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Figuras de portada. La imagen superior izquierda muestra células MCF10A con
traslocaciéon de GFP-LC3 (verde) tras el tratamiento con TRAIL. A su derecha, una
fotografia de las mismas células en contraste de fase. La imagen inferior izquierda
representa las células MCF10A tratadas con TRAIL, en las que se observa la presencia de
autofagosomas y autolisosomas, mediante microscopia electronica. A su derecha, se
observan los acinos que forman las MCF10A cuando se siembran en matrigel, tefiidos con

DAPI (azul) y caspasa-3 (rojo). La imagen esta tomada con un microscopio confocal.
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Il. RESUMEN






La autofagia es un proceso por el que las células degradan organelas,
citoplasma y proteinas de vida media larga para reciclar nutrientes. Asi, la autofagia
actia como una respuesta de supervivencia frente a condiciones de falta de nutrientes
0 cuando las células presentan organelas dafadas. Sin embargo, el aumento de la
autofagia o bien una autofagia prolongada pueden contribuir a la muerte celular. El
destino final de la célula va a depender del tipo de estimulo, del tipo celular o del nivel

de autofagia inducida.

En esta tesis, se muestra que el ligando de la superfamilia del factor de
necrosis tumoral (TNF) que induce apoptosis (TRAIL), produce un aumento de la
degradacion de proteinas de vida media larga e induce la formacién de vesiculas
autofagicas (autolisosomas y autofagosomas) en células epiteliales de mama
MCF10A. La inhibicion de la autofagia inducida por TRAIL mediante cotratamiento con
3-Metiladenina (un inhibidor de la PI3K clase-Ill) reduce la autofagia y sensibiliza a las
células a la apoptosis inducida por TRAIL. Ademas, la deplecion de proteinas de
autofagia (Beclinal y Atg7) mediante ARNs de interferencia (siRNAs) bloquean la
formacion de vesiculas autofagicas y sensibilizan a las células a la apoptosis mediada
por TRAIL. El mecanismo por el cual TRAIL es capaz de inducir autofagia en MCF10A
implica la activacién de la quinasa activada por TGF-B (TAK1), que a su vez activa a
otra quinasa reguladora del estado energético de la célula (AMPK), dando lugar a la
inhibicion de mTOR. mTOR bloquea la senalizacion de autofagia, por lo que su
inhibicion permite la formacion de autofagosomas en la célula. Para que este proceso
se lleve a cabo, la célula necesita que TRAIL, tras unirse a su receptor TRAIL-R2,
reclute las proteinas del complejo inductor de muerte (DISC): Caspasa-8, FADD, FLIP
y RIP. Ademas, Caspasa-8 y FADD son requeridos para la activacion de la ruta TAK1-

AMPK-mTOR. Por otro lado, TRAIL también activa a la quinasa de c-Jun (JNK), para
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lo cual necesita la presencia de FADD y RIP1. La activacion de JNK por TRAIL induce
la formacion de vesiculas autofagicas en células epiteliales de mama. Ambas rutas
parecen ser suficientes para que tenga lugar la autofagia.

En otros modelos epiteliales como las células humanas pigmentadas de retina
(RPE1) o fibroblastos embrionarios de ratéon (MEFs), TRAIL activa a AMPK de forma
dependiente de TAK1. Ademas, en células RPE1, TRAIL es capaz de inducir autofagia

mediante la activacion de TAK1.

Por otro lado, en esta tesis se demuestra que la transformacién oncogénica,
bien utilizando modelos tumorales de mama (MCF7) o bien transformando las células
epiteliales MCF10A con los oncogenes Ras y Src, bloquea la autofagia inducida por
TRAIL. Ademas, se aportan datos que muestran que la transformacion por Ras actua
entre AMPK y mTOR, ya que TRAIL es capaz de activar a AMPK pero no de inhibir a
mTOR en MCF10A-Ras. Adicionalmente, se describe que las rutas PI3K/Akt y
MEK/Erk estan implicadas en la inhibicion de la autofagia mediada por TRAIL en

células transformadas con Ras.

Finalmente, se ha realizado un estudio de la relacion entre apoptosis y
autofagia inducidas por TRAIL en células normales y tumorales de mama,
demostrando que TRAIL induce autofagia pero no apoptosis en células epiteliales de
mama, e induce apoptosis pero no autofagia en células tumorales o transformadas de
mama. Ademas, cuando se bloquea la ruta de induccion de autofagia mediada por
TRAIL en MCF10A o RPE1, las células se sensibilizan a la apoptosis. De modo
inverso, al bloquear la apoptosis inducida por TRAIL en células MCF10A-Ras, éstas
son capaces de inducir la formacién de vacuolas autofagicas. Asi, ambos mecanismos

estan interconectados, y nuestros datos sugieren que la autofagia esta bloqueando la
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apoptosis por debajo de la formacién del DISC de TRAIL. Sin embargo, aun faltan
muchos estudios por hacer para determinar qué hace que una célula decida ir a

autofagia o a apoptosis y cdmo se interconectan ambas rutas de sefalizacion.
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IIl. INTRODUCCION






1. APOPTOSIS

1.1.  Introduccién
Durante la evolucion los organismos multicelulares han desarrollado mecanismos
genéticamente controlados para mantener la homeostasis de los tejidos (Prindull 1995)
y eliminar las células innecesarias o dafiadas (Strasser, O'Connor et al. 2000). Este
proceso de muerte celular programada conocido como apoptosis (Kerr, Wyllie et al.
1972), es esencial para mantener el turnover celular durante el desarrollo embrionario
(Meier, Finch et al. 2000), para conservar un sistema inmunitario efectivo, asi como
para la eliminacién de células extranas para el organismo (Raff, Barres et al. 1993;
Vaux and Korsmeyer 1999; Strasser, O'Connor et al. 2000). Asi pues, la apoptosis es
un proceso fisioldgico que esta muy bien controlado, ya que defectos en su regulacion
bien por exceso o por defecto, pueden dar lugar a numerosos procesos patolégicos
como enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares, autoinmunes o cancer
(Thompson 1995; Cory, Huang et al. 2003). En el caso de las patologias tumorales, un
defecto en la apoptosis impide que las células neoplasicas entren en el programa de
muerte celular, dando lugar a una poblacion de células con defectos genéticos que
proliferan incontroladamente, aumentando asi la invasividad en la progresion tumoral
(Reed 1999; lonov, Yamamoto et al. 2000; Frisch and Screaton 2001; Green and Evan

2002).

1.1.1. Muerte celular programada
La muerte celular programada (PCD, del inglés Programmed Cell Death) es un
proceso activo definido como muerte celular dependiente de senales o actividades que
tienen lugar en la célula destinada a morir (Leist and Jaattela 2001). Las células tienen

diversos procesos de suicidio controlados que, en contraste con la necrosis, evitan la
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Introduccion

pérdida de restos celulares que daria lugar a inflamaciéon. La PCD se ha definido
segun la morfologia de las células agonizantes en varios tipos: 7) Apoptosis (Muerte
celular Tipo 1), 2) Muerte celular autofagica (Muerte celular Tipo 2), y 3) Muerte celular

no lisosomal (Muerte celular Tipo 3) (Figura 1) (Schweichel and Merker 1973; Clarke

1990).

Figura 1. Morfologia de la muerte celular programada por
microscopia electrénica.

(A) Células epiteliales humanas en necrosis por estrés
oxidativo. Se observa ruptura de la membrana plasmatica,
hinchazén de las organelas y pérdida de la estructura
mitocondrial. (B) Células epiteliales humanas en apoptosis
inducida por radiacion. Se observa condensacion de la
cromatina e integridad de la mitocondria. (C) Células
epiteliales humanas en autofagia tras el tratamiento con
Tamoxifeno. Se observa una morfologia normal del nucleo y
la formacion de vesiculas autofagicas con contenido
citoplasmico. (D) Amplificacién de (C), donde se observa la

tipica doble membrana caracteristica de las vacuolas de

autofagia. (Kroemer, El-Deiry et al. 2005)

Las células apoptoéticas (PCD tipo 1) sufren una serie de cambios morfolégicos
(Wyllie, Kerr et al. 1980): muestran un tamafio menor aunque mantienen la membrana
plasmatica intacta, se condensa el citoplasma y se fragmenta la cromatina v,
eventualmente, se forman los llamados “cuerpos apoptéticos”, que son sefiales de
reconocimiento para las células fagociticas (macrofagos) u otras células para evitar
que el contenido intracelular sea expuesto al sistema inmunitario y tenga lugar una
respuesta inflamatoria.

Cuando una célula entra en autofagia (PCD tipo 2), muestra acumulacién de
vacuolas autofagicas, compuestas por organelas y material citoplasmico, pero no se
observa condensacion de la cromatina (Levine and Klionsky 2004).

Las células que se destruyen mediante el tipo 3 de PCD, muestran una cierta

hinchazén de las organelas y formacion de espacios vacios en el citosol, sin
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condensacion de la cromatina, lo cual origina la lisis de la membrana plasmatica,

liberandose el contenido intracelular y dando lugar a una respuesta inflamatoria.

1.1.2. Apoptosis

En 1972, Kerr, Wyllie y Currie, describieron en detalle los cambios
ultraestructurales caracteristicos de células en proceso de muerte, acunando el
término de Apoptosis para describir dicho proceso (Kerr, Wyllie et al. 1972; Wyllie, Kerr
et al. 1972). A partir de ese momento, se inicié un profundo y amplio estudio sobre los
tipos de muerte celular (Kerr, Wyllie et al. 1972). La apoptosis es el mecanismo
principal por el que las células son eliminadas fisiolégicamente del organismo, tras
sufrir una serie de cambios morfoldgicos y bioquimicos. El proceso que tiene lugar en
una célula en apoptosis puede dividirse en tres fases secuenciales (Figura 2): 1) Fase
de Induccion, en la que se condensa la cromatina (picnosis) y el citoplasma se
contrae. 2) Fase de Ejecucion, donde el ADN es fragmentado por la accién de las
endonucleasas (cariorrexis), originando una serie de fragmentos oligonucleosomales
multiplos de la unidad basica de 180-200 pares de bases (Cohen, Sun et al. 1994). En
esta fase también se produce el procesamiento de sustratos intracelulares por
proteolisis (Martin and Green 1995) y la externalizacion a la superficie de la célula del
fosfolipido fosfatidilserina, que es un marcador para la accién de fagocitos (Martin,
Reutelingsperger et al. 1995; Hengartner 2000). Ademas, el reticulo endoplasmico
(RE) se dilata, dando lugar a la formacién de vesiculas que se unen a la membrana
plasmatica formando una especie de burbujas alrededor de la célula (proceso
conocido como zeiosis). Finalmente, la célula se fragmenta, originando los cuerpos
apoptéticos. 3) Fase de Reconocimiento y Fagocitosis. Como consecuencia de todos
estos cambios en la célula, los cuerpos apoptéticos son reconocidos por los

macrofagos, que los fagocitan (Savill and Fadok 2000).
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Figura 2. Diagrama de la muerte por apoptosis. -

El proceso de apoptosis puede inducirse por estimulos que afectan a varios
compartimentos subcelulares. Por ejemplo, puede iniciarse en la membrana
plasmatica externa tras la estimulacién de receptores por ligandos de muerte (TNF,
CD95L, TRAIL) o ausencia de sefalizacion por integrinas (anoikis), en el nucleo tras
dafio al DNA (irradiacion, quimioterapia), en los lisosomas (detergentes o
fotosensibilizadores) o en el reticulo endoplasmico tras la acumulacion de proteinas
mal plegadas (tunicamicina, brefeldina A) o tras la disrupcion de sefiales mediadas por
calcio (tapsigargina) (Figura 3) (Ferri and Kroemer 2001). Todos estos estimulos dan
lugar a la activacion de miembros de la familia de proteinas llamadas “BH3-only”, que
pertenecen a las proteinas de la familia de Bcl-2, pero que s6lo contienen el dominio
BH3, siendo suficiente para inducir apoptosis. Cuando se activan estas proteinas, son
capaces de traslocarse a la mitocondria y unirse a proteinas antiapoptoticas de la
familia Bcl-2, permitiendo asi que ofras proteinas propaoptéticas como Bax se
trasloquen a la membrana mitocondrial, liberandose factores apoptogénicos que daran
lugar a la activacién de caspasas y a la apoptosis (Huang and Strasser 2000;

Puthalakath and Strasser 2002).
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Figura 3. Estimulos que inducen apoptosis.

La apoptosis puede inducirse por varios
estimulos que inducen estrés a las organelas
celulares como el nuacleo, el citoplasma, los
lisosomas, el reticulo endoplasmico (RE) o la
membrana plasmatica. Cada tipo de estrés
activa especificamente a un miembro de la
familia de proteinas “BH3-only”, que se trasloca
a la mitocondria y se une a miembros
antiapoptéticos de la familia de Bcl-2 (ejemplo:
Bcl-2). Esto permite la activacion de miembros
proapoptéticos (ejemplo: Bax), que se trasloca a
la mitocondria y promueve el potencial de
membrana mitocondrial (PMM), liberandose
factores apoptogénicos. Como consecuencia, se
activa la cascada de caspasas, dando lugar a los

cambios morfologicos que se observan durante

la apoptosis.

1.1.3. Necrosis

La necrosis es un proceso de muerte celular con caracteristicas distintas a la
apoptosis y la autofagia, e inicialmente considerado como un proceso de muerte no
controlado en el que se produce la disrupciéon de la membrana plasmatica, dando lugar
a la liberacion de proteinas intracelulares que activan la respuesta del sistema
inmunitario (Zeh and Lotze 2005). Sin embargo, muchos estudios han sugerido que la
necrosis podria ser un evento regulado que contribuye al desarrollo y mantenimiento
de la homeostasis tisular. De esta forma, se han utilizado diversos términos para
manifestar aspectos del suicidio celular programado, tales como autolisis, oncosis
(Majno and Joris 1995), piroptosis (Cookson and Brennan 2001), necrapoptosis
(Lemasters 1999) y necroptosis (Degterev, Huang et al. 2005). La caracteristica
principal que distingue a la necrosis de la apoptosis es la rapida pérdida de los
potenciales de membrana celular. La incapacidad de mantener estos potenciales

electroquimicos tienen como consecuencia la hinchazon del citoplasma, la ruptura de
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la membrana plasmatica y la lisis de la célula. Esta pérdida del potencial de membrana
puede deberse al dafio de lipidos de membrana, a la pérdida de la funciéon de los
canales ionicos de membrana o a la deplecion de la energia de la célula (Zong and
Thompson 2006).

La necrosis confiere a la célula la capacidad de reclutar una respuesta
reparativa o de defensa ante un dafio o invasion, pudiendo ser la consecuencia de una
sefalizacion extracelular o bien iniciarse como una forma de suicidio celular en
respuesta a alteraciones intracelulares. Como otros tipos de muerte celular
programada, la necrosis juega un papel en numerosos procesos, como enfermedades
neurodegenerativas, infecciones, enfermedades inflamatorias, exposicién a toxinas o
cancer (Majno and Joris 1995; Proskuryakov, Gabai et al. 2002; Yuan, Lipinski et al.

2003).

1.1.4. Mecanismos alternativos

Ademas de los procesos de muerte celular anteriormente descritos, existen
otros tipos de muerte celular que pueden cursar con caracteristicas morfologicas
similares a las de la apoptosis o la necrosis, incluso en ausencia de activacion de
caspasas.

1) Muerte celular programada parecida a apoptosis (“apoptosis-like‘).

En este tipo de muerte celular, se producen fenédmenos de apoptosis aunque
en menor grado. Por ejemplo, se puede observar gran condensacion citoplasmica
junto a una alteracion morfoldgica de la membrana, pero sin formarse las burbujas
tipicas de la apoptosis. Sin embargo, estas formas de muerte se diferencian de la
apoptosis en que la mayoria de ellas son independientes de la actividad de las

caspasas (Leist and Jaattela 2001).

24



2) Muerte celular programada parecida a necrosis (“necrosis-like”).

Las caracteristicas morfoloégicas que tienen lugar en estos procesos se basan
en una ausencia de la condensacion de la cromatina, independientemente de la
actividad caspasa (Leist and Jaattela 2001).

3) “Segunda necrosis” o “necrosis apoptética”.

Se ha demostrado que numerosos
estimulos pueden inducir apoptosis a bajas

dosis y necrosis a dosis mayores. Incluso

pueden coexistir caracteristicas de apoptosis y

Segunda
necrosis

necrosis en la misma célula en respuesta a
determinadas dosis de agentes que inducen

muerte. Ademas, si la célula no es fagocitada

e

A i A Inflamacion Fagocitosis por
por las células vecinas o por los macrofagos, en macrdfaaos o

células vecinas

los ultimos estadios de la apoptosis puede Figura 4. Célula en apoptosis, necrosis o

-~ \ . necrosis secundaria.
presentar rasgos tipicos de necrosis debido a

la pérdida de la energia celular y de la integridad de la membrana plasmatica (Majno

and Joris 1995).

1.2. Caspasas

1.2.1. Caracteristicas generales
Los procesos de muerte celular apoptotica estan orquestados por una familia
de proteasas denominadas caspasas (cysteine aspartyl-specific porteases)
(Thornberry 1997; Cryns and Yuan 1998; Thornberry and Lazebnik 1998). Las
caspasas estan constitutivamente sintetizadas en la célula como zimdgenos inactivos

enzimaticamente (procaspasas). Estos zimégenos estan formados por tres dominios:
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un prodominio en el extremo aminoterminal y los dominios p20 (subunidad larga) y p10
(subunidad corta), que se encuentran en la enzima activa (Hengartner 2000). En todos
los casos conocidos, las caspasas activas estan compuestas por heterotetrameros,
que contienen dos heterodimeros p20/p10 y dos sitios activos de catalisis (Earnshaw,
Martins et al. 1999). Sin embargo, es posible que pueda haber caspasas en forma de
monomeros activos bajo determinadas condiciones. Una vez activas, las caspasas son
capaces de cortar gran variedad de sustratos celulares.

Los mecanismos generales por los que se pueden activar las caspasas son
tres (Figura 5) (Hengartner 2000):

1) Mediante proteolisis por otra caspasa (Figura 5a). Primero se produce
una proteolisis entre los dominios p20 y p10, quedando el dominio p20 unido al
prodominio. Posteriormente, se produce otro corte entre el prodominio y el dominio
p20, quedando libres los dominios p10 y p20. Estos tres sitios de corte tienen lugar en
residuos de aspartico (Asp-X), lo que sugiere la posibilidad de una activacion
autocatalitica (Thornberry, Rano et al. 1997). Este tipo de activacién de caspasas es
un método para amplificar e integrar las sefales proapoptoéticas, pero no explica como

se produce la activacion de la primera caspasa.
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2) Por proximidad (Figura 5b). Se produce la agregacion de multiples
moléculas de procaspasas (ejemplo: procaspasa-8). La proximidad con otra caspasa
resulta, de alguna forma, en una activacion cruzada. Un mecanismo similar parece ser
el responsable de mediar la activacion de otras caspasas como la caspasa-2 y la
caspasa de nematodos (CED-3) (Yang, Chang et al. 1998).

3) Por asociacion con una subunidad reguladora (Figura 5c). Es el
mecanismo de activacion mas complejo y el que se produce para que se active
caspasa-9. En este caso, se forma un complejo entre el citocromo-c y Apaf-1,
permitiendo el reclutamiento de la procaspasa-9, lo que da lugar al apoptosoma. La
activacion de caspasa-9 esta mediada por cambios conformacionales, no por
proteolisis.

En los ultimos afios se ha propuesto otro modelo de activacién, conocido como
“‘modelo unificado”, que propone que la homodimerizacion de los zimdgenos
monomeéricos de las caspasas es necesaria y suficiente para la activacion de las
caspasas iniciadoras (Boatright, Renatus et al. 2003; Donepudi, Mac Sweeney et al.
2003). Esta dimerizacién permite una reorganizacion estructural de forma que el sitio
catalitico adquiere una conformacién activa, independientemente de cualquier corte
proteolitico (Riedl and Shi 2004).

Hasta este momento se han descrito 11 caspasas en humanos, con sus
homodlogos en otros organismos: caspasa-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7, -8, -9, -10 y -14
(Alnemri, Livingston et al. 1996; Pistritto, Jost et al. 2002). La primera caspasa clonada
en mamiferos fue la caspasa-1, llamada inicialmente interleukin-1B-converting enzyme,
constituyendo la primera caspasa proinflamatoria (Martinon and Tschopp 2007). Como
enzimas que participan en la maduracion de citoquinas se incluyen las caspasas-1, -
4 y -5 en humanos y -1, -11 y -12 en ratones (Martinon and Tschopp 2004). La

caspasa-2 es la unica que se localiza en el nucleo y puede activarse directamente por

27



dano al ADN (Zhivotovsky and Orrenius 2005). Algunos datos apuntan a que esta
caspasa puede estar involucrada en la reparacion del ADN. La caspasa denominada
inicialmente como caspasa-13 fue posteriormente identificada como un homdélogo

bovino de la caspasa-4 humana (Koenig, Eckhart et al. 2001).
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Figura 6. Diagrama esquematico de la estructura de las caspasas en mamiferos.

Excepto las caspasas-11 y -12 (ratdn) y la -13 (bovina), todas las demas son humanas. La flecha ancha indica la
posicion del sitio de corte de la primera activacién (entre las subunidades larga y corta). Las flechas medianas y mas
finas representan sitios adicionales de corte. El residuo de Cys responsable de la catalisis se indica con una linea
roja. Los segmentos de colores representan las regiones que corresponden a los bucles que constituyen la cavidad
catalitca. (Adaptada de (Shi 2002)).

Durante mucho tiempo las caspasas se han clasificado segun su funcién dentro
de la cascada apoptética (Degterev, Boyce et al. 2003) como iniciadoras o efectoras
del proceso de apoptosis (Figura 6) (Shi 2002). Sin embargo, las funciones de las
caspasas son mucho mas amplias que su contribucidon a la muerte celular (Tabla 1)

(Galluzzi, Joza et al. 2008).
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Caspasa Funcién en apoptosis Otras funciones

Caspasa-1 Piropoptosis (inflamasoma) Maduracion de IL-183, IL-18
Caspasa-2 Iniciadora/Ejecutora tras dafio Reparacion ADN
al ADN y durante catastrofe
mitotica
Caspasa-3 Ejecutora Proliferacién, Diferenciacion y
maduracién
Caspasa-6 Ejecutora No conocida
Caspasa-7 Ejecutora No conocida
Caspasa-8 Iniciadora en ruta extrinseca Control ciclo celular,

diferenciaciéon macrofagica,
proliferacion células T,
supervivencia por NFkKB
Caspasa-9 Iniciadora en ruta intrinseca Procesos de diferenciacion
donde se implica caspasa-3

Caspasa-10 Iniciadora ruta extrinseca Activacion NFkB/supervivencia

Caspasa-11 Muerte neuronal por MPTP Produccion de IL

Caspasa-12 Iniciadora en apoptosis por Atenuda inflamacion; respuesta
estrés del RE inmune innata

Caspasa-14 No conocida Diferenciacion queratinocitos

Tabla 1. Funciones de las caspasas.
Abreviaturas: IL, Interleucina; MPTP, 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina; RE,

reticulo endoplasmico. (Adaptada de (Galluzzi, Joza et al. 2008)).

1) Caspasas iniciadoras. Son aquellas que se activan en primer lugar tras el
estimulo de apoptosis, mediante autocatalisis por proximidad. Estas caspasas
contienen prodominios largos con motivos de interaccién proteina-proteina: dominios
de activacion y reclutamiento de caspasas (CARD) y dominios efectores de muerte
(DED). Asi, pueden interaccionar con proteinas adaptadoras. En este grupo de
caspasas se incluyen la caspasa-1, -2, -4, -5,-8, -9 y -10. Las caspasas -1, -4 y -5
forman a su vez un subgrupo, ya que estan implicadas en apoptosis y en el control de
la respuesta inflamatoria (Figura 6).

2) Caspasas efectoras o ejecutoras. Son aquellas que cortan multiples
sustratos celulares necesarios para la supervivencia de la célula, como proteinas del
citoesqueleto (actina, fodrina, plectina), proteinas que regulan la reparacién del ADN
(PARP), proteinas del ciclo celular (MDM2), etc. Estas caspasas poseen un
prodominio corto, pero no poseen los dominios CARD o DED. Normalmente se
procesan y activan por las caspasas iniciadoras. Dentro de este grupo nos

encontramos con las caspasas-3, -6 y -7 (Figura 6).
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En resumen, las caspasas efectoras se activan normalmente por proteolisis
mientras que las caspasas iniciadoras se activan por interacciéon proteina-proteina

(Hengartner 2000).

1.2.2. Inhibidores de caspasas: IAPs y FLIP

La regulacion de las caspasas es critica para el desarrollo y supervivencia de
un organismo. De hecho, la activacién inadecuada de estas enzimas puede dar lugar
al desarrollo de enfermedades. Asi, la sobreactivacion de las caspasas esta implicada
en desoérdenes neurodegenerativos, mientras que la supresidon inapropiada de las
caspasas esta relacionada con el desarrollo de muchos tumores (Hunter, LaCasse et
al. 2007). Aunque las caspasas pueden regularse de forma transcripcional y post-
traduccional (Earnshaw, Martins et al. 1999), una vez activadas existen diversos
mecanismos de regulacidon mediante ubiquitinacion (Huang, Joazeiro et al. 2000) o
bien mediante proteinas que inhiben su actividad.

1) IAPs. Son una familia de proteinas celulares que se han identificado como
inhibidores especificos de caspasas, siendo las Unicas proteinas endégenas capaces
de regular la actividad de las caspasas efectoras e iniciadoras. Se identificaron por
primera vez en baculovirus, que usaban los IAPs para permitir la propagacién viral
previniendo una respuesta apoptotica defensiva en la célula huésped infectada
(Harvey, Soliman et al. 1997; Deveraux and Reed 1999). Estas proteinas inhibidoras
de apoptosis (IAPs) funcionan como reguladoras de la cascada de apoptosis. Entre los
IAPs identificados en mamiferos, se encuentran XIAP, c-IAP1, c-IAP2, ML-IAP,
Survivina, Livina y BRUCE.

Los IAPs se caracterizan por tener un dominio denominado BIR (Baculoviral IAP
Repeat) de unos 70-80 aminoacidos plegados alrededor de un atomo de zinc,

formando una estructura globular que consiste en cuatro o cinco hélices-a y un
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numero variable de hojas- plegadas antiparalelas (Hinds, Norton et al. 1999). Como
se resume en la Figura 7, los IAPs también contienen dominios RING (Really
Interesting New Gene), cuya estructura es en dedos de zinc, y actian como ubiquitin-
ligasas regulando directamente la degradacién de proteinas y la propia ubiquitinacion
(Yang, Fang et al. 2000). Es el caso de XIAP, c-IAP1 y c-IAP2. Unicamente c-IAP1 y c-
IAP2 poseen un dominio CARD. Aunque la funcién de estos dominios en los IAPs no
se conoce muy bien, probablemente permitan la interaccion proteina-proteina, tal vez

con Apaf-1 o con algunas proteinas que contengan DED o DD (Martin 2001).

a1P TR HHHHA00000—
Figura 7. Esquema de la familia de
c-IAP1/HIAP2 —.— proteinas IAPs y su estructura.
Diversas proteinas inhibidoras de
c-IAP2/HIAP1 eGS0 EIRVAE K] apoptosis con sus respectivos dominios

estructurales. Los hexagonos verdes

Y BIR1=BIR2 2 BIR3 representan los dominios RING; las

barras negras indican un sitio de union

Livin -W—.— para nucledtidos; los o6valos celestes

indican dominios ricos en leucina; y el

Ts-IAP _m_._ circulo rosa representa un dominio UBC

(ubiquitin-conjugation).  Adaptada de

Survivin _m— (Srinivasula and Ashwell 2008) y (Hunter,
LaCasse et al. 2007).
BRUCE /Apolion I3 ‘.

Tanto c-IAP1 como c-IAP2 se identificaron por su capacidad de interaccién
fisica con factores asociados al receptor de TNF (TRAF2) (Rothe, Wong et al. 1994;
Rothe, Pan et al. 1995). Estudios mas recientes muestran que el dominio BIR se
fusiona con la proteina MALTI (Mucose-associated lymphoid tissue), un mediador de la
activacion de NFkB, independientemente de TNF (Varfolomeev, Wayson et al. 2006).
Estos datos sugieren que antagonistas de IAPs podrian unirse al dominio BIR, dando
lugar a una autoubiquitinacién y rapida degradacién proteosomal de los c-IAPs, que

conlleva a la muerte celular dependiente de la sefalizacion de TNF y de la biosintesis
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de nuevas proteinas. Adicionalmente, se observé que los IAPs funcionaban como
reguladores de NFkB, ademas de promover la degradacion proteosomal de NIK
(NFkB-inducing kinase), implicada en la ruta no canodnica de NFkB. Asi, los
antagonistas de los IAPs inducen la activacién de las rutas canénica y no canédnica de
NFkB (Varfolomeev, Blankenship et al. 2007).

2) cFLIP. Es una proteina inhibidora que se expresa predominantemente en
tejido muscular y linfoide, estando implicada en la homeostasis de los tejidos como
importante reguladora en apoptosis (Irmler, Thome et al. 1997). Esta proteina inhibe la
activacién de caspasa-8 y -10 a nivel del complejo asociado al receptor (Bertin,
Armstrong et al. 1997; Hu, Vincenz et al. 1997; Thome, Schneider et al. 1997). Existen
varias formas de cFLIP a nivel de ARNm, pero sélo dos de ellas se han detectado a
nivel de proteina, como son la forma larga (FLIP.) y la forma corta (FLIPs) (Hu,
Vincenz et al. 1997; Scaffidi, Schmitz et al. 1999). Recientemente se ha descrito una
tercera isoforma de cFLIP (FLIPR), presente en células T y B y células primarias
humanas T (Golks, Brenner et al. 2005). La forma corta FLIPs contiene dos dominios
efectores de muerte (DED), similares a los de los prodominios de las caspasas-8 y -10,
y esta estructuralmente relacionado con el inhibidor de apoptosis viral v-FLIP (Thome,
Schneider et al. 1997). De forma similar a FLIPs, la isoforma FLIPg también contiene
dos dominios DED en tandem, pero no los dominios similares a caspasas. Esta
isoforma se clond en células Raji, y tiene funciones similares a las de FLIPs en la
apoptosis mediada por receptores de muerte (Golks, Brenner et al. 2005). Por otro
lado, FLIP_ contiene dos dominios efectores de muerte y un dominio idéntico en
tamano al de caspasa-8, pero el residuo Cys del centro activo esta sustituido por un
residuo Tyr, de manera que es inactivo (Rasper, Vaillancourt et al. 1998). FLIP_ y
FLIPs interaccionan con la molécula adaptadora FADD y la procaspasa-8 (Muzio,

Chinnaiyan et al. 1996) en el complejo de receptores conocido como DISC, inhibiendo
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la apoptosis inducida por los receptores de muerte conocidos. FLIP_ es cortado por la
caspasa-8, pero como el inhibidor no tiene capacidad catalitica, no puede cortar a
dicha caspasa, produciéndose una inhibicion de la activacién de la misma, y
bloqueando asi la sefalizaciéon hacia apoptosis (Krueger, Schmitz et al. 2001). Por
tanto, parece que FLIP_ actia solamente como inhibidor de la apoptosis, impidiendo la
activacion de caspasa-8 en el DISC. No obstante, se ha observado que FLIP, se
expresa en los tejidos celulares independientemente de su sensibilidad a la apoptosis
inducida por receptores de muerte. Ademas, la relacion 1:100 que suele haber entre
FLIP_ y caspasa-8 en las células no parece correlacionar con el hecho de que FLIP_
actue como inhibidor de caspasa-8. Por otro lado, recientemente se ha descrito que la
ausencia de FLIP sensibiliza a las células a la apoptosis inducida por receptores de
muerte, de forma dependiente de caspasa-8 y de FADD e independiente de ligando,
indicando que FLIP inhibe la muerte espontanea independiente de ligando y la
apoptosis mediada por receptores de muerte (Wilson, McLaughlin et al. 2007). Y
finalmente, se ha descrito que en funcion de la concentracion intracelular de la
proteina, FLIP_ puede actuar como activador de las caspasas-8 y -10 (Chang, Xing et
al. 2002; Micheau, Thome et al. 2002; Boatright, Deis et al. 2004). Todos estos datos
apuntan a que FLIP_ puede tener diversas funciones. Sin embargo, de FLIPs sélo se

conoce la funcién inhibidora de la apoptosis.

1.3.  Mecanismos de induccion de apoptosis

1.3.1. Introduccioén

Se han caracterizado dos rutas de activacion de caspasas (Green 2000; Wang
2001): 1) La ruta mitocondrial o ruta intrinseca, inducida por diversos estimulos de

estrés celular, y 2) La ruta de los receptores de muerte o ruta extrinseca, iniciada por
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la unién de ligandos a receptores de muerte transmembrana (ejemplos: CD95, TNFR,
TRAIL-R). Segun el mecanismo de activaciéon de la apoptosis, las células se han
clasificado en dos tipos: Tipo 1, en las que la activacion de la ruta extrinseca es
suficiente para la ejecucion de la apoptosis; y Tipo 2, que requiere la activacién de la
via mitocondrial para inducir una completa apoptosis (Ozoren and El-Deiry
2002).Ambas rutas dan lugar a la formacién de un complejo de proteinas inicial donde

se van a reclutar caspasas iniciadoras, que se activaran por proximidad (Figura 8).
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Figura 8. Esquema de las rutas extrinseca e intrinseca de apoptosis. (Adaptado de (Duiker, Mom et al.

Ademas, puede haber interacciones entre la ruta intrinseca y la extrinseca, de
forma que caspasa-8 puede activar proteoliticamente a Bid, que facilita la liberacion de
citocromo-c de la mitocondria (Green 2000). Esto amplifica la sefial apoptética tras la
activacién por receptores de muerte, pudiendo haber diferencias entre la dependencia
de esta amplificacion en diversos tipos celulares (Fulda, Meyer et al. 2001).

Existen ofras vias no candnicas de activacion de apoptosis: 3) Via de

activacion de caspasas especifica de células T y NK (natural killer), en la que dichas
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células inducen la exocitosis de granulos, que contienen granzimas, para eliminar las
células infectadas por virus (Ko, Park et al. 2007). Las granzimas son capaces de
cortar sustratos en residuos de aspartico (ejemplo: caspasas). 4) Via nuclear de
regulacion de apoptosis basada en los denominados “cuerpos nucleares” o PODs
(Dominios oncogénicos PMLs), en los que se localizan proteinas que pueden
promover apoptosis (ejemplo: Daaz, Zip, Par4). Se ha observado una relacion entre
los defectos en el ensamblaje de estas estructuras nucleares y diversos canceres
(Salomoni and Pandolfi 2002; Kawai, Akira et al. 2003). 5) Via de activaciéon de
caspasas por estrés del reticulo endoplasmico. La acumulacion de proteinas mal
plegadas estresa al reticulo endoplasmico, dando lugar a una respuesta (conocida
como UPR), en las que se induce muerte celular por activacion del multidominio
formado por Bax y Bak en la membrana mitocondrial externa. El estrés del reticulo
induce la activacion proteolitica de Bid, siendo la caspasa-2 la proteasa
premitocondrial que corta a Bid (Upton, Austgen et al. 2008). Los eventos de la
sefalizacion que conectan el reticulo endoplasmico con la maquinaria de apoptosis no
estan claros, aunque la inhibicion de esta ruta contribuye a la pérdida celular en
muchas enfermedades degenerativas humanas. 6) Se ha descrito una via de
apoptosis inusual inducida por un producto esteroideo natural (cephalostatina), que
proviene del gusano marino Cephalodiscus cilchristi (Pettit, Xu et al. 1994). Este
compuesto induce selectivamente a Smac/DIABLO, pero no produce liberacién de
citocromo-c de la mitocondria. Sin embargo, se requiere caspasa-9 para la apoptosis,
que se activa sin la participacion del apoptosoma (Dirsch, Muller et al. 2003; Lopez-
Anton, Rudy et al. 2006). Por otro lado, se ha visto que el estrés del reticulo
endoplasmico asociado a la caspasa-4 contribuye a la activacién de caspasa-9

mediada por cephalostatina (Rudy, Lopez-Anton et al. 2008).
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Ademas de las caspasas, existen otras proteasas que parecen tener
importancia en diversos mecanismos de muerte, como son las catepsinas B, Dy L, las
calpainas y las granzimas A y B (Johnson 2000; Leist and Jaattela 2001). Las
catepsinas estan implicadas en la muerte celular dependiente o independiente de
caspasas (Foghsgaard, Wissing et al. 2001), liberandose de los lisosomas al citosol o
al nucleo, lo que da lugar a la aparicién de cambios morfolégicos similares a la
apoptosis. EI mecanismo por el cual las catepsinas se traslocan desde los lisosomas
asi como la senalizacidon que lleva a su activacion esta aun por determinar. Las
calpainas son proteasas citosélicas dependientes de calcio, cuya actividad esta
principalmente regulada por los niveles de calcio libre en el citosol y por su inhibidor
endogeno (calpastatina). Estas proteasas pueden cooperar con las caspasas para
inducir apoptosis (Wood and Newcomb 1999; Li, Kondo et al. 2000) y mediar la muerte
celular programada independiente de caspasas.

Segun el contexto y el tipo celular, el dafio o estrés pueden inducir uno u otro

mecanismo o bien la combinacién de varios de ellos.

1.3.2. Ruta intrinseca o mitocondrial

La ruta intrinseca de induccion de apoptosis esta mediada por la pérdida de
sefales de factores de crecimiento en tejidos embrionarios o por un gran estrés para la
célula en tejidos adultos (ejemplo: dafo al ADN, que a su vez puede inducirse por
radiacion o drogas quimioterapicas) (Coultas and Strasser 2003; Letai 2005; Fulda and
Debatin 2006). Esta ruta esta controlada por interacciones entre proteinas pro-
apoptéticas y anti-apoptoticas de la familia de proteinas Bcl-2. De esta forma, los
miembros pro-apoptéticos pueden causar permeabilizacion de la membrana
mitocondrial externa y aumentar la liberacién de moléculas solubles como citocromo-c

y Smac/DIABLO al citoplasma. La salida de citocromo-c estimula la formacién del
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apoptosoma, complejo proteico que comprende Apaf-1, dATP, citocromo-c y caspasa-
9. Una vez en el apoptosoma, la caspasa-9 se activa, activando como consecuencia a
otras caspasas efectoras como las caspasas-3, -6 y -7 (Figura 8). Por otro lado,
Smac/DIABLO se une a los IAPs para evitar su funcion inhibidora sobre las caspasas
(Henry-Mowatt, Dive et al. 2004).

La proteina supresora de tumores, p53, es un punto de regulacion critica en la
ruta intrinseca. Responde a estimulos de estrés celular induciendo una parada en el
ciclo celular, mediada por la expresion de genes como p21. En los casos en los que el
dafio al ADN es tal que la célula no es capaz de repararlo, p53 induce apoptosis
promoviendo la expresion de otros genes (ejemplo: Puma, Noxa, Bax, Apaf-1, Fas,
DR5) (Vousden and Lu 2002), o bien inhibiendo la expresiéon de proteinas anti-

apoptéticas (Bcl-2, Bcel-XL) (Wu, Mehew et al. 2001).

1.3.2.1. La mitocondria

El papel de la mitocondria en la ruta intrinseca de apoptosis es crucial. A partir
de su activacion por moléculas de sefalizacion o estimulos patologicos, se produce la
permeabilizacién de la membrana mitocondrial externa, que da lugar a la liberacion de
proteinas del espacio intermembrana al citosol. Entre estas proteinas se incluyen
moléculas apoptogénicas como citocromo-c, Smac/DIABLO, HtrA2 (Omi), AIF vy
DNAsaG (Wang 2001; Green and Evan 2002). El incremento en la permeabilizacion de
la membrana mitocondrial externa es muy importante en la sefializacion hacia
apoptosis, y esta directamente regulada por miembros de la familia de proteinas de
Bcl-2 (Desagher and Martinou 2000; Tsujimoto 2003). El modelo que se describié
inicialmente para explicar el aumento de la permeabilidad de la membrana
mitocondrial se basé en la hipétesis de la permeabilidad transitoria de la membrana

mitocondrial (MPT) (Zoratti and Szabo 1995). EIl modelo mas aceptado para explicar el
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Introduccion

mecanismo de la MPT, describe que la MPT ocurre una vez que se abre el llamado
poro de permeabilidad transitoria (PTP) para permitir el paso de agua y moléculas de
hasta 1’5 KDa. Este poro consiste en un canal de aniones voltaje dependiente (VDAC)
en la membrana externa, en un transportador de nucleotidos de adenina (ANT) en la
membrana interna, en ciclofilina-D (Cyp D), y posiblemente en otras moléculas
(Crompton 2003). Hay algunas evidencias que muestran que el poro PTP puede

formarse en ausencia de ANT (Kokoszka, Waymire et al. 2004).
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Figura 9. Mecanismos de accion de la mitocondria.
La figura muestra los mecanismos en los que esta implicada la membrana externa (azul) e interna (morado) de la
mitocondria. En primer lugar, se forma un poro por el cual citocromo-c y otras proteinas escapan al citosol. Por
otro lado, se producen heterodimerizaciones entre proteinas pro y anti-apoptéticas, formando moléculas
asimétricas. Las caspasas también pueden regular a la mitocondria a través de moléculas adaptadoras, como se
ha descrito en C.elegans. Se puede producir una interaccién con otras proteinas mitocondriales como VDAC y
ANT, generandose un poro para la salida de citocromo-c o para modular la homeostasis mitocondrial (mediante la
apertura del PTP). Finalmente, miembros de la familia de Bcl-2 pueden oligomerizarse para formar un canal de

iones selectivo. (Adaptada de (Hengartner 2000)).

La apertura del poro PTP puede producirse por varios estimulos, dando lugar a la
pérdida del potencial de membrana mitocondrial, ya que a través de esta membrana

se produce el equilibrio idnico; al hinchamiento de la matriz mitocondrial debido a la
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entrada de agua, produciéndose la ruptura de la membrana mitocondrial externa. En la
Figura 9 se muestran los mecanismos de accidon que tienen lugar en la mitocondria.

Hay otro tipo de mecanismo en el que ni el PTP ni la membrana mitocondrial
interna juegan un papel importante. En este caso, son las proteinas de la familia Bcl-2
las que estan implicadas, actuando directamente sobre la membrana mitocondrial
externa. Des esta forma, las proteinas anti-apoptéticas bloquearian la
permeabilizacién de la membrana mitocondrial externa, mientras que las proteinas
pro-apoptdticas la promoverian.

Una vez que se permeabiliza la membrana mitocondrial externa, se
desencadenan una serie de procesos que llevan a la muerte celular: desbaratamiento
de la cadena de transporte de electrones, de la fosforilacién oxidativa y de la
produccion de ATP (Eguchi, Shimizu et al. 1997; Bossy-Wetzel, Newmeyer et al.
1998); alteracion del potencial redox (reduccidén-oxidacion) de la célula (Bredesen
1995) vy liberacién de proteinas del espacio intermembrana de la mitocondria. Todo

este proceso lleva finalmente a la muerte de la célula.

1.3.2.2. La familia de proteinas Bcl-2

Los miembros de la familia de Bcl-2 (B leukemia/lymphoma2) lo componen
unas 20 proteinas homologas en mamiferos, que incluyen proteinas pro-apoptoéticas y
anti-apoptéticas que forman una compleja red para regular el destino de la célula (Cory
and Adams 2002; Danial and Korsmeyer 2004). La disrupcion entre el balance
impuesto por las proteinas Bcl-2 puede dar lugar a la aparicion de enfermedades
neurodegenerativas (Raff, Whitmore et al. 2002) o a cancer (Baliga and Kumar 2002).
Las proteinas Bcl-2 se definen por su estructura y funcion (Figura 10),
caracterizandose porque poseen al menos uno de los dominios de homologia de Bcl-2,

conocidos como dominios BH. Se pueden clasificar en tres tipos:
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Figura 10. Estructura de los miembros de la familia de proteinas Bcl-2. TM: Transmembrana. Adaptada de
(Walensky 2006).

1) Miembros anti-apoptéticos. Poseen al menos tres de los cuatro dominios

de homologia a Bcl-2 (BH1-4). Estos dominios BH1-BH4 intervienen en las
interacciones con otras proteinas de la familia y con moléculas de la cara interna de
las membranas intracelulares (mitocondria, reticulo endoplasmico y nucleo). Los
dominios BH1-BH3 forman un surco hidrofébico, mientras que el dominio BH4
(extremo aminoterminal) es el encargado de estabilizar dicha estructura (Petros,
Medek et al. 2001). El surco hidrofébico puede unir la hélice-a del dominio BH3 de otra
proteina pro-apoptotica de la familia Bcl-2 (Sattler, Liang et al. 1997). Pero para que
esto ocurra, es necesario que los miembros pro-apoptéticos expongan su dominio BH3
tras una modificacion post-traduccional o un cambio conformacional (Conus,

Kaufmann et al. 2000).
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Por otro lado, los miembros anti-apoptoéticos pueden convertirse en proteinas
pro-apoptoticas mediante la eliminacion del dominio BH4 aminoterminal por proteolisis
(Lindenboim, Yuan et al. 2000) o bien tras un cambio conformacional provocado al
unirse a otras proteinas (Lin, Kolluri et al. 2004). Ademas, la proteina Bcl-2 puede
tener otras funciones, como reguladora de la caspasa-2 (Cory and Adams 2002) o de
la proteina de autofagia beclina-1 (Pattingre, Tassa et al. 2005).

2) Miembros pro-apoptdéticos Multidominio (tipo Bax). Este grupo tiene un

importante papel en la sefializacion de la apoptosis. En su estructura, contienen los
dominios BH1, BH2 y BH3, pero no el BH4. Son exclusivamente pro-apoptéticos, y
entre ellos se encuentran Bax, Bak y Bok/Mtd. Los dos primeros son esenciales para
la apoptosis en muchos tipos celulares (Zong, Lindsten et al. 2001), mientras que la
expresion de Bok parece estar restringida a tejidos reproductores (Hsu, Kaipia et al.
1997). También se ha visto que tanto Bax como Bak pueden estar implicadas en la
regulacién de la homeostasis del calcio en el reticulo endoplasmico, mediando la
apoptosis inducida por agentes movilizadores de calcio (Scorrano, Oakes et al. 2003).
No podemos olvidar el papel que juegan los miembros pro-apoptéticos en la apoptosis
mediada por receptores, principalmente por TRAIL, donde inducen la liberacién de
citocromo-c y Smac/DIABLO de la mitocondria (Kandasamy, Srinivasula et al. 2003).
Respecto al mecanismo de accion de este grupo, se sabe que la cola carboxiterminal
de Bax se encuentra plegada en el surco hidrofébico, evitando que Bax se inserte en
membranas. La retraccion de esta cola carboxiterminal da lugar a la traslocacion de
Bax a la mitocondria (Nechushtan, Smith et al. 1999). Una vez adheridos en la
membrana mitocondrial, sufren un cambio conformacional que los activa y los lleva a
insertarse de manera estable en la membrana y oligomerizarse, provocando la

permeabilizacion de dicha membrana (Borner 2003)
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3) Miembros pro-apoptéticos sélo BH3. Este grupo de proteinas tan soélo

comparte el dominio BH3. Se han identificado unos 10 miembros, dentro de los cuales
se encuentran Bid, Bad, Bim, Bmf y Bik (Huang and Strasser 2000). En los ultimos
afos, se han descrito nuevas proteinas “solo BH3” con funciones reguladoras de otras
rutas de sefializacion. Es el caso de Beclinal, que contiene un dominio BH3
conservado necesario y suficiente para su interaccion con Bcl-X.. Esto implica que
Beclina1 podria tener un papel en la sefalizacién inicial de apoptosis, que podria estar
relacionada con la capacidad de beclina 1 de suprimir la formacion de tumores
(Oberstein, Jeffrey et al. 2007).

Estas proteinas actuan por encima de los miembros pro-apoptéticos Bax y Bak,
ya que sin su presencia no son capaces de inducir muerte celular (Zong, Lindsten et
al. 2001). Su funcién es la de sensar y mediar la apoptosis inducida por distintas
senales de muerte, especificas de cada tipo. Asi, Bim esta implicado en la muerte de
linfocitos tras la privacion de citoquinas (Bouillet, Metcalf et al. 1999), Bmf es necesario
en anoikis (Puthalakath, Villunger et al. 2001), y Noxa y Puma median la apoptosis
inducida por p53 tras el dafio al ADN (Oda, Ohki et al. 2000; Nakano and Vousden
2001). Recientemente, se han descrito nuevas funciones para algunos de ellos. Por
ejemplo, Bim y Bmf estan implicados en el vaciamiento de los acinos de células
epiteliales de mama durante la morfogénesis de la glandula mamaria (Reginato, Mills
et al. 2005; Mailleux, Overholtzer et al. 2007; Schmelzle, Mailleux et al. 2007).

Parece que el mecanismo de accidn de la mayoria de ellos, excepto en el caso
de Bid y Bim, es unirse a los miembros anti-apoptéticos de Bcl-2 (Cory and Adams
2002), neutralizandolos. Por su parte, Bid puede ademas activar directamente a Bax y
Bak para la liberacion de citrocormo-c (Wei, Lindsten et al. 2000; Grinberg, Sarig et al.

2002).
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1.3.3. Ruta extrinseca o de receptores de muerte
A diferencia de la ruta intrinseca, en la que el estimulo de apoptosis actua directa
o indirectamente sobre la mitocondria, en la ruta extrinseca participan receptores de
membrana que se denominan Receptores de Muerte y la via de sefalizacion de

apoptosis implica la activacién en cascada de caspasas iniciadoras y efectoras.

1.3.3.1. Receptores de muerte

Los receptores de muerte son miembros de la familia de los receptores del
Factor de Necrosis Tumoral (TNF). Son proteinas transmembrana tipo-l (extremo
aminoterminal expuesto en la cara externa para su union al ligando) y se caracterizan
por contener entre dos y cuatro dominios extracelulares ricos en cisteinas (CRD), para
la unioén de los ligandos, y un dominio intracelular de muerte de unos 80 aminoacidos
(DD), que sirve para reclutar proteinas adaptadoras como TRADD o FADD (Ashkenazi
and Dixit 1998). La homotrimerizacion de los receptores en la membrana se produce
por la uniéon de ligandos especificos de la familia de TNF, que son proteinas de
membrana tipo-Il homotriméricas, que tienen el extremo carboxiterminal en el espacio
extracelular. Se unen a los receptores a través de una regiéon de 150 aminoacidos en
el extremo carboxiterminal, denominado Dominio de homologia a TNF (THD) (Bodmer,
Schneider et al. 2002).

Hay varias formas de regular la activacion de los receptores de muerte. Por
ejemplo, el estatus del ligando es critico para la activacion de receptores de Fas o de
TRAIL. De esta forma, cuando el ligando pasa de estar en su forma de unién a
membrana (ejemplo: FasL) a ser soluble (sFasL), no se afecta su capacidad de unirse
al receptor, pero disminuye drasticamente su actividad citotéxica, por lo que pueden
funcionar como inhibidores de la sefalizacién hacia apoptosis (Gruss and Dower 1995;

Schneider and Tschopp 2000). Por otro lado, algunos de los receptores de esta
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familia, no poseen el dominio DD, por lo que carecen de la capacidad para transmitir la
sefal de apoptosis, funcionando también como inhibidores. A este tipo de receptores
se les llama Receptores Sefuelo o Decoy (MacFarlane 2003).

Las proteinas intracelulares que interaccionan con la ruta de apoptosis son
moduladores de los receptores de muerte. Asi, FLIP, que tiene la misma estructura
que caspasa-8 pero carece de la actividad proteasa, interacciona con FADD vy
caspasa-8 para inhibir la sefial de apoptosis mediada por los receptores de muerte v,
al mismo tiempo, activar otras rutas de sefalizacién como la que lleva a la activacion
de NFkB (Schneider and Tschopp 2000).

Receptores o ligandos son funcionales cuando forman multimeros mediante
puentes disulfuro entre los CRD y los THD (Banner, D'Arcy et al. 1993). La unién
ligando-receptor produce la activacion del receptor, y puede inducir proliferacion,
movilidad o invasividad, aunque su principal funciéon es inducir apoptosis (Barnhart,
Legembre et al. 2004).

Aunque se han descrito gran variedad de receptores de muerte y sus ligandos
(Figura 11), los mas estudiados han sido principalmente tres: Fas/FasL, TNFR/TNF y

TRAIL-R/TRAIL. A continuacién, hablaremos mas en detalle de cada uno de ellos.
LIGANDOS RECEPTORES
TNFR2/CD120b
™F  00001— TNFR1/CD120a
Fas/CD95
FasL Fas Soluble

DRA/TRAIL-R1
TRAIL/Apo2L === DRSTRAIL-R2
DcR1/TRAIL-R3
- DcR2/TRAIL-R4
DR3L/APO-3L/Tweak Q@@ —— DR3ITRAMP/WSL-1
cD40L @@@@—— CD40
co27.  @09—— cpzr Figura 11. Ligandos y Receptores de
4-1BBL @@@|——  4IBBICD137 la familia de TNF. En color lila se
OX40L m———" OX40 representan los dominios ricos en
TRANCE/RANKL/OPGL@@@@—— RANK cisteinas (CRDs) extracelulares y en
LIGHTLTa @@@8——  HVEWATAR verde los dominios de muerte (DD)
LTa1p2  Q@@@-—— L™BR intracelulares.
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1) Fas/CD95/APO-1.

El receptor Fas, miembro de la familia de TNF, es una molécula glicosilada de
45-52 KDa, que se identificé en 1991 (Itoh, Yonehara et al. 1991). Contiene entre dos
y seis dominios ricos en cisteinas (CRDs) en su regiéon extracelular, un dominio
transmembrana para su anclaje en la membrana de la célula y un dominio
intracitoplasmico de muerte (DD) cerca de la region carboxiterminal. Es una proteina
de tipo-l, que puede también encontrarse de forma soluble, generada por splicing
alternativo (Cheng, Zhou et al. 1994). Fas se expresa en distintos tipos de células,
principalmente en timo, células T activadas, linfocitos B, macréfagos, higado, bazo,
pulmén, testiculos, cerebro, corazén, intestino y ovarios. Su expresién puede verse
aumentada por citoquinas como IFN-y o TNF, o por la activaciéon de linfocitos
(Zimmermann, Bonzon et al. 2001). Sin embargo, la expresion del ligando esta mas
restringida (células inmunes: linfocitos T y B, macrofagos, células NK; y células no
inmunes: testiculos, higado, pulmén, intestino y 0jo), y sélo se induce bajo
determinadas condiciones (Watanabe-Fukunaga, Brannan et al. 1992). Debido a que
la interaccién de Fas/FasL suprime las células activadas en el sistema inmune
periférico, los defectos en esta ruta predisponen a enfermedades autoinmunes
(Orlinick, Vaishnaw et al. 1999).

La unidon de FasL a su receptor produce una rapida formacién del complejo
inductor de muerte (DISC) a través de los dominios de muerte en la region
carboxiterminal (DD) (Medema, Scaffidi et al. 1997). Asi pues, la proteina moduladora
FADD, que tiene un dominio de muerte, se une al DD del receptor mediante una unién
DD-DD (Ashkenazi and Dixit 1998). Ademas, FADD contiene un dominio efector de
muerte (DED) en su region aminoterminal, que permite el reclutamiento de la pro-
caspasa-8, que se une al DED. Una vez que se agregan dos o mas moléculas de pro-

caspasa-8, ésta se activa por procesamiento autoproteolitico inducido por proximidad.
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A este complejo también se le une la proteina inhibidora c-FLIP, que debido a su falta
de actividad proteasa, no induce sefnalizacion de muerte. Se ha visto que IL-2 puede
inhibir la expresion de c-FLIP (Refaeli, Van Parijs et al. 1998), lo que podria explicar
que IL-2 sensibilice a células T activadas a Fas. Sin embargo, otros estudios apuntan
a que c-FLIP no se recluta en el complejo de senalizacion de células T resistentes
(Scaffidi, Schmitz et al. 1999), sugiriendo que debe haber otros moduladores
implicados.

En células tipo-I, el procesamiento de caspasa-8 es suficiente para activar otros
miembros de la familia de caspasas que, actuando sobre diversos sustratos celulares,
llevaran a la fase de ejecucién de la apoptosis. En las células tipo-Il, la activacion de
caspasas efectoras depende de una amplificacién, mediada por el corte de Bid y la
subsecuente liberacion de proteinas de la mitocondria (citocromo-c, Smac/DIABLO)
para formar el apoptosoma con la procaspasa-9, que se activara dando lugar a la
activacion de caspasa-3, induciendo apoptosis. La caspasa-3 activada puede activar a
caspasa-8 en un mecanismo de retroalimentacion, amplificando la sefializacion.

La muerte celular mediada por Fas no sélo ocurre por apoptosis sino también
por necrosis, dependiendo del contexto. Esta necrosis requiere la presencia de FADD
y de la proteina serin/treonina quinasa de interaccion con el receptor (RIP), mientras
que caspasa-8 parece no ser necesaria (Holler, Zaru et al. 2000). Por otro lado,
aunque la principal funcion de Fas es inducir muerte celular, también transmite sefiales
de proliferaciéon en células T y fibroblastos humanos (Siegel, Chan et al. 2000). Este
fendmeno esta relacionado con la activacion de NFkB, mediada por FADD, caspasa-8
y RIP1 (Kreuz, Siegmund et al. 2004). Ademas, Fas promueve la activacién de JNK,
que frecuentemente se correlaciona con la apoptosis mediada por Fas. Otro estudios
apuntan un papel de JNK en la hipertrofia cardiaca en respuesta a una sobrecarga de

la presion en ausencia de apoptosis (Badorff, Ruetten et al. 2002).
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2) Receptores de TNF.

La familia de receptores del Factor de Necrosis Tumoral (TNF) son proteinas
transmembrana tipo-l que transmiten sus sefiales a través de interacciones proteina-
proteina, dando lugar a mecanismos moleculares que llevan tanto a muerte como a
supervivencia (Baker and Reddy 1998).

Se conocen dos receptores para el Factor de Necrosis Tumoral, denominados
TNFR1 (CD120a) y TNFR2 (CD120b), de 55 y 75 KDa, respectivamente. El TNFR1 es
una proteina glicosilada de 455 aminoacidos de los cuales 171 se encuentran en la
porcidén extracelular. Este receptor esta estructuralmente relacionado con el NGF
(factor de crecimiento neuronal) y con el antigeno humano CD-40. El TNFR1 se une
preferentemente al TNF soluble y posee un dominio de muerte (DD) en su porcion
intracelular que regula la apoptosis. Por el contrario, el TNFR2 tiene una mayor
afinidad hacia el TNF de membrana, careciendo de dominio de muerte. Sin embargo,
el TNFR2 también puede iniciar la muerte celular estimulando el TNFR1. Los dos
receptores pueden activar las vias de transduccién de senales de NFkB o de las
quinasas activadas por mitdgenos (MAPK) (Campbell, Roberts et al. 2003).

El Factor de Necrosis Tumoral (TNF) es una potente citoquina producida por
células T y macrofagos activados en respuesta a infeccion. Este ligando es una
glicoproteina de membrana tipo-Il que media procesos como apoptosis, inflamacion,
proliferacion celular, diferenciacion e inmunidad (Ashkenazi and Dixit 1998; Wallach,
Varfolomeev et al. 1999). Cuando el ligando se une al receptor, se induce su
conformacion activa en homotrimeros. Se ha visto también que la homotrimierizacion
puede darse de forma independiente de ligando (Hsu, Xiong et al. 1995). TNF puede
unirse a sus receptores TNFR1 o TNFR2. En el caso de TNFR1, se ha descrito la
existencia de una molécula silenciadora del dominio de muerte (SODD), que parece

mantener a TNFR1 en su conformacién monomérica. Tras la unién del ligando, estas
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moléculas se disocian de los receptores, permitiendo su oligomerizacion y
consecuente activaciéon. Ademas, diez minutos después del tratamiento con TNF,
estas moléculas vuelven a reclutarse al receptor, bloqueando las sefales
dependientes de TNFR1 (Jiang, Woronicz et al. 1999). Posteriormente, se sugirié un
nuevo concepto de activacion de los receptores de muerte, en el que se proponia que
los receptores estaban formando trimeros en la célula antes de la llegada del ligando.
Ademas, en el receptor TNFR1 se identific6 un dominio extracelular denominado
PLAD, que también estaba presente en los receptores de Fas y de TRAIL (DR4)
(Chan, Chun et al. 2000; Golstein 2000; Siegel, Frederiksen et al. 2000).

El  mecanismo molecular implicado en la sefializacion por TNF engloba la
formacion de dos complejos que transducen sefales tanto de muerte como de

supervivencia (Tartaglia, Ayres et al. 1993) (Figura 12).

Complejo |

Modificacion/
Disociacion

FADD y caspasa-8/10

Reclutamiento de \ Complejo Il

& =l
FADD ;| ™"
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Figura 12. Modelo de la senalizacion mediada por TNF. Los rombos representan modificaciones moleculares.
Adaptado de (Micheau and Tschopp 2003).
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El primer complejo (Complejo |) se forma rapidamente en la membrana tras la
unién del TNF a su receptor TNFR1. A los dominios de muerte (DD) del receptor
se le asocia la proteina adaptadora TRADD, seguida de RIP1, que también contiene
un DD (Ashkenazi and Dixit 1998). Este complejo de sefalizacion se requiere para la
unién de TRAF2/5 y de c-IAP1, dando lugar a la activacion del complejo IKK (IKKa, By
y). IKK estimula a NFkB mediante la induccién de la fosforilacion y degradacion de su
inhibidor I-kB. TRAF2 actua como conductor para la estimulacion de JNK a través de
su MAPK (MKK?7), promoviendo la fosforilacién de c-Jun y aumentando asi la actividad
de AP-1. Este proceso da lugar a la supervivencia de la célula (Baud and Karin 2001;
Wajant, Pfizenmaier et al. 2003; Varfolomeev and Ashkenazi 2004). Sin embargo, la
ruta de sefalizacion pro-apoptotica de TNF requiere la formacion de los dos
complejos. Tras la formacion del primer complejo, TRADD, TRAF2 y RIP1 se
modifican y se disocian del receptor. Los dominios de muerte (DD) de TRADD (y/o de
RIP1) que han quedado libres, se unen a FADD, que induce el reclutamiento de
caspasa-8/10, formandose el segundo complejo (Complejo Il), que es soluble y
citoplasmico y da lugar a apoptosis. Si la activacion de NFkB que se produce por el
Complejo | es suficiente para inducir supervivencia, los niveles celulares de FLIP_
aumentan para bloquear la apoptosis mediada por el segundo complejo (Micheau and
Tschopp 2003). Asi, mientras que las sefiales de muerte parecen estar asociadas con
la activacion tanto de caspasas como de quinasas de c-Jun, las senhales de
supervivencia estan mediadas por la activacion de NFkB (Baker and Reddy 1998).

Recientemente se ha descrito que TNF puede inducir la activacion de caspasa-
8 mediante dos mecanismos diferentes; el primero mediante la eliminacién de la
proteina inhibidora de caspasa-8 (cFLIP), y el segundo, induciendo la degradaciéon de
IAP1/2, que permite que RIP1 se desubiquitine y se libere del complejo que forma con

el receptor para poder formar otro complejo, distinto del complejo Il, con caspasa-8 y
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FADD, activandose la caspasa-8 e induciendo muerte. Ademas, este Ultimo
mecanismo no se bloquea por cFLIP endégeno (Wang, Du et al. 2008).

TNF fue la primera citoquina utilizada en humanos para la terapia contra el
cancer. Sin embargo, su papel en el tratamiento de pacientes de cancer es
controvertido debido a las diferentes rutas de sefalizacién que pueden llevar a la
supervivencia de célula, ademas de sus efectos inflamatorios (Bertazza and Mocellin

2008).

1.3.3.2. Receptores de Apo2L/TRAIL

Apo2L/TRAIL es una citoquina que pertenece a la familia de TNF. Se descubrio
por su homologia estructural con el dominio extracelular de otros miembros de la
misma familia (Wiley, Schooley et al. 1995), compartiendo el 28% de la secuencia de
aminoacidos con FasL y el 23% con TNF. Apo2L/TRAIL tiene 33 KDa y se expresa
como proteina transmembrana tipo Il. Su dominio extracelular se puede cortar
proteoliticamente, liberandose una molécula soluble de 20 KDa. Ambas formas son
capaces de inducir apoptosis tras su unién con el receptor (Mariani and Krammer
1998; Kelley and Ashkenazi 2004). Mediante estudios de cristalografia, se ha
determinado que Apo2L/TRAIL es una molécula homotrimérica estabilizada por un
atomo de zinc interno que coordina tres residuos de cisteina, cada uno de ellos en la
posicion 230 de cada subunidad del ligando (Hymowitz, O'Connell et al. 2000).

Los receptores de TRAIL son proteinas transmembrana tipo |. Se han
identificado cinco receptores que se unen al ligando (LeBlanc and Ashkenazi 2003)

(Figura 13).
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Figura 13. Receptores de Apo2L/TRAIL. Los receptores DR4 y DR5 corresponden a TRAIL-R1 y TRAIL-R2
respectivamente. Los receptores sefiuelo o Decoy son DcR1 y DcR2, conocidos también como TRAIL-R3 y TRAIL-
R4, respectivamente. La osteoprotegerina (OPG) es un receptor soluble capaz de unir a Apo2L/TRAIL aunque no se
conoce muy bien el significado fisiolégico de esta union. DD: Dominio de muerte. Adaptada de (Almasan and
Ashkenazi 2003).

En humanos, dos de los receptores inducen muerte, y sélo uno de ellos esta
presente en ratones. Estos receptores que llevan a la apoptosis son TRAIL-R1
(también conocido como DR4 o TNFRSF10a) y TRAIL-R2 (DR5 o TNFRSF10b).
Ambos contienen dos dominios extracelulares de unién a ligando, ricos en residuos de
cisteinas, y un dominio citoplasmico de induccién de muerte (DD), necesario para la
activacioén de la ruta apoptotica extrinseca. Otros tres receptores son capaces de unir
a Apo2L/TRAIL, los dos primeros conocidos como Receptores sefiuelo o Decoy
Receptors: TRAIL-R3 (DcR1 o TNFRSF10c), TRAIL-R4 (DcR2 o TNFRSF10d) y la
osteoprotegerina (OPG o TNFRSF11b), que inhiben la apoptosis, al secuestrar la
molécula de TRAIL, impidiendo asi que ésta se una a los receptores pro-apoptéticos, o
bien induciendo senales de supervivencia. Los receptores DcR1 y DcR2 tienen
homologia con los dominios extracelulares de DR4 y DRS. El Decoy Receptor 2 tiene
un DD truncado y no funcional, mientras que el Decoy Receptor 1 ha perdido su region
citosdlica y permanece unido a la membrana a través de una fraccion
glucofosfolipidica. La OPG se descubrié como receptor de union a RANKL (el ligando

del receptor de activacion de NFkB), y posteriormente se vio que también se unia a
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Apo2L/TRAIL, aunque la afinidad de unién es baja a temperatura fisioldégica (Truneh,
Sharma et al. 2000). Recientemente, se ha visto que la OPG esta implicada en la
biologia vascular, teniendo un potencial antiinflamatorio (Corallini, Rimondi et al. 2008).

Los receptores de TRAIL tienen diferentes afinidades por el ligando. Asi,
TRAIL-R2 es el de mayor afinidad y la OPG el de menor. La expresion de los
receptores en tejidos humanos también es variable, de forma que la expresién de los
receptores TRAIL-R1, TRAIL-R2 y TRAIL-R4 esta bastante extendida mientras que la
de TRAIL-R3 esta mas bien restringida al bazo y células de sangre periférica (Degli-
Esposti, Dougall et al. 1997; Degli-Esposti, Smolak et al. 1997). Sin embargo, el papel
y funcién de los distintos receptores esta aun por determinar. Por ejemplo, se pensaba
que TRAIL-R1 y TRAIL-R2 intercambiaban su potencial de induccién de apoptosis,
pero estudios mas recientes mostraron que cada uno de ellos puede ser dominante en
la sefalizaciéon de muerte de forma dependiente del tipo celular. Asi, TRAIL-R1 parece
predominar en la apoptosis de células B de leucemia linfocitica crénica, a pesar de que
TRAIL-R2 estd mas expresado en estas células (MacFarlane, Inoue et al. 2005).

Los mecanismos que conducen a la activacion de apoptosis mediada por
TRAIL han sido estudiados en detalle. Cuando TRAIL se une a TRAIL-R1 y TRAIL-R2,
los receptores homotrimerizados reclutan proteinas citosdlicas para formar el complejo
inductor de muerte (DISC). FADD es una proteina adaptadora que se une
directamente al dominio de muerte (DD) intracelular del receptor, donde
simultaneamente se une la forma inactiva de caspasa-8 o caspasa-10, a través del
dominio efector de muerte (DED), dando lugar a su activacion. Caspasa-10 no es
indispensable para la activacién de apoptosis, pudiendo estar implicada en efectos de
proliferacion mediados por los receptores. A partir de aqui, pueden inducirse dos rutas
diferentes, que daran lugar a la muerte irreversible de la célula. En la primera de ellas,

caspasa-8 activa directamente a las caspasas efectoras (3, 6 y 7) (ruta extrinseca). En
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la segunda ruta (intrinseca), caspasa-8 corta la proteina Bid, liberandose el Bid
truncado, que se trasloca a la mitocondria donde interacciona con otros miembros pro-
apoptéticos de la familia Bcl-2, como Bax y Bak. Esto induce la formacion de poros en
la  membrana mitocondrial externa, causando la liberacion de factores
proapoptogénicos como citocromo-c y Smac/DIABLO. El citocromo-c junto a dATP
inician el ensamblaje del apoptosoma, que comprende a Apaf-1 y a la procaspasa-9.
Una vez formado este complejo, caspasa-9 se activa por asociacion dando lugar a la
activacion de caspasas efectoras. Smac/DIABLO es capaz de neutralizar la actividad
inhibitoria de las caspasas que tienen los IAPs, particularmente la de XIAP, facilitando
el proceso de apoptosis (Figura 14). Ademas, se ha visto recientemente que TRAIL y
sus receptores TRAIL-R1/2 son rapidamente endocitados de forma dependiente del
tiempo y la concentracién. Sin embargo, esta internalizacién, al contrario de lo que
pasa con FasL/Fas o con TNF/TNFR, no es necesaria para la formacion del DISC, la
activacién de caspasa-8 o la transmision de la sefal de apoptosis (Kohlhaas, Craxton
et al. 2007).

Hace algunos afios se descubrio la capacidad de TRAIL para inducir, no sélo
muerte celular, sino también sefiales de supervivencia y proliferacion, mediadas por
NFkB, JNK y p38 (Kimberley and Screaton 2004). Los mecanismos moleculares
implicados en la activacion de estas quinasas por TRAIL se han estudiado por co-
inmunoprecipitacion, mostrando la implicacién de un complejo de sefalizacion
secundario posterior al ensamblaje del DISC (Varfolomeev, Maecker et al. 2005). Este
complejo secundario (Figura 14) conserva los componentes del DISC, FADD vy
caspasa-8, pero recluta otras proteinas como RIP1, TRAF2 y Nemo/IKKy, ademas de
TRADD. RIP1 y TRAF2 inducen la activacion de JNK ademas de inducir la expresion
de genes de proliferacién a través del factor c-Jun (AP-1), mientras que Nemo recluta

a IKKa/f al complejo de sefializacion, produciendo la fosforilacion del inhibidor de
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NFkB (IkB), y asi NFkB queda libre para traslocarse al ndcleo y ejercer su funcién,

regulando la transcripcion de numerosos genes antiapopéticos como cFLIP, Bcl-X,

Mcl-1 e IAPs (Kreuz, Siegmund et al. 2001).
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Figura 14. Senalizacién de apoptosis y supervivencia inducida por TRAIL. Adaptada de (Kruyt 2008).

Por otro lado, y en relacién con la funcién de supervivencia de TRAIL, se ha
descrito que TRAIL-R4 activa a NFkB, confiriendo resistencia a TRAIL en células
epiteliales de rifidn (Degli-Esposti, Dougall et al. 1997). Sin embargo, otros estudios no
han podido demostrar la capacidad de TRAIL-R4 para activar NFKB en células de
cancer de colon. Asi pues, hacen falta mas estudios para conocer los mecanismos de
sefalizacion de supervivencia mediados por TRAIL. Ademas, TRAIL puede activar la
ruta de PKB/Akt, una quinasa que tiene un papel en la regulacién de funciones
celulares como metabolismo de nutrientes, crecimiento celular, apoptosis y

supervivencia. De esta forma, TRAIL induce la fosforilacién de la serina/treonina
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quinasa PKB/Akt, de forma dependiente de la activacién de PI3K (Secchiero, Gonelli et
al. 2003). Esta activacion puede inducir un aumento en la expresién de los niveles de
cFLIP, contribuyendo a la resistencia de las células a la muerte por TRAIL. Por su
parte, PKB/Akt puede activar a la diana de rapamicina (mTOR), que aumenta la
traduccion de cFLIP (Panner, James et al. 2005). Por otro lado, recientemente se han
revelado datos sobre un nuevo mecanismo de sefalizacién mediado por TRAIL en
lisosomas, en el que TRAIL induce apoptosis mediante la activacion de Bim, de forma
dependiente de JNK, lo que induce la permeabilizaciéon de los lisosomas mediada por
Bax (Werneburg, Guicciardi et al. 2007). Por lo tanto, queda mucho por estudiar sobre

la implicacion de estos mecanismos en la actividad antitumoral inducida por TRAIL.

1.4. Papel fisioldgico de TRAIL

A pesar de que en ratones soélo se expresa un receptor de TRAIL, homdlogo a
TRAIL-R1 o TRAIL-R2, los modelos animales han servido para aportar datos sobre la
expresion y el papel fisiolégico de TRAIL in vivo (Wu, Burns et al. 1999).

La expresion de TRAIL en los distintos tejidos puede dar una idea de su funcion
natural. Asi, mientras que la expresion de ARNm y proteina se observa en gran
variedad de tejidos (higado, pulmén, riidn, bazo, préstata, mama, timo, ovario,
intestino, colon, sangre periférica, corazoén, placenta, musculo esquelético) (Spierings,
de Vries et al. 2004), estudios en ratones y humanos muestran que TRAIL no se
expresa en la superficie de células T y B, monocitos, células dendriticas o células
natural killer (NK). S6lo un pequefo porcentaje de células NK de ratén expresan
TRAIL en su superficie. Tras la estimulacion con interferén (IFN), la mayoria de células
NK, monocitos, células T periféricas y células dendriticas expresan TRAIL en su
superficie, sugiriendo el importante papel que juega TRAIL en la respuesta inmune

innata y del sistema inmune en general (Jo, Kim et al. 2000; Smyth, Cretney et al.
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2001). Numerosos estudios describen una funcion inhibidora de TRAIL en el desarrollo
de enfermedades autoinmunes en modelos de ratén (ejemplo: artritis reumatoide,
diabetes y encefalomielitis). Sin embargo, TRAIL también puede estar implicado en la
aceleracién de estas enfermedades, por lo que parece tener una funcién dual que
depende del tiempo y la localizacion de la expresion de TRAIL (Cretney, Shanker et al.
2006). Por otro lado, las células progenitoras CD34 no expresan receptores de TRAIL,
aunque su expresion aumenta en médula 6sea en patologias como anemia aplasica,
anemia de Fanconi y sindrome mielodisplasico, pudiéndose usar anticuerpos
antagonistas de TRAIL-R1/2 asi como TRAIL recombinante para el tratamiento de

enfermedades hematopoyéticas (Secchiero and Zauli 2008).

1.4.1. TRAIL, apoptosis y cancer

Las enfermedades en las que la apoptosis puede estar implicada se dividen en
dos grupos (Tabla 2). El primero, engloba las enfermedades en las que hay un
aumento de la supervivencia celular debido a que la apoptosis esta inhibida. En el
segundo, encontramos enfermedades donde se produce un exceso de muerte celular
provocada por una apoptosis hiperactiva (Ortega-Camarillo, Diaz-Flores et al. 2001).

El cancer es la segunda causa de muerte en paises desarrollados. Esta
caracterizado por el crecimiento incontrolado de células anormales, causado por
multiples factores (mutaciones genéticas, alteraciones hormonales, tabaco, productos
quimicos, radiaciones, etc). La eficacia de los tratamientos frente al cancer, incluidas la
radioterapia, la quimioterapia y la inmunoterapia, se debe a su capacidad de inducir
apoptosis en la célula tumoral. Asi, defectos en el mecanismo de induccién de
apoptosis en la célula tumoral puede favorecer la invasividad y tumorogenicidad.

TRAIL esta siendo utilizado en ensayos clinicos como tratamiento en la terapia

contra el cancer debido a que induce apoptosis selectivamente en células
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transformadas pero no en células normales. Por eso, tanto TRAIL como sus
receptores, son atractivas dianas para el tratamiento antitumoral (Walczak, Miller et al.
1999; Leverkus, Neumann et al. 2000). Sin embargo, muchas células tumorales son
resistentes a la apoptosis mediada por TRAIL. Por este motivo, los ultimos estudios no
sblo se focalizan en estudiar la actividad antitumoral de TRAIL como agente
terapéutico, sino también en combinacién con otros agentes biolégicos (drogas
quimioterapicas, inhibidores del proteosoma, radiacion ionizante, agentes genotoxicos,
etc) para asi conseguir sensibilizar a las células tumorales a la apoptosis (Cretney,
Shanker et al. 2006). Muchos de estos agentes sinergizan con TRAIL mediante el
aumento de la expresidn de los receptores, por inhibicion de moléculas anti-
apoptoticas como Bcl-2 o cFLIP, mediante la regulacién positiva de proteinas pro-
apoptoticas como Bak, FADD o caspasa-8, o a través de un aumento en la expresion

de TRAIL enddgeno.

Inhibicion de la apoptosis Incremento de la apoptosis

Cancer Enfermedades neurodegenerativas

Colorrectal, Glioma, Linfoma folicular, Carcinomas Alzheimer, Parkinson, Esclerosis lateral amiotréfica,

con mutaciones de p53 Epilepsia, Rinitis pigmentosa.

Tumores dependientes de hormonas: Sistema hematopoyético

Cancer de mama, préstata y ovario Anemia  aplasica, Linfocitopenia T  CDA4+,
Deficiencia de G6PD (monocitoss9

Enfermedades autoinmunes Daiio a érganos

Lupus eritematoso sistémico, Miastenia gravis Diabetes mellitus tipo-l, Pancreatits alcohdlica,
Dafio isquémico (miocardio, retina, cerebro, rifion)

Infecciones virales Sida

Herpesvirus, Poxvirus, Baculovirus, Adenovirus Linfocitos T

Enfermedades inflamatorias

Tabla 2. Enfermedades asociadas a la induccion e inhibicion de la apoptosis. Adaptada de (Ortega-Camarillo,
Diaz-Flores et al. 2001).
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Se ha visto que ratones deficientes en TRAIL (Cretney, Takeda et al. 2002) o
en sus receptores (Finnberg, Klein-Szanto et al. 2008; Grosse-Wilde, Voloshanenko et
al. 2008) son mas susceptibles a la metastasis, lo que concuerda con otros datos en
los que TRAIL se expresa constitutivamente en células NK, para el control de la
metastasis tumoral (Smyth, Cretney et al. 2001; Takeda, Hayakawa et al. 2001).
Ademas, la formacién de tumores inducida por carcinbgenos es mayor en presencia
de anticuerpos antagonistas de TRAIL (Takeda, Hayakawa et al. 2001), por lo que
TRAIL juega un papel fundamental como molécula efectora innata en la vigilancia

inmune durante la formacion y progresion de tumores.

Agente/ldentificador Mecanismo/Farmacologia Fase de EC
rhApo2L/TRAIL (AMG951) rhApo2L/TRAIL con diana en DR4 y DR5 Fase Il (NHL, NSCLC)
Mapatumumab (HGS-ETR1) Anticuerpo humano frente a DR4 Fase Il (CRC, NSCLC, MM)
Lexatumumab (HGS-ETR2) Anticuerpo humano frente a DR5 Fase |
Apomab Anticuerpo humano frente a DR5 Fase Il (NHL, NSCLC)
AMG-655 Anticuerpo humano frente a DR5 Fase Il (NSCLC)
LBY135 Anticuerpo quimera frente a DR5 Fase | /Il
TRA-8/CS-1008 Anticuerpo murino frente a DR5 (TRA-8) y Fase |

version humanizada (CS-1008)
Ad5-TRAIL Adenovirus recombinante con Fase |

Apo2L/TRAIL

Tabla 3. Esquema de las fases de estudio en ensayos clinicos (EC) en los que se encuentra TRAIL. NHL:
Linfoma no-Hodgking; NSCLC: Céancer de pulmén de células no pequefias; MM: Mielomamuiltiple; CRC: Carcinoma
colorrectal. Adaptada de (Ashkenazi and Herbst 2008).

Actualmente, TRAIL en su forma recombinante y anticuerpos agonistas de los
receptores de TRAIL-R1 y TRAIL-R2, solos o0 en combinacién con otras drogas, estan
en Fase | y Il de ensayos clinicos en linfoma no Hodgking, cancer colorrectal, mieloma

multiple y cancer de pulmén de células no pequefas (Tabla 3) (Ashkenazi and Herbst

2008).
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1.4.2. Apoptosis en el desarrollo de la glandula mamaria

La glandula mamaria sufre un proceso morfogenético que tiene lugar durante la
embriogénesis y la pubertad, induciendo el desarrollo de unidades acinares y sus
terminaciones en ductos. Estas estructuras serviran en el futuro para generar y
elaborar la leche necesaria para amamantar a la progenie. Estudios recientes en los
que se han utilizado cultivos tridimensionales de células epiteliales de mama (Debnath,
Muthuswamy et al. 2003), y en los que las estructuras acinares formadas provenian de
una sola célula, han mostrado que la formacion del lumen requiere el proceso de
apoptosis para inducir la muerte de las células del centro del acino, en las que se ha

perdido la adhesion a la matriz (proceso conocido como anoikis) (Figura 15).

Polarizacion _ ) Muerte celular Formacion y
Sefiales dicotomales en el interior mantenimiento
. del limen
Matriz 1

Extracelular

Figura 15. Morfogénesis de los acinos de células epiteliales de mama. Durante el desarrollo de la mama se
observa una secuencia ordenada de eventos bioldgicos. Durante los primeros estadios del cultivo tridimensional,
tiene lugar una polarizacion apicobasal. Entre los dias 5 y 8, se distinguen dos poblaciones de células: una capa
externa en contacto directo con la matriz, y una zona interna de células que han perdido el contacto con la matriz
extracelular. Durante el proceso de morfogénesis, la capa externa se mantiene polarizada respecto al centro del
acino. Se pueden observar distintas sefiales dicotémicas entre las dos zonas: se produce un aumento de las sefiales
de supervivencia mediadas por Akt en las células de la capa externa. A partir del dia 8, las células del centro del
acino comienzan a sufrir muerte celular por apoptosis, caracterizada por un incremento en la activacion de caspasa-
3. Esta muerte celular contribuye al vaciamiento del acino y a la formacién completa del lumen. Adaptada de
(Debnath and Brugge 2005).

Este programa de apoptosis in vitro requiere la molécula pro-apoptética Bim.
También se ha visto que Bim es necesario para la formacién del lumen en la glandula
mamaria de ratones, siendo un regulador de apoptosis in vivo. Ademas de Bim, los

niveles de la proteina pro-apoptética Bmf aumentan en las células que pierden la
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Introduccion

adhesion con la matriz durante la morfogénesis. Por otro lado, Bmf esta expresado
durante la involucidon de la mama en ratones, lo que sugiere que Bmf contribuye no
sé6lo al proceso de morfogénesis sino también al proceso de regresién de la mama tras
la lactancia in vivo (Schmelzle, Mailleux et al. 2007).

El proceso de formacién del lumen esta regulado por numerosos factores,

como proteinas anti-apoptéticas, oncogenes o TRAIL (Figura 16).

Cyclina D1
HPV 16 E7

Vaciamiento del lumen

-

ErbB2 activo

Estructura rellenay
multiacinar 3

Figura 16. Esquema de la formacién y mantenimiento del lumen en acinos epiteliales in vitro. En verde se
muestran moléculas que favorecen el vaciamiento del acino, mientras que las marcadas en rosa representan

aquéllas moléculas que inducen que el acino se rellene. Adaptada de (Debnath and Brugge 2005).

De esta forma, la sobreexpresion de Bcl-2 retrasa, aunque no previene, la

formacion de un lumen totalmente vacio. La incapacidad de la proteina Bcl-2 para
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prevenir la formacion del lumen tanto in vitro como in vivo, indica que debe haber otros
procesos adicionales que participen en la generacién y el mantenimiento del espacio
luminal. Se ha visto por microscopia electrénica una gran cantidad de vacuolas en las
células centrales, parecidas a las vacuolas de autofagia. Ademas, las células centrales
de los acinos que sobreexpresan Bcl-2 también contienen estas vacuolas similares a
las autofagicas antes de vaciarse (Debnath, Mills et al. 2002; Mills, Reginato et al.
2004). Evidencias mas recientes indican que TRAIL se induce durante la formacién del
lumen y podria estar regulando la formacién de vacuolas autofagicas en el lumen
(Mills, Reginato et al. 2004). Por otro lado, la proliferacién no es suficiente para que el
acino se rellene, sino que debe haber una inhibicion de la muerte celular. En este
sentido, la inhibicion de la apoptosis (mediante la expresion exdgena de proteinas
antiapoptoéticas de la familia Bcl-2) o el aumento de la proliferacion (a través de la
sobreexpresion de proteinas oncogénicas como Ciclina D) facilitan un rellenado parcial
del lumen. Sin embargo, cuando se sobreexpresa el oncogén ErbB2, que induce tanto
un aumento en la proliferacién como una inhibicién de la apoptosis, se produce un
fenotipo multiacinar con el lumen relleno, debido a la hiperproliferacién y a la actividad

anti-apoptotica (Muthuswamy, Li et al. 2001; Debnath, Mills et al. 2002).
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2. AUTOFAGIA

2.1. Introduccion y generalidades

La palabra autofagia proviene del griego y significa comer (fagia) y uno mismo
(auto). Es un proceso homeostatico fundamental en la célula, que le permite limpiar
parte de su citoplasma y degradar sus componentes dafiados (Klionsky and Emr
2000). Esta funcion principal se conserva en todos los organismos eucariéticos, desde
levaduras hasta humanos.

Las células eucariotas tienen dos mecanismos principales de degradacién de
proteinas: el proteosoma y los lisosomas. El proteosoma es un complejo de proteasas
multicatalitico que degrada la mayoria de las proteinas endoégenas, incluidas las
proteinas mal plegadas o danadas, para mantener una funcién celular normal. Este
mecanismo de degradacion juega un importante papel en multiples procesos como
progresion del ciclo celular, proliferacion, apoptosis y angiogénesis. El segundo
mecanismo de degradacion, los lisosomas, degrada proteinas extracelulares liberadas
por endocitosis, fagocitosis o pinocitosis, y componentes citoplasmaticos intracelulares
que provienen de autofagia mediada por chaperonas, microautofagia o macroautofagia
(a partir de ahora, referida como autofagia) (Figura 17). La diferencia entre
microautofagia y macroautofagia radica en que la microautofagia implica exponer el
contenido citoplasmico directamente a la superficie de los lisosomas por invaginacion,
protusién y/o septacion de la membrana limitante lisosomal, mientras que la
macroautofagia implica la formacion de vesiculas de doble membrana citosélicas, que
secuestran contenido del citoplasma y lo degradan (Levine and Klionsky 2004).
Mientras que el proteosoma principalmente degrada proteinas de vida media corta
(Goldberg 2003), la autofagia es el mecanismo catabdlico por el que las células
degradan proteinas de vida media larga, otras macromoléculas e incluso organelas

(Mortimore and Poso 1987).
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Proteosoma
/ Endocitosis mediada por Receptor
Degradacion /
de Proteinas Extracelular * Fagocitosis
\ Pmocitosis

Lisosomas

Macroautofagia

Intracelular —b Microautofagia

Autofagia mediada por Chaperonas

Figura 17. Mecanismos de degradacién de proteinas. Las células eucariotas tienen diversos mecanismos para

degradar las proteinas. La Macroautofagia es el topico principal del que trata esta tesis.

La autofagia ocurre espontaneamente a niveles basales (Mizushima,
Yamamoto et al. 2004), y se conoce como “autofagia basal’. Sin embargo, este
proceso se regula rapidamente cuando las células necesitan producir nutrientes
intracelulares y energia durante condiciones en las que hay una deprivacién de
nutrientes (ejemplo: baja concentracion de aminoacidos (Mortimore and Poso 1988),
disminucion de factores de crecimiento (Lum, Bauer et al. 2005)) y cuando se produce
una acumulacion de componentes citoplasmaticos dafiados en la célula (organelas
danadas o formacion de agregados de proteinas que se acumulan en la célula). En
estos casos, el proceso se conoce como “autofagia inducida”. Ademas, tras una
infeccion patogena (Kirkegaard, Taylor et al. 2004) o durante estrés onocgénico
(ejemplo: sobreexpresiéon del oncogén Ras (Chi, Kitanaka et al. 1999)), las células
también aumentan los niveles de autofagia. Por tanto, este proceso sirve como una
respuesta comun al estrés extracelular (hipoxia, altas temperaturas, falta de nutrientes)
e intracelular (dafio organelas), permitiendo a los organismos eucariotas sobrevivir
bajo estas condiciones mediante el reciclado. Ademas de la sefalizacion de Insulina y
aminodacidos, muchos otros factores estan implicados en la regulacion de la autofagia.

Entre ellos se incluyen la proteina antiapoptotica Bcl-2 (Levine, Sinha et al. 2008), las
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especies reactivas de oxigeno (ROS) (Djavaheri-Mergny, Amelotti et al. 2006; Scherz-
Shouval, Shvets et al. 2007), calcio (Hoyer-Hansen, Bastholm et al. 2007), AMPK
(Meley, Bauvy et al. 2006; Hoyer-Hansen and Jaattela 2007; Liang, Shao et al. 2007),
BNIP3 (Daido, Kanzawa et al. 2004), DRAM (Crighton, Wilkinson et al. 2006), Calpaina
(Demarchi, Bertoli et al. 2006), TRAIL (Mills, Reginato et al. 2004), FADD (Pyo, Jang et
al. 2005; Thorburn, Moore et al. 2005), AMBRA1 (Fimia, Stoykova et al. 2007) e
inositol trifosfato (IP3) (Sarkar, Floto et al. 2005; Criollo, Maiuri et al. 2007).

En mamiferos, la autofagia parece estar implicada en numerosos procesos
fisioldgicos como: control del crecimiento celular, respuesta a falta de nutrientes,
mecanismo antienvejecimiento e inmunidad innata. Su desregulacién parece tener un
papel en determinadas enfermedades (cancer, cardiomiopatias, enfermedades
musculares y desérdenes neurodegenerativos). Ademas, la autofagia estda aumentada
de forma fisiolégica en células que sufren remodelacién en el curso de procesos de
diferenciacion (ejemplo: 6rganos de recién nacidos como rifidén, pulmoén, intestino,
glandulas salivares, queratinocitos, etc. (De Duve and Wattiaux 1966), o en el proceso
de formacion de la glandula mamaria (Debnath 2008; Fung, Lock et al. 2008). Asi
pues, la autofagia juega un importante papel en procesos de diferenciacion y

desarrollo.

2.2. Mecanismos moleculares de la autofagia

El proceso por el que se forman las vesiculas de la autofagia esta altamente
conservado desde levaduras hasta plantas y animales. Este proceso tiene lugar
mediante una serie de pasos secuenciales (Figura 18) que llevaran al secuestro de
componente citoplasmico (cargo) en vesiculas para su posterior degradacion y
obtencion de energia (Reggiori and Klionsky 2005). El primer paso consiste en la

nucleacién de la membrana, cuyo origen es aun desconocido, aunque parecen
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proceder del reticulo endoplasmico, del Golgi o bien sintetizadas de novo como
pequenas estructuras pro-membrana (Gozuacik and Kimchi 2004). En levaduras, se
sabe que se genera a partir de estructuras pre-autofagosomales (PAS) (Kim, Huang et
al. 2001; Suzuki, Kirisako et al. 2001; Suzuki and Ohsumi 2007), pero estas
estructuras no se han identificado aun en mamiferos. Esta membrana inicial, llamada
fagéforo o membrana aislada, sufre una elongaciéon hasta que sus bordes acaban
fusionandose, dando lugar a una vacuola de doble membrana llamada autofagosoma.
Una vez éste se ha formado, puede recibir sefiales de la via de endocitosis para
formar una organela hibrida conocida como amfisoma (Stromhaug and Seglen 1993;
Berg, Fengsrud et al. 1998). Sin embargo, de forma similar a lo que ocurre en
levaduras, el autofagosoma puede fusionarse directamente con uno o mas lisosomas,
generando autolisosomas. El paso final es la degradacién, que tiene lugar en el
autolisosoma, del contenido de la vacuola por las hidrolasas lisosomales, permitiendo

la liberacién de aminoacidos y acidos grasos, que seran reutilizados por la célula.

ELONGACION

\\ ——_ AUTOFAGOSOMA
' ., MADURO
cv

Autofagosoma

NUCLEACION

Proteinas y organelas
citoplasmicas

"Hidrolasas
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Figura 18. Descripcion esquematica de la autofagia. El material citosoélico es secuestrado por el fagéforo (a 'y b)
durante los procesos de nucleacion (a) y elongacion de la membrana (b). El resultado es la formacion del
autofagosoma, una vesicula de doble membrana (c). La membrana externa del autofagosoma maduro se fusiona
con un lisosoma formando el autolisosoma (d), exponiendo la membrana interna a la accién de las hidrolasas
lisosomales. Finalmente, el interior del autolisosoma que contiene el cargo, es lisado y su contenido es degradado

(e). Adaptada de (Xie and Klionsky 2007). 65



2.2.1. Genes relacionados con autofagia (Atg’s).

El proceso de autofagia se conoce desde hace unos 40 afios, pero debido a

que no se conocian los componentes especificos implicados en dicho proceso, los

estudios sobre la ruta de autofagia se limitaban a observaciones morfologicas y

fenomenoldgicas. En los ultimos 15 afos, estudios genéticos, principalmente en

levaduras (S. cerevisiae) y hongos (P. pastoris y H. polymorpha) han permitido aislar

31 genes denominados “genes relacionados con autofagia” (ATG), cuyos productos

estan especificamente involucrados en este proceso catabdlico (Reggiori 2006).

Ademas, 11 de estos genes han sido identificados como ortélogos también en

organismos eucariotas superiores (Tabla 4), confirmando que el mecanismo de

autofagia se conserva desde levaduras hasta mamiferos.

ATG Otro nombre Homoélogo Funcién Interacciéon
Atg1 Ulk1, Ulk2 - Serina treonina quinasa Atg13, Atg1, Atg17
Atg3 - - Sistema de conjugacion Atg8 Atg9, Atg18, Atg8
Atg4 Autofagina AtgdA Atg8
(Autofagina2) Cistein-proteasa
Atg4B
(Autofagina 1)
ATG4C
(Autofagina 3)
Atg4D
(Autofagina 4)
Atg5 - ' - | Sistema conjugacién Atg12 | Atg12, Atg16L
Atgb6 Beclina1 - Sintesis Ptslns-3P Vps34, PI3K, UVRAG
Atg7 - - Conjugacioén Atg8, Atg12 Atg8,Atg3, Atg12
Atg8 - MAP-LC3
GATE16 Proteina de ubiquitinacion Atg3, Atg4, Atg7
GABARAP
Atg18L
Atg9 AtgoL Atg9L1
AtgoL2 Proteina trnasmembrana Atg2
Atg10 - - Sistema conjugacion Atg12 Atg12
Atg12 - - Atg3, Atg5, Atg7,
Proteina de ubiquitinacion Atg10, Atg16
Atg16 - - Asociacion con Atg5-Atg12 Atg5, Atg12

Tabla 4. Proteinas relacionadas con autofagia (Atg) identificadas en humanos. Adaptada de (Reggiori 2006;

Ferraro and Cecconi 2007).
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No obstante, otro nivel de complejidad se observa en la maquinaria de
autofagia en humanos, ya que algunos de los genes ATG tienen numerosos
homdélogos (ejemplo: Atg8 tiene varios homdlogos como la proteina asociada a
microtubulos MAP-LC3, la ATPasa asociada al golgi GATE-16, la proteina asociada al
receptor gaba GABARAP, y Atg8L, que son ortdlogos de ATG8 de levaduras).
Ademas, cada homdlogo puede tener distintas isoformas (ejemplo: existen tres
isoformas de MAP-LC3: -a, -B, -y) (He, Dang et al. 2003; Kabeya, Mizushima et al.
2004; Tanida, Sou et al. 2006). El hecho de que esta diversidad tenga redundancia en

la funcién de la autofagia esta aun por resolver.

2.2.2. Sefalizacién de la maquinaria de autofagia

Para que puedan formarse los autofagosomas y unirse a los lisosomas para
degradar su contenido, las proteinas Atg deben ejercer su funcion. Asi, podemos
dividir a estas proteinas en tres grupos funcionales, dependiendo del papel que
ejerzan en la maquinaria de la autofagia (Figura 19): 1) Atg9 y su sistema ciclico, que
incluye Atg9, el complejo quinasa Atg1 (Atg1 y Atg13), Atg2 y Atg18; 2) ElI complejo
PI3K-III (Vps34, Vps15, Atg6 (Vps30)/Beclinal y Atg14; y 3) El sistema de proteinas
similares a ubiquitina (ubiquitin-like) (Ubl), que incluye dos proteinas Ubl (Atg8/LC3 y
Atg12), una enzima activadora (Atg7), dos analogos de la enzima conjugadora de
ubiquitina (Atg10 y Atg3), una proteasa que modifica Atg8 (Atg4), la proteina diana de
unién de Atg12 (Atg5) y Atg16.

1) Atg9 y Atg1. Atg9 es una proteina integral de membrana que proviene de
endosomas o de trans-Golgi, pero no de mitocondria, y que se localiza en la
membrana preautofagosomal. No se encuentra en autofagosomas maduros pero es

necesaria para su formacion, ya que Atg2 interacciona con Atg9, cuya interaccién es
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indispensable para la formacion de los autofagosomas (Ferraro and Cecconi 2007;

Webber, Young et al. 2007).
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Figura 19. La maquinaria de autofagia. La figura muestra la contribucion de las proteinas Atg’'s mas importantes

en el proceso de autofagia.

Atg1 es una serina-treonina quinasa que forma un complejo con proteinas
reguladoras (Atg13 y Atg17). Su actividad quinasa es importante para la autofagia, ya
que este complejo quinasa regula la magnitud de la autofagia (Matsuura, Tsukada et
al. 1997; Kamada, Funakoshi et al. 2000). En condiciones ricas en nutrientes, Ag13 se
hiperfosforila y su asociacion con Atg1 se bloquea. Sin embargo, en condiciones de
deprivacién de nutrientes, Atg13 llega a estar parcialmente defosforilada, lo que
permite la interaccién entre Atg1 y Atg13, y la consiguiente generacién de la
membrana del autofagosoma (Reggiori, Tucker et al. 2004).

2) Complejo formado por Beclina1l/Atg6. Beclina1 fue inicialmente

identificada como una proteina de interaccion con Bcl-2 en levaduras (Liang, Kleeman
et al. 1998). El gen de Beclinal se encuentra deleccionado monoalélicamente en el
75% de tumores de ovario, el 50% de canceres de mama y el 40% de tumores de
prostata (Aita, Liang et al. 1999). También se ha observado una disminucién en la
expresion de Beclinal en otros tipos de tumores como el de cerebro (Miracco, Cosci et

al. 2007) y el carcinoma cervical (Wang, Xu et al. 2007).
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La principal funcion de Beclinal es la supresion de tumores mediante la
induccién de autofagia. Por tanto, los niveles de Beclina1l asi como su estado en la
célula son un factor critico en la regulacién de este proceso. Ademas, Beclinal puede
funcionar como inhibidora del crecimiento celular y la tumorogénesis (ejemplo: la baja
expresion de Beclinal aumenta la progresion del cancer de mama). Pero Beclina1
tiene otras funciones. Por ejemplo, la expresion de Beclinal es importante para
disminuir los agregados de proteinas (Shibata, Lu et al. 2006), que suponen un papel
protector de autofagia en procesos de neurodegeneracién (Rubinsztein, DiFiglia et al.
2005). Por otro lado, la disminucion del aporte de aminoacidos a la célula, estimula la
actividad de la PI3K-Ill asociada a Beclina1 (Tassa, Roux et al. 2003), induciendo
autofagia, como veremos mas adelante.

Estructuralmente, Beclinal es una proteina de 60 KDa que contiene 450
aminoacidos (Figura 20). Posee un dominio de cola central (CDD), formado por los
aminoacidos 140-268, que puede interaccionar con PIST (Yue, Horton et al. 2002) y
UVRAG (Liang, Feng et al. 2006). Contiene otro dominio conservado evolutivamente
(ECD), formado por los aminoacidos 244-337, que media la unién a la PI3K-Ill/Vps34
(Furuya, Yu et al. 2005). Ademas, se ha descrito una nueva region de homologia a
Bcl2, es decir, un dominio BH3, formada por los aminoacidos 114-123, y que media la
interaccion con Bcl-2 y homologos a éste (Bcl-X. y Mcl-1) (Maiuri, Le Toumelin et al.
2007; Oberstein, Jeffrey et al. 2007). También posee un dominio de sefalizacion
nuclear, formado por los aminoacidos 180-190, responsable del transporte de Beclina1

desde el nucleo al citosol (Liang, Yu et al. 2001).
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Beclina1

Figura 20. Representacion esquematica de los dominios de Beclina1. BH3: dominio de homologia a Bcl-2; CCD:

Dominio cola central; ECD: dominio conservado evolutivamente. Adaptada de (Cao and Klionsky 2007).

La localizacion de Beclina1 se ha identificado en el trans-Golgi (Kihara, Kabeya
et al. 2001), en el reticulo endoplasmico, en la mitocondria y en la membrana
perinuclear (Liang, Yu et al. 2001; Pattingre, Tassa et al. 2005). En levaduras, hay una
proteina vacuolar idéntica a Atg6, Vps30 (Kametaka, Okano et al. 1998). Como
muestra la Figura 21, Atg6/Vps30 forma un complejo con Vps34/PI3K-IIl y con su
adaptador Vps15, que es una proteina transmembrana. Cuando este complejo se
asocia a Vps14 forma el denominado Complejo-I, que regula autofagia. Sin embargo,
si Atg6-Vps34 se une a Vps38 forma el Complejo-ll, que regula las proteinas de la
vacuola (Kihara, Noda et al. 2001). De esta forma, el Complejo-I contribuye a la
formacion del autofagosoma, permitiendo que otras proteinas Atg se localicen en la

estructura preautofagosomal (Suzuki, Kirisako et al. 2001).

Atg6/ Atg6/
Beclina1 Beclina1

PI3K Complejo-I PI3K Complejo-Ii

Figura 21. Los complejos entre Beclina1 y PI3K. Adaptada de (Cao and Klionsky 2007).
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Como hemos visto anteriormente, Beclina1 forma parte de un complejo
multiproteico que actua como plataforma para reclutar activadores o represores de la
autofagia. Entre las proteinas que interactian con Beclina1, podemos encontrarnos las
que siguen:

a) Beclina1-PI3K-Ill. Beclina1 se une al homologo de Vps34 en mamiferos, la

PI3K-IIl, formando un complejo que se localiza en el trans-Golgi (Kihara, Kabeya et al.
2001). PI3K/Vps34 se une a Beclina1 por su dominio ECD, que es esencial para esta
unién y para su funcién como supresor de tumores (Furuya, Yu et al. 2005; Zeng,
Overmeyer et al. 2006). En levaduras, se ha visto que este complejo esta implicado en
la clasificacién de proteinas vacuolares (VPS) y en autofagia, mientras que en
mamiferos no se ha identificado ningin papel en el ftrafico de proteinas.
Recientemente se ha observado que la interaccion entre Beclina1 y PI3K/Vps34 puede
regular los niveles de autofagia en la célula. Asi, Bcl-2, es capaz de romper la
interaccion entre Beclina1l y PI3K/Vps34 en células tumorales de colon (Pattingre,
Tassa et al. 2005), o bien UVRAG, que es un activador de autofagia, puede potenciar
la interaccién entre ambas proteinas (Liang, Feng et al. 2006), como veremos mas
adelante.

El papel de la PI3K en la regulacién de autofagia es complejo y no esta claro.
Una posible hipétesis es que actue en distintos compartimentos subcelulares para
regular autofagia o la actividad de mTOR (Dann and Thomas 2006; Nobukuni, Kozma
et al. 2007), un sensor del estado metabdlico de la célula, del que hablaremos mas
adelante.

b) Beclinal-UVRAG. UVRAG es un supresor de tumores que esta mutado

monoalélicamente con elevada frecuencia en canceres de colon. Se ha visto
recientemente que puede unirse a Beclinal a través de su dominio CCD, induciendo la

formacion del complejo Beclina1-PI3K/Vps34. La activacion de Beclina1-PI3K/Vps34
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mediada por UVRAG promueve autofagia e inhibe proliferacion y tumorogenicidad de
células tumorales de colon (Liang, Lee et al. 2008). Ademas, se ha visto que la
interaccion de UVRAG con Beclina1-PI3K/VVps34 estimula la actividad GTPasa de
Rab7, asi como la fusion del autofagosoma con el lisosoma o el endosoma tardio,
favoreciendo la degradacion del contenido de la vesicula autofagica. Asi, UVRAG
puede actuar regulando no sélo dos pasos importantes en la autofagia (formacion y
maduracién de los autofagosomas) sino también controlando la fusion lisosomal, que
promueve el transporte de vesiculas autofagicas a los lisosomas para ser degradadas
(Liang, Lee et al. 2008). Por otro lado, se ha sabido en los ultimos meses que
Beclina1 forma un dimero a través de su dominio CCD in vivo e in vitro, y que UVRAG
induce la disrupcion de este dimero de Beclina1, formandose heterodimeros entre
Beclinal y UVRAG, y dando lugar a la activacion de la autofagia (Noble, Dong et al.
2008). Otro papel de UVRAG es permitir que Bif-1, también conocido como Endofilina
B1, interaccione con Beclina1 (Figura 20), funcionando como mediador positivo de la
PI3K-Ill y regulando la autofagia. Asi, Bif-1 se une a UVRAG a través de su dominio
SH3. En condiciones de deprivacion de nutrientes, Bif-1 se localiza en los
autofagosomas, donde colocaliza con Atg5 y con LC3 (Takahashi, Coppola et al.
2007).

c) Beclinal-Ambra1. Ambra1 se ha identificado como otra proteina de unién a

Beclina1, que actua como activadora de autofagia. Se expresa principalmente en el
cerebro, donde juega un importante papel durante el desarrollo del tubo neural. No se
sabe como Ambra1 se une a Beclinal, pero se sabe que el defecto funcional de
Ambral en embriones de ratén, da lugar a defectos severos en el tubo neural.
Bioguimicamente, esta carencia da lugar a alteraciones en el proceso de autofagia, en
la acumulacion de proteinas ubiquitinadoras, en la proliferacion celular desequilibrada

y en la muerte excesiva por apoptosis. Por tanto, Ambra1 juega un papel en autofagia,
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crecimiento celular y muerte durante el desarrollo del tubo neural, algunas de estas
funciones mediadas por su unién a Beclina1 (Fimia, Stoykova et al. 2007).

d) Beclina1-Bcl-2/Bcl-X,. Beclinal se describié originariamente por su

interaccion con Bcl-2. La interaccidén entre Beclina1 y Bcl-2 o Bcl-X. es un mecanismo
de regulacion de autofagia, que trataremos mas adelante en el apartado 2.2.4.

e) Beclina1-ICP34.5. ICP34.5 es una proteina tipo-l del virus herpes simple

(HSV), capaz de interaccionar con Beclinal e inhibir su funcién autofagica.
Recientemente se ha observado que al utilizar un HSV-1 que contiene un mutante de
ICP34.5 incapaz de unirse a Beclinal, se producia un fallo en la inhibicion de la
autofagia en neuronas, lo que disminuia la capacidad de producir encefalitis en
ratones. Por tanto, las proteinas virales utilizan a Beclina1 para inhibir la autofagia y
conferir patogenicidad (Orvedahl, Alexander et al. 2007).

3) Sistemas de conjugacién por ubiquitina. Durante el proceso de formacion

de los autofagosomas, deben producirse dos sistemas de conjugacién por ubiquitina:
Atg8/LC3 y Atg12. Estas proteinas participan en reacciones inusuales utilizando
enzimas tipo E1, E2 y E3, que conjugan ubiquitina a sustratos de proteinas.

a) Atg8/LC3. Atg8/LC3 se identific6 como una proteina que co-purificaba con
las proteinas 1A y 1B asociadas a microtubulos de cerebro de ratén (Mann and
Hammarback 1994). Ademas, se vio que tenia un 28% de homologia con la proteina
Apg8/Aut7, esencial para la autofagia en levaduras (Liang, Jackson et al. 1999).
Atg8/LC3 fue la primera molécula autofagica encontrada, que se localiz6 en
estructuras autofagosomales y que es necesaria para su formacion (Kirisako, Baba et
al. 1999). Se comporta como una proteina integral de membrana aunque no posee la
region transmembrana. Atg8/LC3 forma parte de la maquinaria de autofagia en
estadios iniciales (Ichimura, Kirisako et al. 2000). Tras su sintesis, el fragmento

carboxiterminal de Atg8/LC3 es procesado por una cistein proteasa, la Atg4, dando
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lugar a la forma citosdlica LC3-I, que expone un residuo de Glicina en su extremo
carboxiterminal (Hemelaar, Lelyveld et al. 2003; Kabeya, Mizushima et al. 2004;
Tanida, Sou et al. 2004). LC3-I se activa fuertemente por Atg7, una enzima tipo E1, se
transfiere a Atg3, una enzima tipo E2, y finalmente se transforma en su forma de unién
a membrana, LC3-ll (Tanida, Mizushima et al. 1999; Tanida, Tanida-Miyake et al.
2001; Tanida, Tanida-Miyake et al. 2002). El LC3-Il se localiza en la membrana del
autofagosoma, haciendo de esta proteina un marcador de autofagia (Kabeya,
Mizushima et al. 2000; Klionsky, Cuervo et al. 2007). Se ha identificado también una
forma de LC3-Il conjugada con fosfatidiletanolamina (PE) (Kabeya, Mizushima et al.
2004), al igual que su homdélogo en levaduras (Apg8-PE) (Ichimura, Kirisako et al.
2000), que se localiza en la membrana de las vesiculas autofagicas. El Atg8/LC3-PE
se multimeriza y media la hemifusién de lisosomas, ademas de fusionarse a la
membrana permitiendo su expansion, y la completa formacion del autofagosoma
(Chernomordik and Kozlov 2005; Nakatogawa, Ichimura et al. 2007). Esta forma
conjugada puede volver a su estado normal por la accion de Atg4b (Kirisako, Ichimura
et al. 2000).

Durante la autofagia, Atg8/LC3 se localiza en las estructuras
preautofagosomales, que se asocian al fagéforo. Cuando el fagéforo madura a
autofagosoma, algunos Atg8/LC3 son atrapados dentro y, eventualmente, degradados
(Kabeya, Mizushima et al. 2000; Tanida, Minematsu-lkeguchi et al. 2005). Por tanto, y
como se ha demostrado recientemente, Atg8/LC3 controla la expansién del fagéforo
durante la formacion del autofagosoma (Xie, Nair et al. 2008). Sin embargo, su
ausencia no afecta a la funcion de otras proteinas de la maquinaria de autofagia
(Suzuki, Kubota et al. 2007).

En los ultimos anos se han descrito dos variantes de LC3: LC3A y LC3B. La

ultima es una variante de LC3 obtenida por splicing alternativo. LC3A, LC3B y LC3
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muestran diferente expresion en los distintos tejidos, sugiriendo una divergencia
funcional. Por su parte, LC3A y LC3B colocalizan con LC3 y se encuentran asociadas
a la membrana del autofagosoma. Ademas, los residuos de Glicina 120 de LC3A y
LC3B son esenciales para su corte en el extremo carboxiterminal y para su
localizacion en la membrana autofagica (Wu, Dang et al. 2006).

b) Atg12-Atg5-Atg16L. Atg12 se activa por Atg7 (Mizushima, Noda et al. 1998;

Tanida, Mizushima et al. 1999), lo que permite que se transfiera a Atg10 (Shintani,
Mizushima et al. 1999) para finalmente unirse covalentemente a Atg5. La union se
realiza entre el extremo carboxiterminal de Atg12 y un residuo de Lisina interno de
Atg5 (Mizushima, Noda et al. 1998). El conjugado se asocia con Atg16L, y el complejo
se homo-oligomeriza. Como resultado, Atg12, Atgd y Atg16L forman un complejo
proteico de 800 KDa (conocido como Complejo 16L) (Fujita, Itoh et al. 2008). Este
proceso requiere ATP (Mizushima, Noda et al. 1998). Una fraccion del complejo
multimérico se localiza en membranas aisladas, mientras que la mayoria esta difuso
en el citoplasma (Mizushima, Yamamoto et al. 2001; Mizushima, Kuma et al. 2003). El
conjugado Atg12-Atg5-Atg16L se disocia justo tras la completa formacion de la
vacuola autofagica (Mizushima, Yamamoto et al. 2001; Mizushima, Kuma et al. 2003).
A pesar de que Atg5 es esencial para la elongacién de membranas aisladas, la funcién
del complejo no esta clara. Sin embargo, recientemente, varios estudios han mostrado
que la mutacion de Atg16L es un factor de riesgo en la enfermedad de Crohn,
sugiriendo que Atg16L es una molécula clave en la prevencién de dicha enfermedad
(Hampe, Franke et al. 2007; Rioux, Xavier et al. 2007). Por otro lado, Atg16L esta a su
vez regulada por una GTPasa que reside en el Golgi, Rab33, interaccionando
especificamente con Atg16L, de forma dependiente de guanosina trifosfato, e

impidiendo la formacién del autofagosoma (Itoh, Fujita et al. 2008).
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La conjugacion Atg12-Atg5-Atg16L es necesaria para la posterior modificacion de

Atg8, facilitando directamente la formacion de Atg8-PE, actuando como una enzima

tipo E3 para producir la lipidacién de proteinas en autofagia (Hanada, Noda et al.

2007).

La Figura 22 muestra un resumen de las etapas moleculares de la autofagia, asi

como de sus inhibidores (Maiuri, Zalckvar et al. 2007).
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Figura 22. Mecanismos moleculares de la autofagia y sus inhibidores. Adaptada de (Maiuri, Zalckvar et

2.2.3. AMPK y mTOR en la regulacién de autofagia.

Una gran variedad de estimulos son capaces de inducir autofagia, lo que

sugiere que hay numerosas vias de sefalizacién que pueden participar y converger en

la maquinaria de autofagia. A continuacion hablaremos de las dos moléculas mejor

conocidas: AMPK y mTOR.
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1) mTOR. La diana en mamiferos de Rapamicina (mTOR) es una serina
treonina quinasa de 289 KDa que se expresa en todas las células eucariotas. Fue
descubierta en 1994 (Brown, Albers et al. 1994), estudiando los mecanismos de
sefalizacién de Rapamicina, un macrdlido lipofilico que se aislé en 1975 (Vezina,
Kudelski et al. 1975) y que tiene un potencial antifiUngico, inmunosupresor y
anticancerigeno. Aunque TOR esta bien conservado en especies animales y
levaduras, en levaduras y hongos existen dos genes homélogos de TOR, mientras que
en eucariotas superiores solo hay un gen (Lorberg and Hall 2004).

La quinasa mTOR es un sensor intracelular que integra senales metabdlicas
transmitidas por factores hormonales, estrés, disponibilidad de nutrientes y estado
energético de la célula, siendo capaz de regular numerosas funciones fisiologicas,
incluyendo la trasncripcion de genes, el metabolismo de proteinas, el ciclo celular y la
organizacion del citoesqueleto (Schmelzle and Hall 2000; Kahn and Myers 2006).

Respecto a su estructura, TOR contiene una region catalitica en su extremo
carboxiterminal, con elevada homologia con el dominio catalitico de la PI3K y la PI4K
(Kunz, Henriquez et al. 1993; Keith and Schreiber 1995).

En respuesta a factores de crecimiento y aminoacidos, mTOR controla la
maquinaria de traduccion de proteinas a través de la activacion de la proteina quinasa
p70° y de la inhibicién de 4E-BP1, un inhibidor del factor elF4 (Thomas and Hall
1997; Hara, Yonezawa et al. 1998). Por otro lado, controla la transcripcion de genes a
través de la activacion de STAT3 y de la inhibicion de la proteina de retinoblastoma
(pRb), regulando la accién de las Polimerasas |, Il y lll (Figura 23).

Los efectores mejor caracterizados son la proteina quinasa de la proteina
ribosomal S6 (S6K) y 4E-BP1 (también llamado PHAS-I). La quinasa S6K se fosforila
directamente por mTOR tras su estimulacién por factores de crecimiento o nutrientes,

lo que resulta en un incremento en la traduccion de transcritos de ARNm que
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contienen motivos 5’-TOP (Dufner and Thomas 1999). Estos ARNm con motivos 5'-
TOP codifican para componentes del aparato traduccional como factores de
elongacién y proteinas ribosomales (Terada, Patel et al. 1994; Bjornsti and Houghton
2004). Por tanto, se promueve un incremento en la sintesis de proteinas y en el
crecimiento de la célula. Por otro lado, 4E-BP1 es un inhibidor del factor de iniciacion
de traduccion elF4E. Una vez se hiperfosforila por mTOR, 4E-BP1 se disocia de
elF4E, lo que permite a éste unirse al motivo 5-CAP de ARNm, iniciandose la

traduccion (Gingras, Gygi et al. 1999; Lawrence and Brunn 2001).
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J
AN

STAT3 pRb  4E-BP1  p7Q%%
Pol-lI Pol-ly lll elF4E S6K
Transcripcion Traduccién

de genes de proteinas

Figura 23. Efectores de mTOR y su senalizaciéon en células animales. Adaptada de (Schneider and Tschopp
2000).

En células humanas, mTOR existe formando dos complejos multiproteicos
(Figura 24), el Complejo-l y el Complejo-Il, dependiendo de los estimulos que se
inducen en la célula. De este modo, hay una sefalizacion de mTOR sensible a

rapamicina y dependiente de nutrientes (Complejo-1) y otra insensible a rapamicina y
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dependiente de insulina (Complejo-1l). EI Complejo-I (conocido como TORC1) esta
formado por un polipéptido de 150 KDa, llamado Raptor, que se une selectivamente a
mTOR. Raptor contiene 1335 aminoacidos no cataliticos con segmentos conservados
en su extremo aminoterminal y siete dominios WD en su extremo carboxiterminal. El
polipéptido GBL o mLST8, de 36 KDa, se compone de siete dominios WD y también

forma parte de TORC1 (Kim, Sarbassov et al. 2003).

Nutrientes
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Sintesis de proteinas Reorganizaciéon
de actina

Figura 24. Complejos | y Il formados por mTOR. FKBP12: Rapamicina; mLST8: GBL. Adaptada de (Templeton and
Moorhead 2005).

Aunque se sabe que GBL es necesario para la sefalizaciéon y funcion de
mTORC1, no se conoce su papel especifico. Se ha sugerido que podria funcionar

como receptor de sefiales por encima de mTORC1 (Kim, Sarbassov et al. 2003),
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aunque otros autores han propuesto que regula sefales por debajo de mTORCA1
(Chen and Kaiser 2003). Lo que se sabe es que LST8 o GBL es necesario para la
completa actividad catalitica de mTOR (Wullschleger, Loewith et al. 2005).

El segundo complejo que forma TOR (TORC2) es insensible a rapamicina y
media el crecimiento celular (Loewith, Jacinto et al. 2002). Este complejo multimérico
esta formado por mTOR, Rictor y mLST8/GBL. Algunos autores indican que la proteina
hSIN1, que tiene homologia con AVO1 de levaduras, también se une al complejo,
aunque no hay evidencias de que exista una interaccion estable entre mTOR y hSIN1
(Loewith, Jacinto et al. 2002). Rictor, también conocida como mAVO3, es una proteina
de 200 KDa que no contiene motivos cataliticos. EI complejo-Il esta implicado en
procesos de proliferacion celular (Jacinto, Loewith et al. 2004; Sarbassov, Ali et al.
2004).

El complejo mTORC1 esta regulado por dos mecanismos, controlados por
AMPK, como veremos mas adelante, y por Akt/PKB. Al contrario que AMPK, Akt es un
activador de mTOR, y sus moléculas reguladoras también controlan autofagia. Se ha
visto que la expresion de formas constitutivamente activas o dominantes negativos de
Akt inhiben o activan, respectivamente, la autofagia espontanea en cancer de colon
(Arico, Petiot et al. 2001). En linea con estos datos, el tratamiento de células HT-29
con lipidos PI(3,4,5) y PI(3,4), que activan Akt, bloquea la autofagia espontanea
(Petiot, Ogier-Denis et al. 2000).

Cuando se inhibe mTOR por deprivacion de nutrientes, estrés o falta de
factores de crecimiento, se inhibe la biogénesis de ribosomas, ya que es un proceso
que requiere mucha energia (Mayer and Grummt 2006). Ademas, esta inhibicion de
mTOR estimula el proceso catabdlico de autofagia para obtener energia (Shintani and
Klionsky 2004; Meijer and Codogno 2006). En relacién a esta funcion, se ha visto que

la deplecion de mTOR mediante siRNAs aumenta la formacién de autofagosomas
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inducida por Rapamicina, sugiriendo que mTOR previene la autofagia (lwamaru,
Kondo et al. 2007). EI mecanismo por el que mTOR previene la autofagia alin no esta
muy bien caracterizado en mamiferos. En levaduras, se sabe que TOR hiperfosforila a
Atg13, inhibiendo su interaccion con Atg1 (Kamada, Funakoshi et al. 2000). Debido a
que no se ha encontrado un ortélogo de Atg13 en humanos, hay algunos autores que
apuntan a que el factor de elongacion eEF2, que esta regulado por mTOR, activa la
autofagia, sugiriendo que mTOR media la inhibicién de autofagia mediante el bloqueo
de este sustrato (Wu, Yang et al. 2006). Sin embargo, también se ha visto que la
autofagia inducida por litio, vimblastina o disminucion de leucina, tiene lugar en
ausencia de inhibicibn de mTOR, lo que sugiere que puede inducirse autofagia de
forma independiente de mTOR (Mordier, Deval et al. 2000; Kochl, Hu et al. 2006). En
esta linea, se ha demostrado recientemente que el disacarido Trehalosa, presente en
numerosas especies no animales, es también capaz de inducir autofagia
independientemente de mTOR (Sarkar, Davies et al. 2007). Por otro lado, se ha visto
que la activacion del gen supresor de tumores p53, inhibe la actividad de mTOR,
induciendo autofagia. Este mecanismo implica la activacion de la ruta de AMPK, que
veremos a continuacién (Feng, Zhang et al. 2005).

2) AMPK. La quinasa activada por adenina monofosfato (AMP) es un complejo
heterotrimérico que se activa por un aumento en la relacion AMP/ATP. AMPK fue
descubierta como una proteina soluble que, en presencia de ATP, producia la
activaciéon de enzimas reguladoras de la sintesis de acidos grasos y colesterol (Beg,
Allmann et al. 1973; Carlson and Kim 1973). Se purificé en 1994, revelandose que
contenia tres subunidades (Davies, Hawley et al. 1994). Actualmente se sabe que el
complejo heterotrimérico se compone de una subunidad catalitica a y de dos
subunidades reguladoras B y y (Figura 25). Cada subunidad esta codificada por

multiples genes (a1, a2; B1, B2; y1, y2, y3), dando lugar al menos a 12 combinaciones
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heterotriméricas por splicing. Las dos isoformas de la subunidad a contienen un
dominio quinasa en su extremo aminoterminal, cuya fosforilacién en la treonina 172 es
necesaria para su actividad (Hawley, Davison et al. 1996), mientras que el dominio de
unién a las isoformas B y y para formar el complejo, se encuentra en la region
carboxiterminal (Iseli, Walter et al. 2005). La subunidad B contiene dos regiones
conservadas, localizadas en las regiones central y carboxiterminal (Jiang and Carlson
1997). El dominio carboxiterminal es necesario para formar un complejo afy funcional,
mientras que la region central es un dominio de unién a glicégeno (Hudson, Pan et al.
2003; Polekhina, Gupta et al. 2003). La subunidad y esta formada por regiones
variables en su extremo aminoterminal, seguidas de cuatro repeticiones en tandem de
una secuencia de 60 aminoacidos, llamada motivo CBS, y que sirven para unir

moléculas de AMP (Scott, Hawley et al. 2004).

Subunidada N QUINASA Unién B-v C
Subunidad N GBD Uniéna-v |C
-
Unién a glicégeno
Subunidady N CcBs1 || cBs2 CcBS3 || cBs4 | C
— -

Unién a AMP/ATP

Figura 25. Dominios estructurales de las subunidades a, B, y de AMPK.

La activacion del complejo de AMPK por AMP tiene lugar a través de tres
mecanismos independientes (Hardie, Salt et al. 1999): 1) activacién alostérica de la
enzima fosforilada; 2) promocion de la fosforilacion de la treonina 172 por una quinasa;

y 3) inhibiciéon de la defosforilacion de la treonina 172 por fosfatasas. Este triple
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mecanismo sugiere que el sistema es muy sensible y que un minimo cambio en la
concentraciéon de AMP puede producir una gran sefalizacion.

Entre las funciones de AMPK, la principal es la de sensar el estatus energético
de la célula, funcion que esta conservada en células eucariotas. Asi, puede activar
mecanismos de sefializacidn como el aporte de glucosa, la glicdlisis, la oxidacién de
acidos grasos y la biogénesis de la mitocondria, asi como inhibir otras rutas como la
sintesis de acidos grasos y colesterol, la gluconeogénesis, la sintesis de glicogeno o la
sintesis de proteinas (Hardie, Hawley et al. 2006). En los ultimos anos, y tras
demostrarse que AMPK podia inhibir a mTOR y bloquear la sintesis de proteinas
(Meijer and Dubbelhuis 2004), se ha concluido que AMPK no sélo es una proteina
reguladora de mTOR, como rapamicina, sino que es necesaria para la autofagia en
mamiferos (Meley, Bauvy et al. 2006) asi como en levaduras (Wang, Wilson et al.
2001). Sin embargo, la activaciéon de AMPK por un activador directo, AICAR, en
hepatocitos inhibe la autofagia (Samari and Seglen 1998), sugiriendo que la inhibicion
de la autofagia por AICAR no esta relacionada con su capacidad para activar AMPK.
Ademas, se ha visto que AICAR activa PKB/Akt, un potente activador de mTORC1, de
forma independiente de AMPK (Jhun, Jin et al. 2004). Por otro lado, el uso de un
inhibidor de AMPK, el Compuesto-C, es capaz de inhibir autofagia, lo que apoya la
idea de que AMPK es necesario para inducir autofagia (Meley, Bauvy et al. 2006).

Bajo condiciones de deprivacién de nutrientes y falta de energia, donde el ratio
AMP/ATP esta elevado, AMPK se activa y fosforila a los genes supresores de tumores
TSC1 y TSC2, que tienen actividad GTPasa. Ambas proteinas forman un complejo
intracelular que inhibe la actividad de mTOR a través de la inhibicién de una proteina
G de unién a GTP homodloga a Ras, Rheb (Jozwiak, Jozwiak et al. 2005; Sarbassov,
Ali et al. 2005; Corradetti and Guan 2006). Esta es capaz de activar a mTOR,

regulando la autofagia (Figura 26).
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Figura 26. Senalizacién entre AMPK y mTOR para inducir autofagia.

El ortélogo de AMPK en levaduras, Snf1, ha sido identificado como un inductor
de autofagia (Wang, Wilson et al. 2001). Ademas, evidencias genéticas en Drosophila
indican que la ruta TSC1/TSC2-Rheb juega un papel en la sefalizacion a autofagia
(Scott, Schuldiner et al. 2004). A pesar de que no se ha demostrado que TSC1/TSC2 o
Rheb jueguen un papel directo en la autofagia en mamiferos, AMPK es esencial para

inducir autofagia a través de la inhibiciéon de mTOR.

2.2.3.1. Laregulacién de AMPK: CaMKKp, LKB1 y TAK1.

AMPK puede estar, a su vez, regulada por tres quinasas conocidas, en funcion
del estimulo. Como muestra la Figura 27, en condiciones de aumento del ratio
AMP/ATP en la célula, AMPK se activa a través de la quinasa LKB1. Por otro lado,
cuando se produce un incremento en la concentracion de calcio intracelular, se activa

la quinasa CaMKKJ, que es capaz de activar a AMPK. Recientemente se ha descrito
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otra quinasa que puede activar a AMPK cuando es estimulada por citoquinas (IL-1p,

TNFa, TGF-B): TAK1. A continuacion hablaremos de estas quinasas.

fAMP/ATP f[Ca”]i Citoquinas

Figura 27. Esquema de las quinasas de activacién de AMPK y sus diferentes estimulos.

1) LKB1. La serina treonina quinasa LKB1 es la quinasa mejor caracterizada
de AMPK. Su funcion mas importante es ser un punto de control de la energia de la
célula, regulando asi el metabolismo (Shaw, Kosmatka et al. 2004). También se ha
estudiado como molécula de sefializacién en la polaridad celular (Brenman 2007;
Mirouse, Swick et al. 2007; Williams and Brenman 2008). Un estudio reciente identifica
otras funciones metabdlicas como mediador de diabetes tipo-Il (Williams and Brenman
2008). Ademas, LKB1 ha sido identificada en humanos como una proteina supresora
de tumores ya que mutaciones en el gen de LKB1 causan el Sindrome de Peutz-
Jeghers, caracterizado por un incremento en el riesgo de adenocarcinoma de pulmon,
carcinoma cervical y cancer de mama (Marignani 2005; Katajisto, Vallenius et al.
2007). LKB1 es un heterotrimero que requiere de otras dos proteinas (STRAD y
MO25) para su actividad catalitica (Hawley, Boudeau et al. 2003; Kahn, Alquier et al.
2005). Esta quinasa es capaz de fosforilar la treonina 172 de AMPK, dando lugar a su
activacion (en respuesta a cambios en el ratio AMP/ATP en la célula), y a la posterior
inhibicion de mTOR (Hawley, Boudeau et al. 2003; Baas, Smit et al. 2004; Shaw,

Bardeesy et al. 2004). Ademas de su implicacién en el metabolismo energético, tiene
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la capacidad de regular multiples procesos celulares como la parada del ciclo celular,
la sefializacion mediada por Wnt, la remodelacion de la cromatina o la sefializacion por
TGF- 3 (Baas, Smit et al. 2004; Marignani 2005). También se sabe que LKB1 es capaz
de proteger a las células de la apoptosis en respuesta a agentes que aumentan los
niveles de AMP intracelulares, actuando como un punto de control de la célula en el
metabolismo energético (Shaw, Kosmatka et al. 2004). Sin embargo, su implicacién en
la regulacién de autofagia no se ha demostrado experimentalmente. Recientemente se
ha demostrado que la ruta LKB1-AMPK regula la fosforilacién de la proteina p27,
controlando el hecho de que la célula decida ir hacia autofagia o apoptosis (Liang,
Shao et al. 2007).

2) CaMKKB. La calcio/calmodulina quinasa quinasa 8 se ha identificado como
una quinasa de AMPK en los ultimos afios (Hawley, Pan et al. 2005; Woods, Dickerson
et al. 2005). Se sabe que induce activacién de AMPK y autofagia cuando aumenta la
concentracion intracelular de calcio (Hoyer-Hansen, Bastholm et al. 2007), induciendo
una inhibicién del complejo mTORC1. Hay que destacar que la activacion del receptor
de células T activa a AMPK e induce autofagia de forma dependiente de la CaMKK},
regulando la homeostasis (Tamas, Hawley et al. 2006).

3) TAK1. TAK1 se identific6 como miembro de la familia MAPKKK, funcionando
como mediador de la senalizacion de los miembros de la familia de TGF-$ a través de
p38 y JNK (Yamaguchi, Shirakabe et al. 1995). También estd implicado en la
sefalizacion mediada por la proteina morfogenética del hueso (BMP) (Shibuya, lwata
et al. 1998), asi como en respuestas inflamatorias y del sistema inmune innato (Sato,
Sanjo et al. 2005).

TAK1 se activa mediante la asociacion con proteinas adaptadoras de unién a
TAK1 (TAB), implicadas en la fosforilacion de TAK1. Asi pues, TAK1 forma un primer

complejo con TAB1 y TAB2 y otro complejo con TAB1 y TAB3. Ambos complejos se
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activan en respuesta a TNF o IL-1, y son necesarios para que la subunidad catalitica
de TAK1 se fosforile en residuos serina-treonina para activarse (Cheung, Nebreda et
al. 2004; Singhirunnusorn, Suzuki et al. 2005).

La quinasa de TGF-B regula numerosos procesos fisioldgicos a través de
mediadores intracelulares. Para ello, puede activarse mediante diversos estimulos. Por
ejemplo, TAK1 se activa cataliticamente por TGF-B, jugando un papel en la activacion
de p38 (Hanafusa, Ninomiya-Tsuji et al. 1999), en la apoptosis inducida por TGF-f3
(Edlund, Bu et al. 2003) o incluso en el desarrollo vascular (Jadrich, O'Connor et al.
2006). Sin embargo, se sabe poco sobre como TAK1 media la sefializacion por TGF-B.
Algunos estudios muestran que TAK1 interacciona con la proteina inhibidora de la
sefalizacion por TGF-B, SnoN, induciendo su degradacion (Kajino, Omori et al. 2007).
Recientemente se ha visto que TAK1 esta involucrada en procesos de angiogénesis
de tumores y metastasis, inducidas por TGF-B. Este proceso esta mediado por un
mecanismo que implica la activacidon de NFkB, lo que lleva a la activacion de la
metaloproteinasa 9 (MMP9) (Safina, Ren et al. 2008). Otro estimulo que puede inducir
la activacion de TAK1 es TNFa. Se ha demostrado que TNFa también es capaz de
inducir un aumento en la produccion de MMP9 en células de musculo esquelético, a
través de la activacion de TAK1 (Srivastava, Qin et al. 2007). También se ha visto que
la sefalizacion que lleva a la activacion de NFkB por TNFa esta mediada por TAK1, de
forma que TNFa forma un complejo con su receptor TNFR1 (como hemos visto
anteriormente), reclutando a RIP1, entre otras proteinas. RIP1 es necesario para que
TAK1 se reclute al complejo, se active e induzca la activacion de NFkB a través de la
activacion de IKK (Blonska, Shambharkar et al. 2005; Jackson-Bernitsas, Ichikawa et
al. 2007). IL-1 es otra citoquina capaz de activar a TAK1 y mediar la activacion de
NFkB y JNK. Este mecanismo de sefalizacion implica la formacion de un primer

complejo (Complejo-l), formado por IL-1, IL-1R, IRAK (una quinasa de asociaciéon al
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receptor de IL-1) y TRAF6 como molécula adaptadora. Este complejo recluta a TAK1-
TAB1-TAB2, que se encuentran preasociados en la membrana antes de la llegada del
estimulo, formandose un segundo complejo (Complejo-1l), en el que TAK1-TAB2 se
fosforilan en la membrana, disociandose IRAK de TRAF6-TAK1-TAB1-TAB2
(Complejo-Ill). Este ultimo complejo se trasloca al citosol, donde TAK1 se activa
mediante la interaccidon con factores citosélicos, dando lugar a la activacion de NFkB y
JNK (Ninomiya-Tsuiji, Kishimoto et al. 1999; Jiang, Ninomiya-Tsuji et al. 2002;
Bertelsen and Sanfridson 2007). En relacién con el sistema inmune, se sabe que en
células B, TAK1 es necesario para la activacion de MAPK pero no de NFkB. Sin
embargo, en timocitos, TAK1 media la activacion tanto de NFkB como de MAPKs
inducida por el receptor de células T (TCR) (Sato, Sanjo et al. 2006). Por otro lado, se
ha mostrado recientemente que, en células tumorales de cervix uterino y en células de
adenocarcinoma de pulmoén, el ligando de muerte TRAIL induce la fosforilacion de
TAK1, asi como de sus proteinas activadoras TAB1 y TAB2, mediando la activacion de
NFkB y MAPKs. Ademas, la inhibicion de TAK1 mediante siRNAs, induce un aumento
en la apoptosis inducida por TRAIL a través de la activacion de las caspasas. Estos
datos sugieren que TAK1 tiene un importante papel en la regulacion de la apoptosis
mediada por TRAIL (Choo, Kawasaki et al. 2006).

Como hemos visto, TAK1 puede activar diversas rutas de sefalizacion como
NFkB y MAPKs (Shim, Xiao et al. 2005; Adhikari, Xu et al. 2007). Sin embargo, poco
se sabe sobre la relacion de TAK1 y AMPK. Inicialmente, se demostré que TAK1 era
capaz de activar a Snf1, el homélogo de AMPK en levaduras, mediante la fosforilacion
de la treonina 210 de Snf1. Ademas, se vio que TAK1 también tenia la capacidad de
fosforilar in vitro a la treonina 172 de la subunidad catalitica de AMPK (Momcilovic,
Hong et al. 2006). Posteriormente se ha sugerido que TAK1 activa a AMPK a través de

otra de sus quinasas, LKB1, tras la estimulacién con AICAR, Metformina, Oligomicina
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o isquemia (Xie, Zhang et al. 2006). Por tanto, como muestra la Figura 28, TAK1 es
una reciente quinasa de AMPK en mamiferos que puede activarse por numerosos

ligandos y mediar diversas rutas de sefializacion.
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Figura 28. Esquema de sefializacion de TAK1 asi como sus activadores.

2.2.4. Regulacion de la autofagia: Bcl-2 y Atg5

La funcion de supervivencia de la autofagia se ha demostrado en diversos
contextos, incluyendo la deprivacion de nutrientes y factores de crecimiento, el estrés
del reticulo endoplasmico, las infecciones microbacterianas y enfermedades
caracterizadas por acumulacién de agregados proteicos (Levine and Yuan 2005; Lum,
DeBerardinis et al. 2005; Maiuri, Zalckvar et al. 2007; Yorimitsu and Klionsky 2007).
Aunque esta funcion parece ser adaptativa, hay algunos mecanismos capaces de
bloquear la senalizacion de autofagia para promover muerte celular (Levine and
Kroemer 2008). Entre las moléculas mas importantes reguladoras de autofagia, nos
encontramos Bcl-2 y Atg5.

1) Bcl-2. Como hemos visto anteriormente, Beclina1 tiene la capacidad de unir

Bcl-2 o Bcl-X, pero no Bax, a través de su dominio BH3, siendo ésta una interaccion
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inhibitoria. La interaccion de ambas proteinas esta regulada por condiciones que, a su
vez, regulan autofagia. Asi pues, bajo condiciones ricas en nutrientes, cuando la
autofagia esta inhibida, Beclina1 y Bcl-2 interaccionan fuertemente. Sin embargo, la
falta de nutrientes, cuando los niveles de autofagia son elevados, hace que la
interaccion entre Beclina1 y Bcl-2 sea débil y se disocien (Figura 29). Esto sugiere que
Bcl-2 actua como molécula reguladora de autofagia, bloqueando o permitiendo su

sefalizacién segun las condiciones externas.
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Figura 29. Interacciones de Beclina1 y su regulacién por Bcl-2/Bcl-XL. Adaptada de (Levine, Sinha et al.
2008).

Esta interaccion Beclina1-Bcl-2 a su vez esta regulada por dos mecanismos. El
primero se basa en el modelo de que otras proteinas con dominio BH3 puedan
desplazar competitivamente a la proteina que esté unida al dominio BH3 de Beclina1,
produciendo una disrupcion entre Beclinal y Bcl-2/Bcl-X,, lo cual liberaria a Beclina1
de su inhibicién por Bcl-2/Bcl-X. (Oltersdorf, Elmore et al. 2005). El segundo
mecanismo se ha descrito recientemente y relaciona la deprivacién de nutrientes con

la disociacion de Beclina1 de su interaccion con Bcl-2 mediante la fosforilacion de este
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ultimo. Este proceso esta mediado por JNK1, y permite que Bcl-2 se disocie de
Beclina1, dejandola libre para inducir autofagia (Wei, Pattingre et al. 2008). Ademas,
sé6lo el Bcl-2 localizado en el reticulo endoplasmico, y no el de la mitocondria, es capaz
de inhibir la autofagia (Pattingre, Tassa et al. 2005).

2) Atg5. Ya vimos que Atgb esta implicado en la formacion del autofagosoma.
Sin embargo, no sélo regula la autofagia mediante su conjugacion con Atg12, como
hemos descrito, sino que ademas aumenta la susceptibilidad a estimulos apoptéticos,
de tal manera que cuando Atg5 es cortado por proteolisis mediada por las Calpainas 1
y 2, se libera un Atg5 truncado de 24 KDa (que comprende los aminoacidos 1-193).
Este Atg5 truncado se trasloca del citosol a la mitocondria, donde se asocia con Bcl-
XL, bloqueando su funcion proapoptética y permitiendo la liberacion de citocromo-c
(Figura 30). Por tanto, Atg5 también es un regulador de la sefializacién entre autofagia

y apoptosis (Yousefi, Perozzo et al. 2006).

J_ T Calpaina
APOPTOSIS ' APOPTOSIS

AUTOFAGIA

Figura 30. Regulacion de apoptosis y autofagia por Atg5. Adaptada de (Luo and Rubinsztein 2007).
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2.3. Relacion entre apoptosis vy autofagia.

Como hemos visto, autofagia y apoptosis estan relacionadas molecularmente.
En los ultimos afios se han realizado numerosos estudios en los que se relacionan, de
una forma u otra, ambos procesos.

Hace unos anos se describié que la inhibicién de la autofagia inducida por
deprivacién de nutrientes daba lugar a una sensibilizacién de las células a la muerte
celular programada tipo | (apoptosis). En un primer lugar, la autofagia jugaba un papel
citoprotector en condiciones de falta de nutrientes. Pero cuando se bloqueaba tanto
genética como farmacolégicamente la autofagia, las células se morian por apoptosis,
dando lugar aun primer apunte sobre la relacion entre apoptosis y autofagia (Boya,
Gonzalez-Polo et al. 2005). Poco después, el mismo grupo describié que en
condiciones de deprivacién de nutrientes, se producia en primer lugar la formacién de
autofagosomas y la acumulacién de vacuolas autofagicas, y posteriormente la muerte
celular por apoptosis. Para ello, bloqueaban la fusion del autofagosoma con el
lisosoma mediante siRNA de LAMP2, una glicoproteina de membrana que juega un
papel en el mantenimiento y adhesién del lisosoma. Se observé una acumulacién de
vacuolas autofagicas que precedia a la muerte con caracteristicas de apoptosis. Sin
embargo, mientras que la inhibicién de las caspasas retardaba la muerte celular sin
tener efecto alguno sobre el potencial de membrana mitocondrial, la sobreexpresion de
la proteina antiapoptética mitocondrial Bcl-2 era capaz de bloquear totalmente la
apoptosis, sugiriendo una posible relacion entre ambos procesos a nivel de la
mitocondria (Gonzalez-Polo, Boya et al. 2005).

Aproximadamente en la misma época se observé que Atg5 mediaba la muerte
celular autofagica mediante su interaccion con el dominio de muerte de FADD tras el

estimulo con IFN-y en células tumorales de cervix HelLa. En este caso, la inhibicion de
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las caspasas era capaz de bloquear la muerte celular pero no la formacion de
vacuolas, lo que sugeria que Atg5 podia estar participando tanto en autofagia como en
apoptosis (Pyo, Jang et al. 2005). Por otro lado, se ha descrito que el ligando TGF-f3
es capaz de inducir tanto apoptosis como autofagia en células epiteliales mamarias
bovinas, donde la apoptosis se acompana por un aumento de la intensidad de la
autofagia como mecanismo citoprotector en la involucién de la glandula mamaria.
Ademas, en células de cancer de mama humanas MCF7, tras el estimulo con
camptotecina, la primera respuesta que se produce es apoptosis (como mecanismo de
muerte) y autofagia (como mecanismo de supervivencia), donde la autofagia tiene
lugar en las células resistentes a la apoptosis. Asi, es dificil establecer el umbral entre
autofagia como mecanismo citoprotector (reversible) o como muerte celular
programada (irreversible), aunque probablemente dependa del alcance de la
degradacion de componentes celulares (Motyl, Gajkowska et al. 2006).

A partir de aqui, numerosos estudios relacionan la inhibicién de la autofagia
con la sensibilizacion a la muerte celular por apoptosis mediante diversos
mecanismos. Por ejemplo, se ha descrito que la inhibicion de autofagia mediante
siRNA de Atg5 aumenta la capacidad de responder a tamoxifeno a través de la
activacion de p53, induciendo muerte celular (Amaravadi, Yu et al. 2007); o que la
inhibicion de la autofagia inducida por irradiacion aumenta la citotoxicidad de la
radioterapia en células tumorales resistentes a la misma (Apel, Herr et al. 2008); o que
la inhibicién de la autofagia puede inducir efectos proapoptéticos (en respuesta a Fas'y
TNF-a) o antiapoptoticos (en respuesta a Menadiona, a vitamina K3, y a radiacion
ultravioleta) en la misma célula (fibroblastos embrionarios de ratén), dependiendo del
estimulo (Wang, Singh et al. 2008).

También puede darse la situacidon opuesta, donde la inhibicion de la apoptosis

favorece la autofagia. En este sentido, recientemente se ha publicado que la inhibicién
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de proteinas propaoptéticas (Bax y Bak) induce una disminucion de la sefalizacion de
Akt/mTOR y un aumento de proteinas proautofagicas tras la irradiacion, sensibilizando
a las células tumorales a la terapia (Kim, Mutter et al. 2006). Ademas, otro grupo ha
demostrado que la inhibicién de la apoptosis mediante la deplecion de Bid es capaz de
inducir un aumento en la expresion de Beclina1 y, por tanto, de autofagia en células
MCF7 expuestas a camptotecina (Lamparska-Przybysz, Gajkowska et al. 2005).

Por tanto, ya que la autofagia puede bloquear la apoptosis y viceversa, y que
ambos procesos pueden inducir muerte, debe haber conexiones por encima de la
maquinaria de apoptosis y de autofagia que puedan estar regulando ambos procesos.
Por ejemplo, p53 es un potente inductor de apoptosis que puede inducir autofagia a
través de DRAM (Crighton, Wilkinson et al. 2006), o Akt/PI3K es un inhibidor de
apoptosis que también inhibe la autofagia (Arico, Petiot et al. 2001). No obstante, son

necesarios mas estudios para entender la relacion entre ambos mecanismos.

2.4. TRAIL y autofaqgia

A pesar de que en los ultimos afios se han realizado algunos estudios sobre la
relacion entre el ligando de muerte TRAIL y autofagia, poco se sabe acerca de esta
cuestién. En 2004 se publicé el primer estudio que implicaba a TRAIL en la formacion
de autofagosomas (demostrado por microscopia electronica) durante el proceso de
morfogénesis para la formacién del lumen en células epiteliales de mama MCF10A
(Mills, Reginato et al. 2004). Un afio mas tarde, se demostré que TRAIL inducia un
nuevo mecanismo de muerte que activaba apoptosis y autofagia a través del dominio
de muerte de FADD, y que se inactivaba selectivamente en estadios tempranos del
desarrollo del tumor epitelial (Thorburn, Moore et al. 2005). Mas adelante se realiz6

otro estudio utilizando un fragmento de cadena simple de la regién variable del
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anticuerpo humanizado que reconoce especificamente a TRAIL-R2 (HW1) y que se
une a él sin competir con TRAIL, y se observo que tras su union al receptor era capaz
de inducir muerte por autofagia en células tumorales tanto sensibles como resistentes
a TRAIL. Ademas, la autofagia inducida por HW1 a través de TRAIL-R2, inducia el
reclutamiento de TRADD y TRAF2, pero no de FADD, Caspasa-8 o RIP1, dando lugar
a la activaciéon de JNK. Por tanto, por primera vez se identifica una nueva sefializacion
mediada por el receptor 2 de TRAIL que induce muerte por autofagia, siendo una
posible estrategia para eliminar células tumorales, incluso las resistentes a TRAIL, por
muerte celular no apoptética (Park, Lee et al. 2007). Finalmente, en los ultimos meses
se ha visto que parece haber una relacién entre la apoptosis y la autofagia mediadas
por TRAIL. De esta forma, defectos en la apoptosis que llevan a la muerte inducida por
TRAIL, desvian la sefializacidon hacia una autofagia citoprotectora. Por otro lado, la
inhibicion de la autofagia mediada por TRAIL inicia una respuesta mitocondrial
dependiente de caspasa-8 que da lugar a la muerte por apoptosis (Han, Hou et al.
2008).

Todos estos datos indican que TRAIL es capaz de inducir autofagia y que este
mecanismo podria ser estudiado como un mecanismo de resistencia a la muerte

inducida por TRAIL.

2.5. Papel fisiolégico de la autofagia.

2.5.1. Autofagia como mecanismo de muerte y de supervivencia.
Paraddjicamente, la autofagia esta implicada tanto en muerte celular como en
supervivencia. El papel critico de la autofagia en el mantenimiento de la viabilidad
celular bajo condiciones deficientes en nutrientes externos esta bastante bien

documentada en levaduras. Asi pues, mutantes con defectos en autofagia son viables
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bajo condiciones de crecimiento normales, mientras que los no mutantes mueren
rapidamente tras la deprivacion de nutrientes (Tsukada and Ohsumi 1993; Ohsumi
2001; Levine and Klionsky 2004). Del mismo modo, cuando células de mamifero estan
en condiciones de falta de nutrientes (Boya, Gonzalez-Polo et al. 2005), oxigeno
(Degenhardt, Mathew et al. 2006) o factores de crecimiento (Lum, Bauer et al. 2005),
la autofagia actua como un proceso de supervivencia. Ademas, embriones deficientes
en Beclinal muestran una disminucion en la autofagia y un aumento en la muerte
celular, sugiriendo que la autofagia es un mecanismo citoprotector también in vivo
(Yue, Jin et al. 2003). EI mecanismo por el cual la autofagia promueve supervivencia
no esta limitado a su papel en el mantenimiento de la homeostasis celular durante la
deprivacién de nutrientes (Ravikumar, Berger et al. 2006), sino que también esta
implicada en la eliminacion de organelas dafiadas. Por ejemplo, la eliminacion de
patdbgenos y agregados de proteinas podria promover supervivencia durante
enfermedades infecciosas y procesos neurodegenerativos (Kirkegaard, Taylor et al.
2004; Liang, Feng et al. 2006).

Sin embargo, la autofagia también esta implicada en procesos de muerte
celular programada, llamada muerte celular autofagica, que se basa en estudios
morfolégicos que detectan vacuolas autofagicas en células en proceso de muerte
(Kroemer, El-Deiry et al. 2005). Aunque se debate si la autofagia contribuye
directamente a la muerte celular o es un mecanismo fallido de preservar la viabilidad
celular. La mayoria de los estudios que apoyan que la autofagia es un proceso de
ejecucion celular, se han realizado mediante criterios morfoldgicos y utilizando un
inhibidor de la PI3K clase-lI (3-Metiladenina) que bloquea la formacién de los
autofagosomas, para inhibir la muerte celular (Seglen and Gordon 1982; Blommaart,
Krause et al. 1997). La 3-Metiladenina es un inhibidor que se utiliza en

concentraciones milimolares y podria bloquear otras quinasas y, por tanto, influir en el

96



proceso de supervivencia celular. Otros estudios que apuntan mas directamente a la
participacion de la autofagia en muerte celular, se han realizado utilizando siRNAs de
proteinas Atg, detectando una disminuciéon en la muerte o un incremento en la
supervivencia. Asi pues, la autofagia puede contribuir a la muerte celular en modelos
experimentales a pesar de que no hay evidencias in vivo de que la deplecién de genes
requeridos para la autofagia disminuya la muerte celular durante el desarrollo en
células de mamifero. En este sentido, células madre embrionarias de ratones
deficientes en beclina1l no muestran diferencias en respuesta a la muerte celular
inducida por deprivacion de nutrientes o radiacién ultravioleta (Yue, Jin et al. 2003). A
pesar de que la autofagia inducida por falta de nutrientes se inhibe en estas células, el
analisis mediante microscopia electronica muestra que se forman autofagosomas.
Estos datos sugieren que la maquinaria de autofagia es flexible y que otras proteinas
pueden compensar la pérdida de Beclina1, lo que explicaria la falta de efecto en la
viabilidad celular in vivo.

Lo que determina si el resultado de la induccién de autofagia es supervivencia
0 muerte aun no se sabe, pero no parece depender exclusivamente del tipo celular ni
del estimulo. Se podria especular que fuera el nivel de autofagia lo que condicione el
resultado. Asi, una induccion masiva de autofagia daria lugar a la destruccién de la
célula por, literalmente, “comerse a si misma”, finalizando con la muerte. Otra
posibilidad podria ser una diferencia en los mecanismos de sefializaciéon que estan por
encima de la maquinaria de autofagia. Por ejemplo, se sabe que en fibroblastos de
ratébn hay una degradacién selectiva de catalasas tras la induccion de muerte celular
autofagica por el inhibidor de caspasas (z-VAD-fmk) pero no tras la autofagia inducida
por deprivacion de nutrientes. La eliminacion especifica de estas catalasas permite la
acumulacion de especies reactivas de oxigeno, la oxidacion de lipidos de membrana,

la pérdida de integridad de membrana y la muerte celular (Yu, Wan et al. 2006).
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2.5.2. Autofagia en la supresion y progresion de tumores.

En ratones heterocigotos para Beclinal hay mas frecuencia de aparicion de
tumores, lo que sugiere que Beclinal es una proteina supresora de tumores (Yue, Jin
et al. 2003). Por otro lado, la autofagia es un proceso degradativo de la célula que
facilita la supervivencia, lo que lleva a pensar que pueda ser un mecanismo que
promueva la formacion de tumores. A partir de estos dos resultados aparentemente
contradictorios, se ha sugerido que la autofagia funciona tanto en la supresion de
tumores como en facilitar su progresion.

La funcién supresora de tumores de la autofagia se lleva a cabo de diferentes
formas. En primer lugar, la muerte celular autofagica puede eliminar células tumorales
durante el proceso de desarrollo de un tumor. Asi, numerosos agentes antitumorales
como tamoxifeno, radiacién y compuestos de arsénico, inducen muerte celular
autofagica en células de cancer (Bursch, Ellinger et al. 1996; Paglin, Hollister et al.
2001; Kanzawa, Kondo et al. 2003; Paglin, Lee et al. 2005). En segundo lugar, la
autofagia puede disminuir la tasa de mutacion eliminando organelas dafiadas, como la
mitocondria, que puede generar radicales libres y dar lugar a una mayor inestabilidad
gendmica (Degenhardt, Mathew et al. 2006). Se podria pensar que la inestabilidad
genomica y el aumento de las mutaciones resultan de la acumulacién de especies
reactivas de oxigeno debido a defectos en el sistema de control de organelas en
células deficientes en autofagia. En tercer lugar, la autofagia disminuye la proliferacion
celular en células tumorales de mama MCF7 que sobreexpresan Beclina1, que crecen
mas despacio que las células parenterales (Liang, Jackson et al. 1999), y en ratones
heterocigotos en Beclina1, que tienen mayor nimero de células proliferando en los
ductos mamarios comparados con ratones silvestres (Qu, Yu et al. 2003; Marx 2006).

Por otro lado, la autofagia puede promover tumorogénesis permitiendo que las

células tumorales que se encuentran en un tumor en crecimiento, sobrevivan incluso
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en ausencia de nutrientes. Esto se ve favorecido por la importancia de la autofagia en
la proteccion de células tumorales frente el estrés nutricional inducido por falta de
factores de crecimiento o de nutrientes in vitro (Boya, Gonzalez-Polo et al. 2005; Lum,
Bauer et al. 2005).Recientemente se ha visto in vivo que la autofagia también se
produce en regiones insuficientemente vascularizadas de tumores es estadios
tempranos y que, cuando se reestablece el suministro de sangre, disminuyen los
niveles de autofagia (Degenhardt, Mathew et al. 2006). Esto sugiere que la autofagia
puede fomentar el desarrollo de tumores. Ademas, la induccién de autofagia en
pacientes de cancer puede aumentar la quimioresistencia, como se demuestra en
estudios con lineas celulares donde la autofagia inducida por rapamicina protege
frente a la apoptosis (Ravikumar, Berger et al. 2006).

La induccién de autofagia puede ser especifica de tumores o dependiente del
estadio del desarrollo del tumor. Asi, estudios en cancer de préstata inducido por
carcindgenos en ratas muestran que la capacidad de autofagia primero aumenta
durante las fases de premalignidad y posteriormente disminuye durante la fase de
adenoma y carcinoma pancreatico (Rez, Toth et al. 1999; Toth, Nagy et al. 2002).
Recientemente se ha utilizado un modelo in vivo que demuestra que la autofagia tiene
un papel dual en el desarrollo de tumores, ya que el estrés metabdlico induce muerte
celular apoptética mientras que cuando ésta se bloquea (como es frecuente en los
tumores), la autofagia permite la supervivencia (Degenhardt, Mathew et al. 2006). Asi,
si se previene la autofagia, se produciria una induccién masiva de muerte celular por
necrosis. Sin embargo, una pequefia poblacién de células sobreviven, incluso en
ausencia de autofagia, lo que aumenta en la progresion de tumores, probablemente
debido a la creacion de microambientes que favorecen la oncogénesis (Degenhardt,

Mathew et al. 2006).
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Muchos de los genes supresores de tumores (p53, PTEN, DAPK) y algunos
oncogenes inductores de tumores (Bcl-2, PI3K clase-I, mTOR y Akt), estimulan o
inhiben autofagia, respectivamente (Gozuacik and Kimchi 2004), ademas de su
funcién como reguladores de tumores. Esto aporta evidencias en la disminucion de la
capacidad de inducir autofagia al menos en estadios tardios del desarrollo del tumor.
De acuerdo con esto, la autofagia esta disminuida tras el desarrollo de un cancer de
higado inducido por carcindgenos en ratas (Schwarze and Seglen 1985; Kisen,
Tessitore et al. 1993). Ademas, Beclinal, DRAM y UVRAG constituyen un nuevo
grupo de genes supresores de tumores con la uUnica funcién conocida de regular
autofagia (Figura 31) (Liang, Jackson et al. 1999; Qu, Yu et al. 2003; Yue, Jin et al.

2003; Crighton, Wilkinson et al. 2006; Liang, Feng et al. 2006).

m ‘ <— PIBAP < - PI(4)P

PI(3,4,5)P P Pi(4,5)
J_ PTEN

I ————— > [ T1sc }-TSCZ |

v

PI3K-lII Beclina1 I—.

UVRAG p150

!

AUTOFAGIA

Figura 31. Numerosos genes que inducen cancer también regulan autofagia. Los genes supresores de tumores
(verde) inducen autofagia. Por el contrario, los protoncogenes (rosa) inhiben autofagia. La funcién reguladora de
tumores de TSC1/TSC2 y Rheb esta bastante documentada, sin embargo, no se ha demostrado que estas proteinas

regulen directamente autofagia en células de mamifero (lineas punteadas)
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Introduccion

3. ONCOGENICIDAD

2.6. Introduccion

La transformacion de células normales en células tumorales implica cambios en
la expresion de algunos genes. Hace anos se describié que un oncogén es insuficiente
para transformar una célula normal en tumoral (Land, Parada et al. 1983; Ruley 1983),
siendo necesaria la cooperacion entre dos mutaciones oncogénicas. Sin embargo,
afios mas tarde se ha visto que la alteracion de la expresién de algunos genes es
suficiente para inducir malignidad (McMurray, Sampson et al. 2008). Ademas, en
muchos casos, la normalizacién en la expresién de alguno de estos genes es
suficiente para disminuir el crecimiento tumoral. La Teoria de la Cooperacién de genes
se basa en la union de fuerzas para promover formaciéon de tumores. Por ejemplo, la
cooperacion entre Ras y p53 da lugar a la activacion de genes que inducen
tumorogénesis, aunque por separado, también pueden contribuir al cancer pero de

forma mas limitada (Figura 32).

. . Genes
Posibles mutaciones afectados

oncogénicas Figura 32. Cooperacion de genes. Las
' mutaciones oncogénicas en el factor de
transcripcion p53 y la proteina GTPasa Ras
tienen algunos efectos en la promocién del

cancer individualmente. Pero cooperan

Contribucion
limitada al
cancer

para transformar las células normales en
tumorales. La mutacién de p53 afecta a la
expresion de un grupo de genes (A),

&

Ras

mientras que la mutaciéon de Ras modifica

la expresiéon de otro grupo de genes (B).
Célula normal
Cuando ambos estan mutados en la misma
célula, regulan sinergisticamente una serie
de genes, concidos como genes de
respuesta a la cooperacion (CRGs), que

son mediadores cruciales en la formacién

de tumores. Adaptada de (Luo and Elledge
20NK)

p53 + Ras Tumorogénesis
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Una cuestion principal en la formacion de tumores es determinar los genes que
contribuyen a este proceso. Los oncogenes Ras y Src, por ejemplo, estan
sobreexpresados en un alto porcentaje en tumores de pancreas (90%), colon (50%) y
pulmdn (30%), en el caso de Ras, y en menor medida en el caso de Src. Otro oncogén
que se encuentra alterado en el 20% de carcinomas de mama es ErbB2.

Por otro lado, hay que decir que, como se ha comentado anteriormente, la
expresion de oncogenes tiende, por un lado, a bloquear mecanismos de sefalizacion
que llevan a supervivencia de la célula tumoral (autofagia), que impedirian la
generacién de mutaciones y de inestabilidad gendmica y la consiguiente progresion
del tumor. Ademas, la expresion de oncogenes pueden inhibir mecanismos de muerte

(apoptosis).

2.7. Eloncogén Src

Se descubrié en 1979 por Bishop y Varmus, que observaron en células de pollo
un gen estructuralmente similar al gen del virus del sarcoma de Rous, v-Src, y lo
denominaron c-Src (Bishop, Baker et al. 1978; Oppermann, Levinson et al. 1979). Src
fue el primer oncogén que se descubrié capaz de inducir la transformacion de células
normales en tumorales (Wang and Goldberg 1976). El oncogén Src es una familia de
proto-oncogenes tirosin quinasa que posee un importante papel en el desarrollo
embrionario y el crecimiento celular. La proteina codificada por el gen es una proteina
tirosin quinasa citoplasmica formada por tres dominios: un dominio SH3 en el extremo
amino- terminal, un dominio SH2 central y un dominio tirosin quinasa en el extremo
carboxi- terminal. Los dominios SH2 y SH3 cooperan en la inhibicion del dominio
tirosin quinasa, regulando la funcién de Src (Varmus, Hirai et al. 1989). Ademas, c-Src
tiene una importante funcion en invasividad y metastasis (Alper and Bowden 2005). Se

sabe que hay una relacién entre los niveles de c-Src y el desarrollo de tumores. En
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este sentido, la expresion y la actividad de Src estdan aumentados en lineas celulares
de melanoma y en tumores in vivo. Asi, Src puede activar STAT3, STAT5 y otras
dianas en células de melanoma, donde Src y STAT3 se expresan en sus formas
activas, aunque los niveles de expresion son variables (Homsi, Cubitt et al. 2007).
Estudios recientes han mostrado que Src regula la adhesién celular, la
invasividad y la motilidad en células tumorales. Ademas, la actividad y expresion de
Src estan aumentadas en lineas de melanoma y en tumores in vivo (Homsi, Cubitt et

al. 2007).

2.8. El oncogén Ras

Este oncogén se asocié al cancer entre 1980-1990 (Chang, Furth et al. 1982;
Der, Krontiris et al. 1982; Sefton, Trowbridge et al. 1982; Shimizu, Goldfarb et al. 1983;
Barbacid 1987). Originariamente se identifico como un oncogén del virus de sarcoma
en ratones. Ras es una proteina de unién a GTP asociada a membrana, que regula
proliferacion y supervivencia en respuesta a estimulos extracelulares como EGFR o
TCR. Cuando Ras se une a GTP, se activa y estimula numerosas dianas por
interacciones directas. Ademas, Ras tiene actividad GTPasa, de forma que puede ser
activada por proteinas que activan GTPasas (GAPs). La activacion de Ras esta
mediada por efectores de intercambio de nucleétidos de guanina (GEFs), que
catalizan el paso de Ras-GDP a Ras-GTP. Esta union a GTP induce la activacion de
Ras, mediada por un cambio conformacional (Vetter and Wittinghofer 2001). El estado
de activacion de Ras se limita por la actividad GTPasa intrinseca de la proteina.

Los genes Ras codificados por el virus del sarcoma de rata, v-H-ras y v-K-ras
se encuentran entre los primeros oncogenes reconocidos (Harvey 1964). Estos genes

virales son formas mutantes de protoncogenes celulares. Las mutaciones mas
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comunes son las que hacen que la GTPasa sea insensible a la accién de GAPs y asi
Ras se mantenga unido a GTP, es decir, activo.

El genoma humano codifica tres genes de Ras que dan lugar a cuatro
productos génicos: N-Ras, H-Ras, K-Ras4A, K-Ras4B. A pesar de que el 90% de
canceres de pancreas tienen mutado K-Ras, soélo el 10% de tumores de vejiga
contienen mutaciones de Ras, y son en el gen H-Ras.

Ras media mecanismos efectores de sefializacién que incluyen: la cascada
Raf-MEK-ERK, la via PI3K/Akt-mTOR y la ruta Ral-GTPasa (Figura 33).

1) La via de senalizacion Ras-Raf-MAPK regula diversos procesos fisiolégicos,
transmitiendo sefales de receptores de membrana a distintas dianas intracelulares
(nucleares y citoplasmicas), coordinando asi gran variedad de respuestas de la célula.
La funciéon de esta familia de quinasas implica el desarrollo de organulos, la regulaciéon
del ciclo celular, proliferacion y diferenciacién celular, supervivencia, apoptosis, etc. La
sobreexpresion o activacién de los componentes de esta ruta es un indicador comun
en enfermedades proliferativas como el cancer, y contribuye a la iniciacion,
proliferacion y metastasis del tumor (Leicht, Balan et al. 2007). Tras la activacion de
Ras, éste se une a la serina treonina quinasa Raf y la activa. Raf fosforila y activa a
MAPKs, que a su vez fosforilan y activan a ERK1 y ERK2. Las quinasas ERK
activadas se traslocan al nucleo, donde pueden fosforilar y activar diversas dianas
(Mor and Philips 2006). Ademas de estos mecanismos, Ras activa rutas de
sefalizacion independientes de Raf que también contribuyen a la transformacion
celular iniciada por la activacion de Ras (Shields, Pruitt et al. 2000).

2) Por otro lado, PI3K es un mediador importante de la funcion de Ras, siendo
un efector en la transformacién por Ras en algunos tipos celulares. PI3K cataliza la
formacion de fosfoinositoles, que activan a la proteina quinasa B (PKB)/Akt (Downward

1998).
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Figura 33. Senalizacion de Ras. El receptor
tirosin quinasa (RTK) activa a Ras a través de
la proteina adaptadora GRB2 y de factores de

intercambio de nucledtidos (GEFs) como

SOS, que inducen la unién de Ras a GTP,

GTP GTP L . .
activandolo. Ras vuelve a su estado inactivo,
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. N
@ @R/ Fosfolipasa-C; RSK: Proteina ribosomal S6K.

Adaptada de (Shaw and Cantley 2006).

3) El tercer mecanismo efector de Ras es Ral. La actividad de Ral contribuye a
la transformacion oncogénica de fibroblastos de raton NIH3T3 (Urano, Emkey et al.
1996) y de fibroblastos humanos, astrocitos y células epiteliales (Hamad, Elconin et al.
2002).

Por tanto, la importancia de los efectores de Ras en la induccion de
transformacion tumoral puede variar segun los tipos celulares. Las frecuentes
mutaciones de Raf en canceres, sugieren que esta via de sefializacion es clave en la
oncogénesis (Davies, Bignell et al. 2002). No obstante, falta por esclarecer por qué
distintos tipos celulares utilizan diversos mecanismos efectores de Ras para llevar a
cabo la transformacion.

Por otro lado, se ha visto que existe una relacién entre Ras y autofagia y
apoptosis. Por ejemplo, se ha descrito que Ras inhibe la degradacién de proteinas de
vida media larga, indicando una disminucién de la autofagia funcional, mediada por
deprivacién de nutrientes, de forma dependiente de la ruta PI3K/Akt en células NIH3T3
(Furuta, Hidaka et al. 2004). Ademas, tras el estimulo con Oridonina, un diterpenoide

que se utiliza en el tratamiento de leucemia, se induce apoptosis y se inhibe autofagia.
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Sin embargo, el cotratamiento con inhibidores de Ras, pero no de Raf ni ERK,
favorece la autofagia en células de carcinoma epidermoide A431 (Li, Cui et al. 2007).
En células de carcinoma de cervix HelLa, este mismo compuesto, Oridonina, induce
autofagia, cuyos niveles aumentan al inhibir Ras. Pero la autofagia se inhibe cuando
se bloquea la sefalizacion de p38 o de JNK, indicando que mientras que Ras inhibe la
autofagia, p38 y JNK la activan (Cui, Tashiro et al. 2007). En relacién a ERK, se ha
visto recientemente que es capaz de controlar autofagia induciendo la acumulaciéon de
autolisosomas defectivos (Corcelle, Nebout et al. 2006) y que media la senalizacion
hacia supervivencia e inhibe apoptosis mediante la inhibicién del gen supresor de
tumores Tuberina, que a su vez, inhibe mTOR (Freilinger, Rosner et al. 2008). Por otro
lado, AMPK activa la tuberina mediante la fosforilacién en los residuos Ser1345 y
Thr1227, induciendo apoptosis (Inoki, Zhu et al. 2003).

Todos estos datos sugieren que la transformacion oncogénica puede estar
jugando un papel en la regulacién de la apoptosis y la autofagia en células tumorales,

aunque el mecanismo molecular de esta regulacion esta por determinar.
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IV. OBJETIVOS






La autofagia es un mecanismo celular conservado evolutivamente en el que las
células secuestran el contenido citoplasmatico en vesiculas de doble membrana, que
sera degradado por los lisosomas, tras su fusion con éstos, para asi obtener
precursores para la sintesis de proteinas y producir nutrientes para mantener la
homeostasis celular. Numerosos estimulos pueden inducir autofagia (falta de
nutrientes o estimulos que inducen estrés), y contribuir a la supervivencia celular: No
obstante, en determinadas condiciones estos estimulos pueden acabar induciendo
muerte celular.

Se habia descrito que TRAIL inducia autofagia durante el proceso de
morfogénesis en células epiteliales de mama MCF10A (Mills, Reginato et al. 2004).
Con estos antecedentes, quisimos saber los mecanismos por los que TRAIL
sefalizaba hacia autofagia en células epiteliales de mama, asi como su implicacién en
autofagia en células tumorales o transformadas de mama. Asi pues, los objetivos de

este trabajo fueron:

1. Estudiar el mecanismo por el cual TRAIL induce autofagia en células epiteliales
normales de mama MCF10A.
1.1.  Implicacion de proteinas de autofagia Beclinal y Atg7.
1.2. Papel de AMPK y mTOR en la autofagia inducida por TRAIL.

1.3. Requerimientos del DISC de TRAIL para la autofagia.

2. Estudiar la regulacion de la autofagia en células tumorales de mama MCF7 o
células MCF10A transformadas con los oncogenes Ras o Src. Caracterizar las
diferencias entre células normales y transformadas en su respuesta autofagica

a TRAIL
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3. Analizar la posible relaciéon entre la apoptosis y la autofagia inducidas por

TRAIL en células tumorales y normales de mama.
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V. MATERIALES Y METODOS






1. MATERIALES

1.1. CULTIVOS CELULARES

1.1.1. MCF10A.

Las células MCF10A son células epiteliales derivadas de tejido mamario
humano normal (Pauley, Soule et al. 1993). Las células MCF10A-EcoR expresan un
receptor ecotrépico (EcoR) y fueron suministradas por la Dra. Joan Brugge y el Dr.
David Lynch (Harvard Medical School, Boston, MA, USA) (Debnath, Muthuswamy et
al. 2003). Se cultivaron en medio DMEM F12 (1:1) suplementado con 5 % de suero de
caballo inactivado (HS), 10 ug/ml de insulina, 20 ng/ml de factor de crecimiento
epidermal (EGF), 100 ng/ml de toxina colérica, 500 ng/ml de hidrocortisona y
antibiéticos. Las células MCF10A-GFP-LC3, MCF10A-Ras, MCF10A-Src y MCF10A-
Ras-Mutantes se crearon mediante infecciones retrovirales como se especifica en el
apartado 2.13.1.

1.1.2. MCF7.

La linea celular tumoral MCF7, derivada de wuna efusion pleural de
adenocarcinoma mamario humano (Soule, Vazguez et al. 1973), se cultivd en medio
RPMI 1640 suplementado con 10 % de suero bovino fetal (FBS), 2 mM de L-glutamina
y antibiéticos. Las células MCF7-GFP-LC3 fueron creadas en el laboratorio de la Dra.
Marja Jaattela (Institute of Cancer Biology, Copenhague, Dinamarca) por transfeccién
transitoria y seleccion con antibiético.

1.1.3. RPE1.

La linea celular humana de epitelio pigmentado de retina humana hTERT-
RPE1, que expresa establemente la transcriptasa reversa de la telomerasa humana
(hTERT) (Shakib and Zinn 1973), fue cedida amablemente por la Dra. Rosa M? Rios

(CABIMER, Sevilla, Espaia) y se cultivé en medio DMEM F12 suplementado con 10 %
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de suero bovino fetal, 2 mM de L-glutamina y antibiéticos. Las células RPE1-GFP-LC3
se crearon mediante transfeccidon como se especifica en el apartado 2.11.2.

1.1.4. MEFs.

Los fibroblastos epiteliales de raton (MEFs) inmortalizados de ratones “knock-
in” que expresan un mutante inactivo de TAK1 al haber perdido el dominio de unién
para ATP, asi como los MEFs silvestres, fueron suministrados por el Dr. S. Akira
(Osaka University, Osaka, Japoén) (Sato, Sanjo et al. 2006) y cultivados en DMEM
suplementado con 10 % de suero bovino fetal, 0’1 mM (1X) de aminoacidos no
esenciales y antibiéticos.

1.1.5. HEK293.

Las células HEK (Human Embryonic Kidney) 293, son una linea primaria de
células embrionarias de rindbn humano, transformadas con ADN de adenovirus humano
tipo 5 (AD5) (Graham, Smiley et al. 1977). Las células Phoenix Eco (PNX Eco) son
derivadas de las 293 y expresan el antigeno T de SV40 (SV40 large T antigen)
(DuBridge, Tang et al. 1987). Son empaquetadoras de retrovirus ecotropicos, y fueron
cedidas por Christian Holmberg (Universidad de Copenhague, Copenhague,
Dinamarca) y cultivadas en medio DMEM suplementado con 10 % de suero bovino

fetal, 0’1 mM (1X) de aminoacidos no esenciales y antibiéticos.

Todas las células fueron mantenidas en un incubador humidificado a 37°C, 5 %

de CO, y 95 % de aire.

1.2. REACTIVOS

1.2.1. Medios de Cultivo.

Los medios RPMI 1640, DMEM, DMEM F12 (1:1) y el medio de deprivacién de

aminoacidos HBSS, asi como el EGF, |la Hidrocortisona, la Insulina, la Toxina Colérica,
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los Aminoacidos no esenciales, el Suero Bovino Fetal (FBS), la L-glutamina y los
antibioticos (Penicilina/Streptomicina) se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA). El Suero de Caballo (HS) se obtuvo de Gibco (Invitrogen, Eugene, Oregon,
USA).

1.2.1. Ligandos de muerte.

El TRAIL recombinante con cola de histidinas asi como el TRAIL biotinilado
recombinante (TRAIL-bio) fueron producidos en nuestro laboratorio como se describid
previamente (Harper, Farrow et al. 2001; MacFarlane, Harper et al. 2002). EI TNFa
humano fue suministrado por Anthony Cerami (Kenneth Warren Laboratories,
Tarrytown, NY, USA). El TGFB se obtuvo de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

1.2.2. Drogas e Inhibidores.

La Rapamicina, la 3-Metiladenina (3-MA), el AICAR, la lonomicina, la
Cicloheximida (CHX), los inhibidores de proteasas: Pepstatina-A y E64d, el inhibidor
de TGFB: SB431542 y los inhibidores de PI3K: Wortmanina y LY294002 se obtuvieron
de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). El inhibidor general de caspasas benzyloxy-
carbonyl-Val-Ala-Asp-(OMe) fluoromethyl ketone (z-VAD-fmk) fue proporcionado por
Bachem, AG (Bachem, Bubendorf, Suiza). El inhibidor de la JNK: SP600125 vy el
inhibidor de MEK: PD98059 se obtuvieron de Calbiochem Novabiochem GmbH (Band
Soden, Alemania). El inhibidor de MEK: U0126 fue proporcionado por Promega
(Madison, WI, USA). El inhibidor de RabGGT: BMS1 fue proporcionado amablemente

por Bristol Myers y no es comercial.

1.3. ANTICUERPOS

1.3.1. Los anticuerpos primarios utilizados para el analisis de

proteinas incluyen:
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1.3.1.1. Anticuerpos monoclonales de raton:
Beclina-1 (clon 20), Ras, FADD, XIAP y RIP1 (BD Transduction Laboratories;
New Jersey, USA), GAPDH (Biogénesis; Poole, UK), P-p70°®¢ (Cell Signaling
Technology; Inc, Danvers, MA, USA), Tubulina (Sigma-Aldrich; St. Louise, MO, USA),
FLIP NF6 (Alexis; San Diego, CA, USA), PARP (Pharmingen; San Diego, CA, USA),
LC3 (NanoTools, Teningen, Alemania), LKB1 (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) y
Bcl-2 (DAKO, Glostrup, Dinamarca).
1.3.1.2. Anticuerpos policlonales de conejo:
p705% (# 9202), AMPK (#2603), p-AMPK (#2535), p-ACC (#3661), p-TAK1
(#4508), TAK-1 (#4505), p-JNK (#9251), Caspasa-3 (#9661) y Caspasa-9 (#9501)
(Cell Signaling Technology; Inc, Danvers, MA, USA), c-Src (ab7950) (Abcam; UK), Bid
(regalo del Dr. Wang), Atg7 (ProSci Incorporated, Poway, CA, USA) y Caspasa-8
(cedido por el Dr. Gerald Cohen, Universidad de Leicester, UK).
1.3.1.3. Anticuerpos de cabra:

TRAIL-R2 (Alexis Corp., San Diego, CA, USA).

1.3.2. Los anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa HRP

eran de DAKO (Glostrup, Dinamarca).

1.3.3. El reactivo_quimioluminiscente ECL era de Millipore (Billerica,

MA, USA).

1.3.4. Los anticuerpos frente a los receptores de TRAIL utilizados

para citometria de flujo (TRAIL-R1 (HS101), TRAIL-R2 (HS201), TRAIL-R3 (HS301),

TRAIL-R4 (HS401)) y el anticuerpo antagonista de TRAIL-R2 utilizado para bloquear el
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efecto mediado por dicho receptor (TRAIL-R2 (HS201 Preservative free)) se

obtuvieron de Alexis Corp. (San Diego, CA, USA).

1.4. RNAs DE INTERFERENCIA

Los RNAs de interferencia utilizados corresponden a las secuencias de cDNA
humano para las siguientes proteinas:
Beclina-1 (5"-CAGTTTGGCACAATCAATALt-3"), LKB1 (5'-
CUGGUGGAUGUGUUAUACALt-3'), RIP1 (5'-CCACUAGUCUGACGGAUAALt-3") y un
control siRNA (5'-CGACCGAGACAAGCGCAAGtt-3") se obtuvieron de Dharmacon
Research (Colorado, USA); CaMKKB (5-GGAUCUGAUCAAAGGCAUCHt-3") y TAK-
1#1 (5'-GGAGAUCGAGGUGGAAGAGtt-3") se obtuvieron de Ambion (California,
USA); AMPKa#1 (5'-UGCCUACCAUCUCAUAAUALt-3"), AMPKa#2 (5°-
CCUCAAGCUUUUCAGGCAULt-3), TAK-1#2 (5- UGGCUUAUCUUACACUGGALt-3"),
Caspasa-8 (5-GGAGCUGCUCUUCCGAAUULt-3"), FLIP (reconoce a las dos
isoformas, FLIP. y FLIPs) (5-GGGACCUUCUGGAUAUUUULtt-3"), FADD (5'-
GAAGACCUGUGUGCAGCAULt-3") y un control siRNA (5'-
CUUUGGGUGAUCUACGUUALt-3°) se obtuvieron de Sigma-Proligo (Woodlands, TX,
USA). Atg7#1 (5-CAGUGGAUCUAAAUCUCAAACUGAULtt-3') vy Atg7#2 (5-

AAGGAGUCACAGCUCUUCCUULt-3’) se obtuvieron de Invitrogen.

1.5. CEBADORES PARA RT-PCR

Los cebadores utilizados para la amplificacion de mMRNAs por RT-PCR fueron:

CaMKKB: 5-AGACCAGGCCCGTTTCTACT-3' (sentido) y 5'-
GAAGATCTTGCGGGTCTCAG-3' (antisentido) y Actina: 5'-
TGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATCTA-3’ (sentido) Y 5-

CATGAAGCATTTGCGGTGGACGATGGAGGG-3’ (antisentido).
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1.6. SOLUCIONES COMUNES

PBS 5X (pH 7'8) TBS 10X (pH 7’6)

170 mM NaCl (Sigma) 24’2 grTris Base (Roche)

3 mM KCI (Merk) 80 gr NaCl (Sigma)
10 mM Na,HPO, (Sigma) Hasta 1 litro de agua

1mM KH,PO, (Sigma)
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2. METODOLOGIA

2.1. CUANTIFICACION DE LA VIABILIDAD CELULAR (SYTOX)

La viabilidad celular se determind por el método de SYTOX Green (Invitrogen
Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA), mediante el cual se tifien los acidos
nucleicos cuando las células estan permeabilizadas. Se recogieron las células con
tripsina y se incubaron con 500 pl de una solucion de SYTOX 1:10.000 en PBS
durante 10 minutos. Tras lavar las células, se resuspendieron en PBS y se midieron en
el citometro en FL1. La citometria fue realizada en un citdmetro FACScan, utilizando el
programa Cell Quest Pro (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) para analizar

los datos.

2.2. CUANTIFICACION DE APOPTOSIS

La apoptosis se cuantificd por citometria de flujo mediante la detecciéon de
células hipodiploides. Para ello, se sembraron 3x10° células por pocillo vy, tras el
tratamiento correspondiente, se recogieron con Tripsina. Se fijaron y permeabilizaron
con 900 pl de una solucion de etanol frio al 70%, agitando en el vortex y dejandolas 5
minutos en hielo. Después de lavar, se afiadieron 250 ul de PBS y 250 pl de Solucién
de Extraccién de ADN (02 M NaHPOQO,, 0’1 M Acido Citrico en PBS; pH 7'8) y se
incubaron durante 10 minutos a 37°C. A continuacion, y tras lavarlas, las células se
resuspendieron en 250 ul de Solucion PI/RNasa (100 ug/ml RNasa, 40 pg/ml Yoduro
de Propidio en PBS) y se incubaron durante 30 minutos a 37°C en oscuridad. Las
células apoptoéticas se detectaron y cuantificaron en la poblacién del ciclo celular con
menor contenido en ADN que las células del pico de G1. La citometria de flujo fue
realizada en un citémetro FACScan, utilizando el programa Cell Quest Pro (Becton

Dickinson, Mountain View, CA, USA) para el analisis de los datos.
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2.3. LIBERACION DE LDH

El ensayo de liberacién de Lactato Deshidrogenasa se llevé a cabo como se
describié anteriormente (Foghsgaard, Wissing et al. 2001). Esencialmente, los
ensayos se realizaron en medio completo RPMI. La citotoxicidad se muestra como
porcentaje entre la LDH liberada al sobrenadante y la LDH total. La densidad 6ptica se
midié en un lector de microplacas Versamax (Molecular Devices Ltd., Wokingham,

United Kingdom).

2.4. ANALISIS DE RECEPTORES DE TRAIL EN LA SUPERFICIE

CELULAR

Para detectar la expresion de receptores de TRAIL en la superficie de las
células MCF10A y MCF10A-Ras no tratadas (2x10° células de cada tipo), se
despegaron las células con un raspador en PBS. Una vez lavadas con PBS, se
resuspendieron en 100 uyl de PBS. Posteriormente, se incubaron con el anticuerpo
primario correspondiente (5 ug/ml) a 4°C durante 30 minutos. Después de lavar con
PBS para eliminar el exceso de anticuerpo primario, se incubaron con un anticuerpo
secundario anti-inmunoglobulinas de ratéon conjugado con isotiocinato de fluoresceina
(DAKO, Dinamarca) en una dilucion 1:20 durante 30 minutos a 4°C en oscuridad. Las
células se volvieron a lavar con PBS y se resuspendieron en 200 pl de PBS. La
deteccién de los receptores de muerte se realizd con un citdmetro de flujo analizando
la poblacién positiva para FL1, que es la longitud de onda a la que emite la

fluoresceina.

2.5. AISLAMIENTO DEL DISC DE TRAIL

La precipitacion del DISC fue realizada utilizando TRAIL biotinilado

recombinante (TRAIL-bio), creado en nuestro laboratorio. Las células (20x10°
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células/tratamiento) fueron incubadas con o sin 3-MA durante 6 horas. Tras esta
incubacién, las células fueron tratadas con 1 ug/ml de TRAIL-bio durante 15 o 30
minutos. La formacion del DISC se obtuvo eliminando el TRAIL-bio no pegado a las
células mediante 3 lavados con PBS frio. Posteriormente, las células se lisaron en 3 ml
de Tampon de Lisis del DISC (30 mM Tris-HCI pH 7’5, 150 mM NaCl, 10% glicerol, 1%
Triton X-100, 0'1% Deoxicolato con Complete protease inhibitors (Roche)) durante 30
minutos en hielo, seguido de una centrifugaciéon de 30 minutos a 13.000g a 4°C. Se
recogieron los sobrenadantes, guardando una alicuota de 50 uyl como control interno
(INPUT). Se midi6é la concentracién de proteina y se anadié TRAIL-bio a los lisados
controles. El DISC de TRAIL fue entonces precipitado con 30 pl de bolitas de agarosa-
streptavidina (Sigma, St.Louise, MO, USA), incubando toda la noche a 4°C en un rotor
circular. Los precipitados se lavaron 6 veces con 500 yl de tampén de lisis, y el DISC
fue eluido con 30 pl de Sample Buffer 1X. Las muestras fueron hervidas 5 minutos a
95°C, se centrifugaron y se recogio el sobrenadante. El analisis proteico del DISC se

realizé mediante Western Blot.

2.6. INMUNODETECCION DE PROTEINAS POR Western BLOT

Para detectar niveles de expresion de proteinas, tras tratar a las células se
despegaron con tripsina y se lavaron con PBS. Se resuspendieron en 30 ul de tampén
de carga Sample Buffer 1X (50 mM Tris-HCI pH 6’8, 6M Urea, 6% 2-Mercaptoetanol,
3% SDS, 0'003% Azul de bromofenol). Posteriormente se sonicaron las muestras.
Para detectar proteinas fosforiladas, se aspir6 el medio de la placa, se lavaron las
células con 1 ml de PBS frio y a las células de la placa se le afadieron 30 ul de Buffer
de Lisis (250 mM Tris-HCI pH 7’5, 5 mM EDTA, 5 mM EGTA, 5% Triton X-100, 50 mM
Na-B-glicerofosfato, 250 mM NaF, 5 mM Ortovanadato sddico, 25 mM NaPPi, 27 mM

Sacarosa, 1X Inhibidores de proteasas, en agua) y se recogieron con el raspador. Se
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dejaron 30 minutos en hielo y se centrifugaron a 4°C durante 10 minutos a 13000 rpm.
Se recogio el sobrenadante, al que se le anadié Sample Buffer 5X. Las proteinas se
separaron en un gel de SDS-poliacrilamida (Acrilamida (Biorad), Agua, Lower Buffer /
Upper Buffer, APS (Sigma), Temed (Sigma)) al 7'5%, 10% o 12% dependiendo del
tamano de la proteina a detectar, para lo cual, las muestras fueron previamente
hervidas durante 5 minutos a 95°C. El gel se corri6 en un buffer (Running Buffer) a 140
V durante 1 hora aproximadamente. A continuacion, el gel se transfiri6 a una
membrana de PVDF (Immobilon, Millipore), previamente humedecida con Buffer de
Transferencia, mediante la técnica de transferencia semiseca con el sistema Trans-
Blot SD (BioRad) a 50 mA por gel durante una hora. La membrana se bloque6 con una
solucion de PBS 0'1% Tween-20 (Sigma, St.Louise, MO, USA) con 5% de leche en
polvo desnatada o de TBS 0'1% Tween-20 con 5% de BSA (Sigma, St. Louise, MO,
USA) para proteinas fosforiladas durante una hora en agitacion a temperatura
ambiente. Después se lavé con PBS-Tween o TBS-Tween y se incubé con el
anticuerpo correspondiente durante una hora a temperatura ambiente o toda la noche
a 4°C en agitacion. Se volvié a lavar 3 veces con PBS-Tween o TBS-Tween durante 5
minutos y finalmente se incubd durante otra hora con el anticuerpo secundario que
correspondia, que lleva acoplado la peroxidasa del rabano picante (HRP). De nuevo
se lavo tres veces durante 5 minutos cada vez con PBS-Tween o TBS-Tween.
Finalmente, la membrana se incubd con el reactivo ECL (Millipore, Billerica, MA, USA)
durante 5 minutos y se revelé mediante quimioluminiscencia.

BUFFERS UTILIZADOS:

Lower Buffer 4X (pH 88) Upper Buffer 4X (pH 6’8)
90'85 gr Tris Base (Roche) 6’06 gr Tris Base
20 ml SDS 10% (Sigma) 4 ml SDS 10%
Hasta 500 ml de Agua Hasta 100 ml de Agua
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Running Buffer 5X (pH 8’3) B. Transferencia Semiseca 10X

15 gr Tris Base (Roche) 58 gr (48 mM) Tris Base
72 gr Glicina (Sigma) 29 gr (39 mM) Glicina
5gr SDS (Sigma) 3’7 gr (0'037 %) SDS
Hasta 1 litro de Agua Hasta 1 litro de Agua

Sample Buffer 5X

250 mM Tris-HCI pH 6'8

500 mM DTT (Sigma)

10 % SDS (Sigma)

20 % Glicerol (Panreac)
02 % Azul de Bromofenol

Hasta 10 ml de Agua

2.7. MEDIDA DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA

Con el fin de cuantificar la cantidad de proteina que se ha obtenido tras recoger
las células, se utilizaron los reactivos de BioRad (Hercules, CA, USA): Bio-Rad Dc
Protein Assay Reagent A, B y S. Para ello, se hizo una curva patron con BSA desde 1
Mg/ul hasta 8 pg/ul, sobre la cual se extrapolaron los valores obtenidos de las
muestras y se obtuvo la concentracién de proteina. En primer lugar, se afiadieron 5 pl
de muestra (o una cantidad menor, pero siempre completando hasta 5 pl con el buffer
en que estuviera diluida la muestra), a cada pocillo de una placa de 96 pocillos con el
fondo plano. En el caso del blanco, se afadieron 5 ul de buffer. A continuacién, se
afiadieron 25 pl de la Solucién A’ (formada por 1 ml de Solucién A 'y 20 ul de Solucién

S). Y se adicionaron 200 pl del Reactivo B. Se dejé incubando 15 minutos a
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temperatura ambiente y se midié la longitud de onda a 750 nm en el lector de

microplacas Varioskan Flash (Termo Electron Corporation).

2.8. FRAGMENTACION DE LA CROMATINA

Para determinar las células que sufren fragmentacion de cromatina tras un
tratamiento, se sembraron 5x10* células/pocillo en placas de 24 pocillos con lamelas
redondas (Auxilab, Navarra, Espafa). Tras el tratamiento, se lavaron los pocillos con
500 ul de PBS, se aspiraron y se anadieron 500 yl de Metanol (Panreac). Se dejaron a
—20°C durante 6 minutos. A continuacion, se lavaron de nuevo los pocillos con PBS y
se incubaron con 0’5 pug/ml de DAPI (Sigma) por pocillo durante 15 minutos a
temperatura ambiente en oscuridad. Pasado ese tiempo, se lavaron los pocillos con
PBS. Las lamelas se montaron en portas utilizando la solucion de montaje Prolong
Gold (Invitrogen Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA). Las células con la
cromatina fragmentada se observaron a través de un microscopio de fluorescencia

Leica DFC500. Las fotografias se realizaron utilizando el software LAS AF.

2.9. INMUNOCITOQUIMICA PARA DETECCION DE Ras

La deteccion de las células que expresaban Ras tras la infeccion retroviral de
los mutantes de dicho oncogén se realizé mediante tinciéon con el anticuerpo especifico
de Ras. Para ello, se sembraron 5x10* células en placas de 24 pocillos con lamelas
redondas (Auxilab, Navarra, Espana) y se fijaron durante 20 minutos a temperatura
ambiente en una solucién 3'7% Formaldehido en PBS+CaCl,+MgCl,. Los pocillos se
lavaron con PBS y se colocaron las lamelas cobre una superficie de parafiim
totalmente lisa. A continuacién, se permeabilizaron las células cubriendo cada cubre
con una solucion 0°2% Triton X-100 (Sigma) en PBS+CaCl,+MgCl, durante 10 minutos

a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, se aspird esta solucion y se afadio la
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solucion de bloqueo (10% FCS en PBS+CaCl,+MgCl,), dejandolo durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Tras eliminar esta solucion, las lamelas se incubaron con 70
gl del anticuerpo primario anti-Ras (1:200), preparado en 0°1% Tritén X-100 + 0°25%
BSA en PBS+CaCl,+MgCl,, durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacion,
se aspird el liquido y se afadieron 70 ul del anticuerpo secundario AlexaFluor 594
Donkey anti-mouse (1:200), dejandolo incubar durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Las lamelas se lavaron 3 veces de 10 minutos cada una con la solucion de
lavado (0'1% Triton X-100 + 0'25% BSA en PBS+CaCl,+MgCl,), y se montaron en
portas utilizando la solucion de montaje Prolong Gold (Invitrogen Molecular Probes,
Eugene, Oregon, USA). Antes de montar las lamelas en los portas, se sumergieron en
agua destilada y se secaron. Las muestras se analizaron en un microscopio de

fluorescencia (Leica DFC500/DFC350FX).

2.10. DETECCION DE AUTOFAGIA

2.10.1. Traslocacion de GFP-LC3 a la membrana del autofagosoma

Se sembraron 5x10* células en placas de 24 pocillos con lamelas redondas
(Auxilab, Navarra, Espana). Tras el tratamiento, se fijaron las células afiadiendo 1 ml
de Solucién de Fijacion (3'7% Formaldehido en PBS+CaCl,+MgCl;, (Gibco Invitrogen,
Eugene, Oregon, USA) a cada pocillo para que quedara a una dilucién 1:2. Tras una
incubaciéon durante 30 minutos a temperatura ambiente, se aspir6 el medio y se
lavaron las lamelas con 1 ml de PBS+CaCl,+MgCl,. Las lamelas se montaron en
portas (Menzel-Glaser, Braunschweig, Alemania) utilizando el reactivo Prolong Gold
(Invitrogen Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA). Para cuantificar las células con
un patron de fluorescencia punteado, se contaron como minimo 100 células por
muestra que expresaban traslocacién de eGFP-LC3 a las vesiculas autofagicas. Las

muestras fueron analizadas en un microscopio de fluorescencia (Leica
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DFC500/DFC350FX) o confocal (Zeiss Axiovert 100 M Confocal Laser Scanning
Microscope). El porcentaje de células con un patrén de fluorescencia punteado
representan las células en las que LC3 esta translocado a la membrana del

autofagosoma respecto al numero total de células que expresan eGFP-LC3.

2.10.2. Deteccion de autofagosomas por Microscopia Electrénica

Para analizar la formacién de autofagosomas en las células autofagicas, se
prepararon muestras para microscopia electronica. Asi pues, se sembraron 10° células
en una placa de petri de 10 cm de diametro. Tras tratarlas con TRAIL, se fijaron en
una Soluciéon 50% Karnovsky durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se
recolectaron con un raspador y se centrifugaron a 1500 g durante 5 minutos. Se lavé el
pellet una vez con 4 ml de Solucion 70 % Karnovsky y se resuspendié en 1 ml de la

misma solucién, guardando las muestras a 4°C hasta ser analizadas.

2.10.3. Degradacion de proteinas de vida media larga

La degradacion de proteinas de vida media larga se evalué marcando las
células con 0,2 mCi/ml C'*-Valine (Amersham Biosciences) en el medio de cultivo. Las
células se sembraron en placas de 24 pocillos. Al dia siguiente, se lavaron con PBS
tres veces y se incubaron con su medio de cultivo una hora antes de afadir el
tratamiento. Tras 24 horas de tratamiento, se recogié el medio de cultivo vy se
tripsinizaron las células. Las proteinas celulares se precipitaron con 10% de Acido
tricloroacético (TCA) (Sigma) a 4°C durante 10 minutos. A continuacion se centrifugé a
1000g durante 20 minutos. La radioactividad del medio de cultivo asi como la del pellet
se determinaron utilizando un contador de centelleo (Wallak, Turku, Finlandia). La tasa

de degradacion de proteinas se calculé como el nivel de radioactividad en el medio de

126



cultivo dividido por la radioactividad total, y los valores se expresaron como incremento

en tanto por ciento tras los tratamientos.

2.10.4. Deteccion de LC3-1 y LC3-1l por Western Blot

La deteccion de la forma activa en el autofagosoma de la proteina autofagica
LC3/Atg8 (LC3-I), se realiz6 mediante Western Blot. Para ello, se sembraron 3x10°
células por pocillo en placas de 6 pocillos. Tras 24 horas en el incubador, se puso el
tratamiento correspondiente para inducir autofagia. Cuatro horas antes de recoger las
células, se anadieron los inhibidores de proteinasas Pepstatina-A y E64 a una
concentracion final de 10 pg/ml. Las células se recogieron en buffer de lisis (ver
apartado 2.6.) y las proteinas se separaron en un gel de poliacrilamida al 12%,
utilizando los siguientes buffers:

Lower: 30 % Acrilamida, 1M Tris pH=88, 10% SDS, 10% APS, 0'4% TEMED.
Upper: 30 % Acrilamida, 1M Tris pH=68, 10% SDS, 10% APS, 1% TEMED.

El gel se transfiri6 a una membrana de PVDF a 50 mA por gel durante una
hora. La membrana se bloqued con una solucién de TBS 0’'1% Tween-20 (Sigma, St.
Louise, MO, USA) con 5% de BSA (Sigma, St. Louise, MO, USA) durante una hora a
temperatura ambiente. Posteriormente se incubd con el anticuerpo primario LC3
durante una hora a temperatura ambiente y con el secundario 1:10.000 otra hora a
temperatura ambiente, lavando 3 veces de 5 minutos con TBST entre ambos pasos.
Finalmente, la membrana se incubd con el reactivo ECL (Millipore, Billerica, MA, USA)

durante 5 minutos y se reveldé mediante quimioluminiscencia.
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2.11. TRANSFECCIONES TRANSITORIAS

2.11.1. Transfeccidon por Dharmafect para silenciamiento de

proteinas

Para obtener el silenciamiento de alguna proteina de la célula, se transfectaron
de forma transitoria con RNAs de interferencia (siRNAs: small interference RNA). Asi
pues, se sembraron 3x10° células por pocillo en placas de 6 pocillos en medio sin
antibiotico. Al dia siguiente, se le anadieron 2 ml de medio de transfeccion a cada
pocillo y se dejo incubar durante 24, 48 o 72 horas segun el oligo. Pasado este tiempo,
se puso el tratamiento correspondiente a las células. EI medio de transfeccion se
componia de 50 nM del oligo (excepto en los controles), Dharmafect (Dharmacon,
Colorado, USA) y Optimem (Gibco Invitrogen, Grand Island, NY, USA). La preparacion
del medio constaba de dos pasos, el primero en el que se mezclaban durante 5
minutos a temperatura ambiente el Dharmafect con el Optimem. A continuacién, se
afiadia esta mezcla a los oligos y se dejaba 20 minutos a temperatura ambiente. En
ese tiempo, se lavaban los pocillos con Optimem y se les anadia 1’6 ml a cada uno.
Tras los 20 minutos de incubacién, se repartian 400 ul de la mezcla Dharmafect / Oligo
/ Optimem al pocillo correspondiente.
La recogida de muestras se realizé segun el protocolo a seguir a continuacion: para
medir apoptosis, tal como se especifica en el punto 2.2; para analisis de proteinas, se
aspiré el medio de los pocillos y se afiadieron 500 uyl de PBS frio. Las células se
despegaron con el raspador. Se lavaron, se resuspendieron los pellets en Sample

Buffer 1X, y las muestras se corrieron en un gel de acrilamida (ver apartado 2.6.).

128



2.11.2. Transfeccidon por Lipofectamina en RPE1 para expresion de

GFEP-LC3

Para obtener la linea estable RPE1-GFP-LC3, se transfectaron las células
RPE1 con el plasmido GFP-LC3. Para ello, sembramos 3x10° células por pocillo en
placas de 6 pocillos en medio sin antibidtico. Tras 24 horas, se lavaron los pocillos con
Optimem, se anadieron 2 ml de la mezcla de transfeccion a cada pocillo y se dejo
incubar durante 72 horas. Para la transfeccion, se mezclaron por un lado 250 ul de
Optimem y 3 ug de DNA de GFP-LC3 por pocillo, y por otro 250 ul de Optimem y 3 ul
de Lipofectamina (Invitrogen, Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA) por pocillo,
dejandolo a temperatura ambiente durante 5 minutos. A continuacién, se unieron
ambas mezclas y se dejaron incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Pasado ese tiempo, se afiadieron 500 ul de la mezcla final a cada pocillo que contenia
1’5 ml de Optimem. Pasadas 72 horas desde la transfeccion, se podian ver células
verdes en el microscopio de fluorescencia. Para obtener la linea estable, se
seleccionaron las células que expresaban GFP-LC3 (verdes) con 500 upg/ml del
antibiotico de seleccion G418 (Gibco, Invitrogen, Eugene, Oregon, USA), anadido al

medio de cultivo, durante un mes.

2.11.3. Transfeccion por Fosfato Calcico en 293T para produccion de

lentivirus
Para la transfeccién se utilizd6 el método descrito por Ausbel (Ausbel, F.M. y
cols. 1994). Método basado en la obtencion de un precipitado entre el cloruro de calcio
y el DNA en una solucién salina de fosfatos. En esta situacion co-precipitan formando
unos agregados que son endocitados/fagocitados por las células. Aparentemente el

agregado con calcio protege al DNA de la degradacion por las nucleasas celulares. El
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tamano y la calidad del precipitado son criticos para el éxito del proceso, que se ve

afectado por factores tales como pequenos cambios en el pH de la solucién, etc...

a
/

L~ Calcium
/

=

Phosphate

é\\\\

Se sembraron 2x10° células 293T en placas de 90 mm en 10 ml de medio
completo, para que estuvieran a una confluencia aproximada el dia de la transfeccion
de entre un 50-80%. Al dia siguiente, unas 3 horas antes de la transfeccion, se
sustituyd el medio de cultivo por 8 ml de medio fresco. Se transfectaron las células
con 30 ug de DNA total, en una proporcion 1:2:3 (Plasmido pMD2.G de la envoltura
viral: Plasmido psPAX2 de la capside: Plasmido pVLTHM con el gen de interés) que
incluia: 4’5 ug de pMD2.G, 9 ug de psPAX2 y 13’5 ug de pVLTHM (cedidos por la Dra.
Rosa M? Rios (CABIMER, Seuvilla)).

El DNA de los tres plasmidos se mezclé suavemente y se afiadio gota a gota a
un tubo con 0’5 ml de 2XHBS. Tras agitar suavemente, se afiadieron, despacio y gota
a gota, 30 pl de CaCl, 2’5 M y se agité inmediatamente. Se dej6 incubar a temperatura
ambiente durante 20 minutos y se afiadieron 0’5 ml de la mezcla a cada placa de 90
mm, gota a gota. Una vez anadida toda la solucién, se movieron las placas muy
suavemente, y nunca en circulos, para distribuir totalmente la solucion de transfeccion.
Las placas se dejaron en un incubador a 37°C y 5% CO, durante 12 horas,
posteriormente se reemplazé el medio que contenia los cristales de fosfato calcico por

8 ml de medio fresco y se incubaron bajo las mismas condiciones durante 48 horas.
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Mapas de los plasmidos pMD2.G, psPAX2 y pLVTHM.

2XHBS

280 mM NaCl

100 mM Hepes
1.5 mM Na,HPO,
Ajustar el pH a 7.05

2.12. RT-PCR

El RNA total se aislo utilizando el kit NucleoSpin® Total RNA Isolation Kit
(Macherey-Nagel) o mediante Trizol (Invitrogen Molecular Probes). A partir de dicho
RNA, se obtuvo el cDNA, utilizando el kit TagMan® Reverse Transcription Reagents
Kit (Roche Diagnostics) y siguiendo el protocolo establecido. Se realizé una RT-PCR

de 35 ciclos y el RNAm se analiz6 en un gel de agarosa (1'5% agarosa, 50 ml TAE 1X,
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1:20.000 Bromuro de Etidio), cargando 10 ul de la reaccion de PCR a los que se
anadieron 2 pl de Loading Buffer 6X (10 mM Tris-HCI pH 7’6, 0'15% Orange G
(Sigma), 60% Glicerol, 60 mM EDTA pH 7°6). Las muestras corrieron en el gel de
agarosa al 1% a 100 V, 80 mA durante 25 minutos en un buffer TAE 1X.

TAE 50 X

242 gr Tris Base

100 ml EDTA 0’5 M pH 8

57’1 ml Acido Acético Glaciar (Panreac)

Hasta 1 litro de Agua

2.13. INFECCIONES VIRALES

2.13.1. Infeccion Retroviral: MCF10A-GFP-LC3, MCF10A-GFP-LC3-

Ras, MCF10A-GFP-LC3-Src, MCF10A-Ras-Mutantes

Para obtener la linea celular estable MCF10A-eGFP-LC3 se utilizé el inserto
Rat-LC3 dentro del vector pEGFP-C1 (Clontech), un vector de expresién de proteinas
de fusién GFP. Dicho vector se obtuvo insertando el cDNA de LC3 en los sitios Bglll y
EcoRI del pEGFP-C1. EIl plasmido eGFP-LC3 fue amablemente cedido por el Dr.
Guido Kroemer (Institut Gustave Roussy, Francia). Las células MCF10A-EcoR2, que
expresan un receptor ecotropico, fueron infectadas con los siguientes vectores
retrovirales: pBabepuro vacio (cedido por Christian Holmberg) y pBabepuro-GFP-LC3.
Los vectores retrovirales fueron producidos en células Phoenix 293T productoras de
retrovirus ecotrépicos (cedidas por Christian Holmberg). Las células 293T fueron
transfectadas utilizando el protocolo de transfeccién de fosfato calcico que se ha
descrito previamente (Pear, Nolan et al. 1993). Tras 24 horas de la transfeccion, se les

cambid el medio a las células.
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Mapa del plasmido EGFP-LC3, de 5113 pares de bases de tamano.

Al dia siguiente se realiz6 la recogida de virus 3 veces cada 6 horas, y se
sembraron células MCF10A-EcoR. A continuacién, se filtraron los virus con un filtro de
0’45 um, y se les anadieron 4 ng/ml de Polybrene (Sigma) para aumentar la eficiencia
de infeccidn. Se infectaron las células MCF10A-EcoR, afiadiendo 4 ml de virus a la
placa 3 veces cada 2 horas. Al dia siguiente, se cambio el medio a las células y, 24
horas después, se inicio la seleccion con 2 pg/ml de puromicina (Sigma) durante una
semana. Para obtener las lineas celulares estables MCF10A-eGFP-LC3-Ras y
MCF10A-eGFP-LC3-Src, se infectaron las células MCF10A-eGFP-LC3 con los
vectores pBabe-hygro-vHaRas (cedido por Nikolaj Dietrich, Universidad de
Copenhague, Dinamarca) y pBabe-hygro-cSrc"?F (cedido por Sarah Courtneidge,
Van Andel Research Institute, Grand Rapids, MI, USA), producidos en 293T, utilizando

el mismo protocolo y seleccionandolas con 75 U/ml de hygromicina (Sigma).
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Mapa del vector retroviral pBABEpuro. EI GFP-LC3 se sublconé en los sitios SnaB | y Sal | del
vector pBABEpuro (Kabeya, Mizushima et al. 2000).

Los mutantes de Ras se obtuvieron infectando las células MCF10A-GFP-LC3
con virus que contenian los vectores de los tres mutantes (35S, 37G y 40C). Debido a
que el antibiético de seleccién era puromicina, la deteccion de las células que

expresaban Ras se realizé mediante inmunocitoquimica (ver apartado 2.9).

2.13.2. Infeccién Lentiviral: MCF10A-shBeclina1, MCF10A-shTAK1,

MCF10A-scrambled
Se utilizaron lentivirus para obtener células MCF10A que expresaran
establemente RNA de interferencia de los genes implicados en autofagia Beclinal y
TAK1, asi como con una secuencia aleatoria no interfiriente (scrambled). Para ello, se

siguieron los siguientes pasos:

a) Produccion de los shRNAs.
En primer lugar, se identificaron los siRNAs eficientes en la interferencia de las
proteinas de interés. Las secuencias de los oligos de los siRNAs utilizados, de unos 20

nucleodtidos, fueron las siguientes:
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siRNA-Beclina1: 5-CAGUUUGGCACAAUCAAUA-3’

siRNA-TAK1: 5-GGAGAUCGAGGUGGAAGAG-3

siRNA-scrambled: 5-CGACCGAGACAAGCGCAAG-3’
En el caso de la Beclina se comprobé que el siRNA estaba fuera del dominio BH3-
only.

A continuacion, se disefiaron oligos para shRNAs, de unos 60 nucleétidos, cuya

composicion era apropiada para su insercién en el vector pSUPER, en los sitios Bgl-Il /
Hind-1ll. Los fragmentos a insertar en el pPSUPER fueron:

Beclina1:

5-GATCCCCCAGTTTGGCACAATCAATATTCAAGAGATATTGATTGTGCCAAACTGTTTTTA-3"

3"-GGGGTCAAACCGTGTTAGTTATAAGTTCTCTATAACTAACACGGTTTGACAAAAATTCGA-5
TAK1:

5-GATCCCCGGAGATCGAGGTGGAAGAGTTCAAGAGACTCTTCCACCTCGATCTCCTTTTTA-3”

3'-GGGCCTCTAGCTCCACCTTCTCAAGTTCTCTGAGAAGGTGGAGCTAGAGGAAAAATTCGA-5
Scrambled:

5-GATCCCCCGACCGAGACAAGCGCAAGTTCAAGAGACTTGCGCTTGTCTCGGTCGTTTTTA-3"

3-GGGGCTGGCTCTGTTCGCGTTCAAGTTCTCTGAACGCGAACAGAGCCAGAAAAAATTCGA-5’

Las secuencias sefaladas en rojo corresponden con:

1. Sitio Bgl-II.

2. Hairpin.

3. Sitio Hind-Ill.

Tras comprobar que las secuencias insertadas en el pSUPER producian la
interferencia deseada, los fragmentos se insertaron en el vector lentiviral pVLTHM,
bajo el promotor H1, en los sitios EcoR-I / Cla-I.

b) Transfeccién de células 293T por CaCl, (ver apartado 2.11.3).

Tras las 48 horas de transfeccion, se recogié el sobrenadante y se centrifugé
durante 5 minutos a 3000 rpm para eliminar los restos celulares. Posteriormente, se

purificé pasandolo por filtros de 0’45 ym que contienen una membrana de acetato de
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celulosa (Sartorius, Goettingen, Alemania). Los virus se mantuvieron a —80°C hasta su
utilizacion.

¢) Concentracién del sobrenadante viral.

Una vez filtrados los virus, se concentraron utilizando filtros Vivaspin 20
Polyethersulfone 100.000 MWCO (Sartorius group-DICSA). En primer lugar, se lavo el
filtro con 5 ml de agua destilada, centrifugandolo durante 5 minutos a 4°C a 1800 g. A
continuacion, se afadieron 20 ml de sobrenadante viral y se centrifugd entre 40 y 60
minutos a 4°C a 1800 g.

d) Titulacion viral.

Para saber la eficiencia de infeccién, se sembraron 8x10* células MCF10A en
placas de 6 pocillos. Al dia siguiente, se cambid el medio y se afiadieron cantidades
crecientes de virus. A las 48 horas de la infeccidn, se midio el porcentaje de GFP en el
citbmetro (FL1) para hacer una curva de infeccion. Con esta curva se puede saber el
volumen de virus necesario para obtener una infeccién del 80%-100% en un numero
de células conocido (Multiplicity of infection -MOI- de 1).

e) Infeccion viral.

Una vez determinado el volumen viral necesario, se sembraron 5x10° células
MCF10A en placas de 90 mm, a las que se afadieron los virus para que quedara a
una MOI de 3, es decir de tres virus por cada célula. Para aumentar la eficiencia de
infeccidn, se anadieron 8 ug/ml de Polybrene (Sigma). A las 12 horas de la infeccidn
se cambid el medio para eliminar el polybrene y se dejaron hasta las 72 horas.

f) Sorting.

Con el objetivo de obtener una poblacién de células 100% transfectadas, se hizo
un sorting de cada linea celular utilizando un citdmetro FACSAria Cell Sorter (Becton
Dickinson, Mountain View, CA, USA) y realizando el analisis mediante el software

FACSdiva (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA). Para recoger las células, se
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tripsinizaron y se lavaron con PBS antes de resuspenderlas en 1 ml de Tampén de
Sorting para células adherentes (5 mM EDTA; 25 mM HEPES pH 7 en PBS). Con el
objetivo de evitar agregados, se filtraron las células en un filtro de 70 pm,
proporcionados por la unidad de citometria. Las células se sortearon y se recogieron
en un tubo que contenia 1 ml de FBS. Posteriormente se centrifugaron y se
resuspendieron en medio completo, dejandolas crecer en el incubador hasta conseguir

una poblacién suficiente para poder trabajar.

2.14. ESTUDIOS DE MORFOGENESIS

2.14.1. Cultivos Tridimensionales de Células Epiteliales

2.14.1.1. Siembra de células en Matrigel 1

En primer lugar, se anadieron 50 uyl de Matrigel (GFR BD; Revf. 554530),
previamente descongelado, a cada pocillo de la placa (BD Transduction, Ref. 354118).
Se dejé la placa en el incubador durante 20 minutos. A continuacion, se anadieron
5.000 células por pocillo en un volumen de 400 ul de medio de Resuspension, al que
se afiadieron 5 ng/ml de EGF (Peprotech 100-15) y 2% de matrigel.

La placa se mantuvo en el incubador.
2.14.1.2. Cambio de medio de los acinos

El cambio de medio se realizdé cada 4 dias. Para ello, se elimind el medio de los
pocillos y se afadieron 400 pl de Medio 3D-Assay suplementado con 5 ng/ml de EGF
y 2% de matrigel. Este proceso se realizé6 sucesivamente hasta el momento de la

recogida de los acinos.

2.14.2. Inmunofluorescencia en 3D

El dia de recogida de los acinos, éstos se fijaron con 400 uyl de Formalin (Sigma

HT501128) al 4% durante 30 minutos a temperatura ambiente (TA) en agitacion muy
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suave. Después, se lavaron 3 veces durante 10 minutos con 400 ul PBS/Glicina 1X a
TA en agitacion suave. El primer bloqueo se llevé a cabo afiadiendo 200 ul de Buffer
IF Wash 1X + 10% Goat Serum (Sigma G9023) durante 1 hora a TA en agitacién
suave. El segundo bloqueo se realizé con 200 pl de una solucién IF Wash + 10% Goat
Serum + 1:100 F(ab)2 (Jackson Immunoresearch 115-006-006) durante unos 30-40
minutos a TA en agitacion suave. A continuacion se dejo incubando toda la noche a
4°C con el anticuerpo primario de Caspasa-3 (Cell Signaling 9661) en una solucion IF
Wash + 10% Goat Serum + 1:100 F(ab)2 + 1:100 Caspasa-3. Al dia siguiente, se
lavaron los pocillos 3 veces durante 20 minutos con 400 ul del Buffer IF Wash a TA en
agitacion suave. Seguidamente, se incubaron las muestras con el anticuerpo
secundario, afadiendo 200 ul de IF Wash + 10% Goat Serum + 1:500 Texas Red
(Jackson Immunoresearch 711-075-152) y dejando en agitacion suave durante 50-60
minutos a TA. A partir de este momento, las muestras se mantuvieron tapadas con
papel de aluminio. Se volvieron a lavar 3 veces con IF Wash durante 20 minutos y se
incubaron con 20 ng/ml de una tincién nuclear (DAPI) (Sigma D9542) durante 10
minutos a TA en agitacion suave. Se realizé un ultimo lavado de 5 minutos con IF
Wash. Se quité la carcasa con cuidado y al porta con el matrigel se le colocé un cubre
que contenia 8 gotas de Prolong Gold. Se dejo secar bien durante toda la noche a TA
y tapado con papel de aluminio. Al dia siguiente, se sellé el porta con esmalte de uhas

Yy, una vez seco, se analizaron las muestras.

2.14.3. Analisis de las muestras

Los acinos se analizaron en un microscopio confocal espectral Leica TCS-SP5,
utilizando un objetivo HCXPLAPO con un aumento de 20X y una apertura numérica de
0.7 de inmersién. El software utilizado para el andlisis y la capturacion de imagenes

era LAS AF. Se contaron un minimo de 100 acinos por muestra, analizando el
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porcentaje de acinos vacios (con 4 o menos células en su interior) asi como la

cantidad de acinos con activacién de caspasa-3.

2.14.4. Medios de cultivo y Soluciones utilizados

2.14.4.1. Medios de cultivo utilizados

3D-ASSAY |Resuspension

DMEM F12 500 ml 500 ml
Horse Serum 10 ml 100 ml
EGF (100 ug/ml) - -
Hydrocortisona (5 mg/ml) 50 pl -
Toxina Colérica (5 mg/ml) 10 pl -
Insulina (10 mg/ml) 500 pl -
Pen/Strep 5ml 5ml

2.14.4.2. Soluciones

PBS/Glicina 10X

38 gr NaCl (Sigma #S9625)
9’38 gr Na,HPO, dibasic heptahydrate (Sigma #59390)

2’07 gr NaH,PO, monobasic monohydrate (Sigma #S9638)
37’5 gr Glicina (Merk #1.04094.1000)

500 ml volumen total
pH 7’4  Filtrar

IF Wash 10X
38 gr NaCl (Sigma #S9625)
9'38 gr Na,HPQ, dibasic heptahydrate (Sigma #S9390)

2'07 gr NaH,PO,4 monobasic monohydrate (Sigma #S9638)
2’5 gr NaN3 sodium Azide (Sigma #S8032)

5 gr BSA (Sigma #A7906)

10 ml Tritén X-100 (Sigma #T8787)
2’05 ml Tween-20 (Sigma #P1379)

50 ml volumen total

pH 7’4

Filtrar
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2.15. ANALISIS ESTADISTICO

Se unieron experimentos independientes cuando se asumié un coeficiente de
varianza idéntico. La significacién estadistica se evalué mediante el analisis de T-Test
(n= numero de experimentos independientes). Un valor de p menor de 0’05 se

considero significativo.

2.16. CUANTIFICACION DE WESTERN BLOTS

La cuantificacion de la sefial del Western Blot se llevé a cabo mediante
densitometria, utilizando el software Image Quant TL (HE Healthcare) tras escanear
las peliculas en un escaner de transmisiéon (Image Scanner Il, HE Healthcare). La
expresion relativa de proteinas se normalizé utilizando la expresion de los controles de
carga (Tubulina o GAPDH). La cuantificacion se expres6 como porcentaje de los
niveles de expresion en células controles, que fueron arbitrariamente seleccionadas

como el 100%.
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VI. RESULTADOS






Parte I: TRAIL induce autofagia en células epiteliales de mama.

1. TRAIL induce autofagia funcional en células epiteliales de mama.

Se ha descrito que TRAIL induce la formacion de vacuolas autofagicas en
células epiteliales de mama y prostata, detectado mediante microscopia electrénica
(Mills, Reginato et al. 2004; Thorburn, Moore et al. 2005). Con el objetivo de estudiar
con mayor detalle el mecanismo de acumulacion de autofagosomas inducido por
TRAIL, se cred una linea celular epitelial de mama MCF10A que expresara
establemente la proteina asociada a la membrana del autofagosoma (LC3) fusionada
con la proteina fluorescente verde (GFP): eGFP-LC3. Utilizando este modelo, se
trataron las células MCF10A-GFP-LC3 con TRAIL, TNF o Rapamicina, un inductor
directo de autofagia ya que inhibe la actividad de mTOR. En la mayor parte de las
células no tratadas, GFP-LC3 se encontraba con una distribucion difusa en el
citoplasma y nucleo. Sin embargo, y como era de esperar, el tratamiento con
Rapamicina indujo un aumento en el numero de células que contenian un patron
punteado de eGFP-LC3, indicativo de la formaciéon y acumulacion de autofagosomas
en el citoplasma celular (Figura 1A). El tratamiento con TRAIL también incrementé el
numero de ceélulas con acumulacion de autofagosomas hasta un nivel comparable al
observado tras el tratamiento con Rapamicina (Figura 1A), siendo significativo desde
las 6 horas de tratamiento e incrementandose durante 72 horas, y observandose una
respuesta dependiente de la dosis en un rango de concentraciones de TRAIL de entre
10 y 500 ng/ml (Figura 1B-C, respectivamente). Por el contrario, la citoquina TNF no
produjo ningun cambio en la distribucion de GFP-LC3 (Figura 1A), lo que sugiere que
el efecto inductor de autofagia mediado por TRAIL no es una propiedad general de los
receptores de muerte. El cotratamiento con 3-Metiladenina (3-MA), un inhibidor de la
PI3K clase-lll y de autofagia, bloqueé la traslocacién de LC3 inducida por Rapamicina

y TRAIL (Figura 1A).
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Figura 1. TRAIL induce autofagia funcional en células epiteliales de mama MCF10A (I).

(A) Las células MCF10A sin tratar o tratadas con Rapamicina (5 yM; 24h), TRAIL (500 ng/ml; 24h) o TNF (10
ng/ml; 24h), y pretratdas 1h antes con 3-MA (10 mM), se analizaron por microscopia confocal (escala 20 pm) para
determinar la traslocacion de LC3. El histograma muestra el porcentaje de células con traslocacion de LC3
(punteado). Los valores representan +/- DE de tres experimentos independientes por duplicado. (B-C) Las células
tratadas con TRAIL a las dosis y tiempos indicados y con Rapamicina (5 uM; 24h) se analizaron como en (A). Los
valores representan +/- DE de tres experimentos independientes. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, NS = no

significativo, comparado con la muestra sin tratar con TRAIL (A-C).

Para confirmar que el patron punteado de expresion de LC3 correspondia a un
proceso autofagico, se llevaron a cabo experimentos utilizando ARNs de interferencia
(siRNAs) de proteinas de autofagia. Asi, la formacion de autofagosomas inducida por
TRAIL se inhibié cuando se deplecionaron las células en Beclina1/Atg6 y Atg7 (Figura
1D), indicando que la traslocacion de LC3 observada era dependiente de la
maquinaria de autofagia. Por otro lado, TRAIL también indujo un aumento de la
degradacién de proteinas de vida media larga, indicando que la formacién de
autofagosomas reflejaba un incremento en la autofagia funcional (Figura 1E).
Asimismo, TRAIL indujo acumulacion de autofagosomas y autolisosomas en el

citoplasma celular, analizado por microscopia electronica (Figura 1F), indicativo
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también de una autofagia funcional. Para corroborar que efectivamente el patrén
punteado de GFP-LC3 que se observé tras el tratamiento con TRAIL o Rapamicina era
representativo de la formacion de autofagosomas, se analizaron por Western Blot las
dos formas de LC3 (LC3-l y LC3-Il), donde LC3-Il es la proteina conjugada funcional
que se asocia a la membrana de los autofagosomas maduros. Asi pues, se observo
que tanto TRAIL como Rapamicina indujeron un aumento en la forma LC3-Il respecto

a las células sin tratar (Figura 1G).
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siRNAs diferentes) durante 48h. La expresion de las proteinas Beclinal y
Atg7 se analizé6 por Western Blot, utilizando GAPDH y Tubulina como
control de carga. Tras las 48h de transfeccion, las células se trataron con
TRAIL (500 ng/ml) durante 24h y se evaluaron como en (A). Los valores
representan +/- DE de cuatro experimentos independientes e indican la

relacion Beclina1:GAPDH y Atg7:Tubulina como porcentaje frente al

control. (E) Las células sin tratar o tratadas con Rapamicina (5 pM) o

G TRAIL (100 o 250 ng/ml) durante 24h, se analizaron para determinar la
degradacion de proteinas de vida media larga. La figura muestra el por
Control  TRAIL Rapa centaje del incremento en la degradacion de proteinas de vida media larga
D e W e— L C3- en comparacion con el control de células no tratadas. Los valores
— A g— | 03

representan +/- DE de tres experimentos independientes. (F) La figura

Iz] Tubulina muestra fotografias de microscopia electrénica de células MCF10A sin
tratar o tratadas con TRAIL 500 ng/ml durante 16h. Las flechas rojas y a-

zules muestran autofagosomas y autolisosomas, respectivamente. (G) Las proteinas sin tratar o tratadas con TRAIL
(500 ng/ml) o Rapamicina (5 pM) durante 24h, se analizaron por Western Blot para determinar las formas LC3-l y
LC3-Il, utilizando inhibidores de proteasas E64d y Pepsatatina-A, que fueron afadidos 4 horas de recoger las células.
Resultados similares se obtuvieron en dos experimentos diferentes. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, NS = no

significativo, comparado con la muestra sin tratar con TRAIL (E) o con la muestra sin transfectar tratada con TRAIL
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2. La autofagia inducida por TRAIL depende de la activacion de AMPK

y de la inhibiciéon de mTORC1.

Mientras que la sefializacion de TRAIL hacia apoptosis esta bien caracterizada
(Falschlehner, Emmerich et al. 2007), los mecanismos moleculares que gobiernan la
autofagia inducida por TRAIL estan adn sin explorar. Con el objetivo de saber si la
autofagia inducida por TRAIL en células MCF10A estaba asociada con la inhibicién del
complejo serina/treonina quinasa mTORCH1, un inhibidor de autofagia en células no
estresadas (Meijer and Codogno 2006), se analizé si la actividad mTORC1 estaba
disminuida en células tratadas con TRAIL. Para ello, se midieron los niveles de
fosforilacion de un substrato de mTORCH1, la quinasa 1 de la proteina ribosomal S6
(p70°%). Como era de esperar, las células tratadas con Rapamicina indujeron una
disminucion en la actividad mTORC1 (Figura 2A). Del mismo modo, el tratamiento con
TRAIL inhibio la fosforilacién de p70% (Figura 2A), indicando que la autofagia
inducida por TRAIL estaba mediada por la inhibicion de mTOR. La quinasa
dependiente de AMP (AMPK), es una conocida quinasa que esta por encima de
mTORC1, regulando su inhibicién y, por tanto, autofagia a través de un mecanismo
que implica al complejo Tuberosclerosis activado por GTPasas (TSC1/2) y a su
substrato la proteina de unién a GTP RHEB (Hoyer-Hansen and Jaattela 2007). Para
determinar si la inhibicion de mTORC1 estaba mediada por AMPK, se analizé la
actividad AMPK inducida por TRAIL mediante la fosforilacion de su substrato Acetil-
CoenzimaA-Carboxilasa (ACC). Efectivamente, el tratamiento con un activador directo
de AMPK (AICAR: 5-Aminoimidazol-4-carboxamida ribosido), aumenté la fosforilacion
de ACC, mientras que la inhibicion de mTORC1 por Rapamicina no afecté a la
actividad de AMPK, corroborando que AMPK esta por encima de mTOR (Figura 2B).

Ademas, TRAIL también activé de forma rapida y sostenida a AMPK, demostrado por
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el aumento de la fosforilacion de ACC desde 1 minuto hasta 24 horas de tratamiento

(Figura 2B-C y Figura 5A).
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Figura 2. TRAIL activa a AMPK e inhibe a mTOR.

(A) Extractos totales de células MCF10A sin tratar o tratadas con 500 ng/ml de TRAIL o 5 yM de Rapamicina
(RAPA) durante 24h. Los niveles de p70% fosforilada, de p70°™ total y de GAPDH como control de carga se
analizaron por Western Blot. Resultados similares se obtuvieron en dos experimentos independientes. Los valores
indican el ratio P-p7036K:p70SGK como porcentaje respecto al control. Resultados similares se obtuvieron en la
relacion p70°*:GAPDH. (B) Analisis del nivel de P-ACC y Tubulina (control de carga) en lisados totales de células
MCF10A sin tratar o tratadas con TRAIL(500 ng/ml; 24h), AICAR como control positivo (1 mM; 4h) o Rapamicina
como control negativo (5 pM; 24h). Se obtuvieron resultados similares en dos experimentos independientes. Los
valores indican la relacion P-ACC:Tubulina como porcentaje respecto al control. (C) Extractos celulares totales de
células MCF10A sin tratar o tratadas con TRAIL (500 ng/ml) durante los tiempos indicados. Los niveles de P-ACC
y GAPDH como control de carga se analizaron por Western Blot. Los valores indican la relacion P-ACC:GAPDH

como porcentaje respecto al control. Los resultados son representativos de tres experimentos independientes.

Con el objetivo de evaluar el papel de AMPK en la inhibicion de mTORC1 y la
autofagia inducidas por TRAIL, se deplecionaron las células para la subunidad
catalitica a1 de AMPK utilizando dos siRNAs distintos (Figura 3A, panel superior). La
eliminacion de AMPK de la célula, reestablecio la inhibicion de mTORC1 inducida por
TRAIL tras 2 o0 24 horas de tratamiento (Figura 3A, panel inferior o panel intermedio,
respectivamente), y bloqued la activacion de AMPK (Figura 3A, panel inferior).
Ademas, la deplecion de AMPK atenud la formacion de autofagosomas mediada por
TRAIL en células MCF10A (Figura 3B), indicando que AMPK es necesaria para inhibir
mTORC1 e inducir autofagia tras el tratamiento con TRAIL. A pesar de que se sabe
que TRAIL es capaz de activar diversas quinasas (Falschlehner, Emmerich et al.

2007), estos datos son los primeros resultados que dan a TRAIL la capacidad de

147



activar AMPK. Ademas, son una evidencia de que AMPK, y mas concretamente

AMPKa1, es un mediador esencial de autofagia en células epiteliales de mama.
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Figura 3. Papel de AMPK y mTORC1 en la autofagia inducida por TRAIL.

(A) Las células MCF10A se trasnfectaron con dharmafect sin siRNA (NT), con un siRNA control (Control) o con
dos siRNAs frente a AMPKa1 (AMPKa1) durante 48h. Los niveles de AMPKa1 se detectaron mediante Western
Blot (panel superior). Tras las 48h de la transfeccion las células se trataron con 500 ng/ml de TRAIL durante 24h
(panel intermedio) o 2h (panel inferior), y los niveles de P-p70°%, P-p70°% total y GAPDH (paneles intermedio e
inferior) asi como los de P-ACC (panel inferior) se detectaron por inmunoblot. Los valores indican la relacion P-
p70°*:p70°° y P-ACC:GAPDH como porcentaje respecto al control. Resultados similares se obtuvieron en dos
experimentos independientes. (B) Las células tratadas como en (A, panel intermedio) fueron analizadas para
detectar traslocaciéon de LC3 al autofagosoma. El histograma muestra el porcentaje de células con patron
punteado, contandose un minimo de 100 células por punto. Los valores representan +/- DE de cuatro
experimentos independientes. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 comparado con la muestra sin transfectar tratada
con TRAIL.

3. TAK1 media la activacion de AMPK y la autofagia inducidas por
TRAIL.

Esta descrito que AMPK se puede fosforilar y activar a través de dos quinasas:
LKB1 y CaMKKB, que median la autofagia en respuesta a la deprivacion de

aminoacidos, por un aumento en la relacion AMP/ATP, y al incremento en la
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concentracién de calcio en el citoplasma, respectivamente (Hoyer-Hansen and Jaattela
2007; Liang, Shao et al. 2007). Por ello, se investigd si una de estas quinasas estaba
mediando la activacion de AMPK y autofagia en respuesta a TRAIL. Sin embargo, a
pesar de que los siRNAs utilizados disminuyeron eficazmente los niveles de proteinas
(LKB1) o mRNA (CaMKKB), y de que la activaciéon de AMPK y la acumulacion de
autofagosomas en células con deprivacion de aminoacidos o tratadas con lonomicina,
respectivamente, se inhibié totalmente, la deplecion de estas dos quinasas no modifico

la activacion de AMPK ni los niveles de autofagia en respuesta a TRAIL (Figuras 4A-
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Figura 4. LKB1 y CaMKKp no estan involucrados en la activacion de AMPK y la autofagia inducidas por
TRAIL (I).

(A) Los niveles de mRNA de CaMKKf o Actina (control de carga) en células MCF10A se analizaron por RT-PCR
48h tras la transfecciéon sin siRNA (NT), con un siRNA control (Control) o con un siRNA frente a CaMKKB. Los
niveles de proteina de LKB1 y GAPDH (control de carga) se analizaron por Western Blot en células transfectadas
sin siRNA (NT), con un siRNA control (Control) o con un siRNA frente a LKB1 durante 48h. Los valores indican la
relacion CaMKKR:Actina o LKB1:GAPDH como porcentaje respecto a las células sin transfectar. Resultados
similares se obtuvieron en tres experimentos diferentes. (B) Las células MCF10A se transfectaron con CaMKK@ y
LKB1 como en (A) y posteriormente se trataron con TRAIL (500 ng/ml; 2h o 24h), lonomicina (10 uM; 24h) o Medio
de deprivacién de aminoéacidos y glucosa HBSS (24h). Los niveles de P-ACC y Tubulina (control de carga) fueron
analizados por inmunoblot. Los valores indican la relacién P-ACC:Tubulina como porcentaje del control. Los

resultados son representativos de tres experimentos independientes.

Estos datos indican que TRAIL activa a AMPK por un mecanismo

independiente de estas dos conocidas quinasas de AMPK.
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Figura 4. LKB1 y CaMKKB no juegan ningtn papel en la activacion de AMPK y la autofagia inducidas por
TRAIL (1I).

(C) Las células se trataron como en (B) a excepcion de que el tratamiento de TRAIL fueron 24h. Se analizé la
traslocacion de LC3. El histograma muestra los valores +/- DE de tres experimentos independientes. *p < 0.05, **p
<0.01, ***p < 0.001 comparado con la muestra sin transfectar tratada con TRAIL.

Es interesante destacar que TAK1, un miembro de la familia MAPK quinasa
quinasa activada por citoquinas, ha sido descrito recientemente como un activador de
AMPK in vitro, sugiriendo que podria actuar como una tercera quinasa de AMPK en
mamiferos (Momcilovic, Hong et al. 2006). Para investigar el posible papel de TAK1 en
la activacion de AMPK y autofagia inducidas por TRAIL, primero se examiné el efecto
de TRAIL sobre la activacion de TAK1 en células MCF10A, determinando la
fosforilacion de TAK1 en los residuos Thr184/187, paso esencial para la completa
activacion de la quinasa (Sakurai, Miyoshi et al. 2000). Asi pues, se observd una
rapida activacion de TAK1, que se mantenia incluso a las 24 horas, y que
correlacionaba con la activacion de AMPK y la inhibicibn de mTORC1 tras el
tratamiento con TRAIL (Figura 5A). Ademas, esta activacion era dependiente de la
dosis de TRAIL (Figura 5B). A continuacién, se deplecionaron las células para TAK1
utilizando dos siRNAs diferentes, y se observé que cuando las células tenian niveles
reducidos de TAK1, se inhibia la activaciéon tanto de TAK1 como de AMPK y se
reestablecia la activacion de mTORC1 (Figura 5C). Sin embargo, en las células
deficientes en AMPK, la activacion de TAK1 se mantuvo tras el tratamiento con TRAIL

(Figura 5D), indicando que TAK1 esta por encima de AMPK en la ruta que TRAIL

senaliza.
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Figura 5. TAK1 media la activacion de AMPK y la autofagia mediadas por TRAIL (I).

(A) Las células MCF10A sin tratar o tratadas con TRAIL (500 ng/ml) a los tiempos indicados se analizaron por
Western Blot para determinar la activacion de TAK1 (P-TAK1) y AMPK (P-ACC) y la inhibicion de mTORC1 (P-
p70°™). Los valores muestran la relacién P-TAK1:GAPDH, P-ACC:GAPDH y P-p70°* :p70%% como porcentaje
frente al control. Los resultados son representativos de tres experimentos independientes. (B). Las células tratadas
con TRAIL durante 24h a las dosis indicadas fueron analizadas como en (A). Resultados similares se obtuvieron
en dos experimentos diferentes. (C) Las células MCF10A se transfectaron con dharmafect (NT), con un siRNA
control (Control) o con dos siRNAs diferentes frente a TAK1 durante 48h, tras lo cual se trataron o no con TRAIL
(500 ng/ml) durante 2h. Las proteinas totales se analizaron por inmunoblot para determinar los niveles de TAK1,
P-TAK1, P-ACC, P-p70%* | p705% total y Tubulina o GAPDH como control de carga (CC). Los valores muestran
los ratios P-ACC:CC, P-TAK1:CC, TAK1:CC y P-p70°*:p70°* como porcentaje frente al control. Resultados
similares se obtuvieron en dos experimentos diferentes. (D) Las células MCF10A se transfectaron con dharmafect
(NT), con un siRNA control (Control) o con siRNAs frente a AMPK y a TAK1 durante 48h, tras lo cual se trataron
con TRAIL 500 ng/ml durante 2h. Los niveles de AMPK, TAK1, P-TAK1, P-ACC, P-p70°%, p70°* y GAPDH como
control de carga se detrminaron por Western Blot. Los valores muestran la relacion P-ACC:GAPDH, P-
TAK1:GAPDH, P-p70°*:p70%°, AMPK:GAPDH y TAK1:GAPDH como porcentaje respecto del control. Resultados

similares se obtuvieron en dos experimentos independientes.

Ademas, la reduccién en los niveles de TAK1 en la célula impidié la formacién
de autofagosomas tras el tratamiento con TRAIL pero no con lonomicina o deprivacion

de aminoacidos (Figura 5E), indicando que TAK1 es una via independiente de LKB1 y
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CaMKKR, que media la autofagia inducida por TRAIL pero no por deprivacion de

aminoacidos o aumento en el calcio intracelular.
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Figura 5. TAK1 media la autofagia mediada por TRAIL (ll).
(E) Se transfectaron las células MCF10A como en (B) y se
trataron con TRAIL (500 ng/ml; 24h), lonomicina (10 uM; 24h)
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experimentos independientes. *p < 0.05, **p < 0.01,

Con el objetivo de determinar si la capacidad de TRAIL para activar la ruta

TAK1-AMPK no era un efecto especifico de las células epiteliales de mama, se

utilizaron otros dos modelos celulares: la linea epitelial humana de pigmento de retina

hTERT-RPE1, que se ftransfectd establemente con eGFP-LC3, y fibroblastos

embrionarios de raton (MEFs), que contenian un TAK1A truncado. Asi pues, se

observd que en ambos modelos, la deplecion de TAK1 por siRNA (RPE1) o la

presencia de un TAK1 inactivo (MEFs), impidié la activacién de AMPK por TRAIL

(Figuras 5F y 5G, respectivamente).
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Figura 5. TAK1 media la activacién de AMPK y la autofagia mediadas por TRAIL (llI).

(F) Las células de pigmento de retina hTERT-RPE1 se transfectaron y trataron como en (B). Los niveles de TAK1,

P-ACC y Tubulina como control de carga se determinaron por Western Blot. Los valores muestran la relaciéon P-

ACC:Tubulina y TAK1:Tubulina como porcentaje del control. Resultados similares se obtuvieron en dos

experimentos independientes. (G) Los fibroblastos embrionarios de ratén MEFs wild type (WT) o con TAK1

truncado (TAK1A) se trataron con TRAIL (500 ng/ml) durante los tiempos indicados, y se analizaron por

inmunoblot para detectar los niveles de P-ACC, P-AMPK, AMPK y GAPDH como control de carga. Los valores
muestran la relacion P-ACC:AMPK y P-AMPK:AMPK como porcentaje del control.
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Utilizando el modelo celular RPE1-GFP-LC3, se observé que tras el tratamiento
con TRAIL y Rapamicina, se indujo traslocacién de GFP-LC3 a los autofagosomas
(Figura 5G), asi como un aumento de la relacion de LC3-1l respecto a LC3-I (Figura
5H), indicando que TRAIL también es capaz de inducir autofagia en otras lineas
celulares normales. Ademas, al deplecionar estas células de pigmento de retina para
TAK1, se bloqueé la autofagia inducida por TRAIL (Figura 5l), sugiriendo que TAK1 es
una activador de AMPK que media la induccién de autofagia en diferentes modelos

humanos no tumorales.
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Figura 5. TAK1 media la activacion de AMPK y la autofagia mediadas por TRAIL (IV).

(G) Las células RPE1 se trataron con TRAIL (500 ng/ml y 1 ug/ml) o Rapamicina (5 y 10 uM) durante 24h y se
analizaron para determinar autofagia. El histograma muestra +/- DE de tres experimentos independientes. (H) Las
células RPE1 se trataron con TRAIL (500 ng/ml) o Rapamicina (5 pM) durante 24h y se recogieron en presencia
de inhibidores de proteasas E64d y Pepstatina-A para analizar las formas LC3-1 y LC3-ll por Western Blot.
Resultados similares se obtuvieron en dos experimentos diferentes. (I) Las células RPE1 se transfectaron como en
(B) y se trataron con TRAIL (500 ng/ml; 24h). El histograma muestra el porcentaje de células con traslocacion de
LC3 +/- DE de dos experimentos independientes. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 comparado con la muestra sin

transfectar tratada con TRAIL (l) o con el control sin tratamiento (G).
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4. La induccion de autofagia mediada por TRAIL requiere de los
componentes del DISC.

TRAIL se une a la superficie de la membrana celular a través de los receptores
TRAIL-R1, TRAIL-R2, TRAIL-R3 o TRAIL-R4, siendo TRAIL-R1 y TRAIL-R2 los
receptores inductores de muerte. Asi, la sefializacion inducida por estos receptores
lleva a apoptosis pero puede resultar también en la activacion de sefiales de
supervivencia (Schaefer, Voloshanenko et al. 2007). La union de TRAIL a los
receptores inductores de muerte TRAIL-R1 y TRAIL-R2 resulta en la formacion de un
complejo inductor de muerte (DISC), compuesto por FADD, Caspasa-8/-10, FLIP y la
quinasa RIP1 (Lin, Devin et al. 2000; Schaefer, Voloshanenko et al. 2007).

Para estudiar la posible implicacion de los componentes del DISC en la
autofagia inducida por TRAIL, en primer lugar se realizé un estudio de la composicion
del DISC en las células MCF10A. Como muestra la Figura 6A, el complejo inductor de
muerte que se asocia al receptor de TRAIL cuando éste se une al mismo esta formado

por FLIP, FADD, Caspasa-8, RIP1 y el receptor TRAIL-R2.

A
DISC INPUT
0 15 30 0 15 30 TRAIL (min) Figura 6. La induccién de autofagia
mediada por TRAIL depende de los
- -
e TRAIL-R2 componentes del DISC (l).
[ — - T FADD (A) Las células MCF10A fueron tratadas o no
con TRAIL (1 pg/ml) durante 15 o 30 minutos.
- 1 [P El DISC se aisl6 como se describe en
™ | q—p43-41
Casp-8 Materiales y Métodos, y sus componentes
- S TRAIL-R2, FLIP, FADD, Caspasa-8 y RIP1 se
<— FLIP, analizaron por Western Blot. Los datos son
e d - . .
representativos de dos  experimentos
By v ~-~ RIP1 independientes.
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A continuacion, se analiz6 la expresion de los receptores TRAIL-R1 y TRAIL-
R2 en la superficie de las células epiteliales de mama mediante citometria de flujo. Los
resultados obtenidos mostraron que las células MCF10A expresaban cierta cantidad
de TRAIL-R2 pero no de TRAIL-R1 (Figura 6B). Con el objetivo de determinar si el
receptor TRAIL-R2 estaba implicado en la sefializacion de autofagia mediada por
TRAIL, se utilizé un anticuerpo blogueante de la accién de TRAIL a través de dicho
receptor. Para comprobar que este anticuerpo efectivamente era capaz de bloquear la
accion de TRAIL mediada por TRAIL-R2, se trataron las células con Cicloheximida
(CHX) para sensibilizarlas a la muerte inducida por TRAIL y se pretrataron con el
anticuerpo bloqueante. Como era de esperar, el tratamiento con CHX y TRAIL indujo
cerca del 100% de apoptosis tras 24 horas de tratamiento. Al utilizar el anticuerpo
bloqueante de TRAIL-R2, la apoptosis se inhibié significativamente, indicando que el
anticuerpo ejercia la funcién esperada (Figura 6C). A continuacién, y utilizando este
anticuerpo, se analizé el efecto del bloqueo de la accién de TRAIL-R2 en la induccion
de autofagia por TRAIL, observando que la traslocacién de LC3 se redujo
considerablemente al bloquear TRAIL-R2 (Figura 6D), lo que indica que el mecanismo
de sefalizacién de autofagia mediado por TRAIL necesita la presencia del receptor
TRAIL-R2.

Para determinar la necesidad de los componentes del DISC en la autofagia
inducida por TRAIL, se deplecionaron las células MCF10A en Caspasa-8, FLIP, FADD
y RIP1. Se observé que la transfeccion con los siRNAs efectivamente disminuyo los
niveles de dichas proteinas (Figura 6E).

Debido a que los niveles de FLIPs son casi indetectables en las células

MCF10A, los niveles de FLIP, representan la eficacia de la disminucion de FLIP.
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Figura 6. La induccion de autofagia mediada por TRAIL
depende de los componentes del DISC ().

(B) Los niveles de expresion de los receptores TRAIL-R1 y
TRAIL-R2 en la superficie de células MCF10A sin tratar se
determind mediante citometria de flujo. Resultados
similares se obtuvieron en cuatro experimentos
independientes. (C) Las células MCF10A se trataron con
Cicloheximida (CHX) 0’5 pug/ml o con CHX y el anticuerpo
bloqueante de TRAIL-R2 (5 pg/ml) 1h antes de afadir el
TRAIL (500 ng/ml; 24h). La apoptosis se determin6
midiendo la poblacion de SubG1 en el citdmetro. El
histograma muestra +/- DE de tres experimentos
diferentes. (D) Las células se trataron o no con el
anticuerpo bloqueante de TRAIL-R2 (5 pyg/ml) 1h antes de
afadirles el TRAIL (500 ng/ml; 24h). EI histograma
muestra la traslocaciéon de LC3 +/- DE de cuatro
experimentos independientes. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001, NS = no significativo, comparado con la muestra
tratada con TRAIL (C-D).

Al tratar con TRAIL durante 24 horas las células transfectadas y analizar la

autofagia mediante microscopia, se observd que la deplecion de cualquiera de los

componentes del DISC inhibié completamente la traslocaciéon de LC3 inducida por

TRAIL, analizado por Western blot (Figura 6E). Estos datos sugieren que la formacion

del DISC se requiere para que TRAIL induzca la formacién del autofagosoma.
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Figura 6. La induccion de autofagia mediada por TRAIL depende de los componentes del DISC (lil).

(E) Las células MCF10A se transfectaron con dharmafect (NT), un siRNA control (Control) o siRNAs frente a

Caspasa-8, FADD o RIP1 durante 48h o frente a FLIP durante 24h. A continuacion, se afiadieron 500 ng/ml de
TRAIL durante 24h. Los niveles de expresiéon de las proteinas Caspasa-8, FADD, FLIP, RIP1 y GAPDH como

control de carga se determinaron por Western Blot. Similares resultados se obtuvieron en cuatro experimentos

distintos. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, NS = no significativo, comparado con la muestra tratada con TRAIL.
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A consecuencia de la formacion del DISC, se produce el procesamiento de la
pro-caspasa-8 (p55) a las formas p43-41 y p18. Para saber si la actividad caspasa-8 y
no solo la proteina, era necesaria para la traslocacién de LC3 inducida por TRAIL, se
trataron las células con el inhibidor general de caspasas z-VAD-fmk. A pesar de que el
z-VAD-fmk bloqueé totalmente el procesamiento de caspasa-8 tras el tratamiento con
TRAIL (Figura 7A), no se inhibid la formacién de autofagosomas (Figura 7B), por lo
que, en un principio, parecia que la autofagia requeria la pro-forma de caspasa-8 pero

no su actividad catalitica.
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Figura 7. La induccién de autofagia mediada por TRAIL es independiente de la actividad caspasa.

(A) Las células MCF10A fueron tratadas con 50 uyM de z-VAD-fmk 1h antes de afadir el TRAIL (100 ng/ml y 500
ng/ml) durante 24h. Los lisados totales se analizaron por inmunoblot para detectar la activacion de Caspasa-8,
utilizando GAPDH como control de carga. Resultados parecidos se obtuvieron en dos experimentos
independientes. (B) Las células se trataron como en (F) durante 24h y 72h, y se analizé la traslocacion de LC3. El
histograma muestra los valores +/- DE de tres experimentos independientes. NS = no significativo, comparado
con la muestra tratada con TRAIL.

Considerando que los componentes del DISC son necesarios para la induccién
de autofagia mediada por TRAIL, se investigo si la activacion de TAK1 y de AMPK
eran dependientes de caspasa-8, FADD, FLIP o RIP1. Para ello, se deplecionaron
dichas proteinas mediante siRNA y se observé que las células deficientes en
Caspasa-8 y FADD no indujeron activacion de TAK1 ni de AMPK (analizado por P-
TAK1 y P-ACC, respectivamente), mientras que el déficit de FLIP o RIP1 no afecto a la
activacion de ambas quinasas tras 2 horas de tratamiento con TRAIL (Figura 8). Estos

datos sugieren que la ruta de sefializaciéon de autofagia mediada por TRAIL requiere la
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formacion del DISC, en el que Caspasa-8 y FADD son necesarios para que se active

la via TAK1-AMPK, que finalmente llevara a la inhibicion de mTOR vy a la autofagia.
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Figura 8. La activacién de la ruta TAK1-AMPK mediada por TRAIL

depende de Caspasa-8 y FADD.

Las células MCF10A se transfectaron como en la Figura 6E y se trataron con

TRAIL (500 ng/ml) durante 2h. Los niveles de Caspasa-8, FADD, FLIP,
RIP1, P-ACC, P-TAK1, TAK1 y GAPDH y Tubulina (controles de carga) se

analizaron por Western Blot. Resultados similares se obtuvieron en tres

experimentos diferentes.

5. Una ruta alternativa: la via de JNK.

El hecho de que la activacion de TAK1 y AMPK necesitara la presencia de

Caspasa-8, pero que la autofagia fuera independiente de actividad caspasa, nos llevo

a mirar si la actividad caspasa era necesaria para activar a AMPK. Para ello, se

trataron las células MCF10A con z-VAD-fmk una hora antes de anadir el TRAIL

durante 2 horas, y se observé que cuando la actividad de las caspasas en general

estaba inhibida, TRAIL no era capaz de activar a AMPK (Figura 9A), lo que indica que

la activacion de la ruta TAK1-AMPK requiere actividad caspasa.
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Figura 9. TRAIL induce una ruta de autofagia independiente de
TAK1-AMPK-mTOR y caspasas (l).

(A) Las células MCF10A se trataron con 50 uM de z-VAD-fmk 1h antes
de afadir el TRAIL a 500 ng/ml durante 2h. La activacion de AMPK se
detecté mediante P-ACC, utilizando GAPDH como control de carga.
Resultados similares se obtuvieron en tres experimentos

independientes.

Igualmente, se determiné el requerimiento de actividad caspasa para la

inhibicion de mTOR en células tratadas con TRAIL. Asi pues, se realizdé siRNA de

TAK1 en las células MCF10A tratandolas o no con z-VAD-fmk, y se observd que tras 2

horas de tratamiento con TRAIL, en las células sin z-VAD-fmk, la inhibiciéon de

mTORC1 (analizada por la fosforilacion de p70°%), fue dependiente de TAK1,

mientras que en presencia del inhibidor general de caspasas, TRAIL no fue capaz de

disminuir los niveles de la P-p70%%¢ (Figura 9B). Estos datos, junto con los mostrados

en la Figura 7B, sugieren que TRAIL esta induciendo la activacion de una ruta

alternativa de senalizacion hacia autofagia, independiente de la actividad caspasa y de

mTOR.
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Figura 9. TRAIL induce una ruta de autofagia independiente de TAK1-AMPK-mTOR y caspasas (ll).

(B) Las células MCF10A se transfectaron con dharmafect (NT), un siRNA control (Control) o siRNAs frente a
TAK1#1 durante 48h. Se trataron con 50 pM de z-VAD-fmk 1h antes de afiadirles 500 ng/ml de TRAIL durante 2h.

Los niveles de TAK1, P-p705%, p70°* total y GAPDH como control de carga se analizaron por Western Blot.

Resultados similares se obtuvieron en dos experimentos independientes.
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¢ Qué otras rutas podia estar activando TRAIL? Se ha descrito que TRAIL
activa distintas rutas, entre ellas la quinasa N-terminal de c-Jun (JNK) (Muhlenbeck,
Haas et al. 1998; Hu, Johnson et al. 1999; Herr, Posovszky et al. 2000; Falschlehner,
Emmerich et al. 2007). Con el objetivo de estudiar la ruta alternativa de autofagia que
estaba induciendo TRAIL en el modelo epitelial de mama, en primer lugar se hizo una
cinética de activacién de JNK para comprobar si TRAIL era capaz de activar dicha
quinasa asi como los tiempos a los que esto ocurria. Como se muestra en la Figura
10A, JNK se fosforila claramente por TRAIL a las 2 horas de tratamiento. Utilizando
este tiempo, se pretrataron las células con z-VAD-fmk para determinar si la activacion
de JNK era dependiente 0 no de las caspasas. Se observé que JNK mantenia su
activacion inducida por TRAIL a pesar de que la actividad caspasa estuviera
bloqueada (Figura 10B), indicando que TRAIL estaba induciendo la activacién de JNK
independientemente de la actividad caspasa, por lo que parecia ser una ruta
alternativa a TAK1-AMPK-mTOR. Por otro lado, se analizé el efecto del inhibidor
especifico de JNK, SP600125, un inhibidor competitivo reversible de ATP que inhibe
selectivamente la fosforilacion de c-Jun (Bennett, Sasaki et al. 2001; Han, Boyle et al.
2001), y se observo que efectivamente bloqueaba la activacion de JNK inducida por

TRAIL tras 2 horas de tratamiento (Figura 10C).

A o B control  TRAL C
TRAIL (h) S Control TRAIL
B i VAD-fmk -
0 1 2 4 8 2 ! +_ZVAD-HTk T+ .+ SP600125
- . ape
bt PN s e i PINK = e Nk
— - el aman . | —

[ —e — | TUbUIINa

Figura 10-1. TRAIL activa JNK independientemente de caspasas.

(A) Las células MCF10A se trataron con TRAIL 500 ng/ml durante los tiempos indicados para analizar la
fosforilacion de JNK mediante Western Blot. Se utilizé Tubulina como control de carga. Se obtuvieron resultados
similares en dos experimentos independientes. (B) Las células sin tratar o tratadas con TRAIL (500 ng/ml; 2h) se
pretrataron con 50 pyM de z-VAD-fmk 1h antes. Los niveles de expresiéon de P-JNK y GAPDH como control de
carga se detectaron por inmunoblot, obteniendo resultados parecidos en dos experimentos diferentes. (C) Las
células se trataron con 20 yM de SP600125 1h antes de afadir el TRAIL (500 ng/ml; 2h). La activacion de JNK se
analizé6 mediante Western Blot, utilizando Tubulina como control de carga. Estos resultados se reprodujeron en

dos experimentos independientes.
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Para conocer la posible implicacion de JNK en autofagia, se llevé a cabo un
ensayo de traslocacion de LC3 tratando a las células con TRAIL en presencia o no de
z-VAD-fmk y/o SP600125. Los resultados que se obtuvieron mostraron que la
inhibicion de cualquiera de las rutas (TAK1-AMPK-mTOR o JNK) por separado no
prevenia la induccion de autofagia por TRAIL en las células MCF10A. Sin embargo, el
bloqueo simultdneo de ambas rutas disminuyd significativamente la formacién de
autofagosomas inducida por TRAIL (Figura 10D). Estos datos sugieren que TRAIL
estd activando dos rutas diferentes para senalizar a autofagia, y que ambas son

suficientes e independientes para la induccion del proceso autofagico.

D Figura 10-2. La activaciéon de autofagia por TRAIL
depende de la actividad caspasa y de la activacion
de JNK.

(D) Las células MCF10A se trataron con 50 yM de z-
VAD-fmk y/o 20 uM de SP600125 1h antes de
" anadirles el TRAIL (500 ng/ml; 24h). La traslocacion

de LC3 se analiz6 por microscopia. El histograma
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Finalmente, se estudiaron los requerimientos de los componentes del DISC
implicados en la activacién de JNK mediada por TRAIL. Para ello, se deplecionaron las
células para las proteinas del DISC (Caspasa-8, FADD, FLIP y RIP1), y se trataron
con TRAIL durante 2 horas. Como se observa en la Figura 10E, la activacion de JNK
requiere la presencia de FADD y de RIP1 pero no de Caspasa-8 ni FLIP. Estos datos
concuerdan con resultados descritos previamente (Lin, Devin et al. 2000). No obstante,
aun queda por determinar la sefializaciéon que lleva a autofagia tras la activacion de

JNK mediada por TRAIL.
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inmunoblot, utilizando GAPDH o Tubulina como controles de carga. Resultados

parecidos se obtuvieron en dos experimentos independientes.

6. La autofagia juega un papel en la formacién del lumen de células
epiteliales de mama.

Se ha descrito recientemente que TRAIL se induce y es necesario para la
formacion del lumen mamario in vitro en células MCF10A (Mills, Reginato et al. 2004).
En este mismo trabajo se describi6 que TRAIL inducia autofagia. También se sabe
que el proceso de morfogénesis de la mama esta mediado por Bim y Bmf (Reginato,
Mills et al. 2005; Mailleux, Overholtzer et al. 2007; Schmelzle, Mailleux et al. 2007;
Mailleux, Overholtzer et al. 2008). No obstante, no esta claro el papel de la autofagia
en la formacién del lumen. Con la intencion de aportar nuevos datos sobre este hecho,
se crearon lineas estables de células MCF10A con niveles disminuidos de las
proteinas TAK1 o Beclinal, mediante infecciones lentivirales con shRNAs (Figura
11B). Como control, se infectaron las células con lentivirus que expresan una
secuencia aleatoria no interfiriente (scrambled). Con estas lineas, se cultivaron las
células en matrigel para reproducir los ensayos de morfogénesis que se habian

descrito previamente en células MCF10A (Debnath, Muthuswamy et al. 2003; Debnath
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and Brugge 2005). Los resultados obtenidos mostraron diferencias entre las células
MCF10A sin infectar o infectadas con la secuencia no interfiriente y las células
MCF10A que tenian silenciadas las proteinas TAK1 o Beclina1, produciéndose una
aceleracioén del proceso de formacion del lumen de los acinos, efecto que se hizo mas
notable en los primeros dias (Figuras 11A y C). Asi pues, como muestran las
imagenes de la Figura 11A, cuya cuantificacion se representa en la Figura 11C, los
acinos que formaban las células MCF10A-shRNA-TAK1 o MCF10A-shRNA-Beclina1,
se vaciaron mas rapidamente que los de las células MCF10A o MCF10A-shRNA-
Scrambled. Estos datos pueden sugerir que la autofagia inducida por TRAIL a través
de la ruta de TAK1-AMPK-mTOR esta jugando algun papel en la formacién del lumen,
posiblemente mediante el bloqueo de la apoptosis. Sin embargo, hacen falta mas
estudios para esclarecer la relacion entre TRAIL, autofagia y el proceso de

vaciamiento de los acinos durante la morfogénesis.
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Figura 11
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Figura 11. La autofagia juega un papel en la formacion del lumen de MCF10A.

(A) Las lineas celulares estables creadas mediante infecciones lentivirales con shRNA-Scrambled, shRNA-TAK1 y
shRNA-Beclina1, asi como su control sin infectar, se sembraron en matrigel para llevar a cabo un ensayo de
morfogénesis tal como se describe en Materiales y Métodos. El ensayo durd 14 dias, recogiendo muestras en los
dias 5, 7, 10, 12 y 14 del proceso. Dichas muestras se fijaron y analizaron por microscopia para estudiar la
formacién de los acinos asi como el proceso de vaciamiento de los mismos. Las imagenes muestran los nucleos
tefiidos con DAPI en las distintas etapas del proceso. (B) Los niveles de proteinas de TAK1 (T) y Beclinal (B) se
detectaron mediante Western Blot en las lineas estables infectadas con shRNAs tras realizar el sorting. C: Control;
SC: Scrambled. (C) Para cuantificar los resultados obtenidos se contaron un minimo de 100 acinos por punto,
cuantificando tanto el vaciamiento (panel superior) como la activacion de Caspasa-3 (panel inferior). Se

consideraron acinos vacios aquellos que contenian 4 células o menos en su interior.
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Parte II: La transformacion oncogénica bloquea la autofaqgia

inducida por TRAIL.

1. La transformacién oncogénica bloquea la senal de autofagia y
sensibiliza a apoptosis.

Un alto porcentaje de tumores humanos de mama, ovario y préstata tienen un
solo alelo del gen de autofagia beclinal. Ademas, se ha observado un incremento en
la formacién de tumores en ratones beclina1*". Estos datos sugieren que beclinal y
autofagia podrian jugar algun papel en la supresion de tumores (Degenhardt, Mathew
et al. 2006; Jin and White 2007). Ademas, se sabe que defectos en la autofagia en
células tumorales, bien por contener un solo alelo de beclina1l o por otros factores,
favorece la tumorogénesis (Edinger and Thompson 2003; Degenhardt, Mathew et al.
2006; Mathew, Kongara et al. 2007). Dado que las células tumorales de mama MCF7
contienen un unico alelo de beclina1 (Liang, Jackson et al. 1999), se decidi6 estudiar si
TRAIL era capaz de inducir la formacion de autofagosomas en un modelo tumoral.
Para ello, se utilizo la linea celular MCF7 establemente transfectada con GFP-LC3 vy
se traté con TRAIL y Rapamicina a distintas dosis y tiempos, como se indica en la
Figura 12A. Los resultados mostraron que Rapamicina era capaz de provocar la
traslocacion de LC3 a la membrana del autofagosoma, ratificando datos publicados
con anterioridad, en los que las células MCF7 son capaces de inducir autofagia tras
numerosos estimulos como Rapamicina, agentes movilizadores de calcio, analogos de
la vitamina D, etc (Hoyer-Hansen, Bastholm et al. 2005; Hoyer-Hansen, Bastholm et al.
2007). En cambio, TRAIL no fue capaz de inducir autofagia de manera significativa en
estas células. Estos datos muestran una diferencia en la capacidad de TRAIL para

inducir autofagia entre células normales y tumorales de mama, ya que, como se ha
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descrito previamente en nuestro laboratorio, TRAIL induce apoptosis en las células

MCF7 (Ruiz de Almodovar, Ruiz-Ruiz et al. 2001).
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Figura 12. La transformacién bloquea
la autofagia inducida por TRAIL (I).

(A) Las MCF7-GFP-LC3 se
trataron con TRAIL (100 ng/ml o 500
ng/ml; 24h o 48h) o Rapamicina (5 uM;
24h). Una hora antes de afadir el TRAIL,

se incubaron con 10 mM de 3-MA. La

células

traslocacion de LC3 a los autofagosomas

se determind contando células con un pa-

tron punteado (imagen). El histograma muestra los valores +/- DE de tres experimentos independientes. *p < 0.05,

**p < 0.01, **p < 0.001, NS = no significativo, comparado con la muestra control (A).

Para determinar si esta carencia de efecto de TRAIL en autofagia era una

peculiaridad de esta linea o reflejaba que la transformacion mediada por oncogenes

era la responsable del bloqueo de la autofagia inducida por TRAIL, se obtuvieron las

células MCF10A-GFP-LC3 transformadas con los oncogenes v-Ha-Ras o ¢c-Src

Y527F1 tal

como se explica en los Materiales y Métodos. Como control se utilizaron las células

MCF10A-GFP-LC3 infectadas con un vector vacio (pBabehygro). El éxito de la

transformacion se verifico mediante Western Blot para detectar los niveles de Ras y

Src, y evaluando la morfologia celular con un microscopio de contraste de fase (Figura

12B).

Figura 12.
inducida por TRAIL (ll).

(B) La expresion de los oncogenes Ras y Src se determin6

en células MCF10A-GFP-LC3

oncogenes mediante Western Blot. Se utilizé GAPDH
como control de carga. Ademas se muestran fotografias en

contraste de fase, donde se observa el cambio de

infectadas con dichos

La transformacion bloquea la autofagia B

MCF10A-LC3

morfologia que la transformacién produce en las células.

MCF10A-LC3

MCF10A-LC3-Ras
MCF10A-LC3-8n
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Del mismo modo que ocurria en las MCF7, TRAIL no indujo traslocacion de
LC3 ni en las células MCF10A-Ras ni en las MCF10A-Src (Figura 12C) a distintos
tiempos y dosis de tratamiento (Figura 12D). Sin embargo, esto no se debia a un
bloqueo general de la maquinaria de autofagia, ya que las células eran capaces de

responder al tratamiento con Rapamicina (Figura 12C).
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Figura 12. La transformacion bloquea la autofagia inducida por TRAIL (lll).

(C) Las células infectadas como en (B) se pretrataron con 10 mM de 3-MA 1h antes de afiadir el TRAIL (500
ng/ml) o Rapamicina (5 pM) durante 24h. La imagen muestra la traslocacion de LC3, cuyos valores +/- DE de tres
experimentos independientes estan reflejados en el histograma. (D) Las células MCF10A-GFP-LC3-Ras fueron
tratadas TRAIL a las dosis y tiempos indicados, o con Rapamicina 5 yM durante 24h. Los histogramas muestran
los valores +/- DE de tres experimentos independientes. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, NS = no significativo,

comparado con la muestra control (D), o con las células sin tratar (C).

Dado que TRAIL induce selectivamente apoptosis en células tumorales, se
determind la capacidad de TRAIL de inducir apoptosis en las células MCF10A

transformadas. Efectivamente, TRAIL indujo apoptosis en las células transformadas

168



MCF10A-Ras pero no en las células normales MCF10A (Figura 13). Asi pues, la
transformacion oncogénica parecia estar bloqueando la sefalizacién hacia autofagia, y

sensibilizando a las células de alguna manera hacia apoptosis.

gg 1 : :\:;E:';ng " Figura 13. La transformacion sensibiliza a la apoptosis .
_ 107 Las células MCF10A-GFP-LC3-Ras fueron tratadas TRAIL a
gg;: las dosis y tiempos indicados, o con Rapamicina 5 yuM
£ 40 1 , durante 24h. Los histogramas muestran los valores +/- DE
? 30 1 ” de tres experimentos independientes. *p < 0.05, **p < 0.01,
128' ' ***n < 0.001, NS = no significativo, comparado con la
0 muestra control.

Para confirmar que el oncogén Ras estaba directamente involucrado en la
resistencia a autofagia de las células MCF10A-Ras, se bloquedé la actividad
farnesiltransferasa, responsable de la farnesilacion y activacion de Ras, con el
inhibidor especifico BMS1 (Lackner, Kindt et al. 2005). Esta modificacién es esencial
para que el oncogén Ras funcione constitutivamente como transductor de senales
(Crul, de Klerk et al. 2001). El cotratamiento con el inhibidor de la farnesiltransferasa
reestablecio la capacidad de las células MCF10A para formar autofagosomas tras el
tratamiento con TRAIL (Figura 14). Estos resultados sugieren que la sobreexpresion
del oncogén Ras es suficiente para hacer a las células MCF10A resistentes a la

autofagia inducida por TRAIL.
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Figura 14. El bloqueo de laaccion de Ras recupera la capacidad de inducir autofagia por TRAIL.

Las MCF10A-Ras fueron tratadas con el inhibidor de la farnesil transferasa BMS1 (0’5 pM) 1h antes de afiadir el
TRAIL (100 o 500 ng/ml; 24h). El porcentaje de células con formacién de autofagosomas se determind
cuantificando células con patrén punteado. El histograma muestra los valores +/- DE de dos experimentos
independientes. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, NS = no significativo, comparado con la muestra control.
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2. En células transformadas por Ras, el bloqueo de la senalizaciéon de
autofagia se encuentra entre AMPK y mTOR.

A continuacién, nos propusimos estudiar el mecanismo por el cual el oncogén

Ras bloqueaba la formaciéon de los autofagosomas inducida por TRAIL. En primer

lugar, se estudi6 la expresion de los receptores de TRAIL en este modelo en

comparacion con la expresion en la linea no transformada MCF10A. Sin embargo, no

se observaron diferencias significativas en el nivel de receptores de TRAIL tras el

analisis por citometria de flujo (Figura 15A).
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Figura 15. La transformacién por Ras actua entre AMPK y mTOR (I).

(A) Los niveles de expresion de los receptores de TRAIL en células MCF10A-GFP-LC3 y MCF10A-GFP-LC3-Ras
fueron analizados mediante citometria de flujo. Resultados similares se obtuvieron en tres experimentos
independientes.

Del mismo modo, el procesamiento de caspasa-8 tuvo lugar en ambas lineas

celulares, indicando que el DISC se estaba formando de manera similar (Figura 15B).

B Figura 15. La transformacién por Ras actia entre
MCF10A-LC3 ~ MCF10A-LC3-Ras AMPK y mTOR (ll).
0 500 1000 1000 500 0  TRAIL (ng/mi) (B) La activacién de Caspasa-8 en MCF10A-GFP-LC3 o

| DD | o056 (055 MCF10A-GFP-LC3-Ras tras ser tratadas con TRAIL

| - — I Caspasa-8 (p18) (500 ng/ml o 1 ug/ml; 24h) se determiné por Western

GAPDH Blot, utilizando GAPDH como control de carga. La figura

es representativa de tres experimentos similares.
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Seguidamente, se analizé la activacion de la ruta AMPK-mTOR mediada por
TRAIL en las células resistentes a la autofagia (MCF10A-Ras). Para ello, se trataron
las células con TRAIL y AICAR como control positivo de la activacion de AMPK y se
analizaron los niveles de P-ACC y Tubulina. Los resultados mostraron que TRAIL era
capaz de activar AMPK en células MCF10A-Ras (Figura 15C), al igual que ocurria enn
las células MCF10A (Figura 2B). Sin embargo, al analizar el efecto de TRAIL sobre
mTORC1 en las células transformadas con Ras, se observé que, al contrario de lo que
ocurria en las células normales, TRAIL no inhibi6 la fosforilacion de la p70°% (Figura
15D). Por tanto, la transformacion por Ras bloquea la autofagia inducida por TRAIL
entre AMPK y mTORC1. Debido a que AMPK regula la actividad de mTORC1 a través
de la via de senalizacion de TSC1/2 y RHEB, estas proteinas podrian ser buenas
candidatas en el estudio de la resistencia a la autofagia controlada por el oncogén

Ras.

C D MCF10A-LC3 MCF10A-LC3-Ras
Control TRAIL RAPA Control TRAIL RAPA

Ciil TRAIL AICAR RAPA | | p_pT0%
- p I W — T —— — | pmii'
|- -— e —I Tubulina | I — |Tubulma

Figura 15. La transformacion por Ras actua entre AMPK y mTOR (lll).

(C) Las células MCF10A-Ras fueron tratadas con TRAIL (500 ng/ml; 24h), AICAR (2 mM; 4h) como control
positivo, o Rapamicina (5 uM; 24h) como control negativo. La activacién de AMPK se analizé por los niveles de
fosforilacion de ACC. Se utilizé Tubulina como control de carga. Resultados similares se obtuvieron en tres
experimentos independientes. (D) El nivel de fosforilacién de p70%°, la p70°™ total y Tubulina como control de
carga, se determinaron por inmunoblot en lisados MCF10A-GFP-LC3 y MCF10A-GFP-LC3-Ras tratadas con
TRAIL (500 ng/ml) p Rapamicina (5 pM) durante 24h. Resultados similares se obtuvieron en tres experimentos

independientes.
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3. Las rutas de PI3K/Akt y MEK/Erk estan implicadas en la inhibiciéon
de autofagia por TRAIL en células transformadas.

Cuando Ras se une a GTP se activa y estimula diversas rutas de senalizacion
implicadas en el control del crecimiento celular, la supervivencia y la transformacion
tumoral. Entre estas rutas se encuentran la PI3K/Akt, la ruta de MAPK/ERK y Ral/JNK
(Downward 1998; de Ruiter, Wolthuis et al. 2000; Mor and Philips 2006; Cully and
Downward 2008). Para estudiar la posible ruta implicada en el bloqueo de la
senalizacion de autofagia por TRAIL en las células transformadas con Ras, en primer
lugar se infectaron las células MCF10A-GFP-LC3 con tres mutantes de Ras que
activaban, cada uno, preferentemente una de las tres rutas para las que sefaliza Ras.
Asi, el mutante 40C activa principalmente la ruta de PI3K/Akt, el mutante 35S activa
Raf/MEK/ERK y el mutante 37G activa predominantemente Ral/JNK. Utilizando estos
modelos, junto a las células MCF10A-GFP-LC3-pBabepuro como control de células
normales, y las células MCF10A-GFP-LC3-Ras-V12 y MCF10A-GFP-LC3-vHaRas
como controles de células transformadas, se realizé un estudio de traslocacion de

LC3. La expresién de Ras en dichos mutantes se muestra en la Figura 16A.

/ Ras \
JNK l PIaK/Akt
MEK/ERK

Debido a que los plasmidos de los mutantes tenian la misma resistencia que
las células MCF10A-GFP-LC3 (puromicina), se marcaron en rojo las células que se
habian infectado con Ras mediante técnicas inmunocitoquimicas. Posteriormente se
cuantifico el porcentaje de células con patron punteado en el citoplasma de aquellas
células positivas en la inmunocitoquimica de Ras, observandose que en las células
con el mutante donde estaba activada preferentemente la ruta Ral/lJNK, TRAIL era

capaz de inducir una autofagia significativa. En cambio, los mutantes en los que
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estaban activadas las rutas MEK/ERK y PI3K/Akt no se observé una diferencia notable

en la autofagia inducida por TRAIL (Figuras 16B y C).
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Figura 16. Las rutas de PI3K/Akt y MEK/ERK estan implicadas en la inhibicién de la autofagia por TRAIL en
células transformadas (l).

(A) La expresion de Ras de las lineas celulares MCF10A, MCF10A-vHaRas, MCF10A-V12, MCF10A-Ras-35S,
MCF10A-Ras-37G y MCF10A-Ras-40C se determiné por Western Blot, utilizando Tubulina como control de carga.
(B) Las células que expresan los oncogenes Ras (MCF10A-Ras-V12; MCF10A-vHaRas), las que expresan los
mutantes de Ras (MCF10A-Ras-40C; MCF10A-Ras-37G; MCF10A-Ras-35S), asi como las controles (MCF10A-
LC3-pBabepuro), fueron tratadas con TRAIL (500 ng/ml) o Rapamicina (5 uM) durante 24h. La traslocacién de LC3
se analizé cuantificando las células con patron punteado. El histograma muestra los valores +/- SD de tres
experimentos independientes. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, NS = no significativo, comparado con la muestra
control. (C) Las células tratadas como en (B) fueron analizadas para la traslocacion de LC3 (verde), que se realizé
mediante captura de imagenes con el microscopio. En rojo se muestran las células tefiidas con el anticuerpo anti-
Ras mediante inmunocitoquimica. Las flechas azules indican células positivas para traslocacion de LC3 pero que
no expresan Ras. Las flechas blancas muestran células con traslocacion de LC3 que ademas expresan el

oncogén Ras.

Los mutantes de Ras utilizados en los experimentos descritos, aunque

preferentemente afectaban a las rutas indicadas, pueden parcialmente actuar en otras
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rutas de sefializacion. Por esta razén y con el objetivo de comprobar estos resultados,
se llevaron a cabo estudios utilizando inhibidores farmacolégicos de las tres rutas. De
este modo, se trataron las células MCF10A-Ras con inhibidores de la PI3K/Akt
(LY294002 y Wortmanina), de MEK/ERK (PD98059 y U0126) y de JNK (SP600125) 1
hora antes de anadir TRAIL durante 24 horas. Cuando se utilizaron los inhibidores por
separado (Figura 16D), no parecia haber ninguin efecto sobre la induccién de autofagia
mediada por TRAIL. Sin embargo, al combinar inhibidores de las rutas PI3K/Akt y
MEK/ERK, las células recuperaban la capacidad de inducir traslocacion de LC3 tras el

tratamiento con TRAIL (Figura 16E).
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Figura 16. Las rutas de PI3K/Akt y MEK/ERK estan implicadas en la inhibiciéon de la autofagia por TRAIL en
células transformadas ().

(D y E) Las células MCF10A-vHaRas fueron tratadas con los inhibidores de PI3K/Akt: 10 uM LY294002 (LY) o 200
nM Wortmanina (WT); de MEK/ERK: 50 yM PD98059 (PD) o 20 uM U0126; y de JNK: 20 uM SP600125 (SP600) 1h
antes de afadir el TRAIL (500 ng/ml; 24h) o Rapamicina (5 pM; 24h). Los histogramas muestran los valores de
traslocacion de LC3 +/- DE de tres experimentos independientes. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, NS = no

significativo, comparado con las células tratadas con TRAIL (E).

Estos datos sugieren que el bloqueo de la autofagia mediado por el oncogén
Ras se debe, al menos en parte, a la activacion de las rutas de PI3K/Akt y MEK/ERK.
Estas rutas de sefalizacién han sido implicadas en la inhibicion de autofagia por otros
grupos (Furuta, Hidaka et al. 2004; Corcelle, Nebout et al. 2006; Freilinger, Rosner et

al. 2008).
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Parte lll: Apoptosis vs. Autofagia en células de mama.

1. La autofagia inducida por TRAIL en células epiteliales de mama es
un mecanismo de supervivencia.

Debido al hecho de que la autofagia funciona como una respuesta adaptativa
de la célula como mecanismo de supervivencia, aunque puede también inducir muerte
celular (Levine 2007), decidimos examinar si TRAIL estaba induciendo autofagia como
mecanismo de muerte o de supervivencia en las células epiteliales de mama. Para
ello, se realizdé un ensayo de muerte celular mediante la técnica de Sytox Green, en
células MCF10A. Se bloqueé la autofagia con el inhibidor 3-MA 1 hora antes de anadir
el TRAIL, y se observd que a las 24 horas de tratamiento, habia mas de un 60 % de
muerte celular (Figura 17A). Ademas, al deplecionar la proteina de autofagia beclina1
mediante siRNA, también se indujo muerte celular por TRAIL (Figura 17B). Estos
datos demuestran que la formacion de autofagosomas mediada por el ligando TRAIL
€s un mecanismo citoprotector.

A

701 NT . Figura 17. TRAIL induce una autofagia citoprotectora en
6010 3-ma MCF10A.

(A) Las células MCF10A fueron tratadas con 10 mM de 3-MA 1h
antes de afadir el TRAIL (500 ng/ml) durante 24h. La muerte

celular se determiné por el método de Sytox Green. El

histograma muestra los valores +/- DE de tres experimentos

Celulas Sytox Positivas (%)

Control TRAIL

s £
5 3
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independientes. (B) Las células MCF10A se transfectaron con
Dharmafect (NT), con un siRNA control (Control) o con siRNA
B SRNA & frente a Beclinal durante 48h, tras lo cual se afadieron 500

[F====""=] Beciinat ng/ml de TRAIL otras 24h. Los niveles de expresion de Beclina1

E GAPDH tras la transfeccion se analizaron por Western Blot, utilizando
701 g AT GAPDH como control de carga. La muerte celular se determin6
601 O TRALL ’ como en (A). El histograma muestra los valores +/- DE de tres
experimentos independientes. *p < 0.05, **p < 0.01, **p <
0.001, NS = no significativo, comparado con la muestra tratada
con 3-MA (A) o tratada con TRAIL (B).
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2. La inhibicién de autofagia sensibiliza a las células a la apoptosis

inducida por TRAIL.

Como se habia descrito previamente que la inhibicion de autofagia podia

promover apoptosis (Boya, Gonzalez-Polo et al. 2005; Fung, Lock et al. 2008; Wang,

Singh et al. 2008), se quiso determinar si la muerte inducida por TRAIL que se

observaba cuando se bloqueaba la autofagia era apoptosis. Con este fin, se trataron

las células epiteliales de mama con el inhibidor de autofagia 3-MA y se analizé la

apoptosis inducida por TRAIL cuantificando la poblacién SubG1 por citometria de flujo

y la fragmentacion de la cromatina mediante tincion con DAPI. Asi, se observé que

TRAIL sensibilizaba a la apoptosis cuando la autofagia estaba bloqueada (Figuras 18A

y B).
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Figura 18. La inhibiciéon de autofagia sensibiliza a las células a la
apoptosis inducida por TRAIL (I).

(A) Las células MCF10A se trataron con 10 mM de 3-MA 1h antes de
afadir TRAIL (500 ng/ml; 24h). La apoptosis se determind por citometria
de flujo. El histograma muestra los valores +/- DE de cuatro experimentos
independientes. (B) Las células tratadas como en (A) fueron tefiidas con
DAPI para analizar la fragmentacién de la cromatina. El histograma
muestra los valores +/- DE de tres experimentos independientes. *p <
0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, NS = no significativo, comparado con la
muestra tratada con 3-MA (A) o tratada con TRAIL (B).
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Ademas, al inhibir la autofagia con siRNAs frente a Beclina1 o Atg7, también se

observdé un aumento en la apoptosis mediada por TRAIL en estas células (Figura
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18C). Por otro lado, la disminucion mediante siRNAs de la expresion de proteinas

implicadas en la sefalizacion de autofagia por TRAIL (TAK1, AMPK, FLIP o RIP1),

condujo a un bloqueo en la induccion de autofagia mediada por el ligando TRAIL, y al

mismo tiempo a una sensibilizacion a la apoptosis (Figura 18D). Es importante indicar

que, en el caso de TAK1, las células tratadas con lonomicina o bien en condiciones de

deprivacién de glucosa y aminoacidos, no se sensibilizaron a la apoptosis en ausencia

de la quinasa, indicando que TAK1 esta especificamente implicada en la sefalizacion

mediada por TRAIL (Figura 18D, primer panel). Estos datos sugieren que la autofagia

inducida por TRAIL es responsable del bloqueo de la sefalizacion de apoptosis.
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Figura 18. La inhibicion de autofagia sensibiliza a las células a la
apoptosis inducida por TRAIL (lI).

(C y D) Las células MCF10A se transfectaron con dharmafect (NT), con
un siRNA control (Control) o con siRNAs frente a Beclinal o Atg7 (C) o
TAK1, AMPK, FLIP o RIP1 (D) durante 48, excepto FLIP (24h). Después,
se trataron con TRAIL (500 ng/ml; 24h). El porcentaje de apoptosis se
determiné como en (A). Los histogramas muestran los valores +/- DE de
cuatro experimentos independientes. Los niveles de Atg7 y Beclina se
determinaron mediante Western Blot. Los niveles de TAK1 y AMPK se
corresponden con los de las figuras 5C y 3A respectivamente. Los niveles
de FLIP y RIP1 se corresponden a los que muestran la figura 6E. *p <
0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, NS = no significativo, comparado con la
muestra tratada con 3-MA (A) o tratada con TRAIL.
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Estos resultados se confirmaron en otros modelos no tumorales, como en

células RPE1 y MEFs, donde la ausencia de la quinasa implicada en autofagia TAK1,

o la presencia de una forma inactiva de la misma (en el caso de MEFs) sensibilizé a la

177



apoptosis inducida por TRAIL (Figuras 18E y F), indicando que es un efecto general de
células normales y no sélo especifico de las células epiteliales de mama MCF10A,

como mecanismo citoprotector frente al ligando de muerte TRAIL.
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Figura 18. La inhibicién de autofagia sensibiliza a las células a la apoptosis inducida por TRAIL (lll).

(E) Las células RPE1 se transfectaron y analizaron como en (D) frente a TAK1. El histograma muestra los valores
+/- DE de cuatro experimentos independientes. Los niveles de TAK1 se corresponden con los de la figura 5F. (F)
Las células MEFs con el TAK1 truncado fueron tartadas con TRAIL (250 y 500 ng/ML; 24h). La apoptosis se
determiné por liberacion de LDH. El histograma muestra los valores +/- SD de tres experimentos diferentes. *p <
0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, NS = no significativo, comparado con la muestra tratada con TRAIL (E) o con el
control TAK1 truncado (F).

Para confirmar que la poblacion en Sub-G1 correspondia a las células en
apoptosis, se analizé el efecto del inhibidor general de caspasas z-VAD-fmk. En
presencia de este inhibidor, la generacion de la poblacién de Sub-G1 estaba

totalmente inhibida (Figura 18G).
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3. La autofagia esta bloqueando la apoptosis con posterioridad a la
formacién del DISC.

Con la intencién de profundizar en el conocimiento del mecanismo por el cual la
autofagia mediada por TRAIL estaba bloqueando la apoptosis, se abordé el estudio de
la via se senalizacion de TRAIL que conduce a apoptosis cuando la autofagia se
bloquea con 3-MA, para intentar determinar en qué punto de la ruta podian estar
interconectados ambos mecanismos. TRAIL se une a sus receptores en la superficie
celular para formar el complejo inductor de muerte (DISC). Sin embargo, no parecia
haber ninguna diferencia entre el DISC de TRAIL cuando se pretrataba a las células
con 3-MA respecto a las células sin pretratamiento (Figura 19A). No obstante, en
experimentos para determinar la activacion de caspasa-8 en incubaciones
prolongadas con TRAIL, se observé que la activacion de caspasa-8 en presencia de 3-

MA era mayor que cuando la autofagia no estaba inhibida (Figura 19B).
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Figura 19. La autofagia bloquea la apoptosis por debajo de la formacion del DISC (I).

(A) Las células MCF10A fueron tratadas o no con 10 mM de 3-MA 6h antes de afadir el TRAIL (1 ug/ml) durante
30 minutos. El DISC se aislé como se describe en Materiales y Métodos, y sus componentes TRAIL-R2, FLIP,
FADD y Caspasa-8 se analizaron por Western Blot. Los datos son representativos de dos experimentos
independientes. (B) Las células se trataron con 10 mM de 3-MA 1h antes de afadir 500 ng/ml de TRAIL a los
tiempos indicados. La activacion de caspasa-8 se determiné por Western Blot, utilizando GAPDH como control de

carga. Resultados similares se obtuvieron en dos experimentos independientes.

Utilizando este tiempo de tratamiento (1 hora con 3-MA y 6 horas de TRAIL), se
analizé el resto de la ruta y se vio que el co-tratamiento con 3-MA y TRAIL indujo una

disminuciéon de Bid total (Figura 19C), indicando que se estaba produciendo Bid
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truncado (tBid); un aumento de la activacion de Caspasa-9 (Figura 19D), indicando la
implicacién de la mitocondria; un aumento en la activacién de Caspasa-3 y en el
procesamiento de PARP (Figuras 19E y F, respectivamente) y una disminucién de
XIAP pero no de Bcl2 (Figura 19G). Estos resultados se confirmaron en experimentos
en los que TRAIL estuvo presente durante 24 horas, observandose una disminucion

de Bid y un aumento de la activacion de las Caspasas-9 y -3 (Figuras 19C-E).
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Figura 19. La autofagia bloquea la apoptosis a nivel mitocondrial (ll).

(C-G) Las MCF10A se trataron con 3.MA (10 mM) 1h antes de tratarlas con TRAIL (500 ng/ml) durante 6 o 24h.
Los niveles de expresion de Bid, Caspasa-9, Caspasa-3, PARP, XIAP y Bcl2 se analizaron por inmunoblot,
utilizando GAPDH y Tubulina como controles de carga. Resultados similares se obtuvieron en dos experimentos
independientes.

Estos datos podrian sugerir que la autofagia esta bloqueando la apoptosis a
nivel postmitocondrial, manteniendo los niveles de XIAP, lo que favorece el secuestro
de Caspasa-9 y Caspasa-3, evitando asi la apoptosis. Asi, el aumento en la activacion

de Caspasa-8 y la formacion de tBid podrian deberse a un mecanismo de
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retroalimentacion mediado por la activacion de Caspasa-3. Sin embargo, el

mecanismo molecular por el cual tiene lugar este proceso queda aun por resolver.

4. Relacién autofagia-apoptosis en células normales y transformadas
de mama

Como se habia visto, el efecto que TRAIL inducia en células normales y

transformadas de mama era diferente (Figura 13), sefializando para autofagia en

células epiteliales normales y para apoptosis en células transformadas (Figura 20A).
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Figura 20. Relacion entre apoptosis y autofagia.

(A) Las células MCF10A-Ras tratadas con TRAIL (500 ng/ml) a los tiempos indicados o con Rapamicona (5 pM)
durante 24h se analizaron para determinar apoptosis y autofagia mediante citometria de flujo y traslocacién de LC3,
respectivamente. El histograma muestra los valores +/- DE de tres experimentos independientes. (B y C) Las células
MCF10A-Ras fueron tratadas con z-VAD-fmk (50 pyM) 1h antes de afadir TRAIL (500 ng/ml) durante 24h. La
autofagia y la apoptosis se determinaron mediante traslocacion de LC3 y citometria de flujo, (B y C respectivamente).
Los histogramas muestran los valores +/- DE de tres experimentos diferentes. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, NS

= no significativo, comparado con la muestra control.

Ademas, cuando se bloqueaba la autofagia inducida por TRAIL en las células
normales, las células se sensibilizaban a apoptosis, como se ha visto en los apartados
anteriores. Asimismo, en el modelo de células transformadas por Ras se analizo la

relacion entre apoptosis y autofagia tras el tratamiento con TRAIL. En estas células, al
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bloquear la apoptosis utilizando z-VAD-fmk, se recuperaba la capacidad de responder
a TRAIL con un proceso autofagico (Figuras 20B y C).

Estos datos sugieren que apoptosis y autofagia son dos procesos
estrechamente relacionados en respuesta a TRAIL y que, a pesar de que la autofagia
esté inhibiendo la apoptosis, debe existir algin mecanismo por el cual la apoptosis
regule el proceso de autofagia. No obstante, estudios mas exhaustivos serian

necesarios para aclarar esta relacion.
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VIl. DISCUSION






1. Induccion de autofagia mediada por TRAIL en células epiteliales

de mama

En los ultimos anos, algunos estudios han apuntado que el ligando de la
superfamilia de TNF, TRAIL, es capaz de inducir autofagia en células epiteliales de
mama y de préstata (Mills, Reginato et al. 2004; Thorburn, Moore et al. 2005). No
obstante, hasta el momento no se conocen datos sobre los mecanismos moleculares
por los que TRAIL induce la formaciéon de autofagosomas en la célula. Los datos
presentados demuestran que la formacién de vacuolas autofagicas (observadas por
microscopia confocal, de fluorescencia y electrénica) tras el tratamiento con TRAIL en
células epiteliales de mama, es dependiente de Beclina1l y de Atg7, dos proteinas
implicadas en la maquinaria de autofagia. Ademas, la traslocacion de LC3 a la
membrana de los autofagosomas se inhibe por 3-Metiladenina (3-MA), un inhibidor de
la unidén PI3K-lII/Beclina1, ratificando que el efecto observado tras el tratamiento con
TRAIL es autofagia. Por otro lado, se demuestra que el ligando de muerte TRAIL
induce una autofagia funcional, ya que se aumenta la degradacién de proteinas de
vida media larga. Sin embargo, no se observan caracteristicas de autofagia tras el
tratamiento con TNF, lo que sugiere que la autofagia inducida en células epiteliales de
mama no es un efecto general de los ligandos de muerte. No obstante, se ha descrito
que TNF induce autofagia en linfocitos T y preadipocitos (Jia, Dourmashkin et al. 1997;
Prins, Ledgerwood et al. 1998), por lo que TNF es capaz de inducir autofagia, aunque
parece ser un efecto dependiente del tipo celular.

Al profundizar en el estudio de los mecanismos que llevan a TRAIL a inducir
autofagia, se demuestra por primera vez que TRAIL activa a la quinasa AMPK. La
relacion entre la ruta AMPK-mTOR y autofagia se conoce bastante bien. Para

demostrar que la activacion de AMPK por TRAIL esta relacionada con la induccion de
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autofagia en células epiteliales de mama, se ha bloqueado la proteina AMPK mediante
siRNA y se ha observado que la autofagia mediada por TRAIL se inhibe. Estos datos
confirman otros datos publicados en los que el bloqueo de la actividad de AMPK por
inhibidores farmacolégicos (Compuesto-C) o dominantes negativos de AMPK inhiben
la autofagia por deprivacion de nutrientes y por aumento del calcio intracelular (Meley,
Bauvy et al. 2006; Hoyer-Hansen, Bastholm et al. 2007). Sin embargo, a pesar de que
la activacion de AMPK por TRAIL induce autofagia, se ha visto que AICAR, un
activador directo de AMPK, no es capaz de inducir autofagia en células epiteliales de
mama (datos no mostrados). No obstante, AICAR interviene en otras rutas ademas de
activar a AMPK. Se sabe que AICAR inhibe la ruta PI3K/Akt (Jhun, Jin et al. 2004),
que a su vez es capaz de inhibir autofagia. Por otro lado, recientemente se ha
demostrado que AICAR inhibe autofagia a través de un mecanismo independiente de
la actividad AMPK, que inhibe la PI3K-IlI/Beclina1, contrarrestando el efecto de AMPK
de activar autofagia, y que es capaz de inhibir la degradacion proteosomal mediante
un mecanismo dependiente de AMPK (Viana, Aguado et al. 2008). Estudios anteriores
también demuestran que AICAR inhibe autofagia en hepatocitos (Samari and Seglen
1998). Por tanto, no parece estar muy claro el efecto del activador directo de AMPK,
AICAR, aunque parece que podria estar bloqueando la autofagia por mecanismos
independientes de su funcion activadora de AMPK.

La activacion de AMPK conlleva la activacion del complejo TSC1/TSC2 que a
su vez inhibe a la proteina Rheb, la cual activa mTOR y da lugar a la inhibicién de
autofagia. A pesar de que se conoce bastante bien la implicacion tanto de AMPK como
de mTOR en la induccion de autofagia, no hay evidencias de que TSC1/TSC2 y Rheb
tengan algun papel directamente relacionado con autofagia en mamiferos. Sin

embargo, estudios en Drosophila apoyan el papel tanto del complejo TSC1/TSC2
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como de Rheb como activador e inhibidora, respectivamente, de autofagia (Scott,
Schuldiner et al. 2004).

La cuestion de como se activa AMPK por TRAIL llevd a estudiar las quinasas
de AMPK conocidas. Asi pues, se demuestra que ni CaMKK}, activada por aumento
en la concentracion de calcio intracelular, ni LKB1, activada por un aumento en la
relacion AMP/ATP, son responsables de la activacion de AMPK inducida por TRAIL.
No obstante, se sabia que la quinasa activada por TGF-B, TAK1, era capaz de
fosforilar a AMPK in vitro (Momcilovic, Hong et al. 2006; Xie, Zhang et al. 2006). Los
datos publicados en esta tesis muestran que TAK1 activa a AMPK
independientemente de CaMKKp y de LKB1. Estos datos concuerdan con datos en los
que fibroblastos embrionarios de raton (MEFs) deficientes en TAK1 no son capaces de
activar AMPK tras estimulos con oligomicina, AICAR o metformina (Xie, Zhang et al.
2006). Sin embargo, este mismo estudio sugiere que LKB1 media la activacién de
AMPK por TAK1, lo cual no concuerda con nuestros datos de que TAK1 es un
activador directo de AMPK, o que al menos no esta mediado por ninguna de las otras
dos quinasas de AMPK conocidas. Ademas, en dicho estudio no se ha analizado si
TAK1 activa a AMPK y a LKB1 en paralelo. Por otro lado, hay otro estudio que
demuestra que AICAR es capaz de activar a AMPK en MEFs y en hepatocitos
embrionarios de raton, y que esta activacion se inhibe cuando estos modelos son
deficientes en AMPK o LKB1 pero no en TAK1 (Goransson, McBride et al. 2007).
Ademas, este mismo estudio muestra que AICAR es capaz de activar a AMPK en
células de carcinoma de cérvix deficientes en LKB1, pero que no activa a AMPK en
células de musculo deficientes en LKB1. Estos datos apuntan a que TAK1 no esta
implicada en la activacion de AMPK mediada por AICAR, lo cual podria concordar con
el hecho de que TAK1 esta por encima de AMPK y que AICAR, al ser un activador

directo de AMPK no necesite la presencia de TAK1. Sin embargo, estos datos se
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contradicen con los publicados por Xie et al.,, en los que AICAR, metformina y
oligomicina activan a AMPK a través de TAK1 y LKB1. Por lo tanto, faltan muchos
estudios por realizar para esclarecer esta cuestion, aunque parece que los
requerimientos para que AMPK se active podrian ser especificos del tipo celular.

Una vez conocido que AMPK se activa a través de TAK1 en células epiteliales
de mama tras el estimulo con TRAIL, queda por resolver cémo TRAIL activa a TAK1.
En un primer lugar, se pens6 en que TRAIL podria estar induciendo la expresion de
TGF-B y que éste era el responsable de activar a TAK1 de forma autocrina, como esta
descrito. Sin embargo se observé que ni TGF- era capaz de inducir autofagia, ni un
inhibidor farmacolégico de TGF-B bloqueaba la autofagia inducida por TRAIL (Figuras
S1A y S1B), por lo que esta hipotesis se descartd. Ademas, el hecho de que TRAIL
activara a TAK1 en tiempos tan cortos (desde los 5 minutos), no concordaba con este
posible mecanismo, ya que es muy poco tiempo para inducir una proteina y que ésta
sea excretada para unirse a su receptor e inducir la activaciéon de TAK1 y del resto de

la ruta que lleva a autofagia.
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Figura S1. TGF-B no induce autofagia en células epiteliales de mama MCF10A. (A) Las células MCF10A se
trataron con TGF-B (10 o 20 ng/ml) 8 horas antes del tratamiento con TRAIL (500 ng/ml; 24h) o con Rapamicina
como control positivo (5 uM; 24h). Las células con traslocacion de LC3 al autofagosoma se determinaron por
microscopia. Los valores muestran +/- DE de dos experimentos diferentes. (B) Las células MCF10A se trataron
con el inhibidor de TGF-B SB43152 (10 pM) 1 hora antes de afiadir TRAIL (500 ng/ml; 4, 8 o 24h). Mediante
microscopia se cuantificaron las células con traslocacion de LC3. Los valores muestras +/- DE de dos

experimentos independientes.
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Hay datos en la literatura que demuestran que la expresion ectépica de las
formas truncadas de TRAIL-R1 y TRAIL-R2 inhibe la sefializacién de TRAIL en células
epiteliales de mama, bloqueando la autofagia durante el proceso de morfogénesis de
la mama (Mills, Reginato et al. 2004), lo que sugiere que la transmisién de la autofagia
puede estar mediada por los receptores TRAIL-R1 y TRAIL-R2. Por otro lado, se ha
observado que TRAIL induce muerte celular autofagica en células epiteliales normales
a través del dominio de muerte de FADD (Thorburn, Moore et al. 2005), sugiriendo que
la formacién del DISC de TRAIL podria ser necesaria para que TRAIL induzca
autofagia. No obstante, hasta el momento no se han encontrado evidencias acerca de
esto. En esta tesis se aportan datos que ratifican que la autofagia mediada por TRAIL
requiere de su union al receptor TRAIL-R2 asi como de la formacién del DISC,
compuesto por TRAIL-R2, FADD, Caspasa-8, FLIP y RIP1. Pero, ;cémo se relaciona
la formacion del DISC con la activacion de TAK1? Los datos aportados en esta tesis,
demuestran que tan sélo Caspasa-8 y FADD, pero no FLIP ni RIP1, son necesarios
para que se activen TAK1 y AMPK y se inhiba mTOR tras el tratamiento con TRAIL en
células epiteliales de mama. Un posible mecanismo por el que TRAIL podria activar a
TAK1 se basa en datos publicados en los que TAK1 es capaz de asociarse a TRAF2 y
de activarse por autofosforilacion (Takaesu, Surabhi et al. 2003). Ademas, se sabe,
por un lado, que TRAIL induce la formacién de un segundo complejo intracelular tras la
formacion del DISC, compuesto por RIP1, FADD, Caspasa-8 y TRADD (Jin and El-
Deiry 2006), y, por otro, que TRAF2 se une a TRADD en el complejo intracelular que
forma TNFa (Micheau and Tschopp 2003). Por tanto, TRAIL podria inducir la
formacion del segundo complejo, en el que se encuentran FADD, Caspasa-8 y
TRADD. A esta ultima molécula adaptadora, se le uniria TRAF2, que reclutaria a TAK1
induciendo su activacién. Otro posible mecanismo de activacion de TAK1 podria ser

que TRAF2 se uniera a la Caspasa-8 o al FLIP del DISC, induciendo la posterior
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asociacion con TAK1. Esta hipotesis se basa en que se ha observado que Caspasa-8
juega un papel en la activacién de NFkB al reclutar a RIP1, NIK'y TRAF2, uniéndose al
prodominio de unién de IKK (Chaudhary, Eby et al. 2000). Ademas, el dominio efector
de muerte (DED) de vFLIP contiene una secuencia de interaccién con TRAF (PYQLT),
cuya union estd implicada en la activacion de NFkB. Asi, VFLIP se asocia a TRAF2
(Guasparri, Wu et al. 2006). Por tanto, aunque TRAF2 preferentemente se une a
TRADD, también podria unirse a Caspasa-8 o FLIP del DISC y asi inducir la activacion
de TAK1 mediante su union a TRAF2. Para resolver esta cuestion, habria que
demostrar, en primer lugar, que TRADD y TRAF2 son necesarios para que se active
TAK1 por TRAIL, y en segundo lugar, estudios de inmunoprecipitaciones para
esclarecer, por una parte, si en este modelo de células epiteliales de mama, se forma
el segundo complejo de TRAIL; por otra parte, si TRAF2 es capaz de asociarse a
caspasa-8 o FLIP del DISC vy, finalmente, si TAK1 se une a TRAF2 y se activa
mediante esta unién. Otra posible via de activacion de TAK1 a través de Caspasa-8 es
que ésta corte algun inhibidor de TAK1, permitiendo que la quinasa quede libre y se
active, tal vez mediante autofosforilacion. Asi pues, hacen falta muchos estudios que
realizar para responder a todas estas cuestiones.

Por otro lado, estudios recientes han mostrado que RIP1 es necesario para que
TAK1 se reclute al complejo inductor de muerte de TNFa, para activar a NFkB
(Blonska, Shambharkar et al. 2005; Shim, Xiao et al. 2005; Jackson-Bernitsas,
Ichikawa et al. 2007). Sin embargo, los datos que presentamos apuntan a que la
activacion de TAK1 no esta mediada por RIP1 sino por FADD y Caspasa-8, y a que
parece que la ruta que sefaliza RIP1 es distinta a la de TAK1-AMPK-mTOR, por lo
que la implicacién de RIP1 en la activacion de TAK1 puede depender del estimulo.

El hecho de que la autofagia inducida por TRAIL en células epiteliales de mama

sea independiente de la actividad caspasa (no se inhibe al tratar las células con el
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inhibidor general de caspasas z-VAD-fmk), pero no de la proteina caspasa-8 (al
disminuir sus niveles mediante siRNA, se bloquea la autofagia), parecia un dato
contradictorio que llevd a pensar en la existencia de otra ruta de sefializacion a
autofagia que fuera independiente de actividad caspasa. Asi pues, se demuestra que
TRAIL también activa a JNK independientemente de las caspasas (tanto de su
actividad como de la proteina caspasa-8), ya que requiere la presencia de RIP1 y
FADD para activarse. Ademas, la activacion de JNK inducida por TRAIL media la
formacion de autofagosomas de forma independiente de mTOR. Recientemente se ha
descrito que algunas drogas inducen autofagia a través de una ruta ciclica
independiente de mTOR, en la que AMPc regula los niveles de IP3, que a su vez
regula la actividad calpaina, completando el ciclo mediante la activacion de G(s)a, que
regula los niveles de AMPc (Sarkar, Ravikumar et al. 2008; Williams, Sarkar et al.
2008). Ademas, también se ha descrito que en células tumorales de mama MCF7,
resveratrol, un polifenol que se utiliza en el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares y obesidad, induce autofagia independiente de beclinal y de
actividad caspasa (Scarlatti, Maffei et al. 2008). Estos nuevos datos sugieren que la
autofagia puede inducirse a través de otras rutas no canodnicas que no impliquen la
inhibicion de mTOR ni el requerimiento de beclina1.

Por otro lado, no se sabe cdmo TRAIL activa a JNK en células epiteliales de
mama. Un estudio reciente demuestra que TAK1 es necesario para la activacion de
JNK por IL-1 en artritis reumatoide, induciendo la fosforilacion de JNK (Hammaker,
Boyle et al. 2007). Sin embargo esto no parece ocurrir en el modelo de MCF10A, ya
que al inhibir por separado, por una parte, la ruta de TAK1-AMPK-mTOR utilizando z-
VAD-fmk o, por otra, la activacion de JNK mediante su inhibidor farmacolégico
SP600125, sigue habiendo autofagia. Y sélo cuando se inhiben ambas rutas se

bloquea la sefalizacién de autofagia mediada por TRAIL. Estos datos sugieren que
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ambas rutas son independientes pero suficientes, ya que la ausencia de una no impide
que la otra actie. Otro estudio publicado en los Ultimos afios muestra que un
fragmento de cadena simple de la region variable del anticuerpo humanizado que se
une especificamente al receptor 2 de TRAIL, HW1, induce autofagia a través de la
activacion de JNK, que a su vez esta mediada por el reclutamiento de TRADD y
TRAF2, pero no de FADD, Caspasa-8 ni RIP en células tumorales sensibles y
resistentes a TRAIL (Park, Lee et al. 2007). No obstante, en células epiteliales de
mama tratadas con TRAIL, la activaciéon de JNK requiere la presencia de RIP1 y de
FADD, aunque no hay datos sobre el requerimiento de TRADD o de TRAF2 en este
modelo. Pero si se conoce que TRAIL puede inducir la activacién de JNK a través del
segundo complejo que forma TRAIL, y que contiene RIP1 (Kruyt 2008). Ademas, se ha
visto recientemente en Xenopus, que la interaccion de FADD y RIP1 activan
sinergisticamente a JNK (Ishizawa, Tamura et al. 2006), lo que correlaciona con
nuestros datos obtenidos en células epiteliales de mama tratadas con TRAIL.

No hay evidencias, no obstante, de cémo la activacion de JNK inducida por
TRAIL en células epiteliales de mama lleva a la formacion de autofagosomas. En los
ultimos meses se ha descrito un posible mecanismo que daria una explicacién a esta
cuestiéon. Asi pues, en células tumorales de mama MCF7, la activacion de JNK1 por
deprivacién de aminoacidos induce una triple fosforilacion de Bcl-2 en las serinas 70 y
87 y en la treonina 69, lo que implica que éste se disocie del complejo que forma con
Beclina1 en condiciones normales, liberando a Beclina1 para que pueda iniciar el
proceso de formacion de vacuolas autofagicas (Wei, Pattingre et al. 2008). Habria que
demostrar que en el modelo de células epiteliales de mama, tras el estimulo con
TRAIL, la activacion de JNK es capaz de inducir la fosforilacién de Bcl-2 para explicar

la ruta que lleva de JNK a autofagia, de forma independiente de mTOR.
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En resumen, y como muestra la Figura S2, en células epiteliales de mama,
TRAIL induce la formacién del DISC, que se compone de TRAIL-R2, FADD, Caspasa-
8, FLIP y RIP. Todos los componentes son necesarios para que la autofagia tenga
lugar. Por un lado, FADD y Caspasa-8 sefializan hacia la ruta de TAK1-AMPK-mTOR,
siendo necesaria la actividad caspasa para activar la quinasa AMPK. Por otro lado,
FADD y RIP1 son necesarios para la activacion de JNK, que induce autofagia de
forma independiente de la ruta TAK1-AMPK-mTOR. Asi pues, ambas rutas parecen
ser independientes pero suficientes para la formacion de vesiculas autofagicas. El
papel que esta jugando FLIP en la autofagia inducida por TRAIL se discutira mas

adelante.
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Figura S2. Mecanismos de induccion de autofagia mediada por TRAIL en células epiteliales de

mama.

193



2. Inhibicion de la autofagia por transformacion oncogénica

Al transformar una célula normal en tumoral, ésta tiende a desarrollar
mecanismos de supervivencia y a bloquear mecanismos de muerte para favorecer el
desarrollo y progresion del tumor. Se sabe que muchos genes supresores de tumores
y algunos oncogenes, ademas de regular el proceso de cancer, activan o inhiben
autofagia, respectivamente (Gozuacik and Kimchi 2004). Esto sugiere que el potencial
de autofagia esta disminuido en canceres. En este sentido, hay estudios que muestran
una disminucion de la capacidad de inducir autofagia en células tumorales de
pancreas de rata durante la transicion de adenoma a carcinoma (Toth, Nagy et al.
2002).

En una célula dafiada o mutada, se ponen en marcha mecanismos de
reparacion para intentar que la célula continte su ciclo vital sin ninguna alteraciéon que
pueda llevar a un desarrollo tumoral posterior. Pero en caso de fallar estos
mecanismos, se desencadena un programa de muerte celular programada para evitar
que la célula dafiada o mutada se siga dividiendo y dé lugar a un tumor. No obstante,
muchas células tumorales son resistentes a este proceso, lo que aumenta su
capacidad invasiva y tumorogénica. Ademas, si en una célula falla la apoptosis como
mecanismo reparador, se pone en marcha la autofagia para evitar que se produzcan
inestabilidad gendmica y mutaciones, como mecanismo de salvaguarda de la situacién
de normalidad. Se ha demostrado en esta tesis que la transformacion oncogénica de
células epiteliales de mama MCF10A con los oncogenes Ras o Src inhibe la capacidad
de TRAIL para inducir autofagia citoprotectora y sensibiliza a las células transformadas
a la apoptosis inducida por el ligando de muerte. Estos datos concuerdan con los
datos publicados de que células tumorales tienen disminuida la capacidad de inducir

autofagia.
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Se ha descrito que el oncogén Ras también regula autofagia (Chi, Kitanaka et
al. 1999; Budovskaya, Stephan et al. 2004; Furuta, Hidaka et al. 2004). Aunque
algunos autores apuntan a que Ras bloquea la autofagia inducida por deprivacién de
aminoacidos mediante la activacion de la ruta PI3K-I/Akt, que inhibe autofagia, en
células NIH3T3 (Furuta, Hidaka et al. 2004), otros autores describen que la
sobreexpresion de Ras induce muerte celular autofagica en células de glioma y de
cancer de prostata, como mecanismo de prevencion de neoplasia (Chi, Kitanaka et al.
1999). Sin embargo, en células epiteliales de mama, la sobreexpresién de Ras inhibe
la formacion de vesiculas autofagicas a la vez que sensibiliza a las células a la muerte
celular apoptaética, sugiriendo que la resistencia a autofagia puede deberse a que en
estas células TRAIL es capaz de inducir su ruta candnica de muerte: apoptosis. Lo
curioso es que estas células no han perdido su capacidad de inducir autofagia, ya que
Rapamicina es capaz de activar la traslocacion de LC3 al autofagosoma, sino que la
transformacion, de alguna manera, impide la sefalizaciéon hacia autofagia inducida por
el ligando de muerte TRAIL.

¢ Qué hace que la transformacion tumoral impida a la célula sefializar hacia
autofagia? En células epiteliales de mama transformadas con Ras, TRAIL sigue
activando la quinasa activadora de autofagia, AMPK, pero no se produce la inhibicion
de mTOR. La inhibicion de mTOR favorece la unién de la PI3K-Ill con Beclina1 para
dar lugar a la formacién de vacuolas autofagicas. La inhibicién de mTOR mediada por
AMPK implica a otras proteinas, como son el complejo TSC1/TSC2 y Rheb, por tanto,
parece que los mecanismos de sefializacion de Ras podrian estar regulando la
autofagia a través de estas proteinas. Asi pues, habria que estudiar la implicacién de
TSC1/TSC2 y de Rheb en la inhibicion de la autofagia mediada por el oncogén Ras.
Ademas, Ras activa tres rutas de sefializacion que parecen estar involucradas en la

resistencia de las células de mama transformadas a la autofagia inducida por TRAIL.
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De esta forma, Ras activa las rutas PI3K/Akt y MEK/ERK, que son inhibidoras de
autofagia, y la ruta de JNK, que es capaz de inducir autofagia. Los resultados
obtenidos muestran que la inhibicion simultdnea de las rutas PI3K/Akt y MEK/ERK
restaura la capacidad de las células transformadas de inducir autofagia por TRAIL,
mientras que la inhibicidon de la ruta de JNK no tiene ningun efecto. Ademas, utilizando
mutantes que activan preferentemente cada una de las rutas, se han obtenido los
mismos resultados. Por lo tanto, podria ser que la activacién de las rutas inhibidoras
de autofagia PI3K/Akt y MEK/ERK por Ras den lugar a una posterior inhibicién de la
ruta AMPK-mTOR, actuando posterior e indirectamente sobre las proteinas
TSC1/TSC2 y/o Rheb. De esta forma, podria relacionarse la sefializacion de TRAIL
que lleva a autofagia con la sensibilizacion a apoptosis en las células transformadas.
Ahora falta por determinar cémo estan relacionadas las rutas activadas por Ras con la
via de senalizaciéon de TRAIL en estas células. Tampoco se sabe si TRAIL activa
AMPK a través de TAK1 en células tumorales o transformadas de mama, MCF7 o
MCF10A-Ras, respectivamente. Recientemente se ha publicado que en células EpH4
de epitelio de mama de ratén, TGF-B coopera con el oncogén Ras para inducir
transformaciéon y progresion tumoral, lo que requiere la activacion de TAK1 (y sus
efectores JNK y p38) asi como de la PI3K/Akt (Erdogan, Pozzi et al. 2008). En el caso
de que TRAIL activara AMPK a través de TAK1, podria ser que Ras estuviera
induciendo oncogenicidad y proliferacion mediante esta quinasa, pero al estar
blogueando la ruta de autofagia por debajo de AMPK y mediante la activacién de otras
rutas (PI3K/Akt y MEK/ERK), la célula se vuelve resistente a autofagia y sensible a
apoptosis, y acaba muriendo.

En definitiva, y como muestra la Figura S3, lo que estd ocurriendo tras la
transformacion oncogénica por el oncogén Ras en las células epiteliales de mama

MCF10A es que, por un lado, la activacion de las rutas PI3K/Akt y MEK/ERK inducida
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por Ras sea mas fuerte que la activacion de JNK. Y por otro lado, que estas rutas
estén actuando indirectamente a nivel del complejo TSC1/TSC2 o de Rheb,
bloqueando la sefializacion hacia autofagia mediada por la ruta AMPK-mTOR que
induce TRAIL en las células normales de mama. Dichos efectos tienen como resultado
final la inhibicién de la autofagia. Pero, ¢ TRAIL activa JNK en estas células? ;Cdémo
afecta la transformacion a la ruta de autofagia que se ha descrito que TRAIL induce en
células normales? ;Como inhibe Ras el paso entre AMPK y mTOR? Todas estas son
preguntas cuyas respuestas necesitan de mas estudios para ser resueltas, y que
ayudaran a comprender la relacion entre la transformacion tumoral y la resistencia a la

autofagia inducida por TRAIL.
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Figura S3. Transformacion oncogénica por Ras en células epiteliales de mama. El esquema muestra la accién
de Ras sobre sus distintas rutas de sefializacion y su relaciéon con autofagia, asi como el efecto del oncogén en la
ruta que sefaliza TRAIL hacia autofagia. Faltan algunas incégnitas por resolver, como por ejemplo, como TRAIL
activa a AMPK en estas células, si TRAIL es capaz de activar a JNK, o si Ras esta actuando indirectamente sobre el
complejo TSC1/TSC2 o Rheb para bloguear la sefializaciéon entre AMPK y mTOR a través de las rutas PI3K/Akt y
MEK/ERK, activadas por Ras.
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3. Relacién_entre autofagia y apoptosis en células normales y

tumorales de mama

Hay varios indicios que indican que autofagia y apoptosis estan
estrechamente relacionadas. Asi, diversos autores han publicado estudios sobre la
sensibilizacion a la apoptosis tras la inhibicion de la autofagia por diversos estimulos y
en distintos tipos celulares (Boya, Gonzalez-Polo et al. 2005; Gonzalez-Polo, Boya et
al. 2005; Amaravadi, Yu et al. 2007; Apel, Herr et al. 2008; Pallet, Bouvier et al. 2008;
Wang, Singh et al. 2008). En concordancia con estos datos, se ha demostrado en esta
tesis que al inhibir autofagia en células epiteliales de mama MCF10A, mediante la
disminucion por siRNAs de los niveles de proteinas implicadas en la ruta de
sefalizacién de autofagia por TRAIL (Beclina1, Atg7, FLIP, RIP1, TAK1 y AMPK), las
células se sensibilizan a la apoptosis inducida por TRAIL. También las células
epiteliales pigmentadas de retina RPE1 asi como fibroblastos embrionarios de ratéon se
sensibilizan a la apoptosis cuando se inhibe la autofagia con siRNA de TAK1. Estos
datos sugieren que la autofagia inducida por TRAIL es un mecanismo de
supervivencia en este modelo de células normales. En sentido opuesto, al bloquear la
sefalizacion de apoptosis mediada por TRAIL utilizando el inhibidor general de
caspasas z-VAD-fmk en células transformadas de mama MCF10A-Ras, las células
recuperan la capacidad de inducir autofagia por TRAIL, por lo que la apoptosis, en
este caso, parece estar bloqueando la sefializacion hacia autofagia. Estos datos
concuerdan con datos anteriormente publicados por otros autores en los que al
bloquear la apoptosis se favorece la autofagia (Lamparska-Przybysz, Gajkowska et al.
2005; Kim, Mutter et al. 2006). De esta forma, parece que TRAIL induce diferentes
mecanismos segun el tipo celular, sefalizando hacia un mecanismo de supervivencia

en células normales y hacia un mecanismo de muerte en células tumorales como un
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mecanismo de salvaguarda para evitar la progresion tumoral. Es importante destacar
que no parecen existir diferencias importantes en la expresién de receptores para
TRAIL entre células normales y transformadas. En ambos tipos celulares el principal
receptor expresado es el receptor proapoptético TRAIL-R2. No obstante, parece que
los niveles de expresion de TRAIL-R2 en las células transformadas son suficientes
para que el ligando TRAIL induzca apoptosis, mientras que en las células normales
existe una clara resistencia a la apoptosis frente a una sensibilidad a la ruta de
autofagia.

Por otro lado, hemos observado que el bloqueo de la actividad caspasa en
células MCF10A donde se ha silenciado la expresion de TAK1, FLIP o RIP1, permite la
induccién de autofagia por TRAIL (Figura S4).

Figura S4. TAK1, FLIP y RIP1 estan impidiendo

mNT la apoptosis. Las células MCF10A se
o TRAL
oy O z-VAD-mk

38 q OTRAL = 2UAD-Sk control (Control) o con un siRNA frente a TAK1#1,
y RIP1 durante 48h o frente a FLIP durante 24h. A

continuacion, las células se trataron con TRAIL

transfectaron con dharmafect (NT), con un siRNA

(500 ng/ml; 24h) y se analizé la formacion de

autofagosomas. El histograma muestra los valores
+/- DE de cuatro experimentos diferentes. *p <
0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, NS = no significativo,

comparado con la muestra transfectada con

sifhA: KT Contral

dharmafect.

Estos datos sugieren que estas proteinas desempefian un papel permisivo de
la autofagia bloqueando la induccion de apoptosis. Ademas, el hecho de que al
disminuir los niveles de FLIP se inhiba la autofagia y las células se sensibilicen a la
apoptosis por TRAIL, pero que FLIP no sea necesario para la activacion por TRAIL de
las rutas TAK1-AMPK-mTOR o JNK, sugiere que el papel de FLIP en la senalizacion
por TRAIL en células epiteliales de mama es el de contribuir indirectamente a la

autofagia por estar inhibiendo la apoptosis. En el caso de RIP1, ademas, es necesario
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para que se active JNK, y en el de TAK1 para activar la ruta AMPK-mTOR. Al mismo
tiempo, las proteinas TAK1 y AMPK también parecen estar impidiendo la apoptosis de
alguna forma, ademas de sefalizar hacia autofagia. Hay datos en la literatura en los
que la induccion de autofagia con Rapamicina da lugar a una resistencia a apoptosis
(Ravikumar, Berger et al. 2006), que se correlaciona con los datos presentados. En
este sentido, podria ser de interés estudiar en el modelo de células transformadas de
mama MCF10A-Ras o MCF10A-Src si Rapamicina protege a las células
transformadas de la apoptosis inducida por TRAIL, lo que confirmaria que la induccién
de autofagia es un mecanismo de supervivencia en este modelo. Respecto al papel de
AMPK en la regulacién de autofagia y apoptosis, se ha demostrado en esta tesis que
AMPK se activa tras el tratamiento con TRAIL tanto en células normales como en
transformadas de mama. Sin embargo, en las células normales se induce un
mecanismo de supervivencia mientras que en las células transformadas se induce
muerte celular programada. ¢Esta jugando AMPK algun papel en la relacién entre
autofagia y apoptosis? Por un lado, como se ha mencionado anteriormente, AICAR, un
activador directo de AMPK, no es capaz de inducir autofagia en células MCF10A. Esto
puede deberse a que, como se ha publicado en los ultimos afios, AICAR puede inducir
apoptosis independientemente de AMPK en células Jurkat, donde AICAR no activa
AMPK (Lopez, Santidrian et al. 2003). Estos datos podrian explicar el hecho de que
AICAR no induzca autofagia porque esté induciendo apoptosis en las células
epiteliales de mama, de forma independiente de AMPK, lo que bloquearia la
sefalizacién hacia autofagia. Por otro lado, se ha visto recientemente que AMPK esta
fosforilando a Raptor en las serinas 722 y 729 de forma dependiente de AMPK y de
LKB1 en fibroblastos embrionarios de ratén. Esta fosforilacion da lugar a la unién de la
proteina 14-3-3 (implicada en numerosos procesos celulares como supervivencia

celular) a Raptor, previniendo la apoptosis. Asi, la inhibicion del complejo mTORC1 y
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su capacidad de reclutar sustratos impide que la apoptosis tenga lugar (Gwinn,
Shackelford et al. 2008; Hardie 2008). Estos datos dan una posible explicacién a la
hipétesis de que AMPK esta bloqueando de alguna manera la apoptosis y por ello
induce autofagia.

Recientemente se ha publicado que el silenciamiento o la inhibicion de TAK1
aumenta la apoptosis inducida por TRAIL en células tumorales HelLa a través de la
activacién de la cascada de caspasas (Choo, Kawasaki et al. 2006). En este sentido,
se ha sugerido que podrian utilizarse inhibidores de TAK1 como agentes
quimioterapicos en combinacion con TRAIL. Dado que esto mismo ocurre en las
células normales epiteliales al deplecionarlas en TAK1, esta aproximacion terapéutica
debe ser considerada con bastante precaucion. En estas células, al inhibir la autofagia
con 3-Metiladenina, las células aumentan la activacion de caspasas tras la adicion de
TRAIL, asi como la formacion de Bid truncado.

En linea con esto, hay algunos datos en la literatura que demuestran que la
inhibicion de autofagia promueve apoptosis dependiendo del estimulo (Wang, Singh et
al. 2008), o que la autofagia citoprotectora esta implicada en la resistencia a la
apoptosis (Han, Hou et al. 2008). Ademas, en los ultimos meses se ha publicado que
los genes de autofagia Atg5 y Beclinal son requeridos para la generacion de las
sefales de fagocitosis de las células en apoptosis. De esta forma, la falta de Atg5
produce defectos en la ingestibn de cuerpos apoptéticos durante el desarrollo
embrionario debido a que no se libera LPC (Lisofosfatidilcolina) de los cuerpos
apoptéticos ni se expone PS (Fosfatidilserina) en la superficie de la célula (Qu, Zou et
al. 2007). Todos estos datos apuntan a que existe una relacion entre apoptosis y
autofagia, no solo en la ejecucion del proceso de muerte celular sino también en la

eliminacion de células apoptoticas.
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Otro punto de regulacion entre la apoptosis y la autofagia se encuentra a
nivel de mTOR. En los ultimos afios se ha visto que mTOR induce la sobreexpresion
de FLIPs en células de glioblastoma multiforme, lo que conlleva a la resistencia de
dichas células a la muerte inducida por TRAIL. De esta forma, la inhibicion de mTOR
favorece la sensibilizacion de estas células a la muerte por apoptosis (Panner, James
et al. 2005). Estos datos implican una relacién translacional entre FLIPs y mTOR. En
nuestro modelo, la inhibicion de mTOR, bien por Rapamicina o por la activacién de
AMPK por TRAIL induce autofagia, que probablemente esté inhibiendo la apoptosis.
En estas células, los niveles de expresion de FLIPs son muy bajos y practicamente
indetectables y no hemos observado una regulacion por mTOR. Ademas, para que
estas células se sensibilicen a la apoptosis es suficiente con bloquear la expresion de
FLIP., por lo que no esta muy claro si FLIPs juega algun papel en la resistencia a la
sefalizacion de apoptosis y, en su caso, si tiene alguna relacion con mTOR.

Por otra parte, durante este ano se ha publicado que la autofagia que se
induce durante la formacion del lumen acinar. La morfogénesis de la mama es una
estrategia de supervivencia para mitigar el estrés de la falta de adhesién a la matriz
extracelular (Fung, Lock et al. 2008). De esta forma, al deplecionar Atg5 y Atg7 en
células epiteliales de mama en condiciones de falta de adhesion al sustrato, hay una
disminucién de la autofagia y se induce activacion de caspasa-3 y apoptosis. En este
sentido, si el lumen se forma porque las células deprivadas de contacto con la matriz
extracelular se mueren por apoptosis (proceso conocido como anoikis (Frisch and
Francis 1994)), y en las mismas células del lumen se produce autofagia como
mecanismo de supervivencia, ¢puede darse la apoptosis y la autofagia al mismo
tiempo y en la misma célula? ;Podria ser que en las células del interior del acino se
induzca apoptosis y/o autofagia, y en las que estdn en contacto con la matriz

extracelular tenga lugar un proceso de autofagia como mecanismo de supervivencia?
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Los datos presentados en esta tesis apuntan a que la autofagia que tiene lugar
durante la formacién del lumen en células epiteliales de mama, parece ser un
mecanismo de supervivencia que, al inhibirlo, hace que las células se sensibilicen a la
apoptosis y el lumen se forma mas rapidamente. Estos datos, ademas, confirman que
el proceso de autofagia esta inhibiendo la apoptosis también durante la formacion del
lumen. Seria interesante analizar si la disminucion de la expresion de AMPK tiene los
mismos efectos que la de Beclina1 y TAK1, lo cual confirmaria que la sefializacién de
autofagia por TRAIL en células epiteliales de mama durante la morfogénesis esta
inhibiendo la apoptosis. No obstante, queda mucho por estudiar para dilucidar si una
misma célula puede estar induciendo apoptosis y autofagia la mismo tiempo, y qué
lleva a que predomine un proceso u otro. Ademas, se sabe que un déficit en la
autofagia durante la morfogénesis de la mama acelera la formacién del lumen

(Karantza-Wadsworth, Patel et al. 2007; Karantza-Wadsworth and White 2007).

TRAIL

Células normales Células tumorales
de mama de mama

AUTOFAGIA | APOPTOSIS

!

[ SUPERVIVENCIA ] [ MUERTE ]

Figura S5. Relacion entre apoptosis y autofagia en células epiteliales normales y tumorales de mama
tratadas con TRAIL.

En resumen, y como muestra la Figura S5, TRAIL es capaz de inducir

autofagia en células epiteliales normales de mama y apoptosis en células

transformadas. En las células normales el proceso de autofagia es un mecanismo de
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supervivencia, posiblemente en respuesta al estrés que induce el ligando de muerte
TRAIL, que a su vez esta bloqueando la sefnalizaciéon de muerte celular. Por otro lado,
en células tumorales, la transformacion oncogénica induce cambios en la célula que la
hacen sensible a la apoptosis y resistente a la autofagia. Ambos mecanismos estan
relacionados, ya que al inhibir autofagia en células MCF10A, éstas se sensibilizan a la
apoptosis y al bloquear la apoptosis en células transformadas, éstas recuperan la
capacidad de inducir autofagia. Sin embargo, aun hay que determinar cédmo estan

interconectados ambos mecanismos.
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VIIl. CONCLUSIONES






TRAIL induce un proceso de autofagia en células epiteliales normales de

mama MCF10A y de retina RPE1.

El mecanismo de induccion de autofagia mediado por TRAIL en células
MCF10A implica la activacién de, al menos, dos mecanismos: la ruta de

sefalizacion TAK1-AMPK-mTOR vy la activacion de JNK.

La formacién de vesiculas autofagicas requiere el reclutamiento de Caspasa-8,

FADD, FLIP y RIP1 al complejo inductor de muerte (DISC) de TRAIL.

Caspasa-8 y FADD son necesarios para la activacién de la ruta TAK1-AMPK-

mTOR, mientras que RIP1 y FADD se requieren para la activacion de JNK.

. TRAIL induce apoptosis y no autofagia en células tumorales o transformadas

de mama MCF7, MCF10A-Ras y MCF10A-Src.

La transformacién oncogénica bloquea la sefalizacién a autofagia inducida por
TRAIL mediante: 1) la activaciéon de las rutas de PI3K/Akt y MEK/Erk, y 2) el

bloqueo de la sefializacion entre AMPK 'y mTOR.

El bloqueo de la ruta de induccion de autofagia en modelos de células

normales MCF10A, RPE1 o MEFs sensibiliza a la apoptosis mediada por

TRAIL.
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8. La autofagia esta bloqueando la apoptosis después de la formacion del DISC

208

de TRAIL en células transformadas.

La inhibicion de la autofagia mediante siRNA de Beclina1 interfiere en la
formacion del lumen durante la morfogénesis de acinos en cutivos
tridimensionales de células MCF10A. Del mismo modo, el silenciamiento de la
proteina quinasa TAK1, que participa en la sefalizacién de autofagia por

TRAIL, acelera la formacion del lumen en células MCF10A.
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The capacity of tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) to
trigger apoptosis preferentially in cancer cells while sparing normal cells has
motivated clinical development of TRAIL receptor agonists as anti-cancer
therapeutics.1 The molecular mechanisms responsible for the differential TRAIL
sensitivity of normal and cancer cells are, however, poorly understood. Here, we
reveal a novel signalling pathway that activates cytoprotective autophagy in
untransformed human epithelial cells treated with TRAIL. TRAIL-induced
autophagy is mediated by the AMP-activated protein kinase (AMPK) that inhibits
mammalian target of rapamycin complex 1 (mMTORC1), a potent inhibitor of
autophagy. Interestingly, the TRAIL-induced AMPK activation is refractory to the
depletion of the two known AMPK activating kinases, LKB1 and Ca(2+)/calmodulin-
dependent kinase kinase-f3, but depends on transforming growth factor-p-activating
kinase 1 (TAK1). Thus, TAK1 can act as an LKB1- and CaMKKB8-independent
activator of AMPK and AMPK-dependent cytoprotective autophagy. Because TAK1
and AMPK are ubiquitously expressed kinases activated by numerous cytokines and
developmental cues,” * these data are likely to have broad implications for our
understanding of cellular control of energy homeostasis as well as the resistance of

untransformed cells against TRAIL-induced apoptosis.
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Macroautophagy (hereafter referred to as autophagy) is a lysosomal pathway involved in
the turnover of long-lived proteins, cytoplasm and whole organelles.*” In unstressed cells
autophagy is inhibited by the mammalian target of rapamycin complex 1 (mTORC1). The
inhibition of mMTORCI1 activity (e.g. by starvation or rapamycin) leads to the activation of a
set of evolutionarily conserved autophagy-regulating proteins (Atg proteins) and formation
of autophagosomes that then fuse with lysosomes to form autolysosomes, in which the
cargo is digested to metabolites and released back to the cytosol for recycling.
Accumulating evidence indicates that autophagy can function as an adaptive cell response
allowing the cell to survive otherwise lethal challenges by removing damaged organelles
and misfolded proteins. Paradoxically, autophagy can also mediate a non-apoptotic type 11
cell death, called autophagic degeneration.

Prompted by the data showing that TRAIL is upregulated during breast morphogenesis and
induces accumulation of autophagic vacuoles during lumen formation in an in vitro
morphogenesis model,® we hypothesized that autophagy may either contribute to the
TRAIL-induced lumen formation by facilitating cell death or it may explain the TRAIL
resistance of normal cells. In order to study the effect of TRAIL-induced accumulation of
autophagosomes in greater detail, we created MCF10A cells (immortalized human breast
epithelial cells) stably expressing the autophagosome-associated protein LC3 (also known
as Atg8) fused to enhanced green fluorescent protein (eGFP-LC3). In the majority of
untreated MCF10A cells, the eGFP-LC3 was diffusely distributed in the cytosol and
nucleus, and only approximately 5% of the cells displayed a dotted staining pattern of
eGFP-LC3 (> 5 dots/cross-section) indicative of the accumulation of autophagosomes (Fig
1A). TRAIL treatment increased the number of cells with autophagosome accumulation to

the level comparable to that seen in rapamycin-treated control cells, whereas the highly
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related cytokine TNF had no detectable effect on the eGFP-LC3 distribution (Fig. 1A).
Flow cytometry-based analysis revealed TRAIL receptor 2 (TRAIL-R2; also known as
death receptor 5) on the surface of MCF10A cells, whereas TRAIL-R1 (also known as
death receptor 4) expression was under the detection limit of the assay (see supplementary
information Fig. S1A online). Accordingly, an antagonistic TRAIL-R2 antibody
effectively inhibited TRAIL-induced autophagosomes accumulation in MCF10A cells
(Fig. 1A). This antibody also inhibited TRAIL-induced cell death in MCF10A cells
sensitized to TRAIL-induced cytotoxicity by a protein synthesis inhibitor cycloheximide
(see supplementary information Fig. S1B online). Thus, TRAIL-R?2 is capable of activating

signalling pathways leading to both autophagosome accumulation and cell death.

In order to test whether the TRAIL-induced autophagosome accumulation was mediated
by the known core autophagy machinery, we inhibited the autophagy pathway by
pharmacological inhibitors and RNA interference. Co-treatment with 3-methyladenine (3-
MA), an inhibitor of class III phosphoinositide 3-kinase (PI3K), that is required for the
autophagosome membrane assembly as well as the siRNA-based depletion of two essential
autophagy proteins beclin 1 or Atg7 effectively blocked TRAIL-induced eGFP-LC3-
translocation (Fig. 1A and B). Importantly, TRAIL treatment also induced the
accumulation of autophagosomes and autolysosomes as detected by transmission electron
microscopy (Fig. 1C), the appearance of LC3-II, a structural component of
autophagosomes (Fig. 1D), and the degradation of long-lived proteins (Fig. 1E). These data
indicate that the LC3 translocation observed in TRAIL-treated MCF10A cells was
dependent on the classic autophagy pathway and reflected an increase in functional

autophagy.
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TRAIL-induced autophagosome formation was significant as early as 6 h after the addition
of 500 ng/ml TRAIL and increased continuously during a 72 h treatment period (see
supplementary information Fig. S2A online). Furthermore, the response was dose-
dependent at TRAIL concentrations ranging from 10 to 500 ng/ml (see supplementary
information Fig. S2A online). Notably, TRAIL failed to induce significant cell death in
MCF10A cells within these time and concentration ranges, but the inhibition of autophagy
by depletion of beclin 1 or Atg7 significantly sensitized the cells to TRAIL-induced cell
death as analyzed by flow cytometry-based quantification of cells with reduced DNA
content and detection of floating dead cells by microscopy (Fig. 1F and data not shown).
The cytoprotective nature of TRAIL-induced autophagy suggests that it does not contribute
to the lumen formation during breast morphogenesis but rather opposes it by inhibiting cell
death. Accordingly, autophagy inhibition by depletion of Atg5 or Atg7 has recently been

shown to enhance luminal apoptosis in an MCF10A breast morphogenesis model.”

The molecular mechanisms governing TRAIL-induced autophagy have remained
unexplored. In order to test whether TRAIL-induced autophagy was associated with the
inhibition of mTORCI1 kinase complex, a key negative regulator of autophagy in
unstressed cells, we measured the phosphorylation level of an mTORCI1 substrate,
ribosomal protein S6 kinase 1 (p70°®). Remarkably, TRAIL inhibited the phosphorylation
of p70°°* as effectively as rapamycin, a direct inhibitor of mTORC1 (Fig 2A). AMP-
activated protein kinase (AMPK), an evolutionarily highly conserved regulator of cellular
energy homeostasis,” '* has recently emerged as a putative activator of autophagy.'' "> The

AMPK-mediated autophagy inhibition may occur via two distinct signalling pathways that
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lead to the inhibition of mTORC1."*'® AMPK-mediated phosphorylation of tuberous
sclerosis complex 2 (TSC2) leads to the activation of an mTORCI inhibitor ras-family
GTP-binding protein RHEB, whereas that of a mTOR binding partner raptor triggers the
binding of raptor to 14-3-3 proteins and subsequent inhibition of the ability of mTORCI to
recruit downstream substrates. Thus, we next tested whether AMPK was activated in
TRAIL-treated MCF10A cells. Interestingly, TRAIL induced a rapid (detectable at 1 min),
sustained (until 24 h) and dose-dependent (10 — 500 ng/ml) activation of AMPK as
demonstrated by an increase in the phosphorylation of an AMPK substrate acetyl-CoA-
carboxylase (ACC) (Fig. 2B, 2C and S2B). Furthermore, the depletion of the catalytic al-
subunit of AMPK by RNA interference in TRAIL-treated MCF10A cells restored the
mTORCI activity, attenuated autophagosome formation and sensitized the cells to TRAIL-
induced cell death indicating that AMPKal mediates the TRAIL-induced cytoprotective
autophagy (Fig. 2D and E). Even though TRAIL has been reported to activate several
kinases,'” to our knowledge these data are the first to report the ability of TRAIL to
activate AMPK. Furthermore, the data presented above provide the first genetic evidence
that endogenous AMPK, and more precisely AMPKal, is an essential mediator of

autophagy in mammalian cells.

AMPK can be phosphorylated and activated by tumor suppressor kinase LKB1 when the

ratio of AMP/ATP increases and by calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase-3

(CaMKKp) in response to an increase in the cytosolic free calcium [Ca%]cyt.lg'21

Accordingly, LKB1 and CaMKKJ have been reported to mediate autophagy in response to

13,22

starvation and an increase in the [Caz+]cyt, respectively. Thus, we next studied whether

these AMPK kinases were responsible for the TRAIL-induced activation of AMPK and
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autophagy. Even though the siRNAs used effectively depleted LKB1 and CaMKKR and
completely inhibited the AMPK activation and autophagosome accumulation in starved
and ionomycin-treated MCF10A cells, respectively, their depletion influenced neither
TRAIL-induced AMPK activation nor autophagy (Fig. 3A-C). In spite of some residual
LKBI1 and CaMKKS in the siRNA-treated cells, the complete inability of the cells to
activate AMPK and autophagosome accumulation upon starvation and ionomycin strongly
suggests that TRAIL activates AMPK by a pathway independent of the two known AMPK
kinases. Thus, it is interesting to note that TAKI, a cytokine-activated member of the
mitogen-activated protein kinase kinase kinase family, has recently been shown to activate
the yeast AMPK homologue Snfl in vivo and mammalian AMPK in vitro suggesting that it
could act as a third mammalian AMPK kinase.” To investigate the possible role of TAK1
in TRAIL-induced AMPK activation and autophagy, we first examined the effect of
TRAIL on TAKI activation in MCF10A cells by determining TAK1 phosphorylation at
Thr184/187, an essential step for the complete kinase activation.”* Remarkably, TRAIL
induced a rapid (detectable at 5 min), sustained (until 24 h) and dose-dependent activation
of TAK1 that closely correlated with the activation of the AMPK (Fig. 4A, 4B and S2B).
Notably, siRNA-based depletion of TAK1 effectively abrogated TRAIL-induced AMPK
activation, mTORCI inhibition and autophagosome formation (Fig. 4B and C), whereas
AMPKal depletion did not affect TRAIL-induced phosphorylation of TAKI1 (see
supplementary information Fig. S3 online). Furthermore, TAKI and AMPK activation as
well as mTORCI inhibition were completely inhibited by the antagonistic TRAIL-R2
receptor (see supplementary information Fig. S1B online). Thus, TAK1 is an essential
mediator of TRAIL-R2-induced AMPK activation and autophagy in MCF10A cells.

Moreover, TAK1-depleted cells were greatly sensitized to TRAIL-induced cell death
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further highlighting the importance of the TRAIL-induced autophagy pathway in

determining the cellular outcome in response to TRAIL treatment (Fig. 3F).

The downstream signalling pathways activated by TAKI1 vary greatly depending on the
cell type and the stimulus.” In order to investigate whether the ability of TRAIL to activate
the cytoprotective TAK1-AMPK pathway was restricted to breast epithelial cells, we
included human hTERT-immortalized retinal pigment epithelial cells (hnTERT-RPE-1) to
this study. TRAIL activated AMPK and autophagosome formation in a TAK1-dependent
manner also in these cells (Fig. 5A-C). Importantly, the inhibition of AMPK activation
and autophagosome accumulation by TAK1 siRNA greatly sensitized the hTERT-RPE-1
cells to TRAIL-induced cell death (Fig. 5C). Moreover, knock-in of a dominant negative
TAK1 mutant in murine embryonic fibroblasts (MEFs) reduced the TRAIL-induced
activation of AMPK observed in wild type MEFs and sensitized the cells to TRAIL-
induced cell death (Fig. 5D and E). These data further emphasize the role of TAKI as an
activator of AMPK and are in concordance with recent data showing that TAK1-deficent
MEFs fail to activate AMPK in response to oligomycin, metformin and 5-aminoimidazole-
4-carboxamide riboside.”> Based on data showing that these drugs fail to activate the
AMPK kinase LKB1 in TAKI deficient cells, Xie and coworkers have suggested that
TAKI1 functions upstream of LKB1 rather than as a direct AMPK kinase. It should be
noted that this study did not test whether TAK1 could activate AMPK1 and LKBI in
parallel. Furthermore, another pharmacological AMPK activator (A-769662) activates
AMPK in LKB1-deficient cervix carcinoma cells, but fails to activate it in LKB1-deficient
skeletal muscle cells suggesting that the requirements for the AMPK activation may be cell

type specific.® Our data showing that TRAIL-induced AMPK activation was not affected
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by an effective depletion of LKB1 indicates that in TRAIL-treated MCF10A cells TAKI1
activates AMPK independent of LKB1. It remains, however, to be studied whether TAK 1
is a direct activator of AMPK in this model system. However, its ability to mediate AMPK
— mTORC]1-autophagy pathway independent of the two known AMPK kinases together
with its previously demonstrated capacity to directly activate AMPK in vitro support the

idea that it may function as an AMPK kinase in TRAIL-treated cells.”

AMPK sits at a unique position as a proposed energy and stress sensor that can interact
with diverse signalling molecules and control processes ranging from macromolecule
synthesis to cell polarity and autophagy.® *”** Hithertho, LKB1 and CaMKKS® have been
identified as AMPK kinases in response to low AMP levels and an increase in the [Ca2+]cyt,
respectively. Our data add TRAIL-induced TAKI1 activation as a third independent
signalling pathway capable of activating AMPK. Interestingly, all three signalling
pathways leading to AMPK activation can induce autophagy suggesting that AMPK
functions as a universal autophagy activator that can integrate information from various

environmental and developmental cues via at least three different signalling pathways.

Despite the potential of TRAIL receptors as targets for cancer therapy, little is known
about the mechanisms regulating the differential sensitivity of normal and tumour cells to
TRAIL-induced cytotoxicity.! The data presented above suggest that the TRAIL-induced
TAK1-AMPK signalling pathway leading to an increase in autophagic activity contributes
to the protection of normal epithelial cells against TRAIL-induced cell death. Recent data
showing that TRAIL can induce cytoprotective autophagy also in apoptosis-defective

cancer cells suggest that TRAIL-induced apoptosis overrides the ability of TRAIL to
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trigger autophagy in cancer cells.”’ Because the TRAIL-induced cytoprotective autophagy
in apoptosis resistant cancer cells may inspire combination therapies with TRAIL and
autophagy inhibitors, it should be emphasized that the data presented here suggest that the
clinical safety of TRAIL receptor agonists may depend on their ability to activate
cytoprotective autophagy in normal tissues and thereby strongly argue against such

combination therapies.
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METHODS

Cell culture and treatments

The MCF10A breast epithelial cells expressing an ecotropic receptor and eGFP-LC3
fusion protein were described previously.> The human hTERT-immortalized retinal
pigment epithelial cell line hTERT-RPE-1 was kindly provided by Dr. R. M. Rios
(CABIMER, Sevilla, Spain) and transfected with pEGFP-LC3 plasmid ' to generate a
stable pool of hTERT-RPE1-GFP-LC3 cells. The immortalized MEFs from knock-in mice
expressing an inactive TAK1 mutant (TAKI1A) together with the appropriate wild type
MEFs were kindly provided by Dr. S. Akira (Osaka University, Osaka, Japan).*
Recombinant human TRAIL was produced as described previously,’' and human TNF was
kindly provided by Anthony Cerami (Kenneth Warren Laboratories, Tarrytown, NY,
USA). Rapamycin, lonomycin, Pepstatin-A, E64d and 3-MA were purchased from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA), 5-Aminoimidazole-4-carboxamide riboside (AICAR) from
Toronto Research Chemicals (Ontario, Canada), Hanks balanced salt solution (HBSS)
starvation medium from GIBCO (California, USA), and monoclonal antagonist antibody to
TRAIL-R2 (HS201, preservative free) from Alexis Biochemicals Corp. (San Diego,

CA,USA).

RNA interference

Cells were transfected with indicated siRNAs at 50 nM (except for TAK1 siRNA that
was used at 10 nM) employing DharmaFECT transfection agent (Dharmacon Research,
CO) according to manufacture’s guidelines. siRNAs corresponding to the human cDNA
sequences were as follows: Beclin-1 (5'-CAGTTTGGCACAATCAATALtt-3"), LKB1
(5'-CUGGUGGAUGUGUUAUACALt-3") and a control siRNA (5'-
CGACCGAGACAAGCGCAAGtt-3") from Dharmacon Research (Colorado, USA);
CaMKKf (5'-GGAUCUGAUCAAAGGCAUCtt-3") and TAK-1#1 (5'-
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GGAGAUCGAGGUGGAAGAGtt-3") from Ambion (California, USA); TAK1#2 (5°-

UGGCUUAUCUUACACUGGALt-3), AMPKoal#1 (5'-
UGCCUACCAUCUCAUAAUALt-3"), AMPKoal#2 (5°-
CCUCAAGCUUUUCAGGCAULt-3’) and control siRNA (5'-

CUUUGGGUGAUCUACGUUALtt-3") from Sigma Proligo (St. Louise, MO, USA);
Atg7#l  (5’-CAGUGGAUCUAAAUCUCAAACUGAUt-3’) and Atg7#2 (5’
AAGGAGUCACAGCUCUUCCUULtt-3’) from Invitrogen.

Autophagy and cell death detection

The percentage of cells with eGFP-LC3 translocation into dots (a minimum of 100
cells/sample) was counted in eGFP-LC3 expressing cells fixed in 3.7% formaldehyde and
0.19% picric acid (vol/vol) applying Zeiss Axiovert 100 M Confocal Laser Scanning
Microscope. Cross-sections with over five dots were considered positive. Long-lived
protein degradation assay and transmission electron microscopy were determined as
previously described.*

Hypodiploid apoptotic cells (sub-G1) were detected by flow cytometry as described
previously ** and cell death was detected by lactate dehydrogenase (LDH) release assay

(Roche) essentially as described previously.**

Immunoblotting

Immunoblotting was performed according to standard protocols. For the detection of
LC3-I and LC3-II, the samples were treated with 10 pg/ml pepstatin A and 10 pg/ml
E64d for the last 4 h before the lysis. Quantification of Western blot signals was
performed by densitometry with ImageQuant TL software after scanning the films on

ImageScanner I (GE Healthcare). The relative expression of proteins was normalized to



Herrero-Martin et al., 13

that of loading controls. The values are expressed as percentages of the expression
levels in control cells that were arbitrarily set to 100%. The primary antibodies used for
immunoblot analysis included murine monoclonal antibodies against beclin-1 (clone 20;
BD) and Ras from Transduction Laboratories (New Jersey, USA), GAPDH from
Biogenesis (Poole, UK), P-p70S6K (#9206) from Cell Signaling Technology (Inc,
Danvers,MA), LKB1 from Santa Cruz Biotechnology (CA, USA), LC3 from
NanoTools (Germany) and tubulin from Sigma as well as rabbit polyclonals against
p70S6K (# 9202), AMPK (#2603), p-AMPK (#2535), p-ACC (#3661), p-TAKI1
(#4508) and TAK-1 (#4505) from Cell Signaling Technology (Inc, Danvers, MA), c-Src
from Abcam (UK) and Atg7 from ProSci Incorporated (Poway, CA, USA). Appropriate
peroxidase-conjugated secondary antibodies from DAKO A/S (Glostrup, Denmark) and
ECL immunoblotting reagents were from Millipore corporation (Billerica, MA).

The expression levels of TRAIL-R1 and TRAIL-R2 receptors were determined by a
standard flow cytometry protocol using monoclonal antibodies to TRAIL-R1 (HS101)

and TRAIL-R2 (HS201) from Alexis Biochemicals Corp. (San Diego, CA,USA).

RT-PCR

RT-PCR was performed according to standard protocols The following human primers
were applied: CaMKKG: 5'-AGACCAGGCCCGTTTCTACT-3' and 5'-
GAAGATCTTGCGGGTCTCAG-3'; Actin: 5'-
TGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATCTA-3' and 5'-

CATGAAGCATTTGCGGTGGACGATGGAGGG-3'.

Statistical analysis



Herrero-Martin et al., 14

Independent experiments were pooled when the coefficient of variance could be assumed
identical. Statistical significance was evaluated by using one or two sample t-test (n=

number of independent experiments). P values of under 0.05 were considered significant.
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FIGURE LEGENDS
Figure 1: TRAIL induces cytoprotective autophagy in breast epithelial cells.

(A) MCF10A-eGFP-LC3 cells were left untreated (Control) or treated with 5 pM
rapamycin (Rapa), 500 ng/mL TRAIL or 10 ng/mL TNF for 24 h. When indicated 10 mM
3-MA or 5 pg/ml TRAIL-R2 antagonist antibody was added 1 h before the drugs.
Representative confocal images (20 um scale bars) and the percentages of cells with LC3
translocation are shown.

(B) MCF10A-eGFP-LC3 cells were transfected with the indicated siRNAs for 48 h and
analyzed by immunoblotting (top), or stimulated with 500 ng/ml TRAIL for 24 h and
analyzed for LC3 translocation (bottom).

(C) Representative electron micrographs of MCF10A cells left untreated or treated with
500 ng/ml TRAIL for 16 h (500 nm scale bars). Arrowheads and arrows denote
autophagosomes and autolysosomes, respectively.

(D) MCFI10A cells left untreated (Control) or treated with 500 ng/mL TRAIL or 5 uM
rapamycin (Rapa) for 24 h were analyzed for LC3-I, LC3-Il and tubulin by
immunoblotting. Pepstatin A and E64d were added to the cells 4 h before harvesting.
Similar results were obtained in two independent experiments.

(E) MCF10A cells were treated with 5 uM rapamycin (Rapa) or indicated concentrations
of TRAIL for 24 h and the increase in the degradation of long-lived proteins as compared
to the untreated cultures (Control) was measured.

(F) MCF10A-eGFP-LC3 cells transfected with the indicated siRNAs were 48 h later left
untreated (Control) or treated with 500 ng/ml TRAIL for 24 h and analyzed for the DNA
content by flow cytometry. The percentage of apoptotic cells with sub-G1 DNA content is

shown.
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The values represent mean + SD for three (A and E) four (B and F) independent
experiments. *p value < 0.05, **p value < 0.01, and ***p value < 0.001 as compared to
control sample (A - left panel and E), to TRAIL-treated cells without anti-TRAIL-R2 (A -

right panel), or to TRAIL-treated cells without siRNA (B and F).

Figure 2: TRAIL activates AMPK and AMPK-dependent cytoprotective autophagy.
(A) Protein lysates from MCF10A cells left untreated or treated with 500 ng/mL TRAIL
or 5 uM rapamycin (Rapa, positive control) for 24h were analyzed by immunoblotting for
phosphorylated p70°® (P-p70°%%), total p70°* and GAPDH (loading control).

(B) Immunoblot analysis of the levels of P-ACC and tubulin (loading control) in lysates
from MCF10A cells left untreated or treated with 500 ng/ml TRAIL for 24h, 1 mM
AICAR for 4 h (positive control), or 5 uM rapamycin for 24 h (negative control).

(C) Immunoblot analysis of the level of P-ACC and GAPDH (loading control) in lysates
from MCF10A cells treated with 500 ng/ml TRAIL for the indicated times.

(D) MCF10A cells were transfected with indicated siRNAs for 48 h and analyzed by
immunoblotting for the indicated proteins immediately (upper panel) or after additional 24
h (middle panel) or 2 h (lower panel) incubation with (+) or without (-) 500 ng/ml TRAIL.
(E) MCF10A-eGFP-LC3 cells transfected with indicated siRNAs for 48 h and incubated
for an additional 24 h with or without 500 ng/ml TRAIL were analyzed for LC3
translocation (top) and the DNA content (bottom). The values represent mean = SD for
four independent experiments. *p value < 0.05, ***p value < 0.001 as compared to
TRAIL-treated cells without siRNA.

Similar results were obtained in two (A and B and D) or three (C and D) independent

experiments (A and B).
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Figure 3: TAK1 mediates TRAIL-induced AMPK activation and autophagy.

(A) MCF10A-eGFP-LC3 cells were transfected with indicated siRNAs for 48 h and
analyzed for the indicated mRNAs (top) and proteins (bottom by RT-PCR and
immunoblotting, respectively. Similar results were obtained in three independent
experiments.

(B) MCF10A-eGFP-LC3 cells transfected with indicated siRNAs for 48 h, and left
untreated or treated with 500 ng/ml TRAIL for 2 h, 10 uM ionomycin for 24 h (Iono) or
starved for amino acids and glucose for 24 h (Starv) were analyzed for p-ACC and tubulin
(loading control) expression by immunoblotting. Similar results were obtained in two
independent experiments.

(C) Cells transfected and treated as in (B) were analyzed for LC3 translocation. The values
represent mean + SD of three independent experiments. ***p value < 0.001 as compared to

cells treated in a same way, but transfected without siRNA.

Figure 4: TAK1 mediates TRAIL-induced AMPK activation and autophagy.

(A) The lysates of MCF10A cells treated with 500 ng/ml TRAIL for the indicated times
were analyzed by immunoblotting. The values represent mean of three independent
experiments. The control lane (0 min TRAIL) originates from the same blot and has been
treated and exposed identically. Similar results were obtained in three independent
experiments.

(B) The lysates of MCF10A-eGFP-LC3 cells transfected with indicated siRNAs for 48 h
and left untreated (-) or treated with 500 ng/ml TRAIL for 2 h were analyzed by

immunoblotting. LC stands for loading controls tubulin (left) or GAPDH (right)). The two
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last lanes originate from the same blot as the four control lanes to the left and have been
treated and exposed identically. Similar results were obtained in two independent
experiments.

(C) MCF10A-eGFP-LC3 cells were transfected with indicated siRNAs for 48 h, treated as
in Fig. 3C and analyzed for LC3 translocation (left) and sub-G1 DNA content (right). The
values represent mean + SD of three independent experiments (C and F). *p value < 0.05,
**p value < 0.01 as compared to cells treated in a same way, but transfected without

siRNA.

Figure 5: TRAIL induces TAKI1-dependent AMPK activation and autophagy in
retinal pigment epithelial cells.
(A) The lysates of hTERT-RPEI cells transfected with indicated siRNAs for 48h and left

untreated or treated with 500 ng/ml TRAIL for 2 h were analyzed by immunoblotting.

(B) The lysates of hTERT-RPEI cells left untreated or treated with 500 ng/ml TRAIL or 5
uM rapamycin (Rapa) for 24 h were analyzed by immunoblotting. Pepstatin A and E64d

were added to the cells 4 h before harvesting.

(C) hTERT-RPE1-eGFP-LC3 cells transfected with indicated siRNAs for 48 h were left
untreated or treated with 500 ng/ml TRAIL for 24 h and analyzed for LC3 translocation
(left) and sub-G1 DNA content (right).

(D) Lysates of wild type (WT) MEFs and MEFs with an inactive TAK1 knock-in
(TAK1A) treated with 500 ng/ml TRAIL were analyzed by immunoblotting. Similar results

were obtained in two independent experiments.
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(E) WT and TAKI1A MEFs left untreated and treated with 250 or 500 ng/ml TRAIL were

analyzed for cell death by the LDH release assay.

Similar results were obtained in two independent experiments (A, B, D). The values
represent mean £ SD for the minimum of three independent experiments (C and E). *p
value < 0.05 and ***p value < 0.001 as compared to cells treated in a same way, but

transfected without siRNA (C), or the wild type cells (E).
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SUPPLEMENTAL INFORMATION
TAK1 activates AMPK and AMPK-dependent cytoprotective autophagy in TRAIL-treated
epithelial cells
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Figure ST:TRAIL-R2 mediates TRAIL-induced cell death and activation of TAK-AMPK1 pathway.
(A) The expression levels of TRAIL-R1 and TRAIL-R2 receptors on the surface of MCF10A cells
were determined by a standard flow cytometry protocol using monoclonal antibodies to
TRAIL-R1 (HS101) and TRAIL-R2 (HS201) from Alexis Biochemicals Corp. (San Diego, CA,USA).
Representative flow cytometry profiles are shown.
(B) MCF10A cells were treated with 0.5 pg/ml cyclohexymide (CHX) alone or in combination
with 5 ug/ml antagonist TRAIL-R2 antibody for 1 h before adding 500 ng/mI TRAIL for 24 h.
Cells were analyzed for the DNA content by flow cytometry.The percentage of apoptotic
cells with sub-G1 DNA content is shown and the values represent mean =+ SD for two
independent experiments.
(C) MCF10A cells were left untreated (-) or treated with 500 ng/ml TRAIL for 2 h.When
indicated, cells were pre-incubated with 5 pg/ml antagonist TRAIL-R2 antibody for 1 h.
Immunoblot analyses of P-ACC, P-TAK1,TAK1, P-p70S6K, p70S6K and GAPDH (loading control)
are shown.The values indicate the P-TAK1/GAPDH, P-ACC/GAPDH and P-p70S6K/p70S6K
ratios as a percentages of the ratios in control cells. Similar results were obtained in three
independent experiments.
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Figure S2: Kinetics and/or dose dependence of TRAIL-induced LC3 translocation and TAK-1 and
AMPK activation.

(A) MCF10A cells treated with TRAIL at times and concentrations indicated were analyzed for

LC3 translocation. A 24 h treatment with 5 uM rapamycin (Rapa) served as a positive control.

The values represent mean = SD for three independent experiments.

*p value < 0.05, **p value < 0.01 as compared to untreated samples.

(B) Lysates of MCF10A cells treated with indicated concentrations of TRAIL for 24 h were analyzed
by immunoblot for P-ACC, P-TAK1, TAK1 and tubulin (loading control). The values show the
P-ACC/Tubulin and P-TAK1/TAK1 ratios as percentages of the ratios in control cells.
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Lysates of MCF10A cells transfected with indicated siRNAs for 48h and treated

with 500 ng/mI TRAIL for 2 h were analyzed by immunoblotting for AMPK, TAK1,
P-TAK1, P-ACC, P-p70S6K, p70S6K and GAPDH (loading control). The values show
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ratios as percentages of the ratios in cells with no siRNA, and are representative of two
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Abstract Statins are inhibitors of the mevalonate synthesis
pathway that induce apoptosis in tumor cells although the apop-
totic mechanism activated by statins remains to be elucidated.
We have examined the role of the mitochondria-operated path-
way of apoptosis in the cell death induced by statins in breast tu-
mor cells and its regulation by protein prenylation and ErbB2
overexpression. Lovastatin treatment down-regulates the expres-
sion of Bcl-2 and activates apoptosis through a mitochondria-
operated, ErbB2- regulated mechanism. Apoptosis induced by
statins is independent of their effects on cholesterol synthesis
and involves protein prenylation. Our results indicate that pre-
nylation of apoptosis-regulating proteins is a key event in the
survival of breast tumor cells and this requirement could be cir-
cumvented in cells overexpressing the oncogene ErbB2.

© 2008 Federation of European Biochemical Societies. Pub-
lished by Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Statin; Apoptosis; Bcl-2; ErbB2; Mitochondria;
Prenylation

1. Introduction

Blocking of mevalonate synthesis by statins, inhibitors of the
3-OH-3-methyl-glutaryl CoA (HMG-CoA) reductase, has
been used to treat hypercholesterolemia and prevent cardio-
vascular diseases [1,2]. However, statins not only reduce cho-
lesterol levels but they also affect the synthesis of other
products of the mevalonate pathway such as isoprenoids,
essential components of signalling proteins involved in cell
proliferation and cancer [3-5]. Attachment of isoprenoids
compounds to protein members of the Ras/Rho family facili-
tate their anchoring to the cell membrane where they carried
out their role [6].

Clinical studies have reached mixed conclusions about the
relationship between statin use and breast cancer risk [7]. On
the other hand, statins have been shown to inhibit cell prolif-
eration and induce cell death by apoptosis in different tumor
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Abbreviations: FPP, farnesylpyrophosphate ammonium salt; GGPP,
geranylgeranylpyrophosphate; PARP, poly-(ADP-ribose) polymerase;
HMG-CoA, hydroxymethylglutaryl-Coenzyme A

cell lines [8-10]. Statins seem to induce apoptosis and inhibit
proliferation to a greater degree in malignant than in non-
malignant cells, possibly because of the increased expression
of HMG-CoA reductase and a greater requirement for meva-
lonate-derived isoprenoids in tumour as opposed to normal
cells [11]. In breast tumor cells, different signalling pathways
have been reported to be responsible for the apoptosis induced
by statins. Nitric oxide and lipid rafts levels and JNK activa-
tion have been implicated in the proapoptotic actions of statins
[9,12]. Down-regulation of survivin and inhibition of Akt have
also been observed in statin-induced apoptosis in other tumor
cells [13,14]. However, the apoptotic mechanism activated in
breast tumor cells by statins remains to be elucidated.

The ErbB2 proto-oncogene encodes human epidermal
growth factor receptor-2 which belongs to the epidermal
growth factor receptor tyrosine kinases. Upregulation of erbB2
receptors has been found in about 25-30% breast cancer pa-
tients, which is related with poor prognosis. ErbB2 overexpres-
sion is linked to resistance to apoptosis and down-regulation
of erbB-2 receptor by trastuzumab (herceptin) enhances death
receptor-induced apoptosis [15]. In this study we show that sta-
tin treatment down-regulate Bcl-2 expression and induces
apoptosis in breast tumor cells by a mitochondria-operated
pathway. In breast tumor cells overexpressing ErbB2 apopto-
sis by statin is clearly inhibited. Apoptosis induced by statins
in breast tumor cells is independent of their effects on choles-
terol synthesis and requires the prenylation of proteins.

2. Materials and methods

2.1. Reagents and antibodies

Caspase inhibitor benzyloxy-carbonyl-Val-Ala-Asp-(OMe) fluorom-
ethyl ketone (Z-VAD-FMK) was from Bachem, AG (Bachem, Buben-
dorf, Switzerland). Mevinolin (lovastatin), squalene, mevalonic acid,
mevastatin, geranylgeranylpyrophsphate (GGPP), farnesylpyrophs-
phate ammonium salt (FPP) and anti-tubulin antibody were purchased
from Sigma Chemical Corp (St. Louis, MO). Anti-human caspase-8
monoclonal antibody was purchased from Cell Diagnostica (Miinster,
Germany). Anti-poly(ADP-ribose) polymerase (PARP), cytochrome ¢
and Bax monoclonal antibodies were from Biosciences PharMingen
(San José, CA). Anti-caspase-9 and caspase-3 antibodies were from
New England Biolabs Inc. (Ipswich, MA). Anti-GAPDH antibody
was from Biogenesis (Poole, UK). Anti-ErbB2 antibody was kindly
provided by Dr. Joaquin Arribas (Vall d’Hebron University Hospital
Research Institute, Barcelona, Spain). Anti-Bcl-2 and secondary goat
anti-mouse and goat anti-rabbit antibodies were obtained from
DAKO (Cambridge, United Kingdom).
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2.2. Cell lines

Stable MCF-7 cell line overexpressing human Bcl-2 protein has been
described previously [16]. MCF-7 cell line overexpressing ErbB2 was a
donation of Dr. Joaquin Arribas (Vall d’'Hebron University Hospital
Research Institute, Barcelona, Spain). The cell lines were either main-
tained in RPMI 1640 (MDA-MB231, MCF-7) or in DMEM (MDA-
MB435S, SkBr3 and BT474) containing 10% fetal bovine serum and
1 mM r-glutamine at 37 °C in humidified 5% CO2, 95% air incubator.
Culture medium of MDA-MB435S cells (DMEM) was also supple-
mented with insulin (10 pg/mL). MCF10A cells were maintained in
DMEM/F12 (1:1) containing 10% fetal bovine serum, insulin (10 Hg/
mL), EGF (20 ng/mL) and hydrocortisone (500 ng/mL).

2.3. Analysis of apoptosis

Cells (3 x 103/well) were treated with statin in 6-well plates for the
times indicated in the figure legends. After treatment, hypodiploid
apoptotic cells were detected by flow cytometry according to published
procedures [16]. Basically, cells were washed with phosphate buffered
saline (PBS), fixed in cold 70% ethanol and then stained with propidi-
um iodide while treating with RNAse. Quantitative analysis of subG1
cells was carried out in a FACSCalibur cytometer using the Cell Quest
software (Becton Dickinson, Mountain View, CA). Phosphatidylserine
(PS) exposure on the surface of apoptotic cells was examined by flow
cytometry after staining with Annexin-V-FLUOS (Roche Molecular
Biochemicals, Germany), following instructions provided by the man-
ufacturer.

2.4. Viability assay

Cells (3.5 x 10%/well) were treated with statin in 24-well plates for the
times indicated in the figure legends. After treatment, cells were washed
with PBS and stained with 0.2% Crystal Violet in 2% Ethanol for
20 min at room temperature. Absorbance of the samples was deter-
mined using a multiplate reader Varioskan Flask (Termo Electron
Corporation).

2.5. Cellular fractionation

Cells (3 x 10°/well) were treated with statin in 6-well plates for the
times indicated in the figure legends. After treatment, cells were de-
tached from the plate with RPMI/EDTA and trypsin, washed with
PBS and lysed in 30 pl ice cold lysis buffer (80 mM KCI, 250 mM su-
crose, 500 pg/ml digitonin and protease inhibitors in PBS). For mea-
surements of cytochrome ¢ and Bax, cell lysates were centrifuged for
Smin at 10000 x g to separate the supernatant (cytosolic fraction)
and pellet (mitochondria-containing fraction). Amount of protein in
each fraction was determined by the Bradford protein assay (Bio-
Rad, Hertfordshire, UK). Proteins from the supernatant and pellet
were mixed with Laemmli buffer and resolved on SDS-12% PAGE
minigels. Cytochrome ¢ and Bax were determined by Western blot
analysis.

2.6. Detection of proteins by Western blot analysis

Cells (3 x 10°/well) were treated with statin in 6-well plates for the
times indicated in the figure legends. After treatment, cells were de-
tached from the plate with RPMI/EDTA and trypsin, washed with
PBS and lysed in 20 pl of Laemmli buffer. Samples were sonicated
and proteins were resolved on SDS—polyacrylamide minigels and de-
tected as described previously [17].

2.7. Statistical analysis

All data are presented as the means * S.E. of at least three indepen-
dent experiments. The differences among different groups were deter-
mined by the Student’s #-test. P < 0.05 was considered significant.

3. Results and discussion

3.1. Lovastatin induces apoptosis in human breast tumor cells
Antitumor properties of statins have been extensively evalu-
ated [7]. Despite these studies, there are still important contro-
versies regarding the beneficial effects of statins on breast
tumor prevention. On the other hand, antiproliferative and
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proapoptotic actions of statins on breast tumor cells have been
recently examined [9,18,19]. However, the molecular mecha-
nism by which statins induce apoptosis in breast tumor cells re-
mains unknown. In this report, we have examined the effect of
the lypophilic statin lovastatin on the mitochondrial pathway
of apoptosis in breast tumor cells. Lovastatin-induced apopto-
sis in a dose and time-dependent manner in the breast tumor
cell line MDA-MB231 as determined by measuring the per-
centage of hypodiploid cells (Fig. 1A). Activation of apoptosis
by lovastatin was also observed in the highly metastatic breast
tumor cell line MDA-MB435S (Fig. 1B). In contrast, at the
doses used in these experiments the ErbB2-overexpressing
breast tumor cell lines BT474 and SKBr-3 were very resistant
to lovastatin-induced apoptosis (Fig. 1B). To further investi-
gate the importance of ErbB2 overexpression on the resistance
of breast tumor cells to statin-induced apoptosis, we per-
formed a number of experiments with MCF-7 cells that has
been transfected with a ¢cDNA encoding for the oncogene
ErbB2. These cells stably overexpress ErbB2 as can be seen
in Fig. 1C. Next, we examined the effect of lovastatin treat-
ment in control and ErbB2-overexpressing MCF-7 cells. Re-
sults shown in Fig. 1C demonstrate that MCF-7/ErbB2 cells
are markedly resistant to lovastatin treatment as determined
by analysis of phosphatidylserine exposure on the surface of
apoptotic cells after staining with Annexin-V-FLUOS and cell
viability with crystal violet. Interestingly, the immortalised hu-
man breast epithelial cell line MCF10A was also markedly
resistant to the proapoptotic effect of lovastatin (not shown).

3.2. Lovastatin induces the activation of a caspase-dependent,
mitochondria-operated pathway of apoptosis in breast
tumor cells

To further establish the mechanism of lovastatin-promoted
cell death, we examined the caspase dependency of this cell
death process. We found that the generation of subGl cells
induced by lovastatin was dependent on caspase activation
as it was completely prevented by the general caspase inhibitor
Z-VAD-fmk (Fig. 2A). To confirm that the apoptosis cascade
was fully active in MDA-MB231 cells treated with lovastatin
and that caspase activation was involved in the process, we
analyzed the proteolytic degradation of the nuclear protein
PARP, a substrate of executioner caspases. As shown in
Fig. 2B, PARP cleavage was clearly induced in cells treated
with lovastatin. Moreover, we observed that the initiator
caspases in the extrinsic and intrinsic pathways of apoptosis
(caspase-8 and caspase-9) were activated by lovastatin in
MDA-MB231 (Fig. 2C) and MCF-7 cells (not shown). After
a 48 h-treatment with lovastatin, caspase-3, an executioner
caspase, was also activated in the MDA-MB231 cell line
(Fig. 2C).

To examine the mechanism of lovastatin-induced apoptosis
we first analysed the activation of a mitochondria-controlled
apoptotic pathway by lovastatin in breast tumor cells. To this
end we determined the translocation of cytosolic Bax to mito-
chondria and the release of cytochrome ¢ from this organelle.
Analysis by Western blotting of cytosolic and mitochondria-
containing subcellular fractions revealed that treatment of
breast tumor MCF-7 cells with lovastatin induced the loss of
cytochrome ¢ from the mitochondrial fraction and the translo-
cation of Bax from the cytosol to the mitochondria-containing
fraction (Fig. 3A). Interestingly, in MCF-7 cells overexpressing
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Fig. 1. Lovastatin induces apoptosis in breast tumor cells. (A) MDA-MB231 cells were seeded in 6-well plates (3 x 10° cells/well) and treated with
lovastatin as indicated either for 24 h or for 48 h in medium containing 0.5% foetal bovine serum. After this incubation apoptosis was assessed by
measuring the percentage of hypodiploid cells in the culture. Results show the means * S.E. of three independent experiments. (B) MDA-MB435s,
MDA-MB231, BT474 and SBr3 cells were seeded in 6-well plates (3 x 10° cells/well) and treated with lovastatin (5 or 20 pM) in medium containing
0.5% foetal bovine serum. The percentage of apoptotic cells with sub-G1 DNA content are shown and the values re}s)resent means * S.E. of three
independent experiments. (C) MCF7 control and MCF7-overexpressing ErbB2 cells were seeded in 6-well plates (3 x 10” cells/well, Annexin-V-Fluos)
or 24-well plates (3.5 x 10*/well, crystal violet) and treated with lovastatin (5 or 20 uM) in medium containing 0.5% foetal bovine serum. The
percentage of cells with externalization of phosphatidylserine (Annexin-V-Fluos) or cell viability (crystal violet) are shown and the values represent
means * S.E. of four independent experiments. Immunoblot detection of ErbB2 expression is also shown.
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Fig. 2. Caspase-dependent activation of a mitochondria-operated
pathway of apoptosis by lovastatin in breast tumor cells. (A) MDA-
MB231 cells were seeded in 6-well plates (3x 10> cells/well) and
incubated with or without Z-VAD-fmk (100 uM) 1h before the
addition of lovastatin. After 48 h, apoptosis was determined as
indicated in Fig. lA. Results show the means* S.E. of three
independent experiments. *P < 0.05; **P < 0.01; ™ P < 0.001 as com-
pared to cells without z-VAD-fmk (B) Total lysates from MDA-
MB231 cells (3 x 10°) treated with lovastatin (100 pM) for 48 h in the
presence of 10% serum were analyzed by immunoblotting for PARP
cleavage. o-Tubulin levels were used as a loading control. Similar
results were obtained in two independent ex?eriments. (C) MDA-
MB231 cells were seeded in 6-well plates (3 x 10°/well) and treated with
lovastatin (100 uM in the presence of 10% serum) for either 24 h or
48 h. Total protein was harvested and caspase processing was
determined by Western blot analysis. Similar results were obtained in
two independent experiments.

Bcl-2 [16] both events were clearly inhibited (Fig. 3A). To get
further insight into the mechanism of lovastatin-induced apop-
tosis we studied the expression levels of Bcl-2 in breast tumor
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cells treated with this statin. Western blots revealed that at 24 h
and 48 h after the addition of lovastatin there was a decrease in
the expression of Bcl-2 protein in MCF-7 and MDA-MB231
cells (Fig. 3B). These data suggest that inhibiting HMG-CoA
reductase activity in breast tumor cells caused the down-regu-
lation of antiapoptotic Bcl-2 protein that in turn promoted the
activation of a mitochondria-operated pathway of apoptosis.

3.3. Statin-induced apoptosis requires geranylgeranylation and
farnesylation of proteins but not the synthesis of cholesterol

We next studied the relevance of the inhibition by lovastatin
of mevalonate synthesis, the immediate downstream product
of HMG-CoA reductase, on apoptosis. Interestingly, the
apoptosis-inducing effects of lovastatin in both MDA-MB231
and MDA-MB435S cells were prevented by the presence of
mevalonate in the culture medium (Fig. 4A), which indicate
that lovastatin-induced apoptosis was a consequence of inhibi-
tion of HMG-CoA reductase. We also examined the role of the
cholesterol pathway in the apoptosis induced by lovastatin. As
shown in Fig. 4A addition of squalene, an intermediate in the
pathway leading to cholesterol synthesis did not prevent lova-
statin-induced apoptosis. Similar results were obtained with
mevastatin (Fig. 4B), a statin produced by the mould Penicil-
lium citrinium. Mevastatin at doses of 5 and 20 uM induced
apoptosis in MDA-MB231 cells and these effects were pre-
vented by mevalonate added to the culture medium but not
by cholesterol intermediate squalene.

The synthesis of cholesterol is a complex multi-step process
[3]. Isoprenoids are important intermediates in the cholesterol
biosynthetic pathway that serve as lipid attachments for a vari-
ety of signalling molecules, such as heterotrimeric G-proteins
and the small GTP-binding proteins Ras and its related Ras-
like proteins, such as Rho, Rac, Rab, Rap and Ral. Farnesyl
pyrophosphate (FPP) and geranylgeranyl pyrophosphate
(GGPP), two isoprenoids compounds produced in the choles-
terol synthesis pathway, are bound to several cellular proteins,
including small GTPases by a post-translational modification
known as isoprenylation. This process involves the addition
of a 15-carbon farnesyl chain in FPP (farnesylation) or a 20-
carbon geranylgeranyl chain in GGPP (geranylgeranylation)
to a cysteine sulfhydryl group near the carboxyl terminus. By
inhibiting HMG-CoA reductase, statins can prevent the bio-
synthesis of isoprenoids such as FPP and GGPP. As a conse-
quence, the diverse actions of the small GTP-binding proteins
are reduced. To elucidate how statins were activating apoptosis
in breast tumor cells, we examined the role of prenylation of
proteins in the apoptosis induced by lovastatin and mevastatin
in MDA-MB231 cells. We incubated the cells with the isopre-
noids derivatives geranylgeranylpyrophosphate (GGPP) or
farnesylpyrophosphate (FPP) and determined the sensitivity
to statin-induced apoptosis. As shown in Fig. 4C, when cells
were pretreated with GGPP or FPP and treated with lovastatin
or mevastatin, statin-induced apoptosis was strongly reduced.
Therefore, when protein prenylation is restored after statin
treatment, apoptosis is not observed. These results indicate
the importance of the inhibition of protein prenylation in the
apoptotic cell death induced by statins in breast tumor cells.
The translocation of Ras to the cell membrane is necessary
for activity and is dependent on farnesylation. Similarly,
attachment of Rho and Rac to the cell membrane is required
for activity but, in contrast to Ras, these factors undergo ger-
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anylgeranylation. Our finding that restoration of either farn-
esylation or geranylgeranylation of proteins is sufficient to pre-
vent statin-induced apoptosis in breast tumor cells suggest that
different members of the small GTP-binding proteins family
are involved in the mechanism of apoptosis induction by stat-
ins. An alternative explanation for these results is the unusual
property of RhoB among prenylated proteins that can be farn-
esylated or geranylgeranylated [20]. Inhibition of small GTP-
binding proteins prenylation by statins could affect various sig-
nalling pathways regulating cell survival [21]. In this respect, a
role of Rho inhibition in the antitumor and proapoptotic ef-
fects of statins by inhibiting Rho-dependent NF-kB activation
has been reported [19]. Abrogation of cell adhesion to the
extracellular matrix has also been observed in cells treated with
statins and this could affect cell survival [22].

We have observed that breast tumor cells overexpressing
ErbB2 are markedly more resistant to the proapoptotic effects
of statins than other breast tumor cell lines. Amplification or
overexpression of ErbB2 in cancer cells confers resistance to
apoptosis and promotes cell growth through Akt activation
[23]. It has been recently shown that statins synergistically in-
duce tumor cell death with inhibitors of the PI3K/Akt pathway
[24]. Our results may indicate that in breast tumor cells
expressing elevated levels of ErbB2 the constitutive activation
of survival pathways like PI3K/Akt, MAPK/Erk1/2 and NF-
kB may render these cells resistant to the proapoptotic effects
of statins. In this context, statins could be valuable tools as
antitumor agents in combination with pharmacological inhib-
itors of these survival pathways.
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