada estudio. Los valores
mostrados son la media de n=3 experimentos. (*p<0,05 para XIAP comparada con el control y FAF1
comparado con el control, y #p<0,05 para XIAP+FAF1 comparado con FAF1). C) Transfectamos las
células HeLa con los plasmidos control, XIAP, FAF1, el mutante XIAP-ARING (Xm) y la transfeccion
conjunta del mutante XIAP-ARING y FAF1 (Xm+F). Tras su estimulacion evaluamos la actividad de
caspasa 3/7. El analisis estadistico de los resultados se ha realizado mediante el test de t de Student, para
los valores obtenidos al punto temporal de 25 minutos de cada estudio. Los valores mostrados son la
media de n=3 experimentos. (**p<0,01 comparado con el control).

6.5.2. Localizacion celular de las proteinas FAF1 y XIAP
durante el proceso apoptotico

Durante el proceso apoptdtico ambas proteinas participan en la via de muerte

celular, por lo que quisimos saber si la colocalizacion de ambas proteinas varia durante
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este proceso. Hemos visto en el apartado anterior que FAF1 no es capaz de alterar la
citoproteccion de XIAP, sin embargo XIAP tiene un efecto inhibitorio sobre las
funciones pro-apoptéticas de FAF1, por lo que nos preguntamos si también modifica su
localizacion en la célula durante el proceso apoptotico. Para ello estimulamos cultivos
de células Hela con anti-CD95/Fas durante 4 horas activando asi la via apoptotica y

realizamos un ensayo de inmunocitoquimica de las proteinas endogenas FAF1 y XIAP.

La imagen (figura R22) muestra que las proteinas FAF1 y XIAP endogenas se
encuentran en todo el citoplasma durante el proceso apoptdtico y no tienen un patron de

localizacién diferente al obtenido anteriormente en condiciones control (figura R10).

anti-Fas B-TUBULINA | —— COMBINADA

(4 horas)

COMBINADA

Figura R22. Colocalizacion de las proteinas endoégenas XIAP y FAF1 durante el proceso
apoptotico. Estimulamos cultivos de células HeLa con anti-Fas/CD95 (50 ng/ml) y ciclohexamida (2.5
uM) durante 0 y 4 horas. Posteriormente realizamos una inmunocitoquimica con los anticuerpos frente
a FAF1, XIAP y B-tubulina como control. Las imagenes en la fila superior, muestran la colocalizacion
control entre FAF1 y f-tubulina endogenos. La fila inferior muestra el marcaje de XIAP y FAF1
endogeno.

Utilizando las imdagenes obtenidas, realizamos un estudio de colocalizacion
cuantitativa de las proteinas FAF1 y XIAP o B-tubulina como proteina ubicua control
(figura R22 y tabla RS5). Las imagenes muestran que ambas proteinas siguen
colocalizando en el citoplasma celular principalmente tras un estimulo apoptético, y los

valores obtenidos de colocalizacion para XIAP-FAF1 (Pr: 0,5331 + 0,123, n=11; R:
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0,647 £ 0,066, n=11) son superiores a los obtenidos en las imagenes control de FAF1 y
B-tubulina (Pr: 0,276 + 0,059, n=6; R: 0,421 £ 0,119, n=6). Los indices M1/M2 y k1/k2
también muestran valores superiores en el caso de las imagenes de XIAP-FAF1.El
coeficiente de correlacion de Pearson (Pr) y el coeficiente de solapamiento de Manders
(R), no son significativamente diferentes entre las células no estimuladas (Figura R10 y
tabla R3) y las células estimuladas 4 horas, por lo que la colocalizacion de XIAP y

FAF1 no se ve alterada durante el proceso apoptotico.

Colocalizacion | Colocalizacion
COEFICIENTE FAF1-XIAP  FAF1-B-tubulina
Coeficiente de SR -Rx(V,~7)
correlacion de R,= JZ (R, —R\ x> (V,—7) 0,533 +0,123 0,276 + 0,066
Pearson (Pr)
Coeficiente de 2B
solapamiento de R _W 0,647 +£0.066 0,421 £0.142
Manders (R) ~ T
Coeficientes de DR
colocalizacion M1 M, - ‘ZR 0,956 0,014 0,842 £ 07219
(FAF1) T
Coeficientes de DR e
colocalizacion M2 M, - 271 0,947 £0.026 0,805 £0.091
(XIAP/GFP) i
Coeficiente de > (R xT7)
solapamiento k1 k, :'ZT)E 0,576 £0,135 0,527 £0,127
(FAF1/GFP) r
Coeficiente de 3 (R, <))
solapamiento k2 s _W 0,742 £0.097 0,417 £0.115
(XIAP) ~

Tabla RS. Analisis de la colocalizacion de las proteinas FAF1 y XIAP enddégenas en células HeLa
durante el proceso apoptotico. Estimulamos cultivos de células HeLa con anti-Fas/CD95 (50 ng/ml) y
ciclohexamida (2,5 uM) y realizamos una inmunocitoquimica (materiales y métodos, apartado 5.11) con
anticuerpos especificos contra las proteinas XIAP, FAF1 y B—tubulina como control. Calculamos los
valores de los coeficientes de colocalizacion indicados a partir de las imagenes de inmunofluorescencia
obtenidas. Cada valor es la media de los valores obtenidos en 10 células diferentes en 2 experimentos
independientes. El error expresado es la desviacion estandar de los valores obtenidos. Los valores de
todos los coeficientes para las proteinas XIAP-FAF1 son superiores que los obtenidos para la proteina
FAF1 con la proteina control B-tubulina.

En los experimentos anteriores de colocalizaciéon en los que sobreexpresabamos
XIAP y FAF1 (figura R9), obtuvimos una tendencia de FAF1 a acumularse en la

membrana plasmatica. Quisimos estudiar si este patron se mantiene durante el proceso
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apoptotico, y si la sobreexpresion de la proteina XIAP modifica esta tendencia, a causa
de que la proteina XIAP interfiere en las funciones pro-apoptoticas de FAF1. Para ello
realizamos un ensayo de inmunocitoquimica, en el que sobreexpresamos las proteinas
XIAP y FAF1 o GFP y FAF1 como control en células humanas HeLa, y tras 24 horas,
estimulamos los cultivos con el agonista anti-CD95/Fas durante diferentes tiempos (2 y
4 horas). Las imagenes (figura R23) muestran una localizacion de FAFI en el
citoplasma cuando es sobreexpresado junto con la proteina control GFP sin diferencias

visibles segun transcurre el proceso apoptotico.
FAF1 COMBINADA

GFP

Figura R23. Localizacion de la proteina FAF1 durante el proceso apoptotico. Transfectamos cultivos de
células Hela con los vectores de expresion que contenian los genes que codifican para las proteinas FAF1 ¢
EGFP como control durante 24 horas. Tratamos los cultivos con anti-Fas/CD95 (50 ng/ml) y ciclohexamida
(2,5 uM) durante 0, 2 y 4 horas. Posteriormente realizamos el protocolo de inmunocitoquimica segin se
describe en el apartado 5.11 de materiales y métodos. Las imagenes muestran baja colocalizacion entre las dos
proteinas segun los indices de colocalizacicon analizados (Figura R26A).

anti-Fas
(0 horas)

anti-Fas
(2 horas)

anti-Fas
(4 horas)
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Estimulacion XIAP FAF1 COMBINADA

anti-Fas
(0 horas)

anti-Fas
(2 horas)

anti-Fas
(4 horas)

Figura R24. Colocalizacion de las proteinas FAF1 y XIAP durante el proceso apoptotico.
Transfectamos células HeLa con la proteinas de fusion FAF1-HA 6 GFP como control durante 24 horas.
Tratamos los cultivos con anti-Fas (50 ng/ml) y ciclohexamida (2,5 uM) durante 0, 2 y 4 horas.
Posteriormente realizamos el protocolo de inmunocitoquimica segun se describe en el apartado 5.11 de
materiales y métodos. Las imagenes muestran una tendencia de la proteina FAF1 a localizarse en las
proximidades de la membrana plasmatica.

Cuando estudiamos las proteinas FAF1 y XIAP forzando su expresion durante el
proceso apoptdtico. La proteina XIAP presentd una distribucion uniforme en el
transcurso del proceso apoptdtico, estando presente principalmente en el citoplasma y
en el nicleo con menor intensidad. Por el contrario FAF1, presenta un marcaje menos
homogéneo, apreciandose una tendencia a la acumulacidon en la membrana plasmaética o
desaparicion en el citoplasma. Para visualizar esta desviacion de la intensidad de
fluorescencia de FAF1 en las imdgenes realizamos una representacion grafica de las
intensidades de un corte longitudinal de la célula. (Figura R25). En las graficas vemos
un incremento de intensidad de inmunomarcaje de FAF1 en la membrana plasmatica.

Este aumento de intensidad es mayor segun se avanza en el proceso apoptotico.
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Figura R2S. Histograma de una seccion lineal representativo de células Hela en proceso apoptotico.
Analizamos la representacion de intensidades de una seccion longitudinal de células HeLa representativas
que sobreexpresaban temporalmente XIAP y FAF1, a diferentes tiempos de estimulacion apoptotica con
anti-Fas/CD95 (50 ng/ml) y ciclohexamida (2,5 uM) durante 18 horas. La barra inferior indica la escala
de 25 um. Los graficos muestran las intensidades del corte axial de la célula (linea amarilla) en el que la
linea azul indica el valor de intensidad de fluorescencia por pixel para el marcador nuclear DAPI. La linea
verde indica la intensidad de fluorescencia para el inmunomarcaje de la proteina c-myc-XIAP y la linea
roja indica la intensidad de fluorescencia para el inmunomarcaje de la proteina HA-FAF1. Los
histogramas muestran que la intensidad de FAF1 en la membrana es mayor segin aumenta el tiempo de
exposicion al insulto.

Para estudiar las imagenes obtenidas, realizamos un analisis de colocalizacion
cuantitativa (materiales y métodos, apartado 5.11) (Figura R26). Los coeficientes
calculados indican una alta colocalizacion durante el proceso apoptotico, de las

proteinas FAF1 y XIAP sobreexpresadas (Pr a 2 horas: 0,938 + 0,044, n=33. Pr a 4
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horas: 0,864 + 0,145, n=33. R a 2 horas: 0,944 + 0,039, n=33. R a 4 horas: 0,896 +
0,108) igual que los resultados obtenidos en proteinas endogenas. Para estudiar la
variaciéon de intensidad de fluorescencia que aporta cada proteina a la imagen
combinada calculamos los coeficientes de colocalizacion M1/M2 y los de solapamiento
k1/k2. Estos ultimos presentan un distanciamiento de sus valores en las fases de
apoptosis (Figura R26B). Los valores de k1 y k2 antes de la estimulacion son similares,
pero a 2 y 4 horas de estimulo los valores de k2(XIAP) aumentan progresivamente,

mientras que los de k1(FAF1) disminuyen.

En este apartado concluimos que durante el proceso apoptotico las proteinas FAF1 y
XIAP mantienen unos altos valores de colocalizacion. Cuando las proteinas FAF1 y
XIAP son sobreexpresadas, FAF1 tiene mayor presencia en la membrana celular que en
el citoplasma en presencia de XIAP, aumentando esta acumulacion segun avanza la

muerte celular.

A - B
Pearson 0,837 0,164 Coeficientes de solapamiento k1y k2
Manders 0,899 + 0,075
M1 0,846 +0,113 K2(XIAP)
M2 0,918 + 0,095
k1 0,894 0,136 1.04
k2 1,015 + 0,151
2h —
Pearson 0,938 + 0,044 KI(FAF1)
Manders 0,944 + 0,039
M1 0,770 + 0,091 T T T
M2 0,889 +0,107 & w 3
k1 0,857 + 0,130
k2 1,062 * 0,157
4h
Pearson 0,864 + 0,145
Manders 0,896 +0,108
M1 0,779 0,155
M2 0,904 0,091
k1 0,822 + 0,142
k2 1,106 +0,162

Figura R26. Analisis de de colocalizacion de las proteinas XIAP y FAF1 durante muerte celular. A.
Partiendo de las imagenes de inmunofluorescencia de células HeLa estimuladas sin o con anti-Fas/CD95
durante 2h y 4h (figura R25), calculamos los valores de los coeficientes de colocalizacion indicados, Cada
valor es la media de los valores obtenidos en 20 células diferentes en 3 experimentos independientes. El
error expresado es la desviacion estandar de los valores obtenidos. B. La grafica muestra los valores de
los coeficientes de solapamiento k1 y k2 para las intensidades de FAF1 y XIAP respectivamente. El error
muestra la desviacion estandar.
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6.6 Modulacion de la via NF-xB por la interaccion XIAP-
FAF1

Ademas de las funciones descritas para las proteinas FAF1 y XIAP en apoptosis,
estas tienen también un importante papel en la modulacion de la via NF-kB. Por un
lado, FAF1 bloquea esta via a diferentes niveles, desestabilizando el ensamblaje del
complejo IKK, o uniéndose y secuestrando a la subunidad p65 de NF-«xB, evitando su
entrada al nucleo. Por otro lado, XIAP induce la via de NF-xB al activar el complejo
IKK, mediante la formacion de un complejo ternario con TAB1 y TAK1 (Introduccion,

apartados 3.4 y 3.5).

Para estudiar como afecta la interaccion de ambas proteinas en esta via, inicialmente
analizamos la accion de XIAP y FAF1 sobre la via NF-xB en distintas lineas celulares,
empleando un ensayo dependiente de la expresion de un gen reportero luminiscente, en
el que obtenemos una cuantificacion relativa de la expresion génica debida al factor
nuclear «B. Estudiamos las lineas celulares: Neuroblastoma de ratén (N2A),
neuroblastoma humano (SH-SY5Y), glioblastoma cerebral humano (T98G), glioma-
astrocitoma humano (U373) y en células embrionarias humanas de rifion (HEK293T).
En estas lineas celulares indujimos la sobreexpresion de XIAP, FAF1 o ambas proteinas
(figura R27). Obtuvimos que la linea celular HEK293T mostraba mayor respuesta a la
presencia de XIAP sobre la activacion de NF-kB. La sobreexpresion de FAF1 provoco
un ligero descenso en la activacion basal de NF-kB. Seleccionamos las células
HEK293T para los andlisis posteriores, debido a su sensibilidad a la sobreexpresion de

XIAP para la activacion de la via NF-«xB.
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Figura R27: Respuesta de diferentes lineas celulares a la sobreexpresion de las proteinas XIAP y
FAF1 sobre la actividad del factor nuclear xB. Transfectamos cultivos de las lineas celulares:
neuroblastoma murino N2a, neuroblastoma humano SH-SYS5Y, astrocitoma humano U373, glioblastoma
humano T98G y células embrionarias de rifion humano HEK293T, con los vectores plasmidicos que
expresan las proteinas XIAP, FAF1 o se cotransfectaron con ambos durante 24 horas. Analizamos la
actividad del factor nuclear kB (NF-kB) mediante un kit comercial de Luciferasa (Materiales y métodos,
apartado 5.9). La actividad de NF-kB se representa por unidades relativas de luminiscencia normalizadas
frente a los valores control de cada tipo celular. Las barras de error muestran la desviacion estandar (SD).

Para determinar la respuesta de esta linea celular frente a un estimulo inductor de la
via NF-kB, sobreexpresamos transitoriamente las proteinas XIAP, FAF1 o ambas en
cultivos de células HEK293T, los cuales estimulamos con el ligando del receptor
TNFR1, TNFa (20 "/y) durante 6 horas. Las células mostraron unos valores de
induccion de NF-xB 500 veces mayores que las células sin estimulacion

independientemente de las proteinas sobreexpresadas. (Figura R28)
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Figura R28. Actividad del factor nuclear kB en células HEK 293T estimuladas con la citoquina
TNFa. Sobreexpresamos las proteinas XIAP, FAF1 o ambas proteinas en cultivos de células HEK293T.
Incubamos los cultivos con TNFa (20"/,,;) durante 6 horas y analizamos la actividad de NF-kB mediante
un kit comercial de Luciferasa (Materiales y métodos, apartado 5.11). La actividad de NF-xB se
representa por unidades arbitrarias de luminiscencia normalizados con los valores de luciferasa de
Renilla. Las barras de error muestran la desviacion estandar de la media (SD).

En cultivos celulares estimulados con TNFa (figura R28) que sobreexpresaban
XIAP observamos un incremento de la actividad de NF-xB (677,47 UAL) comparada
con el control (510,21 UAL) y una disminucién de la actividad NF-kB en células que
sobreexpresaban FAF1(403,09 UAL). Igualmente, la sobreexpresion de FAF1 redujo

ligeramente el efecto de activacion que XIAP provoca en esta via (624,68 UAL).

Para determinar si FAF1 interfiere en el efecto promotor de XIAP sobre la
activacion de NF-kB realizamos otro andlisis de iguales -caracteristicas, con
concentraciones crecientes de la proteina FAF1 cotransfectadas con la proteina XIAP.
El analisis estadistico de los datos de este experimento mediante un modelo general
lineal indic6d que la activacion de NF-kB depende significativamente de la transfeccion
con XIAP (F1,4=65.518, p<0,01), del nivel de transfeccion de FAF1 (F1,4=27,538;
p<0,01) y de la estimulacion con TNFa (F1,4=9,264; p<0,05). Como se aprecia en la
figura 29A, al aumentar la cantidad de la proteina FAF1, el efecto de la proteina XIAP
disminuye de manera dosis-dependiente. Seleccionamos la relaciéon 1:3 como la relacion
de concentracion XIAP:FAF1 mas adecuada para los siguientes estudios, ya que FAFI,

en estas condiciones, es capaz de revertir parcialmente los efectos de XIAP sobre la
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expresion de NF-kB (figura R29A). Este resultado se obtuvo tanto en células no
estimuladas como en células estimuladas con TNFa (20 "®/). Estos resultados
muestran que la proteina FAF1 no es capaz de inhibir completamente la induccién de
NF-kB debida XIAP, pero si es capaz de atenuar su acciéon de manera dosis-dependiente

(figura R29A).
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Figura R29. Efecto de las proteinas FAF1 y XIAP en la activacion de la via NF-«B. A. Efecto de la
concentracion de FAF1 en la activacion de NF-kB. Transfectamos cultivos de células HEK293T con los
vectores de expresion para las proteinas XIAP, FAF1 o cotransfectamos ambos en los ratios 1:1, 1:2 y 1:3
durante 24 horas. Incubamos los cultivos con o sin TNFa (20 "/,,) durante 6 horas y medimos la
actividad NF-kB con un kit comercial (Materiales y métodos, apartado 5.9). El grafico muestra Unidades
Relativas de Luminiscencia de los cultivos estudiados (n=9) + el error estandar de la media (SEM). B.
Estudio estadistico del efecto de las proteinas XIAP y FAF1 en la via NF-xB. Utilizamos Realizamos un
ANOVA de 2 vias de la accion de las proteinas XIAP y FAF1 sobre la activacion de NF-xB, utilizando
los valores de la sobreexpresion de XIAP, FAF1 y la coexpresion de XIAP y FAF1 en la relacién 1:3. Se
empled un disefio de medidas repetidas (apareado) para eliminar el efecto de las diferencias en las

medidas asociadas a cada experimento individual. Las graficas muestran la activacion de NF-xB medido
mediante UAL (n=9) =+ el error estandar de la media (SEM).

Para confirmar la capacidad de la transfeccion de FAF1 a altas concentraciones (3:1
respecto a XIAP) para bloquear la activacion de la NF-kB inducida por la
sobreexpresion de XIAP se incorporaron nuevos experimentos. El andlisis de los
resultados de estos experimentos mediante ANOVA de 2 vias (con el experimento
como factor aleatorio o bloque) separados para células sin y con estimulacién con

TNFa confirmé que el efecto de FAF1 no es pronunciado aunque significativo
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(F1,6=8,718; p=0,0255) mientras que XIAP causa un aumento muy significativo
(F1,6=35,43; p<0,01) de la actividad de NF-kB. El analisis también mostr6 que el
término de interaccion (estadistica) entre ambos factores (+/-XIAP y +/-FAF1) es
significativo (F1,6=6,313; p=0,047), de forma que el efecto de la transfeccion de ambas
proteinas depende de la transfeccion o no de la otra como se aprecia claramente en la
figura 30B. Por tanto, en conjunto los resultados de analisis revelan que el efecto de la
transfeccion de cualquiera de las dos proteinas depende del estado de la otra, de forma
que FAFI1 no reduce la activacion de NF-kB en condiciones control pero si la reduce
cuando XIAP estd presente. Esto podria indicar que FAF1 estd regulando de alguna
manera la actividad de XIAP sobre esta via o que el efecto inhibidor de FAF1 no se
aprecia en ausencia de XIAP por falta de activacion de la via. Para confirmar esta ultima
posibilidad se afnadieron nuevos experimentos con células estimuladas con TNFa. Los
ANOVA de 2 vias de estos datos indican que tanto la accion de la proteina XIAP como
de la proteina FAF1 sobre la activacion de NF-xB es muy significativa (F1,6=37,56;
p<0,001 y F1,6=15,12; p<0,01, respectivamente). Sin embargo, a diferencia de lo
ocurrido en el analisis de las células sin estimular, el término interaccidén no resultd
significativo (F1,6=0,892; p=0,381), es decir, la accion de cada proteina en la activacion
de la via NF-xB no afecta significativamente a la accion de la otra proteina. Como
consecuencia, la sobreexpresion de ambas proteinas resultd en unos valores de
Intensidad de luciferasa intermedios entre los valores obtenidos al sobreexpresar
unicamente la proteina FAF1 o XIAP. Por tanto, este resultado indica que la activacion

de la via resulta en la suma de los efectos individuales de ambas proteinas.

6.6.1. Modulacion de FAF1 sobre la actividad de XIAP en la via
NF-xB

Para determinar el papel de FAF1 sobre la activacion de NF-kB debida a XIAP
sobreexpresamos XIAP, FAF1 y el mutante de FAF1 que interacciona con XIAP,
FAF1-ACtDEDID, en cultivos celulares HEK293T segun mostramos en la figura R30.
El mutante de FAF1, FAF1-ACtDEDID, que mantiene la capacidad de unirse a IKKf},
atenua ligeramente (0,818 + 0,067 normalizado frente al control) la actividad basal de
NF-kB, peor no a los niveles de reduccion de actividad alcanzados por la proteina

nativa FAF1 (0,563 £ 0,049), ademés cuando este mutante es coexpresado con XIAP no
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reduce la activacion de NF-xB (10,015 + 2,562), siendo similar al alcanzado por los
cultivos que sobreexpresaban solo XIAP (9,163 + 0,938). Por otro lado, el mutante de
XIAP-ARING, sin capacidad enzimatica de ubiquitinacion tiene unos niveles (0,896 +

0,018) similares al control, no siendo capaz de activar la via de NF-kB, sin el dominio

RING.

Figura R30. Efecto de la proteina FAF1 en la via
de sefalizacion de NF-«xB activada por XIAP.
Transfectamos cultivos de células HEK293T con
los vectores de expresion para las proteinas XIAP,
FAF1 y/o alguno de sus mutantes, asi como los
plasmidos para el estudio de actividad NF-xB,
Luciferasa y Renilla. Tras 36 horas determinamos
la actividad NF-kB mediante un kit comercial de
genes reporteros de Luciferasa (materiales y
métodos, apartado 5.9). La actividad de NF-xB se
muestra en log,y de Unidades Relativas de
Luminiscencia normalizadas frente a los valores de
los cultivos control. Las barras de error indican el
error estandar de la media (SEM) (n=7).

1007
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Para extender estas observaciones y estudiar el efecto de inhibicion de FAF1 sobre
la via NF-xB, realizamos el mismo experimento en células estimuladas con TNFa. En
este estudio, el mutante FAF1-ACtDEDID bloqued significativamente la activacion de
la via NF-«xB (0,683 £+ 0,122 normalizado frente al control), aunque a unos niveles
menores que la inhibicion que ejercid la proteina FAFI nativa (0,43 + 0,058). En
cultivos celulares en los que coexpresamos XIAP con FAF1 o su mutante FAF1-
ACtDEDID, la activacion de NF-«xB de los cultivos que sobreexpresaban XIAP (3,37 +
0,667 veces respecto al control) se vio inhibida significativamente (1,78 + 0,3;
p=0,0014, T5=4,52) por la coexpresion con FAF1, pero también por la coexpresion con
el mutante FAF1-ACtDEDID (1,28 £ 0,3; p=0,038, T4=2,665).

Estos datos sugieren que la pérdida del dominio de union a p65 disminuye

parcialmente la accion inhibidora de la proteina FAF1 sobre la via NF-xB.
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Figura R31. Efecto del mutante FAF1-
ACtDEDID en la via de sefializacion de NF-
kB activada por TNFa y XIAP. Transfectamos
cultivos de células HEK293T con los vectores de
expresion para las proteinas XIAP, FAF1 y su
mutante de delecion FAF1-ACtDEDID, asi como
los plasmidos para el estudio de actividad NF-
kB, Luciferasa y Renilla. Tras 36 horas,
tratamos los cultivos con TNFa (20 "¢/)
durante 6 horas y determinamos la actividad de
NF-kB mediante un kit comercial de genes
reporteros Luciferasa (materiales y métodos,
apartado 5.11). La actividad de NF-xB se
muestra en log;y de Unidades Relativas de
Luminiscencia normalizadas frente a los valores
de los cultivos control. El analisis estadistico se
realiz6 mediante el test ¢ de Student de 1 cola,
p*<0,05, p**<0,01, n=4-9. Las barras de error
muestran el error estandar de la media (SEM).

Atendiendo a estos resultados, estudiamos si FAF1 ejerce esta atenuacion,

bloqueando la via de NF-xB en la formacion del complejo de IKKs y secuestro de

p65/RelA o también de forma indirecta por interferencia sobre el complejo ternario

formado por XIAP-TAB1-TAKI. Para ello sobreexpresamos la proteina XIAP junto

con concentraciones crecientes de la proteina FAF1 en la linea celular HEK-293T.

Estimulamos los cultivos con TNF(20 ng/ml) y realizamos una inmunoprecipitacion

contra XIAP, resolviendo los inmunocomplejos mediante western-blot con el anticuerpo

contra la proteina TABI1 (figura R32B). El panel superior muestra que concentraciones

crecientes de FAF1 no afectan a la interaccion XIAP-TABI.

De este modo, la atenuacion debida a FAF1 que observamos en la respuesta de NF-

kB inducida por XIAP es debido a la desestabilizacion del complejo IKK y secuestro de

p65/RelA y no a la disrupcion del complejo ternario XIAP-TAB1-TAKI1 (figura R32A).
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Figura R32. Interferencia de la proteina FAF1 en la formacion del complejo XIAP-TAB1-TAK1.
A. Esquema de la interaccion de la proteina XIAP con la activacion de la via NF-xB mediante el
complejo TABI-TAKI1. B. Inmunoprecipitacion y deteccion de la proteina Tabl en presencia de
concentraciones crecientes de la proteina FAF1. Transfectamos cultivos de células HEK293T con los
vectores de expresion para las proteinas XIAP y FAF1, o una cotransfeccion de ambos en los ratios 1:1,
1:2 y 1:3 durante 24 horas. Incubamos las células con TNFa, (20 "/,;) durante 30 minutos y obtuvimos
extractos para realizar una inmunoprecipitacion con anticuerpos especificos (protocolo del apartado 5.7
de materiales y métodos). En el panel superior se muestran los niveles de la proteina TABI
inmunoprecipitados junto a la proteina XIAP y en el panel inferior los niveles totales de la proteina
TABI de cada cultivo. La membrana mostrada es representativa de un grupo de n=5.

6.6.2 Modulacion de XIAP sobre la actividad de FAF1 en la via
de NF-xB

De igual forma que en la seccidon anterior, para determinar el papel de XIAP en la

inhibicién de FAF1 empleamos cultivos celulares de HEK293T estimulados con el

factor TNFa en los que sobreexpresamos las proteinas FAF1, XIAP y el mutante de

delecion XIAP-ARING, para determinar la activacion de la via NF-kB. Este ensayo

mostro (figura R33) que a diferencia de la proteina nativa XIAP, su mutante de delecion

XIAP-ARING no era capaz de elevar los niveles de expresion de NF-kB a niveles por

encima del control (1,118 £ 0,1775), reflejando que el dominio RING es indispensable

para la activacion de la via NF-«xB.

U luminiscencia (log10)

10~

0.1

Figura R33. Efecto de la proteina mutante
XIAP-ARING en la inhibicion de la actividad
NF-xB debida a la proteina FAFI.
Transfectamos cultivos de células HEK293T
con los vectores de expresion para las proteinas
XIAP, FAF1 y su mutante de delecion FAF1-
ACtDEDID, asi como los plasmidos para el
estudio de actividad NF-xB, Luciferasa y
Renilla. Tras 36 horas, tratamos los cultivos
con TNFa (20 "/ ) durante 6 horas y
determinamos la actividad de NF-kB mediante
un kit comercial de genes reporteros Luciferasa
(materiales y métodos, apartado 5.11). La
actividad de NF-kB se muestra en log;, de
Unidades Relativas de Luminiscencia
normalizadas frente a los valores de los cultivos
control. El analisis estadistico se realizd
mediante el test ¢ de Student de 1 cola, p*<0,05,
n=9. Las barras de error muestran el error
estandar de la media (SEM).
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Por otra parte, cuando el mutante XIAP-ARING se cotransfecto con FAFI1, la
actividad de NF-«xB fue recuperada parcialmente. Este resultado sugiere, que el dominio
RING de XIAP no es imprescindible para atenuar el bloqueo de la via NF-xB debida a
FAF1. Nuestros estudios de interaccion han mostrado que XIAP se une a través de sus
dominios BIR a FAF1 en la regiéon DEDID, la cual se interacciona y secuestra al factor
de transcripcion p65/RelA en el citoplasma. De este modo, XIAP podria bloquear el
efecto de FAFI en la via NF-kB, inhibiendo su unién a p65/RelA. Para el estudio de
esta posible interferencia realizamos en primer lugar una inmunoprecipitacion de FAF]
y p65/RelA en presencia de concentraciones crecientes de XIAP (figura R34B). Los
resultados muestran que la cantidad de p65/RelA inmunoprecipitado con FAFI
disminuia acorde con el aumento de XIAP transfectada, lo que indica una obstruccion

de la union FAF1-p65 por parte de la proteina XIAP.

A B IP: HA (FAF1)

IB: p65

Estimulacion NF-«xB
ool | S S S
HA-FAF1
Gy 2@ : FAR [+ —— |
! \> P50 @ c-myc-XIAP |-.—- P S — |

compiejo IKK XIAP — + =+ ++  +++
FAF1 -  + + 4+ +
TNFe  + + + + +
@ Dt C Citoplasma NUClEO
proteosoma Cr Cr F X X+F Cir Ct X X+F

2@ PoSRelA [N ] I--g-J
Q Tubulina | -~“| |
PARP | =

4_) c-myc-XIAP | pE— | S ..|
Nucleo HA-FAF1 - “ | | -— -|

TNFa  — + o+ o+ o+

Figura R34. Interferencia de la proteina XIAP en el secuestro del factor p65 en el citoplasma por la
proteina FAF1. A. Esquema de la activacion de NF-kB (p50-p65/RelA) y punto de interaccion estudiado
entre las proteinas XIAP y FAF1. B. Inmunoprecipitacion de la proteina FAF1 y el factor nuclear p65, en
presencia de concentraciones crecientes de la proteina XIAP. Transfectamos cultivos de células
HEK293T con los plasmidos de FAF1, XIAP o ambos en los ratios 1:1, 1:2 y 1:3 durante 36 horas.
Incubamos los cultivos con TNFa (20 "¢/,,;) durante 30 minutos. Obtuvimos extractos celulares con los
que realizamos el analisis de inmunoprecipitacion (materiales y métodos, apartado 5.7). El panel inferior
muestra los niveles totales del factor p65, FAF1 y XIAP en los extractos. C. Analisis del factor nuclear
p65 en extractos de citoplasma y nucleo. Transfectamos células HEK293T con los vectores de expresion
para FAF1, XIAP o cotransfectados con ambos plasmidos durante 36 horas. Incubamos los cultivos con o
sin TNFa (20 "¢/, durante 30 minutos y obtuvimos extractos celulares de citoplasma y nucleo
(materiales y métodos, apartado 5.5.1). Los paneles muestran los niveles del factor p65 en las diferentes
condiciones de cultivo. Utilizamos las proteinas PARP y tubulina como controles de pureza de los
extractos de nucleo y citoplasma.
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Para determinar en detalle esta interferencia realizamos un segundo ensayo
consistente en evaluar la presencia de p65 en el nucleo y en el citoplasma en presencia
de XIAP (figura R34C). Transfectamos cultivos de células HEK293T con XIAP y/o
FAFI1 y los estimulamos con TNFo. Obtuvimos extractos de nucleo y citoplasma y
detectamos la presencia del factor de transcripcion p65 en cada una de las condiciones
mediante western-blot. Este segundo ensayo mostré que la cantidad de proteina p65
detectada en el citoplasma de células que sobreexpresaron XIAP fue menor que en
cultivos que sobreexpresaron FAF1. Al coexpresar tanto la proteina XIAP como la
proteina FAF1 los niveles de p65 en el citoplasma disminuyeron a niveles por debajo de
los basales (figura R34C). Por otra parte, los niveles de p65 en el nticleo fueron mayores
en presencia de XIAP y en presencia de FAF1 resultaron menores que el control. Al
cotransfectar ambas proteinas detectamos a la proteina p65 en el nucleo en mayores

cantidades que cuando se sobreexpres6 solo FAF1.

Estos ensayos indican que la proteina XIAP interfiere en la union entre FAF1 y p65,
no permitiendo su secuestro en el citoplasma, y permitiendo su entrada al nucleo.
Ademas, los datos mostrados sugieren que la interaccion de XIAP con FAFI es

suficiente para atenuar el bloqueo de FAF1 sobre la via NF-kB.
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7. DISCUSION

7.1. Validacion de la interaccion XIAP-FAF1

El punto de partida de esta tesis doctoral ha sido verificar la interaccion de la
proteina FAF1 con XIAP, para posteriormente caracterizar esta interaccion y estudiar su
implicacion funcional en las vias de muerte y supervivencia celular. Tanto FAF1 como
XIAP han sido ampliamente estudiadas por su implicacion en una gran variedad de
procesos, mayormente relacionados con el equilibrio entre supervivencia y muerte
celular (Wei, Fan et al. 2008; Menges, Altomare et al. 2009; Galban and Duckett 2010).
El conocimiento de la interaccidon entre estas proteinas, su accion sobre las cascadas de
sefalizacion y la regulaciéon que unas ejercen sobre otras, nos ofrece un campo
estratégico para determinar la muerte o supervivencia de una célula y corregir patrones
incorrectos en cuadros patologicos. De esta manera, podemos potenciar la accion de

unas proteinas o bloquear otras para favorecer la muerte, o evitarla segun la ocasion.

Aunque algunas proteinas desarrollan sus funciones de forma aislada, la mayoria
interaccionan con otras proteinas formando complejos y redes que orquestan los
procesos de los que depende la estructura y funcién de la célula, incluyendo el control
del ciclo celular, la diferenciacion, la sefalizacion o la muerte celular, por nombrar
algunos. La interaccion entre proteinas permite modificar las propiedades cinéticas de
enzimas, inactivar o destruir proteinas, cambiar la especificidad de sustrato o crear
nuevos sitios union. Su pérdida puede derivar en patologias que s6lo pueden ser
entendidas y reparadas si se conoce la red de interacciones que regulan el proceso
defectuoso. Por tanto, el estudio de las interacciones es fundamental para comprender el
papel que cumplen las proteinas en la célula, hasta el punto de que la caracterizacion del
conjunto de interacciones que ocurren en un contexto celular determinado (su
“interactoma”) es considerado el siguiente hito a alcanzar en el camino hacia la

comprension de la bioquimica celular.

Desde el descubrimiento de XIAP, se ha descrito su interaccién con numerosas
proteinas relacionadas con la apoptosis, empezando por las caspasas (Holcik and

Korneluk 2001) y continuando con antagonistas de IAPs capaces de bloquear su
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interaccion con las caspasas (Du, Fang et al. 2000; Verhagen, Ekert et al. 2000; Hegde,
Srinivasula et al. 2002; Verhagen, Kratina et al. 2006; Bornstein, Gottfried et al. 2011).
En la bsqueda de nuevos interactores, estudios preliminares de nuestro grupo mediante
analisis de dos hibridos en levaduras, empleando como proteina cebo un mutante
truncado en la zona carboxilo terminal de XIAP, permitieron identificar a FAF1 como
posible candidato. FAF1 es una proteina implicada en el proceso de muerte celular pero
también en otros procesos celulares regulados por XIAP, por lo que a priori resulta un

candidato excelente para estudiar su interaccion con XIAP.

Nuestros estudios con XIAP y FAF1 humanas expresadas en cultivos de levadura en
medios selectivos validaron la interaccién observada en el ensayo de dos hibridos. Sin
embargo, dado que el plegamiento de proteinas en organismos eucariota tan dispares
como levadura y mamifero tienen diferencias en la complejidad y en las moléculas
responsables de este proceso (Young, Agashe et al. 2004), asi como en las
modificaciones post-trascripcionales (Polevoda and Sherman 2003; Lehle, Strahl et al.
2006), empleamos sistemas basados en células humanas para validar la interaccion en
nuestra especie. Los posteriores ensayos in vitro de pull down GST permitieron
confirmar la interaccion de FAFI1 proveniente de células humanas con XIAP
sobreexpresado en bacterias. Para completar la validacion, empleamos un ensayo de
inmunoprecipitacion de las proteinas FAF1 y XIAP sobreexpresadas y endogenas en la
linea celular humana HelLa que demostraron de forma inequivoca la existencia de esta
nueva interaccidon en nuestra especie. En conjunto, estos ensayos confirmaron los
resultados del ensayo de dos hibridos, demostrando la interaccion entre las proteinas

FAF1 y XIAP.

Estos resultados contrastan con los publicados por Kinoshita y colaboradores en su
estudio sobre la funcion de FAF1 en la regulacion de la inflamacion mediada por NF-
kB (Kinoshita, Kondoh et al. 2006). Estos autores incorporaron a XIAP para evaluar la
especificidad de la interaccion de FAF1 con proteinas de la familia PYPAF (PYRIN-
containing apoptotic protease-activating factor 1-like proteins) en ensayos de
inmunoprecipitacion en células HEK293T, observando que FAF1 co-inmunoprecipitaba
con PYPAF1 pero no con XIAP. Esta disparidad resulta dificil de interpretar. Es posible
que estén asociadas a la diferencia en el tipo de células empleadas. Es decir, podria

deberse a modificaciones especificas de estos tipos celulares que modularan la
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interaccion. Sin embargo, tanto FAF1 como XIAP muestran sus pesos caracteristicos en
nuestros ensayos y Kinoshita tampoco menciona ninguna alteracion que justifique la
falta de interaccion. Alternativamente, la disparidad entre los resultados puede deberse
al tipo de anticuerpo empleado en los ensayos de inmunoprecipitaciéon. En su trabajo,
Kinoshita y colaboradores emplearon un antisuero de ratones inmunizados para FAF1,
con una menor sensibilidad en la deteccion frente a la utilizacion de anticuerpos
monoclonales como los empleados en nuestro estudio (Shalit, McKee et al. 1985). En
este sentido, los resultados de las presente tesis asi como datos preliminares en la linea
de neuroblastoma humano SH-SYS5Y no incluidos en la presente tesis y los ensayos de
caracterizacion de las regiones de union entre ambas proteinas en células de
neuroblastoma murino Neuro-2a demuestran claramente la existencia de esta
interaccion en diferentes lineas celulares. La explicacion precisa de las causas por las
cuales Kinoshita y colaboradores no observaron esta interaccién requeriria estudios
adicionales, posiblemente analizando células de la linea HEK293T con anticuerpos

monoclonales.

7.2. Distribucion intracelular e interaccion XIAP-FAF1

La validacion de una interaccion entre dos proteinas mediante técnicas moleculares
que implican la lisis de las células no significa per se que la interaccion tenga lugar en
células intactas. Muchas interacciones potenciales no llegan a producirse porque las
proteinas implicadas se distribuyen en compartimentos celulares distintos (Rao, Srinivas
et al. 2014). En numerosas ocasiones esta segregacion subcelular actia como sistema de
regulacion del momento de la interaccion, de forma que ésta so6lo se produce ante
determinados estimulos que causan el desplazamiento de las dos proteinas al mismo
compartimento celular. De hecho, este es el mecanismo que controla la interaccion de
XIAP con sus inhibidores mitocondriales SMAC/DIABLO, Omi/HtrA2 y otras
proteinas con dominio IBM (/4Ps Binding Motif), que Uinicamente interaccionan con
XIAP cuando se liberan al citoplasma tras la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial causada por la activacién de la via intrinseca de la apoptosis (Galban and

Duckett 2010).

Nuestros analisis mediante microscopia confocal de la localizacion subcelular de

FAF1 y XIAP, tanto de forma enddgena como sobreexpresadas, muestran que ambas
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tienen una distribucion similar, fundamentalmente citoplasmatica, en las células HeLa.
Adicionalmente, también observamos un intenso marcaje de FAF1 en el nlcleo de
algunas células. El predominio de XIAP en el citoplasma es general en diferentes tejidos
humanos (Vischioni, van der Valk et al. 2006), aunque también se observa en el ntcleo
de algunos tipos celulares como las células del foliculo del ovario (Phillipps and Hurst
2012) o en la region perinuclear de neuronas (Lotocki, Alonso et al. 2003). En células
HeLa, los resultados obtenidos coinciden plenamente con las observaciones de Liston y
colaboradores (Liston, Fong et al. 2001), aunque estos autores describen una mayor
sefal en la region perinuclear (sin alcanzar la segregacion observada en neuronas por
Lotocki y colaboradores (Lotocki, Alonso et al. 2003)), que nosotros no hemos
observado. Esta diferencia podria deberse diferencias en la proteina de fusién empleada
ya que en los estudios de Liston, se uso GFP-XIAP mientras que en este trabajo se ha
empleado c-myc-XIAP, o a diferencias en el microscopio utilizado, ya que el trabajo de
Liston muestra imagenes de microscopia de fluorescencia donde se acumula la
fluorescencia emitida por toda la célula, mientras que en este trabajo empleamos
imagenes confocales que analizan la fluorescencia de un plano de aproximadamente 1
micra de grosor. Por su parte, la distribucién de FAF1 en el citoplasma y el nucleo de
células HelLa coincide con observaciones previas tanto en lineas celulares como en
tejidos (Frohlich, Risau et al. 1998). También ha sido descrito el marcaje de FAF1 en la
membrana citoplasmatica de la linea célular Jurkat de linfocitos T, donde formaria parte

de los complejos DISC (Ryu, Lee et al. 2003).

Como complemento al marcaje individual de ambas proteinas, también hemos
analizado su colocalizacion dentro de la célula, tanto con niveles de expresion
enddgenos como tras su sobreexpresion. La colocalizacion de antigenos puede apoyar la
existencia de caracteristicas estructurales o funcionales comunes (Zinchuk, Zinchuk et
al. 2007). En este sentido, los analisis cuantitativos basados en coeficientes de
colocalizacion o solapamiento afiaden una informacion interesante que no es accesible
a través de los estudios cualitativos. En este sentido, los ensayos realizados con
proteinas endogenas muestran una colocalizacion casi completa de ambas proteinas, con
niveles proximos a 1 (100% de colocalizacion) en los indices de Pearson y Manders,
significativamente superior a lo esperado por distribuciones al azar. El estudio adicional
de la contribucion de XIAP y FAF1 a la colocalizacion mediante los indices k1 y k2

mostro valores mayores para k1 (FAF1) que para k2 (XIAP), indicativo de una mayor
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contribucion de FAF1 en las areas de colocalizacion(Zinchuk, Zinchuk et al. 2007). Es
decir, FAF1 aparece més asociada a XIAP de lo que XIAP aparece asociada a FAFI.
Dado el nivel de resolucion de esta metodologia, el solapamiento del marcaje de FAF1
y XIAP no puede considerarse como una evidencia de la interaccion entre ambas
proteinas, para lo que se requeririan técnicas especificas como el FRET (Fluorescence
resonance energy transfer) o el FRAP (Fluorescence recovery after photobleaching).
Sin embargo, los andlisis de inmunocitoquimica confirman que ambas proteinas estan
presentes simultaneamente en el citoplasma con una distribucion que permite o incluso

favorece su interaccidn en células intactas.

7.3. Regiones minimas de interaccion entre XIAP y FAF1

Como hemos mencionado anteriormente, el descubrimiento de una nueva
interaccion supone un potencial nuevo punto de regulacién de las funciones de las
proteinas implicadas. En el flujo hacia verificar y caracterizar dicha regulacion, el
estudio de las regiones de interaccion entre ambas proteinas ofrece una aproximacion a

las funciones celulares que pueden verse alteradas por la interaccion.

En la busqueda de la region minima de interaccion en la proteina XIAP, una primera
aproximacion nos la proporcionaron los resultados obtenidos en el ensayo de dos
hibridos en levadura. En este ensayo preliminar se emple6 un mutante de delecion de la
proteina XIAP que carecia de su dominio RING para eliminar la numerosas
interacciones debidas a la actividad E3 ubiquitin ligasa de este dominio RING. EI uso
de este mutante en el cribado inicial nos permitid partir de la premisa que la region que
incluye los dominios BIR1-3 son suficientes para la interaccion de FAF1 con XIAP.
Esta hipotesis se contrastd mediante ensayos colorimétricos en levaduras e
inmunoprecipitacion, enfrentando a FAF1 con diferentes mutantes de XIAP. Aunque
estos experimentos confirmaron que los dominios BIR1-3 interaccionan con FAF1, los
dos métodos proporcionaron una informacion contradictoria: segun los ensayos de
actividad de B-galactosidasa (ensayos colorimétricos en levaduras), FAF1 solo requiere
la region que contiene los dominios BIR1 y BIR2 para interaccionar con XIAP,
mientras que, segin los ensayos de inmunoprecipitacion, FAF1 sélo interacciona si
conserva los 3 dominios BIR (BIR1-3). Esta discrepancia es probablemente debida a la

distinta especificidad y sensibilidad de ambos ensayos. Por una parte, los ensayos de
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actividad de B-galactosidasa dependen de la activacion de la transcripcion producida por
la interaccion entre proteinas de fusion artificiales (en nuestro caso, XIAP-BD y FAF1-
AD) en el interior del nicleo. En general estos ensayos son muy sensibles pero pueden
detectar interacciones que no ocurren en proteinas nativas, con plegamientos distintos a
los de las proteinas de fusion. Por su parte, los ensayos de inmunoprecipitacion se basan
en la interaccion directa entre proteinas nativas y, por tanto, son muy especificos, aun a
costa de reducir su sensibilidad (Iwabuchi, Li et al. 1993; Phizicky and Fields 1995;
Rao, Srinivas et al. 2014). Teniendo en cuenta las caracteristicas de ambos ensayos,
hemos optado por una aproximacion conservadora, considerando que la interaccion con
FAF1 se produce en la regiéon que se extiende sobre los dominios BIR1 a BIR3 de

XIAP, tal y como la observamos en los ensayos con proteinas nativas.

El ntimero de proteinas conocidas que requieren de los 3 dominios BIR para
interaccionar con XIAP so6lo incluye actualmente a Survivina (Dohi 2004) y al receptor
TGFB-RI (Reffey 2001). La informacioén disponible en la bibliografia no indica que
estas interacciones alteren la actividad de XIAP, es mas, la interaccion con survivina
aumenta su estabilidad, evitando su ubiquitinacién probablemente mediante el bloqueo
de la unién de la proteina E2 ubiquitin transferasa UbCHS a XIAP (Dohi 2004). Por el
contrario, XIAP si puede actuar sobre estas proteinas o sobre su sefializacion,
fundamentalmente a través de su actividad E3 ubiquitin ligasa. Asi, la interaccion de
XIAP con Survivina parece mediar en la ubiquitinacion y degradacion de esta Gltima
cuando se sobreexpresa la proteina XAF1 (Arora, Cheung et al. 2007), mientras que la
interaccion de XIAP con el receptor 1 de TGFf le permite inhibir la apoptosis iniciada
por TGFB mediante la ubiquitinacion de TAK1 (Kaur, Wang et al. 2005). Estas
observaciones son coherentes con los resultados que hemos obtenido en la presente tesis
ya que, como se discutird mas adelante, la interaccion de FAF1 con XIAP a través de
sus 3 dominios BIR no parece alterar las funciones de XIAP pero causa la

ubiquitinacion de FAF1 y su degradacion.

Si extendemos el analisis de los efectos de XIAP sobre otras proteinas a aquellas
que interaccionan con alguno de sus dominios BIR y no estrictamente con los 3 al
mismo tiempo, ademas de su actividad como ubiquitin ligasa, XIAP resulta capaz de

regular la actividad de diferentes proteinas directamente a través de sus dominios BIRs.
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Asi, la interaccion del dominio BIR2 y la region peptidica entre los dominios BIR1 y
BIR2 con el dominio catalitico de las caspasas 3 y 7 bloquea la unién de estas proteasas
con sus proteinas dianas (Abhari and Davoodi 2010). Por su parte, el dominio BIR3
interacciona con la caspasa 9, tanto con su forma pro-caspasa evitando su dimerizacion
y activacion (Shiozaki, Chai et al. 2003), como con el motivo amino-terminal del
péptido de unién de la subunidad pequefia (subunidad P12) que queda expuesto tras el
corte de la caspasa 9, evitando asi la actividad proteasa (Deveraux, Leo et al. 1999; Zou,
Yang et al. 2003). Ademas de la via de apoptosis, XIAP también interacciona a través

de sus dominios BIR a proteinas implicadas en otras vias (por ejemplo, AKT o RIPK?2).

En sentido opuesto, la union de los dominios BIR2 y BIR3 a diversas proteinas pro-
apoptoticas con dominios IBM  (IAP Binding Motif) procedentes del espacio
intermembrana de la mitocondria permite regular la actividad de XIAP (Galban and
Duckett 2010). Por ejemplo, el factor pro-apoptético SMAC/DIABLO tiene una alta
afinidad por los dominios BIR2 y BIR3, secuestrando a XIAP y evitando que se una e
inhiba a caspasa 9 y a las caspasas efectoras (Huang, Wu et al. 2013). Segtn algunos
estudios, esta interaccion serviria a XIAP para ubiquitinar a SMAC/DIABLO mediante
su dominio RING (MacFarlane, Merrison et al. 2002). Todos estos ejemplos ponen de
manifiesto el amplio abanico de efectos que la interaccion de FAF1 con los dominios

BIR de XIAP podria tener, tanto sobre FAF1 como sobre los procesos que regula XIAP.

Ademas, el descubrimiento de la interaccion de FAF1 con los dominios BIR1-3 de
XIAP anade nuevos dominios de interaccion de FAF1 (Introduccion, tabla I3 de
interacciones FAF1). Dado que los dominios BIR1-3 estan presentes en los miembros
de la familia de las proteinas inhibidoras de apoptosis cIAP1, cIAP2 y NAIP, es posible
que FAF1 pueda interaccionar con estas proteinas. Es mas, si atendemos a los resultados
de los ensayos de interaccion en levaduras, las potenciales interacciones se extenderian
a otras IAPs que incluyeran los dominios BIR 1 y BIR2. Esta posibilidad plantea nuevas
vias de regulacion de la apoptosis a diferentes niveles que serd interesante analizar en

posteriores analisis.

Por otro lado, los estudios de inmunoprecipitacion de XIAP con distintos mutantes
truncados del factor apoptotico FAF1 nos han permitido establecer que la unién se

produce en la region FID-NtDEDID de FAF1. De hecho, los estudios realizados indican
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estrictamente que la interaccion depende de la region NtDEDID pero no son
concluyentes a la hora de establecer si esta region por si misma puede establecer la
interaccion o requiere de parte o del total del dominio FID. El dominio DEDID es
fundamental para la actividad de FAF1 dentro de la via apoptética mediada por el
receptor Fas/CD95. A través de este dominio, FAF1 interacciona con FADD y caspasa
8 para estabilizar el complejo DISC y promover la dimerizacion y activacion de esta
caspasa iniciadora (Ryu, Lee et al. 2003). El dominio DEDID también es necesario para
la regulacion la via de supervivencia de NF-xB, dado que a través de ¢l FAF1
interacciona con p65, secuestrandole en el citoplasma y evitando su traslacion al nacleo
tras la activacion de la via (Park, Jang et al. 2004). Asimismo, FAF1 emplea este
dominio para regular el ciclo celular degradando la proteina Aurora-A, un quinasa
fundamental durante los procesos de mitosis y meiosis (Olsen, Jessen et al. 2003; Jang,
Sul et al. 2008). Esta ultima proteina tiene ademas una funcion de regulacion sobre
FAF1 induciendo la fosforilacion de las 2 serinas situadas en el dominio DEDID (Jang,
Sul et al. 2008). Otra quinasa relacionada con el ciclo celular, CK2, también promueve
la fosforilacién de las serinas mencionadas promoviendo la localizaciéon nuclear de
FAF1 (Olsen, Jessen et al. 2003). La uniéon de XIAP en el mismo dominio de FAF1
implicado en las interacciones mencionadas puede suponer una interferencia en estas
uniones, provocando una perdida de las funciones de FAF1 o de su regulacion. Ademas
XIAP podria regular a otras proteinas que compartieran el mismo dominio de
interaccion de FAF1, sin embargo, la busqueda de secuencias peptidicas con homologia
al dominio DEDID mediante la herramienta informatica BLAST no identific6 ningin

candidato plausible fuera de FAF1 y diversos fragmentos del mismo.

En conjunto, nuestros resultados muestran que la region de union entre las proteinas
XIAP y FAF1 se produce entre los dominios BIR de la proteina XIAP y el dominio
DEDID (potencialmente junto con el dominio FID) de la proteina FAF1. Para precisar
la estructura tridimensional de ambas proteinas y la secuencia peptidica de union entre
XIAP y FAF]1 seria necesario un estudio cristalografico detallado. La localizacion de la
interaccion en estos dominios plantea la posibilidad de que FAF1 tenga un papel
regulador sobre la actividad antiapoptotica de XIAP al interaccionar sobre la region que
comprenden los dominios BIR, como hacen otras proteinas pro-apoptdticas que

antagonizan a XIAP (SMAC/DIABLO, Omi/Htra2,...). Por otro lado, también plantea
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la posible regulacion de XIAP sobre la accion del dominio DEDID de la proteina FAF1,

implicado en la promocion de vias de muerte celular y bloqueo de la supervivencia.

7.4. XIAP ubiquitina a FAF1

Ademas de los dominios relacionados con la regulacion de la muerte celular, ambas
proteinas contienen dominios relacionados con los sistemas de ubiquitinacion. En
particular, XIAP contiene un dominio RING con actividad E3 ubiquitin ligasa capaz de
unirse a enzimas E2 ubiquitin transferasa que le permite ubiquitinar proteinas tanto para

su degradacidén como para sefializacion (Galban and Duckett 2010).

La presencia de este dominio plantea la posibilidad de que la interaccion con FAF1
permita a XIAP actuar sobre FAF1 a través del sistema de ubiquitinacién. Nuestros
analisis de proteinas ubiquitinadas en presencia de XIAP o del mutante sin el dominio
RING demostraron que FAF1 es marcado por XIAP mediante la unién de ubiquitinas.
Estos experimentos demuestran ademas que el dominio RING es imprescindible para la
ubiquitinacion de FAFI, por lo que es XIAP, y no otra proteina que pudiera formar
complejo con ambas la que se encarga de esta accion. Para evaluar el efecto de esta
ubiquitinacion sobre la estabilidad de FAF1, analizamos sus niveles enddgenos en
presencia de concentraciones de XIAP observando un descenso progresivo de FAF1.
Estos resultados confirmaron que la ubiquitinacion mediada por XIAP marca a FAF1
para su degradacion proteosomal. Asi pues, XIAP puede regular la actividad de FAF1
no solo a través de su interaccion con su dominio DEDID sino ademas a través de la

regulacion de sus niveles por ubiquitinacion y degradacion.

Los experimentos realizados no esclarecen el tipo de ubiquitinacion que se produce
en FAF1. Sin embargo, de los 8 tipos de union de ubiquitinas conocidas, solo las
producidas por uniéon en la Lisina 48 de la molécula de ubiquitina conlleva una
degradacion posterior en el proteosoma (Komander 2009). Debido a la disminucioén de
los niveles enddgenos de FAF1 asociados a concentraciones crecientes de XIAP
mostrado en nuestros experimentos, podemos proponer que la union con XIAP causa
una ubiquitinacion Lys 48 de FAFI1. Esta posibilidad estd apoyada por el modo de
accion del dominio RING de XIAP. Dado su caracter E3 ligasa, este dominio requiere la

unién a enzimas con actividad E2 ubiquitin transferasa para poder unir ubiquitinas a sus
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sustratos. Como consecuencia el tipo de ubiquitinacion resultante depende de la enzima
E2 que se une al dominio RING. Segun los estudios publicados, hasta la fecha solo se
ha demostrado la unién de XIAP con la E2 ubiquitin transferasa UbCHS (Dohi 2004;
Liu, Hsiao et al. 2007), que estan asociadas a procesos de ubiquitinacion Lys-48 con
posterior degradacion en el proteosoma (David, Ziv et al. 2010). De hecho, la
degradacion proteosomal es una de las principales formas de regulacion de XIAP sobre
las proteinas con las que interacciona que ha sido confirmada en sus interacciones con
proteinas de la via apoptotica como las caspasas, pero también con proteinas implicadas
en otras vias, como PTEN y Mdm2 (Suzuki, Nakabayashi et al. 2001; Schile, Garcia-
Fernandez et al. 2008; Galban and Duckett 2010). Sin embargo, XIAP también puede
ubiquitinar sin causar la degradacion de su sustrato. Esta posibilidad ha sido ilustrada en
su interaccion con Gro/TLE que causa la ubiquitinacion de este componente de la via de
Wnt sin afectar su estabilidad pero si su capacidad de union a otros componentes
(Hanson, Wallace et al. 2012). De hecho, ensayos de dos hibridos entre enzimas E2 y el
dominio E3-RING plantean un escenario mucho mas complejo, con miles de posibles
interacciones, incluyendo maultiples E2 ubiquitin transferasas que resultan en
ubiquitinaciones Lys-63, Lys-11, etc asociadas a sefalizacion y degradacion no
dependiente del proteosoma (Markson, Kiel et al. 2009). Por tanto, podemos concluir
que la ubiquitinacion de FAF1 mediada por XIAP causa su degradacion posiblemente
por ubiquitinacion Lys-48, regulando de esta manera la concentracion de FAFI. Sin
embargo, no podemos descartar que su interaccion cause otros tipos de ubiquitinacion y

otros efectos adicionales (como sefalizacion).

7.5. Consecuencias de la interaccion FAF1-XIAP en la
citoproteccion mediada por XIAP.

Como han mostrado nuestros resultados, la region de unién de XIAP con FAF1
comprende los dominios BIR de XIAP, responsables del bloqueo de las caspasas y de la
funcion citoprotectora de XIAP. Estos dominios son también la region de unidon de
proteinas que regulan la actividad de XIAP como SMAC/Diablo, Omi/HtrA2, XAFI,
GSPT1 o ARTs (Galban and Duckett 2010; Garrison, Correa et al. 2011). Teniendo en
cuenta estos precedentes, planteamos la hipdtesis de que la interaccion de FAF1 con
XIAP podria regular la actividad citoprotectora de XIAP, bloqueando o entorpeciendo

su actividad sobre las caspasas como hacen otros reguladores de XIAP. Para contrastar

179



esta hipdtesis procedimos a valorar la actividad citoprotectora de XIAP ante diferentes

estimulos y el efecto de FAF1 sobre esta actividad.

Inicialmente empleamos el analizador automatico GE-InCell que permite adquirir
informacion morfologica de cientos de células individuales en cada pocillo de cultivo de
forma automatizada, proporcionando una gran cantidad de datos sobre la morfologia de
las células durante el proceso apoptdtico. Estos ensayos confirmaron la actividad
citoprotectora de XIAP frente al tratamiento con estaurosporina, un estimulo apoptdtico
dependiente e independiente de caspasas (Belmokhtar, Hillion et al. 2001; Feng and
Kaplowitz 2002). En estas condiciones, la sobreexpresion de FAF1 sdlo fue capaz de
atenuar la actividad citoprotectora de XIAP cuando se transfectd en una proporcion 3 a
1 respecto a XIAP. En principio, estos resultados indicarian que FAF1 tiene un bajo o
nulo efecto sobre la citoproteccion de XIAP. Sin embargo, este estudio no proporciond
conclusiones claras, siendo incapaz de detectar la actividad pro-apoptoética de FAFI
bajo estimulacion con estaurosporina descrita por autores previos (Park, Ryu et al.
2005). Estas dificultades se deben al sesgo en las células analizadas en los cultivos. Uno
de los procesos mas tempranos que ocurren tras la activacion de la apoptosis es la
pérdida de adhesion a la placa, de forma que toman una forma redondeada o incluso
separada de la superficie. Dado que este sistema restringe su analisis a las células
presentes en un plano focal definido, resulta imposible analizar a un tiempo las células
que se mantienen adheridas y aquellas que se han separado o estdn en proceso de
separarse. Esta limitacion explicaria porque no se detecto el efecto pro-apoptotico de
FAFI1 ya que no consideraria las células despegadas. De hecho, el niimero de células
totales detectadas en los pocillos con sobreexpresion de FAF1 era sistematicamente
menor que en los controles correspondientes. Es mas, observaciones aisladas
demostraron la presencia de estas células flotando en el medio de cultivo. Por tanto,
estos estudios parecian indicar que FAF1 no bloqueaba de forma eficiente la

citoproteccion de XIAP pero no de forma concluyente.

Para evitar la pérdida de informacion debida a las células despegadas, repetimos los
experimentos empleando andlisis de citometria de flujo tras un marcaje nuclear que
permite caracterizar el ciclo celular e cuantificar las células en proceso de apoptosis y
las muertas. Coherentemente con los resultados obtenidos con el sistema InCell, estos

analisis confirmaron el efecto citoprotectivo de la transfeccion con XIAP, que reduce la
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poblacion de células apoptoéticas en cultivos tratados y sin tratar con estaurosporina. Sin
embargo, a diferencia de los ensayos previos, los andlisis de citometria confirmaron que
la transfeccion con FAF1 induce muerte celular en cultivos sin tratar con estimulos
apoptoticos. Este resultado coincide con los estudios de Ryu y Kim (Ryu and Kim
2001) en células BOCS23, donde se demostrd que la sobreexpresion de FAF1 ocasiona
muerte con activacion de caspasa 3, pero sin la participacion de Fas/CD95. Los
resultados de los andlisis de cultivos transfectados con ambas proteinas también
proporcionaron un resultado diferente al obtenido con el sistema InCell, ya que tanto en
cultivos estimulados con estaurosporina como en los no estimulados, se aprecia que la
cotransfeccion con FAF1 aumenta la proporcion de células muertas respecto a XIAP,
particularmente cuando la transfeccion se realizé con un ratio FAF1:XIAP de 2:1. Estos
resultados confirman los efectos contrapuestos de ambas proteinas y podrian
interpretarse como que la interaccion de ambas reduce el efecto citoprotector de XIAP.
No obstante, estos resultados también pueden resultar del balance de las funciones
independientes de XIAP y FAF1 en la via de muerte celular sin ser preciso el efecto de
su interaccion. Ademas, estos ensayos de citometria aunque incorporaron la informacion
del total de la poblacion celular, no incorporaban medidas del nivel de transfeccion de
las proteinas en cada célula individual. Como consecuencia, en estos estudios se
combina la informacién de células con diferentes niveles de expresion de ambas
proteinas, desde aquellas que no se han transfectado con ninguna de las dos, a otras con
elevados niveles de transfeccion de una sola de las proteinas hasta aquellas realmente
interesantes, donde ambas proteinas tienen niveles de transfeccion elevados. Esta
diversidad en la poblacion celular analizada causa que los valores de supervivencia
calculados provengan de poblaciones dispares, impidiendo llegar a una conclusién

definitiva sobre el efecto de FAF1 sobre la accion de XIAP.

Para subsanar este problema completamos el analisis de los efectos de la interaccion
con un estudio posterior de la morfologia nuclear mediante inmunocitoquimica con
células marcadas contra XIAP Y FAFI. A diferencia de los métodos previos, esta
metodologia nos permiti6 el estudio individualizado de las células con un nivel de
expresion similar de ambas proteinas. Los resultados de estos andlisis volvieron a
confirmar que la sobreexpresion de FAF1 conduce al aumento de muerte celular,
mientras que la sobreexpresion de XIAP resulta citoprotectora. Sin embargo, a

diferencia de los estudios de citometria donde la citoproteccion de XIAP se ve atenuada
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por la sobreexpresion de FAF1, en estos estudios se aprecid claramente que esta
proteina no es capaz de reducir los niveles de supervivencia inducidos por XIAP tanto
en ausencia como en presencia del estimulo apoptdtico. Adicionalmente, se emplearon
analisis de colocalizacion para evaluar si FAF1 era capaz de provocar un redistribucion
intracelular de XIAP, que podria asociarse con un debilitamiento de su actividad
citoprotectora como se ha descrito tras la interaccion de XIAP con XAFI (Arora,
Cheung et al. 2007). Estos analisis ratificaron la falta de actividad de FAF1 sobre XIAP,
ya que la distribucion intracelular de XIAP no se ve alterada por la sobreexpresion de
FAF1, tanto en ausencia como en presencia del estimulo apoptdtico. Una confirmacion
adicional se obtuvo a través de ensayos bioquimicos de la actividad de caspasas 3 y 7.
Estos ensayos muestran que la disminucion de los niveles de activacion de las caspasas
debida a XIAP no se revierte en presencia de FAF1. Aunque esta falta de efecto de
FAF1 podria deberse a su ubiquitinaciéon y degradacion mediada por XIAP,
experimentos adicionales con el mutante de XIAP que carece del dominio RING con
actividad E3 ubiquitin ligasa mostraron que FAF1 tampoco modifica su inhibicion de

las caspasas 3y 7.

Todos estos experimentos demuestran de forma concluyente que la interaccion entre
FAF1 y XIAP no permite al primero alterar los efectos citoprotectores de XIAP, ni
bloqueando su actividad inhibitoria de caspasas ni alterando su distribucion celular. Esta
falta de efecto sobre la actividad citoprotectora de XIAP es similar a la descrita en otras
proteinas que interaccionan con XIAP, como el factor pro-apoptotico mitocondrial AIF
(Wilkinson, Wilkinson et al. 2007) a diferencia de lo observado con diversas proteinas
mitocondriales. De hecho, segin sus efectos sobre la actividad citoprotectora de XIAP
se pueden distinguir diferentes tipos de interaccion de XIAP con proteinas
proapoptoticas. Las mas conocidas son las interacciones con proteinas con dominio de
unién a [APs (IBM) como SMAC, HtrA2 o GSPT1 caracterizadas por la presencia de
una alanina en su extremo N-terminal que les permite unirse a las regiones de union de
XIAP con las caspasas y evitar su bloqueo (Vaux and Silke 2005). Otras proteinas, al
carecer de dominios IBM, son incapaces de bloquear la union de XIAP a caspasas, pero
favorecen la actividad de estas proteasas y la apoptosis, promoviendo la degradacion de
XIAP mediante ubiquitinacion como en el caso de ARTS (Bornstein, Gottfried et al.
2011). Un mecanismo similar se ha propuesto para la proteina XAF1, capaz de reducir

los efectos citoprotectores de XIAP induciendo su traslado a ntcleo y reduciendo sus
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niveles activos en el citoplasma, aunque XAF1 también es capaz de inhibir directamente
la actividad anti-caspasa de XIAP (Liston, Fong et al. 2001). Finalmente, otras
proteinas, como AIF y posiblemente FAF1 segiin nuestros resultados, aunque participan
en la activacion de procesos de muerte celular e interaccionan con los dominios BIR de
XIAP, no tienen capacidad para interferir en su actividad citoprotectora dentro de la via

de apoptosis (Wilkinson, Wilkinson et al. 2007).

7.6. Consecuencias de la interaccion FAF1-XIAP sobre la

muerte mediada por FAF1 y la activacion de la via de
Fas/CD95

FAF1 induce la muerte apoptotica fundamentalmente a través de sus interacciones
con componentes del complejo DISC de la via extrinseca de apoptosis activada por
FasL (Ryu and Kim 2001). Asi, tras la activacion de Fas/CD95 por la unién de su
ligando FasL, la interaccién del dominio FID de FAF1 con el receptor Fas/CD95 (Ryu,
Chae et al. 1999) y de su dominio DEDID con la proteina adaptadora FADD vy la
caspasa 8 (Ryu, Lee et al. 2003) favorece la estabilidad del complejo DISC y la
activacion de la caspasa 8. No obstante, FAF1 también es capaz de inducir la muerte
celular independientemente de la activacion de esta via, como demostraron Ryu et al.
(Ryu, Lee et al. 2003) con un mutante truncado de la proteina FAF1 sin dominio FID.
Teniendo en cuenta que XIAP interacciona con el dominio DEDID de FAFI,
hipotetizamos que a través de esa interaccion XIAP podria regular la actividad
apoptotica de FAFI dependiente e independiente de la activacion del receptor

Fas/CD95.

Para evaluar el efecto de XIAP sobre la apoptosis inducida por FAF1 sin mediacion
de FasL, inicialmente confirmamos que la sobreexpresion de FAF1 era capaz de inducir
la muerte celular por si misma. Los resultados de nuestros analisis de citometria de flujo
y inmunocitoquimica demuestran que la sobreexpresion de FAF1 produce un
incremento de la muerte celular en las lineas celulares HEK293T y HeLa. Esta muerte
se produce por mecanismos caspasa dependiente, con incremento del procesamiento de
la procaspasa 8 y la activacion de las caspasas efectoras. Este resultado coincide con
observaciones previas en distintas lineas celulares (Ryu, Chae et al. 1999; Ryu and Kim

2001; Park, Ryu et al. 2005; Betarbet, Anderson et al. 2008; De Zio, Ferraro et al.
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2008). Hay diferentes mecanismos que pueden explicar la activacion de la apoptosis por
la sobreexpresion de FAF1 sin la activacion del receptor Fas/CD95 por su ligando FasL.
En primer lugar, el receptor Fas/CD95 puede agregarse sin union de su ligando, dando
lugar a la formacion intracelular del complejo DISC y la consecuente activacion de
caspasa 8 (Peter and Krammer 2003; Mollinedo and Gajate 2006; Lavrik and Krammer
2011). Por otro lado, FAF1 también puede mediar en la formaciéon de un complejo
similar al DISC sin el receptor Fas/CD95 que sensibiliza a la célula frente a estimulos
citotoxicos como estaurosporina o cisplatino (Park, Ryu et al. 2005). Este proceso va
asociado a la formacidén de unos filamentos denominados Death Effector Filaments
(DEFs) compuestos por una isoforma de caspasa 8 que sélo contiene los dominios
DED:s, la proteina adaptadora FADD y FAF1 (Yuan, Young et al. 2012). Sin embargo,
este posible mecanismo no parece ser el responsable de la muerte inducida por FAF1 en
nuestros experimentos ya que no hemos observado estos filamentos en las células,
incluso tras estimulacion con estaurosporina (resultados adicionales no mostrados). La
razdén mas plausible de esta discrepancia con Park y colaboradores (Park, Ryu et al.
2005) es la falta de la isoforma truncada de caspasa 8 en nuestros cultivos celulares,
maxime teniendo en cuenta que Park y colaboradores requieren su sobreexpresion para
detectar los DEFs. Finalmente, la muerte celular inducida por la sobreexpresion de
FAF1 también podria deberse a una posible contribucion en la formacion del complejo
IT del receptor TNFR1, compuesto principalmente por FADD y caspasa 8 (Schutze,
Tchikov et al. 2008). Sin embargo, no tenemos ninguna evidencia de que la

participacion de FAF1 en este proceso haya sido demostrada hasta la fecha.

En estas condiciones, nuestros ensayos de citometria de flujo asi como los analisis
de la morfologia nuclear demuestran que la sobreexpresion de XIAP bloquea
completamente el proceso de muerte inducido por FAF1 sin activacion de Fas/CD95.
Dado que este proceso es dependiente de caspasa, el efecto citoprotectivo de XIAP
podria deberse a la inhibicion de la actividad de las caspasas efectoras, pero también por
su interaccion con FAF1. Aunque los resultados no son completamente concluyentes,
los estudios de western-blot de caspasa 8 muestran que su procesamiento se reduce tras
la sobreexpresion de XIAP (tanto en los niveles de pro-caspasa 8 como en los niveles de
caspasa 8 procesada), indicando la actividad de XIAP también se produce a un nivel
previo a la activacion de las caspasas efectoras. Este resultado apoya la posibilidad de

que XIAP regule la actividad de FAFI1 a través de su interaccidon, aunque serian
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necesarios otros ensayos adicionales para confirmarlo. En este sentido, se realizaron
varios experimentos con ensayos de actividad de caspasa 8 e inmunoprecipitacion de
FAFI1 y caspasa 8§ en presencia de XIAP. Desafortunadamente, las limitaciones técnicas
de estos ensayos (en el caso de los ensayos de actividad, debidas a la labilidad del
sustrato que impide registrar la actividad en su maximo cuando las diferencias son mas
notorias y en el caso de la inmunoprecipitacion, por la presencia de bandas inespecificas

con peso molecular similar a caspasa 8) impidieron alcanzar resultados interpretables.

Los ensayos con células estimuladas con un agonista de FasL (el anticuerpo contra
Fas/CD95) aportaron informacioén adicional que apoya la reduccién de la actividad
apoptdtica de FAF1 tras su interaccion con XIAP. Los cultivos de la linea celular Hela
estimulados con anti-CD95/FasL confirmaron que XIAP es capaz de bloquear la via
extrinseca de Fas/CD95, incluso tras la sobreexpresion de FAF1. La capacidad de XIAP
para bloquear esta via ya ha sido demostrada en estudios previos con cultivos de
hepatocitos (Jost, Grabow et al. 2009), sin embargo, nuestros resultados demuestran que
XIAP mantiene su capacidad citoprotectora frente a esta via aun con niveles elevados de
FAF1 que favorecen claramente la apoptosis. Al igual que en los estudios sin activacion
de Fas/CD95, la sobreexpresion de XIAP causo la reduccion del procesamiento de las
caspasas efectoras 3 y 7, el bloqueo de su actividad y de la degradacion de sus sustratos
(PARP). Igualmente, la interpretacion de estos resultados es ambivalente: XIAP podria
modular la via actuando directamente sobre las caspasas efectoras 3 y 7 o sobre la
caspasa iniciadora 9 (como potenciadora de la accidon de la via extrinseca inducida por
Fas/CD95) y/o interfiriendo en el acomplejamiento de la proteina FAF1 con el complejo
DISC a través de su interaccion con esta proteina. La contribucién de la interaccion
XIAP-FAFI1 se confirmé a través del andlisis de actividad de la caspasa 8. Estos
ensayos confirman que la sobreexpresion de FAF1 activa la via de Fas/CD95
aumentando la actividad de la caspasa 8 y que esta induccion se reduce hasta valores
por debajo de los controles cuando se sobreexpresa XIAP al mismo tiempo.
Coherentemente, FAF1 aumenta el procesado de caspasa 8 causando un descenso de su
pro-caspasa que es revertido por la cotransfeccion con XIAP. No obstante, no se
aprecian las diferencias en los niveles de caspasa 8 procesada que se observaban en las
células sin estimular. Aunque no tenemos una explicacion para este fendomeno, es
interesante constatar que ocurre de forma similar en la caspasa 3, uno de las dianas mas

conocidas de XIAP. Los western-blots contra esta caspasa mostraron un notorio
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aumento de sus formas procesadas tras la transfeccion con FAF1 que no se redujeron

tras la cotransfeccion con XIAP, aunque si aumentaron los niveles de pro-caspasa 3.

La interaccion de XIAP con FAFI1 podria representar una posible forma de
regulacion del complejo DISC, sobre todo teniendo en cuenta que XIAP no interacciona
con caspasa 8 (Eckelman, Salvesen et al. 2006) y, segun las evidencias hasta la fecha,
con ninguno de los demas componentes del complejo DISC. Teniendo en cuenta la
region de interaccion de ambas proteinas, XIAP podria interferir en la interaccion del
dominio DEDID de FAF1 con los dominios DED de caspasa 8 y/o FADD,
contribuyendo a desestabilizar el complejo DISC y evitando el reclutamiento de caspasa
8 para su activacion. Algo similar ocurre en otros sistemas de regulacién negativo de la
actividad de DISC descritos hasta la fecha. Asi, el dominio CARD de la proteina ARC
(Apoptosis Represor with CARD) le permite interaccionar con los distintos componentes
del complejo DISC evitando la formacién del complejo (Koseki, Inohara et al. 1998;
Nam, Mani et al. 2004), mientras que el analogo inactivo de caspasa 8 cFLIP evita el
desencadenamiento del proceso apoptotico desde el complejo DISC al formar dimeros
con la caspasa 8 reduciendo su activacion (Safa 2012). Serian necesarios ensayos
adicionales para determinar si la interaccion de FAF1 con caspasa 8 o FADD se ve
alterada por la presencia de XIAP. Sin embargo, en varios experimentos no hemos
podido valorar el nivel de interferencia de XIAP sobre la interaccion FAF1-caspasa 8 ya
que no hemos conseguido replicar los estudios de inmunoprecipitacioén entre caspasa 8 y
FAF1 de Ryu y colaboradores (Ryu, Lee et al. 2003). Alternativamente, XIAP podria
interferir en la actividad pro-apoptotica de FAF1 mediante la regulaciéon de su
abundancia a través del marcaje mediante ubiquitinacion y degradacion por el
proteosoma, tal y como hemos discutido anteriormente y como se ha descrito en la
regulacion de las caspasas maduras 3, 7 y 9 (Deveraux, Takahashi et al. 1997; Datta,

Oki et al. 2000; Schile, Garcia-Fernandez et al. 2008).

De forma coherente con los resultados de los ensayos bioquimicos y de muerte
celular, la interaccion con XIAP también parece alterar la distribucion celular de FAF1.
Estos resultados muestran que la activacion de la via Fas/CD95 no altera la distribucion
celular de FAFI1, en tanto que su sobreexpresion solo induce un marcaje fuerte y
homogéneo por toda la célula excepto el ntcleo, que se mantiene aun tras activar la via

Fas/CD95. Estos resultados contrastan con la redistribucion de FAF1 desde la
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membrana al citoplasma tras la estimulacion del receptor Fas/CD95 que observaron Ryu
y colaboradores (Ryu, Lee et al. 2003). Esta disparidad posiblemente se deba a
diferencias en las caracteristicas de las células empleadas, Hela en nuestro caso y Jurkat
en su caso. Sin embargo, el resultado mas interesante que hemos observado se produce
cuando se sobreexpresa XIAP al tiempo que FAF1. En esta situacion, tanto con o sin
estimulacion de la via Fas/CD95, se observa que la sefial de FAF1 es mucho mas
patente en la membrana frente al citoplasma. La estimulacion de Fas/CD95 contribuye a
destacar este patron, con una progresiva disminucion de la sefial de FAF1, mas aparente
en el citoplasma segin avanza el proceso apoptotico. Paralelamente, la estimulacion
altera progresivamente la contribucion de ambas proteinas en las 4reas de
colocalizacion, de forma creciente en XIAP y decreciente en FAF1, aunque el nivel
global de colocalizacion global se mantiene practicamente constante con valores
proximos a 0,9 (siendo 1 la total colocalizacion). Todos estos resultados demuestran que
la interaccion de XIAP causa una alteracion de la distribucion celular de FAF1 que
podria guardar alguna relacion con su inhibiciéon o su ubiquitinacién, aunque los

resultados presentes no permiten definir dicha relacion.

En resumen, los experimentos realizados demuestran que XIAP puede regular la via
apoptotica de Fas/CD95 asi como la muerte inducida por FAF1, ya sea reduciendo los
niveles de FAF1 por ubiquitinacion o bloqueando su actividad. La posible regulacion de
la apoptosis en niveles previos a la activacion de las caspasas efectoras y la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial (MOMP) ya ha sido propuesta
previamente por Wilkinson (Wilkinson, Cepero et al. 2004). Este autor mostré que
XIAP bloquea la via extrinseca mediada por Fas/CD95 a niveles por encima de la
liberacion de factores mitocondriales o la activacion de caspasa efectoras de forma
dependiente de la presencia de los dominios BIR1 y/o BIR2. La interaccion de XIAP
con la proteina FAF1 seria por tanto la responsable de esta regulacién y permitiria a
XIAP actuar indirectamente sobre la activacion de la caspasa inciadora 8 en la via de

Fas/CD95 o en la muerte inducida por FAF1 a nivel del complejo DISC.
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Figura D1. Esquema de la interaccion XIAP-FAF1 en la via de apoptosis. La formacion del complejo
DISC se produce por la activacion del receptor Fas/CD95, pero también por la sobreexpresion de FAF1
con o sin participacion del receptor no activado. La interaccion de XIAP con FAF1, media la
ubiquitinacion y degradacion del factor proapoptotico FAF1, inhibiendo la activacion de caspasa 8 en el
complejo DISC. Asimismo, la interaccion de los dominios BIR de XIAP con FAF1 podria bloquear su
unién a FADD y/o caspasa 8.

7.7. Consecuencias de la interaccion FAF1-XIAP sobre la
activacion de la via NF-xB inducida por XIAP

Ademas de su papel en la via extrinseca de apoptosis, tanto FAF1 como XIAP
coinciden en la modulacion de la via de supervivencia de NF-xB, mediante la
interaccion con componentes a diferentes niveles de la via (Hofer-Warbinek, Schmid et
al. 2000; Lewis, Burstein et al. 2004; Park, Jang et al. 2004; Park, Moon et al. 2007;
Kairisalo, Korhonen et al. 2009). Esta via se activa por la union de TNFa a su receptor

TNFRI1, que recluta en su region citoplasmatica a las proteinas adaptadoras TRADD,
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RIP1, TRAF 2/5 y cIAP 1/2. Estas proteinas crean una red de cadenas de poliubiquitina
unidas por la Lys63 donde se reclutan los complejos de IKK junto con las proteinas
TAB1 y TAK1 que los activan. Los complejos IKKs activados liberan a los factores de
transcripcion kB (p50 y p65) de su inhibidor IkB y de esta forma entran al ntcleo para
proteger a la célula mediante la transcripcion de genes anti-apoptoticos, de proliferacion

y de respuesta inmunologica (Gupta 2002; Habelhah 2010).

Nuestros estudios iniciales de los efectos de la sobreexpresion de XIAP y FAFI
sobre la activacion de la via NF-xB tras la estimulaciéon con TNFo confirmaron la
actividad contrapuesta de ambas proteinas. Sin embargo, dado que tanto XIAP como
FAF1 intervienen en diferentes puntos de esta cascada de sefializacion, uno de nuestros
objetivos ha sido evaluar si la activacion final de NF-kB depende de la accion
independiente pero contrapuesta de FAF1 y XIAP sobre la via o es el resultado de la

interaccion entre ambas proteinas.

En primer lugar, evaluamos el efecto de la interaccion sobre la actividad de XIAP.
La sobreexpresion de XIAP induce la actividad de NF-kB en HEK293T,
particularmente cuando hay una estimulacidon extracelular con la citoquina TNFa,
coherentemente con lo descrito en trabajos anteriores (Hofer-Warbinek, Schmid et al.
2000; Lewis, Burstein et al. 2004; Kairisalo, Korhonen et al. 2009). Cuando se
sobreexpresan cantidades crecientes de FAF1, nuestros resultados demuestran que la
induccion de la via NF-kB debida a la sobreexpresion de XIAP se atentia de forma dosis

dependiente, tanto en presencia como en ausencia de TNFa.

Teniendo en cuenta que, en ausencia de estimulacion extracelular, XIAP es capaz
de inducir la via NF-xB mediante la interaccion a través de su dominio BIR1 con la
proteina TAB1 (Park, Jang et al. 2004; Lu, Lin et al. 2007; Park, Moon et al. 2007), la
reduccién en la respuesta de NF-kB cuando sobreexpresamos FAF1 podria deberse a un
efecto directo de FAF1 sobre la interaccion XIAP-TABI1, como se ha observado en la
interaccion de XIAP con SMAC/DIABLO y Siva. En el primer caso, SMAC/DIABLO
se une a los dominios BIR2 y BIR3 de XIAP inhibiendo la interaccion entre XIAP y
TABI por exclusion estérica (Lu, Lin et al. 2007), mientras que SIVA actiia mediante la

unién al dominio RING de XIAP, favoreciendo su degradacion (Resch, Schichl et al.
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2009). Dado que FAF1 no se une al dominio RING de XIAP, se podria asemejar a
SMAC/Diablo e interferir en la interaccion XIAP-TABI en el dominio BIR1 de XIAP,
donde también se une FAFI1. Para contrastar esta posibilidad empleamos un mutante
truncado de FAFI sin la parte C-terminal de su dominio DEDID. Dado que la capacidad
de FAF1 para interaccionar con p65 secuestrandolo en el citoplasma depende de la
integridad del dominio DEDID, este mutante nos permitio eliminar este efecto y evaluar
unicamente los efectos de FAF1 mediados por su interaccion con XIAP o por su efecto
sobre el complejo IKK, dependiente del dominio FID (Park, Moon et al. 2007). Este
mutante es capaz de atenuar ligeramente la actividad de la via NF-kB en condiciones
control (sin estimulacion con TNFa o sobreexpresion de XIAP) demostrando un
minimo efecto sobre el complejo IKK. Sin embargo, tras la sobreexpresion de XIAP, el
mutante no causé ninguna reduccion en la activacion de la via. Por tanto, el mutante no
parece evitar la interaccion XIAP-TABI, aun siendo capaz de unirse con XIAP en la
misma region. Los andlisis de inmunoprecipitacion de XIAP y TABI en presencia de
concentraciones crecientes de FAF1 confirmaron la falta de efecto de FAF1 sobre esta
interaccion. Por tanto, concluimos que la interaccion de XIAP con FAF1 en sus 3
dominios BIR no altera la interaccion XIAP-TABI1, aunque ésta dependa del dominio
BIR1 de XIAP. Casos similares se han observado en la interacciéon de XIAP con las
proteinas AIF y survivina. La primera se une a XIAP en el dominio BIR2 pero no
impide la inhibicion de caspasa 3 a pesar de compartir el mismo dominio de union
(Wilkinson, Wilkinson et al. 2007), mientras que survivina se une a los 3 dominios BIR
de XIAP y no solo no interfiere su bloqueo de las caspasas sino que lo potencia (Dohi

2004).

7.8. Consecuencias de la interaccion FAF1-XIAP sobre la
inhibicion de la via NF-xB inducida por FAF1

Dado que FAF1 no es capaz de bloquear la union de XIAP con TABI, el efecto
atenuante de la proteina FAF1 observado en los experimentos iniciales debe resultar de
su actividad directa sobre los complejos IKK o p65 contrarrestando la activacion
mediada por XIAP. Sin embargo, el efecto de la accidon simultdnea de ambas proteinas
sobre la via no es equilibrado, sino que se inclina claramente a favor de la accidon
estimuladora de XIAP. Si bien FAF1 es capaz de atenuar la activacioén inducida por

XIAP, requiere concentraciones elevadas (con transfecciones de 3 veces mas FAF1 que
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XIAP), mientras que el efecto inhibitorio de FAFI sobre la via de NF-«xB es
completamente bloqueado por la contransfeccion de niveles equivalentes de XIAP. Este
resultado plantea la posibilidad de que XIAP no solo active y promueva la via de NF-
kB, sino que a través de su interaccion con FAF1 reduzca su actividad inhibitoria de la

via.

Nuestros resultados confirman que la sobreexpresion de la proteina FAF1 conduce a
una inhibicién de la via NF-kB, ya demostrada previamente por otros autores (Park,
Jang et al. 2004). FAFI inhibe la via NF-kB mediante dos mecanismos independientes,
relacionados con dos de sus dominios. El dominio FID le permite inhibir la activacion
de NF-xB mediante la desestabilizacion de los complejos IKK (Park, Moon et al. 2007),
en tanto que el dominio DEDID secuestra en el citosol a RelA/p65 una vez liberado de
IxB (Park, Jang et al. 2004). Como ya hemos comentado, la sobreexpresion de XIAP
invierte esta inhibicion y favorece la activacion de la via NF-kB, tanto en presencia

como en ausencia de estimulacion con TNFa..

Para establecer si este efecto depende de la interaccion de XIAP con FAFI o
alternativamente del efecto directo de XIAP sobre la via NF-kB, empleamos un mutante
truncado de XIAP carente del dominio RING (XIAP-ARING). XIAP necesita este
dominio tanto para ubiquitinar a COMMDI1 como para formar dimeros que le permitan
unirse a las proteinas TAB1/TAKI1 (Lewis, Burstein et al. 2004; Lu, Lin et al. 2007).
Como consecuencia, la sobreexpresion de este mutante truncado no es capaz de activar
la via de NF-kB en cultivos celulares (Lewis, Burstein et al. 2004), de forma que sus
efectos sobre la actividad de NF-kB tras la sobreexpresion de FAFI solo pueden
atribuirse a su interaccion con esta proteina. En estas condiciones observamos que la
sobreexpresion de XIAP-ARING conducen a una reduccién parcial, aunque
significativa, de la inhibicion de NF-kB inducida por FAF1 tras la estimulacion con
TNFa. Por tanto, XIAP reduce directamente la inhibicion ejercida por FAF1 sobre la
via NF-xB. Es importante sefialar, que estos experimentos demuestran que la
interaccion XIAP-FAF1 bloquea directamente la actividad de FAF1 y no como
consecuencia de la ubiquitinacién de FAF1 mediada por XIAP, ya que ésta depende del
dominio RING ausente en el mutante. Los experimentos adicionales de co-

inmunoprecipitacion y western blot demuestran que XIAP interfiere en la interaccion
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FAF1-RelA/p65 de una forma dependiente de la dosis de XIAP, reduciendo el secuestro
citoplasmico de RelA/p65 y facilitando asi el desplazamiento de RelA/p65 al nucleo.
Estos resultados sugieren que la interaccion de XIAP al dominio DEDID de FAFI
impiden la unidn de este a RelA/p65 que tiene lugar en ese mismo dominio (Park, Jang

et al. 2004).

Si bien los experimentos de sobreexpresion del mutante XIAP-ARING demuestran
que la interaccion XIAP-FAF1 reduce la inhibicién de la proteina FAF1 sobre la via
NF-kB, la interferencia no es capaz de restaurar los niveles de la via en ausencia de
transfeccion con FAF1. El efecto sobre FAF1 se incrementaria en la interaccion con
XIAP nativo, ya que ademds promoveria la degradaciéon de FAF1 a través de su
ubiquitinacion mediada por el dominio RING. Sin embargo, dado que el dominio RING
también permite a XIAP activar y promover la sefalizacion de NF-kB, en las presentes
condiciones resulta imposible establecer la contribuciéon de la ubiquitinacion a la

inhibicién de la actividad de FAF1.

En conjunto, nuestros resultados establecen que XIAP y FAF1 contribuyen a
modular la via TNFo-TNFR1-NF-kB, tanto de una forma individual previamente
caracterizada por numerosos autores, como mediante la interaccidn entre ambas, a
través de la cual XIAP puede regular la inhibicion de FAF1. De acuerdo con estos
resultados, XIAP es la primera proteina identificada capaz de regular la actividad de
FAF1 sobre la via de NF-kB. Esta nueva actividad se une a su capacidad para promover
la senalizacion de la via NF-xB activando la via a nivel del complejo TABI-TAK (Lu,
Lin et al. 2007), degradando del bloqueante COMMDI1 para facilitar la transcripcion de
p50/p65 (Maine, Mao et al. 2007), ubiquitinando de MEKK2 para inducir una segunda
ola de desplazamiento de NF-kB al nucleo, que prolonga la activacion de la via
(Winsauer, Resch et al. 2008), o posiblemente contribuyendo a la ubiquitinacion de

IKKYy en el reclutamiento del complejo IKK (Gyrd-Hansen, Darding et al. 2008).
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Figura D2. Esquema de la interacciéon XIAP-FAF1 en la via de NF-xB. La interaccion de FAF1 con
XIAP no es capaz de alterar la union entre TAB1 y XIAP, por lo que no bloquea directamente la
activacion de la via NF-kB producida por XIAP. Por su parte, XIAP bloquea la union entre p65 y FAF1,
permitiendo la entrada de p65 al nticleo para activar genes de supervivencia. Ademas la ubiquitinacion de
FAF1 mediada por XIAP reduce los niveles de FAF1 disminuyendo su efecto inhibidor sobre la via NF-
kB.

7.8. Implicaciones clinicas de la interaccion XIAP-FAF1

En esta tesis hemos descrito una nueva interacciéon entre FAF1 y XIAP, dos
proteinas con funciones contrapuestas en las vias de sefialacién de apoptosis y NF-kB.
Mientras FAF1 promueve la muerte celular facilitando la activacion de caspasas y
bloqueando la via NF-xB, XIAP promueve la supervivencia celular inhibiendo las
caspasas y promoviendo la respuesta de NF-kB. Como hemos descrito, la interaccion
XIAP-FAFI1 no afecta a la actividad de XIAP en ninguna de las dos vias, de forma
similar a la interaccion de XIAP con otras proteinas sin dominios IBM como AIF. Por

el contrario, la interaccion permite a XIAP regular la actividad de FAF1, tanto mediante
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su ubiquitinacion como, interesantemente, a través del bloqueo directo de la actividad
del dominio DEDID sobre p65 en la via de NF-xB y problablemente también en la
estabilizacion del complejo DISC en la via de Fas/CD95. La interaccion de XIAP-FAF1
supone uno de los escasos mecanismos de regulacion de FAF1 y afiade a las conocidas
funciones de XIAP la capacidad para reducir la activacion de la via apoptotica
extrinseca de Fas/CD95 a niveles previos a la activacion de las caspasas 3, 7y 9, y
favorecer el progreso de la via NF-xB activada por TNFa protegiendo a p65 de su
secuestro en el citoplasma. Aunque las consecuencias fisioldgicas y clinicas de esta

interaccion estan por explorar, es posible hipotetizar potenciales implicaciones.

Los efectos de la interaccion entre XIAP y FAF1 en la regulacion de la muerte
celular puede ser critico en el desarrollo de enfermedades tales como el cancer. El papel
de XIAP en los procesos cancerigenos estd ampliamente documentado, con multiples
evidencias de una correlacion entre los niveles de XIAP y la agresividad de los tumores
malignos (Fong, Liston et al. 2000). De hecho, el aumento de la expresion o la actividad
de XIAP estd asociado a la progresion de muchos tumores humanos, actuando como
factor quimioresistente en células que carecen de sistemas de regulaciéon de XIAP
activos (Schimmer, Dalili et al. 2006; Seeger, Brinkmann et al. 2010). Por el contrario,
el descenso de la expresion de FAF1 es caracteristico de diversos procesos cancerosos,
como en los carcinomas gastricos y de cervix humano o en el mesotelioma maligno,
(Bjorling-Poulsen, Seitz et al. 2003; Hidalgo, Baudis et al. 2005). Dado el papel
promotor de FAF1 en la apoptosis y su regulacion negativa de la via pro-supervivencia
de NF-kB, FAF1 podria actuar como supresor tumoral (Menges et al. 2009). De hecho,
varios estudios han mostrado que el descenso de los niveles o actividad de FAF1 en
estos carcinomas esta asociado a una sefializacion aberrante de la via NF-kB, asi como
de la via proteosomal también regulada por FAF1 (Sasaki, Morisaki et al. 2001; Yeh,
Chuang et al. 2003; Sartore-Bianchi, Ricotta et al. 2007; Menges, Altomare et al. 2009).
Aunque en multiples casos, como en el carcinoma uterino o en el linfoma de células del
manto, el descenso de la expresion de FAF1 estd causado por pérdidas alélicas, en
muchos otros tipos tumorales la causa no ha sido identificada (Menges, Altomare et al.
2009). En este sentido, es interesante constatar que tanto en el carcinoma gastrico como
en el mesotelioma maligno el descenso de la expresion de FAF1 va parejo a un aumento

de la expresion de XIAP (Tong, Zheng et al. 2005; Wu, Sun et al. 2007; Burstein, Idrees
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et al. 2008; Shibata, Noguchi et al. 2008). Resulta tentador especular que la
sobreexpresion de XIAP podria ser responsable, al menos parcialmente, del descenso de
los niveles de FAFI, mediando en su ubiquitinacion y degradacién a través de la
interaccion identificada en este trabajo y contribuyendo a favorecer la supervivencia de
las células tumorales. Por esta razon, el tratamiento de estos tumores con terapia génica
debe realizarse teniendo en cuenta que un aumento de la expresion de FAF1 no seria
eficaz si las concentraciones de XIAP estan elevadas al mismo tiempo. En este sentido,
seria mas eficaz el silenciamiento de XIAP que podria tener como consecuencia un
aumento de los niveles de FAF1, que permitiria a la célula una adecuada induccion de la

muerte celular.

La interaccion entre XIAP y FAFI no solo es interesante en procesos tumorales,
sino también en la comprension y el tratamiento de patologias neurodegenerativas
donde la pérdida de regulacion de la muerte celular subyace a su etiologia. En las
patologias de Alzheimer y Parkinson se han descrito aumentos significativos de la
expresion o actividad de FAF1 que podrian contribuir a los procesos de muerte de
c€lulas neurales (Wang, Zhang et al. 2003; Betarbet, Anderson et al. 2008; Sul, Park et
al. 2013). La participacion de FAF1 es particularmente interesante en la enfermedad de
Parkinson debido a su interaccion con la proteina Parkin (Sul et al., 2013), un marcador
de susceptibilidad al Parkinson que aparece mutado en las formas familiar y esporadica
de este enfermedad (Dawson y Dawson, 2010 para Parkin y mutaciones). Segun se ha
demostrado recientemente, Parkin tiene a FAF1 como sustrato de su actividad E3
ubiquitin ligasa, causando su ubiquitinacion y degradacion (Sul, Park et al. 2013). Sin
embargo, los mutantes asociados al Parkinson pierden la capacidad de ubiquitinar y
degradar a FAF1, causando que se acumule y, como consecuencia, que aumente la
muerte celular a través de diferentes vias de senalizacion (Sul, Park et al. 2013). Por su
parte, XIAP se ha empleado como citoprotector en diferentes modelos animales de
enfermedades neurodegenerativas, incluyendo el Parkinson (Musatov, Goldfein et al.
2005). Empleando mutantes truncados de XIAP, estos estudios atribuyen la actividad
citoprotectora de XIAP a su actividad inhibitoria de las caspasas asi como a su
regulacion de la actividad del proteosoma en modelos de Parkinson esporadico
(Musatov, Goldfein et al. 2005). Segin los resultados de la presente tesis, XIAP
incorporaria su capacidad para reducir la actividad de FAF1 a estos efectos,

sustituyendo la actividad E3 ubiquitin ligasa de Parkin y, por tanto, bloqueando una de
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los principales moduladores de la enfermedad, de acuerdo con Sul y colaboradores (Sul,
Park et al. 2013). Sin embargo, hay que considerar que se ha descrito un elevado grado
de estrés nitrosativo (aumento de los niveles de 6xido nitrico) en pacientes de Parkinson
que causa la transnitrosilacion tanto de parkin como de XIAP (Tsang, Lee et al. 2009;
Nakamura, Wang et al. 2010), bloqueando su actividad E3 ubiquitin ligasa (Nakamura,
Wang et al. 2010). Por tanto, esta modificacion del dominio E3 impediria a XIAP
reemplazar la actividad de parkin en este tipo de pacientes y pondria en cuestion la
viabilidad del tratamiento de XIAP en pacientes de Parkinson. Sin embargo, la
disparidad de modelos animales empleados (algunos basados en bloqueantes del
proteosoma o en la sobreexpresion de o-sinucleina) y la diversidad de etiologias de esta
enfermedad hacen necesarios estudios detallados para establecer las posibilidades y

limites de una terapia basada en XIAP.

Adicionalmente, la interaccion entre XIAP-FAF1 también puede tener importantes
consecuencias en los procesos neurodegenerativos asociados a los traumas del sistema
nervioso central. La apoptosis juega un papel fundamental en estas patologias siendo
responsable en gran medida de las pérdidas funcionales que ocurren tras el trauma,
como se ha observado en diversos modelos de lesion medular. Tras el trauma en médula
espinal, se produce un aumento de la presencia de estimulos apoptoticos en la region
dafiada, incluyendo un aumento de los niveles de la citoquina TNFa y del ligando FasL
asociado a la infiltracion de células inmunes (Yoshino, Matsuno et al. 2004; Keane,
Davis et al. 2006). Diversos estudios previos han demostrado que la activacion de la via
extrinseca de apoptosis de Fas/CD95 por FasL contribuye de forma importante a la
muerte de células neurales (D'Souza, Bonetti et al. 1996; Raoul, Estevez et al. 2002).
Por otra parte, la lesion altera la via de TNFRI, causando la degradacion o el
desacomplejamiento de componentes especificos del complejo I necesario para la
activacion de la via de supervivencia de NF-kB y promoviendo la formacion del
complejo alternativo II que promueva muerte celular dependiente de caspasa (ver
resumen en Keane et al., 2006). En ambos procesos, tanto XIAP como FAF1 pueden
jugar un papel importante. Aunque el papel de FAF1 no se ha publicado hasta la fecha,
estudios de nuestro laboratorio muestran un aumento de su concentraciéon en la médula
lesionada, que podria contribuir tanto al bloqueo de la via de NF-kB como a la

activacion de la via Fas/CD95 tanto de forma dependiente como independiente de la
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presencia de FasL. Por su parte, la lesion medular induce el procesamiento de XIAP,
con un corte entre BIR2 y BIR3, que puede disminuir su actividad tanto en la inhibicion
de la apoptosis como en la activacion de la via de NF-kB (Keane, Kraydieh et al. 2001).
Por tanto, terapias que incrementen los niveles locales de XIAP tras la lesion medular
son particularmente interesantes ya que permitirian bloquear los procesos apoptoticos,
al tiempo que activarian la via de NF-xB a través de la interaccion con TAB1 incluso en
ausencia del complejo I. En este contexto, la interaccion de XIAP con FAF1 y su
capacidad para bloquearlo permitiria reducir los efectos derivados de su sobreexpresion
tras la lesion, inhibiendo el ensamblaje de los componentes del complejo DISC y
evitando la progresion de la sefial apoptotica de FasL, ademas de favorecer su actividad
sobre la via de NF-xB al evitar el secuestro citoplasmatico de p65 mediado por FAFI.
De hecho, estudios de nuestro laboratorio con un farmaco bloqueante del inhibidor de
XIAP Omi/HtrA2 asi como con ratones transgénicos de sobreexpresion de XIAP en
neuronas han mostrado una mayor recuperacion funcional y una mayor preservacion
tisular tras la lesion medular asociada al aumento de la expresion de XIAP (Reigada,
Nieto-Diaz et al. 2015); datos propios sin publicar). Sin embargo, el efecto de la
interaccion XIAP-FAF1 en estos tratamientos esta aun por determinar y esperamos

abordarlo en los proximos tiempos.
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8. CONCLUSIONES

1. La proteina pro-apoptdtica FAF1 interacciona con la proteina inhibidora de

apoptosis XIAP en células eucariotas.

2. La unioén se produce entre los dominios BIR de la proteina XIAP y la region de
FAF1 que incluye los aminoacidos 200 a 276, que comprenden el extremo amino

terminal del dominio DEDID.

3. Las proteinas endogenas XIAP y FAF1 colocalizan en el citoplasma y con menor

intensidad en el nucleo de células humanas.

4. El dominio RING de XIAP marca a la proteina FAF1 con ubiquitinas,

produciendose su posterior degradacion en el proteosoma, en células humanas

HEK?293T.

5. FAF1 no interfiere en la actividad citoprotectora de XIAP frente a estimulos
apoptoticos como estaurosporina o a través del receptor Fas/CD95 en células humanas

Hel a.

6. XIAP inhibe el procesamiento proteolitico y actividad de la caspasa iniciadora 8 y

las caspasas efectoras 3 y 7 promovido por FAF1 en células humanas HeLa.

7. FAF1 no interfiere en la union de XIAP a la proteina TAB1 en la activacion de la
via NF-xB inducida por XIAP en células humanas HEK293T. Por tanto FAF1 reduce la

activacion de la via NF-kB mediante su accidn directa sobre la via.
8. XIAP inhibe la accidén inhibitoria de FAF1 sobre la via NF-xB mediante la

interaccion directa de sus dominios BIR y la degradacion de FAF1 dependiente de la

ubiquitinacion, interfiriendo en la unién de FAF1 con la proteina p65.
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