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INTRODUCCLON

“en algiu lugar, algo tncretble espera ser descubierto”
(carl sagan)






Fl ciclo celular es un proceso esencial para el desarrollo, la diferenciacion y la
proliferacion de las células eucariotas, y se define como el conjunto de procesos por los
que, a partir de una célula madre, se obtienen dos células hyjas con la misma informacion
genética. A lo largo del ciclo celular debe existir una coordinacién entre el crecimiento de

las células y su division.

La condiciéon esencial para que ocurra la division celular es que la célula madre
transmita adecuadamente su informacion genética a las dos células hiyas. Para ello, el
acido desoxirribonucleico (ADN) ha de ser replicado de forma exacta y tinica en cada
ciclo y las cromatidas hermanas obtenidas deben ser segregadas a cada una de las nuevas
células, hecho que requiere cambios drasticos en la condensacion del ADN y en la

organizacion del citoesqueleto celular [Murray, 2004].

1. FASES DEL CICLO CELULAR

Clasicamente, el ciclo celular eucariotico se divide en 4 fases:

Fase S: Is la fase de replicacion del ADN.
Fase M: Periodo en el que se produce la segregacion cromosomica. Comprende ademas
de la mitosis que es la division nuclear, la citoquinesis o division celular propiamente

dicha.

Fase G1 vy fase G2: (gap o mtervalo), G1 conecta la fase M con el nicio de la fase S del

ciclo siguiente, y G2 separa la fase S de la fase M posterior. Durante estos dos periodos la
célula crece y comprueba que los procesos ocurridos durante la fase anterior se han
producido adecuadamente, en cuyo caso ocurre la transicion a la siguiente fase del ciclo,

de ahi la importancia de las transiciones G1/S y G2/M.

La entrada de las células en un nuevo ciclo de division estad determinada no sélo

por la propia informacién iterna de la célula sino por senales externas, aunque estas solo



afectan a la progresion del ciclo hasta un momento determinado de G1, conocido como
punto de restriccion o punto R, a partir del cual el control lo ejerce solamente la
maquinaria del ciclo celular. En el punto R, las células pueden abandonar el ciclo, ya sea
temporal o permanentemente, y entrar en una fase quiescente denominada fase GO

(Esquema 1) [Schneider, 1988; Murray, 2004].

Fase M

La célula se divide y
origina dos células hijas

G2-M 1 idénticas a si misma

1

1 division nuclear
Fase G2 '
La célula se prepara para 1 ‘@ ] // TN
la division. PRNY ( .
Los cromosomas comienzan \\/\ division i
a condensarse M &

citoplasmatica,
-
-
L.

Punto de

///)/ restriccion

L

Fase GO

Quiescencia

INTERFASE

»

A _

Fase S

Duplicacion del ADN y
proteinas asociadas

)

Fase G1

La célula duplica su tamafio
y aumenta el niimero de
organulos, enzimas y otras
moléculas

G1-8

Esquema 1. Esquema general del ciclo celular. El ciclo celular consta de 4 fases: G1, S, G2 y M. La fase S
comienza al iniciarse la replicacion del ADN. La entrada en fase M se caracteriza por la rotura de la
envuelta nuclear y la condensacion cromosémica, mientras que la segregacion de cromatidas hermanas

marca la transicion metafase/anafase. Modificado de [Hochegger, 2008].

2. REGULACION DEL CICLO CELULAR

Los puntos de control del ciclo celular o checkpoints, son mecanismos que
permiten asegurar la estabilidad, la correcta replicacion y la distribucién adecuada del
material genético en las células. Estos checkpoints funcionan principalmente durante las
transiciones G2/M y metafase/anafase. Su funcién consiste en verificar que se hayan
completado correctamente y con precision, procesos cruciales anteriores, como pueden

ser la replicacion y el anclaje de todos los cinetocoros al huso mitético, antes de que se



lleve a cabo la progresion a la siguiente fase del ciclo [Hartwell, 1989; Rieder, 1997; van
Vugh, 2010]. A continuacion se presentan los principales checkpoints descritos en células

de mamifero.

2.1.1. Checkpoint de dario al ADN

Los cambios en la secuencia de ADN en la linea germinal, son esenciales para
mantener la variabilidad genética y asi poder asegurar la aparicion de modificaciones que
permiten una mejor adaptacion al medio. Sin embargo, en la linea somatica, los cambios
genéticos son perjudiciales, y las células han desarrollado mecanismos de seguridad muy
estrictos para detectar y corregir las posibles alteraciones que haya podido sufrir el ADN.
Por todo ello, este checkpoint se pone en funcionamiento cuando se detectan
alteraciones en la estructura de la cadena de ADN o roturas, con la finalidad de detener
el ciclo celular y proceder a su reparacion. De esta manera, se evita la transmision de
mutaciones a las células hyas, contribuyendo al mantenimiento de su estabilidad

genomica [Cipressa, 2013; Furgason, 2013].

A) Transicion G1/5: impide a la célula que se prepare para la replicacion del ADN, hasta

que se haya eliminado el dano detectado [Shiloh, 2003; Shiloh, 2013].

B) Intra S o de replicacion: regula el programa temporal de los distintos origenes de
replicacion, asi como la tasa de elongacion de las horquillas de replicacion. Se activa en
respuesta a problemas que afectan a la replicacion o frente al dano sufrido el ADN

durante la fase S. Normalmente este dano es producido por radiacién ionizante o

radiacion ultravioleta [Abraham, 2001; Grallert, 2008].

CO) Transicion GZ/M: evita que entren en mitosis células que han terminado la replicacion
de su ADN vy, posteriormente, han sido expuestas a agentes que lo han danado, o bien
células que han traspasado el checkpoint Intra S con dano en el ADN sin reparar [Busby,

2000; Ciccia 2010].



2.1.2. Checkpomt de huso mitotico

Este checkpoint asegura la correcta segregaciéon cromosémica en mitosis,
evitando asi la aparicion de aneuploidias. Controla los acontecimientos que tienen lugar
desde la ruptura de la envuelta nuclear hasta la metafase tardia, asegurando que todos los
cromosomas estén correctamente anclados al huso mitético y alineados en la placa
metafasica. La activacion de este checkpornt provoca la parada del ciclo celular como
consecuencia de la inhibicion del Complejo Promotor de la Anafase/Ciclosoma o APC/C
(Anaphase Promoting Complex/Cyclosome), del que hablaremos mas adelante en

profundidad [Musacchio, 2007; Silva, 2011].

2.1.5. Checkpomt de antefase

Este mecanismo se pone en marcha cuando se detectan problemas en el
ensamblaje del huso mitotico, frente a cambios en la topologia de la cromatina, o cuando
existe un estrés térmico u osmotico. Promueve la parada de las células en la denominada
antefase, que se corresponde con un periodo al final de G2, que es anterior a los signos

visibles de condensacién cromosémica [Chin, 2010; Mikhailov, 2005].

Las quinasas dependientes de ciclinas (Cdks, Cyclin-dependent kinases) son
moléculas heterodiméricas reguladoras cuya funcién es fosforilar residuos de serina y
treonina de proteinas especificas. Segin el modelo clisico, son las Cdks las que
participan en la regulacion del ciclo celular y estin sometidas a una estricta regulacion

[Malumbres, 2005; Malumbres, 2014].

Las Cdks mantienen sus niveles proteicos constantes durante el ciclo celular a
pesar de que su actividad flucttia a lo largo del €l. Por si solas no tienen actividad quinasa,
necesitan formar un complejo junto con una subunidad catalitica que es la ciclina,
constituyendo lo que se conoce como complejo Cdk-ciclina. La actividad de los
complejos Cdk-ciclina estd regulada por la ubiquitinacion y la posterior degradacion
proteolitica de las ciclinas, la presencia de mhibidores de Cdks o CDKIs (cyclin-
dependent kinase inhibitors) y procesos de fosforilacion y desfosforilacion de las Cdks

[Hochegger, 2008].



Hasta el momento hay descritas 12 Cdks: Cdkl a Cdkl2, que acttan en
diferentes momentos del ciclo celular [Chen, 2006; Kimura, 2001; Kong, 2000]. En

células de mamiferos se ha caracterizado, entre otras cosas, que:

a) Cdk4 y Cdk6 forman complejos con la ciclina D y funcionan durante la
transiciéon G0/G1, fosforilando, entre otras, a la proteina del retinoblastoma, que con su
mhibiciéon activa asi la expresion de genes necesarios para la entrada en la fase S [Hirai,

2005].

b) Cdk2 puede unirse también a la ciclina D, pero mas cominmente se
asocia con la ciclina A y la ciclina E, interviniendo en la fase S mediante el control de la

sintesis de ADN [Nguyen, 2002].

¢) Cdkl es necesaria para la entrada y la progresion por las primeras etapas de la
mitosis. Se une a las ciclinas mitéticas A y B, siendo el complejo Cdkl-ciclina B el mas
mmportante y anico esencial para que se complete un ciclo celular [Santamaria, 2007].
Dicho complejo se activa rapidamente durante la mitosis y se asocia al huso mitético en la
metafase. La cichna B se degrada en la transicion de metafase/anafase [Malumbres, 2005;

Malumbres, 2009].

d) Cdk5, que pese a ser estructuralmente similar al resto de Cdks, difiere de ellas
en cuanto a sus funciones y regulaciéon. Aunque se expresa en varios tejidos, su actividad
quinasa se detecta principalmente en neuronas postmitoticas, coincidiendo con el patron
de expresion de sus activadores [Liebl, 2011; Maestre, 2008]. La actividad de Cdk)
requiere la asociacion de sus activadores especificos p35 y p39 [Arif, 2012; Hisanaga,
2010] o las formas truncadas de éstos por accion de la proteasa calpaina (p25 y p29
respectivamente) [Lee, 2000]. p35 es una proteina inestable, con una vida media de 20-30
minutos, que se degrada por la via de la ubiquitina-proteosoma. Su degradacién es mas
lenta cuando se inhibe su fosforilacion por Cdk), lo que sugiere un mecanismo de
retroalimentacion negativa en la regulacion de Cdk) [Patrick, 1998]. p25 es una proteina
mas estable que p3), no anclada a membrana y con una vida media tres veces mayor. La
union de Cdk) a p25 cambia su localizacion subcelular, permitiendo el acceso a sustratos
alejados de la membrana plasmatica, y la mantiene en un estado hiperactivado, a menudo

asoclado a fenomenos de neurotoxicidad [Patrick, 1999; Lee, 2000].



Cdk) fosforila residuos de serina o treonina situados en una secuencia consenso
idéntica a la de Cdkl y Cdk2, pero su funcion en la progresion del ciclo celular no es
clara [Malumbres, 2014], sino que principalmente desempeiia sus funciones en el sistema
nervioso [Shah, 2014]. Durante el desarrollo del mismo, la actividad Cdk5/p35 es
esenclal para la migraciéon y diferenciacién neuronal, entre otras muchas funciones

[Kawauchi, 2014].

Como ocurre con Cdkd, no todas las ciclinas y Cdks funcionan como reguladoras
del ciclo celular. Entre otras funciones, se encuentran la regulacion de la transcripcion, la

reparacion del ADN, la diferenciacion y la apoptosis [Enders, 2012; Wang, 2011].

2.2.1. Reguladores positivos de las Cdks

Los principales reguladores positivos de las Cdks son las ciclinas. Estas moléculas
son proteinas sintetizadas durante la mterfase y destruidas al final de la mitosis de cada
ciclo [Haesslein, 2002; Maclachlan, 1995]. Se han descrito diversos tipos de ciclinas (A,
B1, B2, B3, C, D1, D2, D3, K, F, G, H, 1, K, L1, L2, T1 y T2), pero todas ellas
contienen un dominio relativamente conservado responsable de su union a las Cdks
[Malumbres, 2005; Malumbres, 2014]. Dependiendo de la fase del ciclo en la que

aparecen y la Cdk a la que se unen, se distinguen cuatro tipos de cichinas (Esquema 2).

Ciclina E

Concentracion

v

Fase G1 Fase S Fase G2 Mitosis

Esquema 2. Expresion de las diferentes ciclinas a lo largo del ciclo celular. Modificado de [Bardin, 2001].



a) Las cichnas de fase G1 promueven el paso por el punto de restriccion, lo
que conlleva la entrada de la célula en un nuevo ciclo celular. Son las cichinas D, que se

asoclan a Cdk4 y Cdk6 durante G1.

b) La cclina E asociada a Cdk2, que es requerida para el micio de la

replicacion del ADN, se considera una cichina G1-S.

C) Las ciclinas de fase S permiten la progresion por esta fase. Forma parte de

este grupo la ciclina A, que se asocia a Cdk2 y Cdk1.

d) Las ciclinas mitoticas son responsables de la mitosis. En este grupo
encontramos a la ciclina A vy, sobre todo, las ciclinas B cuando se asocian a Cdkl, de las
que hablaremos en el siguiente apartado mads extensamente [McCollum, 2001; Niehrs,

2012].

Las Cdks pueden ser también activadas por otras proteinas que no son las
ciclinas. Ademas de algunos activadores especificos de Cdkd, existen las proteinas de la
famiha RINGO/Speedy que pueden unirse y activar directamente Cdkl y Cdk2
[Chauhan, 2012; Nebreda, 2006]. También las denominadas ciclinas virales, como por
ejemplo en el caso del virus del herpes, que contienen una proteina que comparte de
manera modesta una pequena secuencia con las ciclinas celulares en una region
denominada cyclin box. Una de las ciclinas virales mejor caracterizada es la ciclina K,
presente en el sarcoma de Kaposi o HSKV (Herpes Kaposi's sarcoma-associated virus),
que comparte una similitud del 30% con la cichima D2 y forma complejos activos con

Cdk4 y Cdk6 [Laman, 2000; Mittnacht, 2000].
2.2.2. Ciclinas B

La familia de ciclinas de tipo B en mamiferos esta formada principalmente por la
cichna Bl y ciclina B2. Se ha descrito también una ciclina B3 relacionada con la

gametogénesis [Nguyen, 2002].

Tanto la ciclina B1 como B2 se asocian a Cdkl, como ya hemos descrito, y

participan en la regulacion del ciclo celular, principalmente en la transicion G2/M. En



situaciones de dano del ADN, se detiene la progresion del ciclo celular para miciar el
proceso de senescencia y evitar la propagacion de mutaciones. En estas situaciones, la
salida de ciclo en fase G2 responde a la acumulacion y posterior traslocacion de la ciclina
Bl fuera del nucleo mediada por la activacion de p53 y p21 [Krenning, 2014; Miillers,
2014]. Poco se conoce de la ciclina B2, aparte de que se localiza en los satélites
centriolares de células somaticas y que esta implicada en la formaciéon del huso cromatico

en oocitos de rana [Spalluto, 2013; Kotani, 2001; Nam y van Deursen, 2014].

En trabajos previos de nuestro grupo se ha demostrado que la supervivencia de
las neuronas depende de la continua degradacion de la ciclina B1 [Almeida, 2005], y se
ha relacionado un aumento en la expresion de cichina Bl con los procesos de
excitotoxicidad en neuronas corticales [Maestre, 2008; Almeida, 2012]. Es mads, se ha
descrito la acumulacion de ciclina Bl en areas cerebrales danadas en pacientes de la
enfermedad de Alzheimer [Vincent, 1997; Yang, 2003] e ictus [Love, 2003], asi como en
modelos experimentales de isquemia cerebral [Erdo, 2004; Wen, 2004; Rashidian,
2007]. Este hecho es compatible con la nocion de que la ciclina Bl es la responsable de
la muerte neuronal asociada a dichas patologias, consecuencia de un intento fallido de
reentrada en un ciclo celular aberrante por parte de neuronas post-mitoticas [Herrup,
2013]. En el apartado 6.2 describimos con detalle la relevancia de la ciclina Bl en la

supervivencia neuronal.

La activacion del complejo Cdkl1-ciclina B1 participa en la fosforilacion de varias
proteinas que regulan el ciclo celular en la fase de mitosis temprana e interviene en la
condensacion de los cromosomas, la ruptura de la membrana nuclear y el ensamblaje del
huso [Gavet y Pines, 2010]. Ademas, el complejo Cdkl-ciclina B1 también fosforila
varias proteinas mitocondriales que permiten a la célula responder ante el aumento de la
demanda energética que requiere la transicion G2/M, regulando asi la respiracion

mitocondrial para una satisfactoria progresion del ciclo celular [Wang, 2014].

Otra de las funciones del complejo Cdk1-ciclina B1 es la regulacion del comienzo
de la anafase, controlando la actividad de la separasa y activando el complejo APC/C
como veremos en el siguiente apartado. Este complejo es ademds el responsable de la

degradacion de la ciclina Bl, que se lleva a cabo en el proteasoma después de su

ubiquitilation por APC/C-Cdh1 (ver apartado 6.2).
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2.2.3. Reguladores negativos de las Cdks

Las proteinas CDKIs estin implicadas en la parada del ciclo celular producida en
respuesta a senales intrinsecas y/o extrinsecas al propio ciclo, como las relacionadas con
procesos de senescencia, inhibicion por contacto o activacion de un checkpornt, o como
respuesta a senales antiproliferativas, como puede ser el mantenimiento en fase
quiescente de los progenitores neurales, la privacion de factores de crecimiento o
citoquinas [Martin, 2005; Nixon, 2005]. En células de mamiferos se han descrito dos

familias de CDKIs (Esquema 3):

a) La famiha CIP/KIP (kinase inlubitor protemn) incluye tres proteinas
estructuralmente relacionadas entre si (p21™", p27*™" v p57"™). Estas proteinas presentan
una especificidad mas amplia que los miembros de la otra famiha de CDKIs, porque
interactian inhibiendo la actividad quinasa de los complejos Cdk2-ciclina E, Cdk2-ciclina
A, Cdkl-cichna A, Cdkl-ciclina B vy, posiblemente, Cdk4-cichna D y Cdk6-ciclina D
[Besson, 2008; Ullah, 2009].

b) La familia INK4 (inhibitor of Cdk4) incluye a pl5™", p16™" pl8™"“ y

INK4d

pl9". Los miembros de la familia INK4 bloquean la progresion del ciclo celular ya que
se unen especificamente a Cdk4 y Cdk6 cuando se encuentran en forma de monomeros
y asi mhiben la accion de la ciclina D [Canepa, 2007]. Las proteinas de esta familia

comparten una estructura similar dominada por varias repeticiones de anquirina.
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Esquema 3. Esquema del ciclo celular con los complejos Cdk-ciclina y sus inhibidores [Fernandez et al.,

2009].

FAMILIACIP/KIP

La progresion a través del ciclo celular esta controlada por la degradacion de las
proteinas del propio ciclo. Este control es ejecutado por el Sistema Ubiquitina
Proteasoma (UPS). El UPS regula la ubiquitinacién y, por lo tanto, la degradacion de
muchos sustratos que son poliubiquitinados y reconocidos por el proteasoma 268S.
Comprende una serie secuencial de procesos enzimaticos utilizando cuatro famihas de
enzimas: E1 ubiquitinas o activadoras (dependientes de energia), E2 ubiquitinas o de
conjugacion, E3 ubiquitinas o ligasas [Hershko, 1998] y E4 ubiquitinas o factores de

ensamblaje de la cadena de ubiquitina [Micel, 2013].

La via del UPS esta constituida por una serie de pasos, en los que intervienen las
familias de ubiquitinas anteriormente explicadas. En primer lugar, la E1 ubiquitina activa
a la ubiquitina mediante la formaciéon de un enlace tio-éster de alta energia entre un
residuo de cisteina de su sitio activo y el residuo de glicina del extremo carboxilo-terminal
de la ubiquitina, que conlleva el consumo de una molécula de adenosin trifosfato (ATP).
Esta reaccion permite que la ubiquitina activada se transfiera a un residuo de cisteina del
sitio activo de la E2 ubiquitina, formandose un nuevo enlace tio-éster. A continuacién, la
ubiquitina se acopla al grupo g-amino de un residuo de lisina de la proteina diana, a

través de un enlace 1sopeptidico, gracias al proceso mediado conjuntamente por la E2
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ubiquitina y E3 ubiquitina, quien confiere especificidad de sustrato. Las E3 ligasas,
pueden ser monoméricas o pueden estar formadas por varias subunidades. En algunos
casos, los dominios de union a ubiquitina residen en polipéptidos que son atraidos por

proteinas adaptadoras o cullins.

La elongacion de las cadenas de ubiquitina se consigue gracias a las ubiquitinas E4
mediante el establecimiento de un enlace isopeptidico entre el residuo de glicina
carboxilo-terminal de la ubiquitina, con el grupo €-amino de un residuo de lisina de la
ubiquitina anterior. Dado que cada molécula de ubiquitina contiene siete residuos de
lisina, se puede generar una gran variedad de cadenas de poliubiquitina desde el punto

de vista morfologico, con distintas funciones celulares [Corn, 2007; Hammond-Martel,

2012; Proctor, 2007].

Para que el proteasoma pueda reconocer las cadenas de poliubiquitina, éstas
deben tener una longitud minima de cuatro moléculas, aunque algunos sustratos
presentan cadenas mucho mas largas [Hanna, 2007]. Esto implica que la E3 debe
permanecer unida al sustrato el tiempo suficiente para procesarlo varias veces, o bien,
que necesita varios encuentros sucesivos con éste, antes de marcarlo para su destruccion.
Por ello, tanto la actividad de la E3 como su capacidad para reconocer sustratos, resultan
factores Imitantes del proceso de poliubiquitinacién, aunque no son los tnicos, pues
también influye la actividad de las enzimas desubiquitinantes (DUBs), las cuales revierten
el efecto de las E3 [van Leuken, 2008]. El resultado final es que, la proteina que ha sido

poliubiquitinada es degradada por el proteasoma 26S (Esquema 4).

Activacion Conjugacidn Ligacion O - o Degradacion
x 4 {
Sustrato —s F% ), ‘
- X %
P @ g/ @ WAL

El Protea ATP  ADP + F
1 \ / £2 \ ustrato’ @ .‘
@%’T@ £ o / ?. ”S ®?\21
ATP  AMP+ PP, Sustrato) @L1D @
S.ustrato @@ ’

Desubiguitinacion

Esquema 4. Esquema de los pasos de la via de funcionamiento del UPS. Modificado de [Vucic, 2011].
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Las E3 ubiquitina ligasas se clasifican en cuatro clases principales, en funcién del
motivo estructural que las caracteriza: HECT, cullin RING-finger, U-box y PHD-finger
[Teixeira, 2013]. Las cullin RING-finger poseen un dominio formado por entre 40 y 100
aminoacidos con 8 residuos de cisteina e histidina muy conservados que coordinan dos
atomos de zinc, formando una estructura en dedo de zinc [Sun, 2009]. La especificidad
del UPS viene dada por la familia de E3 ubiquitina higasas cullin RING-finger, que
constituye una de las mayores clases de E3 ubiquitina ligasas y es esencial para el
mantenimiento y la integridad genémica y la homeostasis celular [Chew, 2007; Lipkowitz,
2011]. Dos de los miembros mas importantes de la famiha cullin RING-finger son la
proteina Skp1-Cull-F-box (SCF) y el Complejo Promotor de la Anafase/Ciclosoma,
también conocido como APC/C; ambos son los responsables de marcar las proteinas del
ciclo celular para su posterior degradacion. SCF es capaz de ubiquitinar sustratos desde el
final de la fase G1 hasta el inicio de la fase M, mientras que APC/C es activo desde la
mitosis hasta el final de la fase G1 del ciclo celular [Moncada, 2012; Nakayama, 2005;

Nakayama, 2006; Song, 2011].

APC/C es un complejo mutiprotéico dotado con propiedades reguladoras,
cataliticas y de especificidad. Por medio de la ubiquitinaciéon de una ampla gama de
proteinas mitoticas, APC/C es capaz de controlar los procesos del ciclo celular que son
responsables de la segregacion de las cromatidas en la anafase, la finalizacion de la mitosis
y el establecimiento y mantenimiento de la fase G1 [Barford, 2011; Eguren, 2011; Peters,

1999; Peters, 2006; Schreiber, 2011; Sivakumar, 2015].

1. ESTRUCTURA Y COMPOSICION

APC/C es un miembro de la famiha cullin RING-finger inusualmente grande
formado por 13 proteinas diferentes. De entre las 13 subunidades, las mejores
caracterizadas son Apc2 y Apcll, que son las principales responsables de la actividad

catalitica (Esquema 5).
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Esquema 5. Esquema estructural de las 13 subunidades diferentes que constituyen el complejo APC/C.
Podemos observar que las rodeadas con un circulo (Apc2, Apcl0 y Apcll) son subunidades cataliticas y el

resto son subunidades de sujecion o ensamblaje. Modificado de [Acquaviva, 2006].

Apcll contiene un domino ring HZ finger ¢ mteractia directamente con la
enzima E2 ubiquitina, mientras que la subunidad Apc2 interactiia con su domino cullin,
formando un ensamblaje para una mejor conexion entre Apcll y la enzima [Chang,
20045 da Fonseca, 2011; Fry, 2006; Leverson, 2000; Tang, 2001]. Algunos autores han
descrito que Apcll, por si misma, es capaz de poliubiquitinar 2 vitro, aunque con menor

especificidad de sustrato [Acquaviva, 2006].

Apc3d (Cdc27), Apct (Cdcl6), Apc7 v Apc8 (Cdce23) poseen lo que se conoce
como dominio 7etratricoPeptide Repeat o TPR, que consiste en la repeticion de una
secuencia de 34 aminoacidos, que se pliega en una estructura en hélice y es capaz de
mediar interacciones entre proteinas. Para que se produzca la activacion de APC/C y se

lleve a cabo la progresion de la mitosis, se requiere la fosforilacion de estas cuatro

subunidades [Baker, 2007; Blatch, 1999; Das, 1998; Kraft, 2003; Wang, 2009].

Apcl0O (Docl) contiene un dominio Doc, que esti también presente en otras
proteinas de la via del UPS. Apcl0 no es imprescindible para la interaccién con otras
subunidades de APC/C, a pesar de unir directamente Apc3d (Cdc27), Apc7 v Apcll.
Algunos autores han observado que mutaciones en esta subunidad previenen el
reconocimiento de sustratos por parte de APC/C-Cdhl [Carroll, 2002; Carroll, 2005;
Passmore, 2003]. Tanto Apcl0 como Cdhl estin mmplicadas en el reconocimiento de

sustratos, y su proximidad a Apc2, Apcl1 y a la E2 Ubiquitina es importante para que se
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lleve a cabo la reaccion de ubiquitinacion [Acquaviva, 2006; Thornton, 2006].

Algunas subunidades podrian tener un papel meramente estructural. Apc4 y Apch
se unen a Apc2 y Apcll, y se piensa que median la interaccion de estas proteinas con las
subunidades que contienen el dominio TPR [Vodermaier, 2003]. Apc9 (aunque sélo esta
descrito en levaduras), Cdc26 v Apcl3 parecen ser necesarias para la estabilidad de
APC/C. Aunque Apcl3 se une a Apcd y Ape8 (Cde28), es una subunidad musual ya que
parece proporcionar una funcién esencial y especifica en meiosis, con lo cual, su papel

meramente estructural estd actualmente en controversia [Passmore, 2003; Peters, 2006].

Gieffers y colaboradores describieron que APC/C puede presentar dos o tres
copias de cada subunidad, excepto de Apcl, que actuaria como un gran soporte de todas
las demas [Gieffers, 2001]. El grupo de investigacion de Passmore, encontro dos especies
con diferentes coeficientes de sedimentacion (258 y 36S) que presentan formas de
APC/C monoméricas y diméricas respectivamente. La forma dimérica permite la
formacion de cadenas de poliubiquitina con una eficacia 7 veces mayor que la forma
monomérica [Passmore, 2005; Peters, 2006]. Mds adelante, Dube y colaboradores
propusieron un modelo tridimensional de APC/C en el cual se distinguen dos grandes
dominios, el dominio plattorm y el dominio arc lamp, que presentan una gran
flexibilidad uno respecto al otro. Estos autores observaron que, la asociacion del cofactor
Cdhl, provoca un cambio en las posiciones relativas de los dominios, lo que sugiere que
la unién de los cofactores induce cambios conformacionales en la estructura de APC/C

[Dube, 2005].

Recientemente, se ha identificado la subunidad Apcl). Es una APC/C humana,
que es requerida para la hiberacion de Cdc20. Este cofactor es secuestrado por tres
componentes (Mad2, Mad3/BubR1, y Bub3 [MCC]), los cuales forman parte del punto
de control de la mitosis o punto de control del ensamblaje del huso (spindle assembly
checkpoint [SAC]) que es esencial para asegurar que la segregacion cromosémica tiene
lugar de forma correcta [Foster, 2012]. Tras la alineacion de los cromosomas en la
metafase, el SAC se mactiva y comienza a degradarse la ciclina B1, hecho que puede ser
revertido si se vuelve a formar el SAC, estableciéndose una relacion temporal entre éste y

la regulacion de la protedlisis por ubiquitinaciéon [Clute y Pines, 1999]. Al secuestrar

Cdc20, APC/C se mactiva [Mansfeld, 2011].
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2. COFACTORES

APC/C puede interactuar con varias E2 ubiquitinas, sin embargo, la actividad
principal de este complejo en las células depende de su unmén a cofactores o
coactivadores, los cuales se unen al complejo durante periodos especificos del ciclo
celular. Estos cofactores son Cdc20 (cell division cycle 20) y Cdhl (o Fzrl, fizzy/cell
division cycle 20 related 1) [Peters, 2006].

Ambas proteinas se caracterizan por presentar tres elementos en su secuencia:

- El motivo IR (dipéptido 1soleucina-arginina) situado en el extremo carboxilo
terminal, que media la union con APC/C.

- La secuencia C-box situada en el extremo amino-terminal. Los humanos, a
diferencia de las levaduras, no necesitan la C-box para la asociacion de APC/C
con sus cofactores, sin embargo se piensa que interviene en el reconocimiento
de sustratos.

- Kl domimio WDA40, situado en el extremo carboxilo-terminal. Este dominio
estd compuesto por repeticiones de 40 aminoicidos que contienen residuos
de triptéfano y aspartico en posiciones conservadas. Generalmente, siete
repeticiones WD40 se pliegan en una estructura con forma de hélice. Se
piensa que este dominio es el responsable de reconocer a los sustratos de
APC/C, al mteraccionar con unas secuencias consenso presentes en ellos,

denominadas D-hoxy KEN-box [Peters, 2006].

Los dos cofactores de APC/C estan estrictamente regulados por fosforilacion.
Cdc20 se transcribe y se sintetiza en la interfase, sin embargo, s6lo puede interactuar con
APC/C de forma eficaz en la fase M, cuando algunas subunidades de APC/C son
fosforiladas por quinasas mitéticas, incluyendo Cdkl-ciclina B y Plkl [Eckerdt, 2006].
Por el contrario, Cdhl no puede unirse a APC/C en las fases S, G2 y M, debido a su
fosforilacion e inactivacion por los complejos Cdk-ciclina. Solo desde la anafase, cuando
disminuye la actividad Cdkl1 lo que permiten la desfosforilacion de Cdhl, éste forma un
complejo activo con APC/C y cataliza las reacciones de ubiquitinacion de los sustratos
desde anafase hasta el final de la fase GI1, regulando asi la salida de mitosis, el
mantenimiento en Gl vy, por tanto, el comienzo de una nueva fase S [Kramer, 2000;

McLean, 2011].
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La oscilacion secuencial de la actividad de APC/C-Cdc20 y la actividad de
APC/C-Cdhl, representa uno de los principales mecanismos en la regulacién del ciclo
celular [van Leuken, 2008]. Asi, al mnicio de la fase M, la elevada actividad de Cdkl
promueve la union APC/C-Cdc20, que se encuentra inhibida por el complejo SAC
(spindle assembly checkpornd, previniendo asi la degradacion prematura de la ciclina B1
y securina [Nilsson, 2008; Izawa, 2011]. Una vez que los cromosomas estin
correctamente anclados al huso acromatico, APC/C-Cdc20 se activa, lo que conduce a la
degradaciéon de securina y ciclina B1 y, en consecuencia, a la disminucién de la actividad
de Cdkl en anafase. La activacion de las fosfatasas, junto con la disminucion de la
actividad kinasa de Cdk1 permite la formaciéon del complejo APC/C-Cdhl, que, a su vez,
promueve la degradacion de Cdc20. Kl rapido e wreversible mterruptor entre Cdc20 y
Cdhl en la salida de la fase M, no sélo se atribuye a la disminucion repentina de la
actividad kinasa de Cdkl-ciclina B, sino también a la degradacion de Cdc20 por parte de
APC/C-Cdhl al comienzo de la fase G1 (Esquema 6) [Peters, 2006].
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Esquema 6. Activacion de APC/C por Cdc20 y Cdhl durante el ciclo celular. La unién de APC/C-Cdc20
comienza en la profase. La degradacion de la ciclina A se produce en la prometafase. La protedlisis de la
ciclina B también depende de APC/C-Cdc20 y se lleva a cabo en la transicion metafase-anafase. Durante la
anafase vy la telofase, APC/C-Cdhl se activa y contribuye a la degradacion de la ciclina B y de Cdc20, de tal
manera que APC/C-Cdc20 se inactiva. En la fase G1, APC/C-Cdhl media la destruccion de la enzima
UbcH10, permitiendo la acumulacién de ciclina A y la posterior inactivacion de APC/C-Cdhl en la

transicion de G1 a la fase S. Modificado de [Peters, 2006].
Estudios recientes han revelado que estos cofactores también promueven la

actividad ligasa intrinseca de APC/C, probablemente mediante la activacion de un cambio

conformacional de la E3 ligasa [Dube, 2005].
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3. RECONOCIMIENTO DE SUSTRATOS

Ciertas secuencias de aminodcidos o motivos de degradacion, estin presentes en
los sustratos de APC/C y desemperian un papel muy importante para su reconocimiento.
El primer motivo que se describié fue la D-box (destruction box), compuesta por la
secuencia consenso RxxLxxxxN/D/E que, inicialmente, se identifico en la ciclina B1. En
la mayoria de sustratos de APC/C, la D-box se suele encontrar en regiones no plegadas
de la proteina [Glotzer, 1991; Pfleger, 2001]. La ubiquitinacion multiple de residuos de
lisina en los sustratos de APC/C sucede al azar. Esta idea concuerda con el planteamiento
de que la secuencia D-Dox funciona como un motivo de reconocimiento que ubiquitina
cualquier residuo de lisina que se quede expuesto al sitio activo de APC/C. La flexibilidad
en la region que rodea a la D-box facilita la adicion de cadenas de poliubiquitina, y
aunque por si misma no es suficiente, para Inactivar a una proteina ésta necesita ser
degradada por el proteasoma [Yamano, 1998]. Otra secuencia de degradacion es la KEN-
box, cuya secuencia consenso se define como KENxxxD/E/S/G. Esta secuencia se
caracterizd por primera vez en Cdc20, sin embargo, también estd presente en muchos

sustratos de APC/C, incluyendo Aurora A 'y Pkl [Burton, 2001; Pfleger, 2000].

Asi, ambas secuencias de degradacion (D-box y KEN-box) son reconocidas por el
dominio WD40 de los cofactores Cdc20 y Cdhl. De hecho, en un principio se propuso
que la secuencia D-box era reconocida por APC/C-Cdc20 y que la secuencia KEN-box
era reconocida por APC/C-Cdhl, sin embargo estudios recientes han demostrado que
ambos motivos pueden ser utilizados eficientemente por los dos cofactores para llevar a
cabo la ubiquitinacion de los sustratos [Castro, 2003]. A medida que se caracterizan mas
sustratos de APC/C, se encuentran nuevos motivos de destruccion, normalmente
localizados en los extremos amino o carboxilo de las proteinas. Ademas de las dos
secuencias anteriormente mencionadas, se han descrito otros motivos: A-box, CRY-box,
GxEn-box, TEK-box y U-box, pero la mayoria son relativamente poco conocidos en la
actualidad [Hatakeyama, 2001; Littlepage, 2002]. Por ejemplo, podemos citar que, la
destruccion de Cdc20 por parte de Cdhl, ademas de la KEN-box, depende de la CRY-
box (CRYxPS) [Castro, 2003], o que la proteina Aurora A posee, ademas de D-box y
KEN-box, un nuevo motivo al que da nombre, la A-box (RxI.xPSN) [Littlepage, 2002].
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4. APC/CY SU RELEVANCIA EN EL CICLO CELULAR

La actividad de APC/C esta estrictamente regulada durante la progresion del ciclo
celular y ocurre, a través de la combinacion de la actividad de los cofactores, proteinas y
complejos inhibidores y la fosforilacion reversible [Eguren, 2011; Peters, 2006; Thornton,
2006; Sivakumar, 2015]. Como ya hemos indicado, para ser activo, APC/C requiere de la
unién de, al menos, uno de los dos dominios WD40 de los cofactores Cdc20 o Cdhl,
que participan en el reconocimiento de sustratos. Ademads, los cofactores interactan de
manera muy dinidmica con el dominio TPR de Apc3 y puede facilitar la uniéon con los
sustratos a través de los dominios WD40 o mejorar la actividad especifica de APC/C
[Barford, 2011; da Fonseca, 2011]. La activacion de APC/C, mediante su union al
cofactor Cdc20 o al cofactor Cdhl, se regula por mecanismos de fosforilacion de manera

opuesta [Almeida, 2012; Sivakumar, 2015].

Al comienzo de la mitosis, los complejos de Cdk-ciclinas fosforilan algunas
subunidades del complejo APC/C vy ello promueve la union del cofactor Cdc20 con el
complejo. De esta manera, APC/C-Cdc20 inicia una secuencia de degradacion de las
ciclinas mitéticas que provoca una disminucion de la actividad Cdk, lo que conlleva la
miciacion de la anafase. Por el contrario, la fosforilacion de Cdhl por parte de las Cdks
durante la fase S, la fase G2 y la mitosis, inhibe su unién a APC/C. Durante la salida de la
mitosis se produce una inactivacion de las Cdks y una posterior activacion de las
fosfatasas, permitiendo que Cdhl se desfosforile y asi se active el complejo APC/C-Cdhl.
A su vez, APC/C-Cdhl ubiquitina a Cdc20, evitando la activacién simultanea de APC/C
con sus dos cofactores (ver Esquema 7). APC/C-Cdhl también se encarga de destruir las
cichinas mitoticas A y B, completando la mactivacion de Cdkl1. Hay que tener en cuenta
que la ciclina Bl se degrada en dos fases que estin reguladas de forma secuencial por
APC/C-Cdc20 y APC/C-Cdhl. Durante la mitosis temprana Cdc20 activa a APC/C,
mientras que a finales de la mitosis APC/C-Cdhl esta activo y controla la salida de la
mitosis y el mantenimiento de la fase G1, regulando asi el micio de la replicacion de

ADN [Li, 2009; Sivakumar, 2015].

En resumen, la actividad de APC/C oscila a lo largo del ciclo celular, siendo baja
durante las fases S y G2 y alta durante la fase G1 y la mitosis. Estas oscilaciones van a ser

en gran parte responsables de la progresion del ciclo celular.
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Esquema 7. Activacion de APC/C por Cdc20 y Cdhl durante el ciclo celular

La actividad Cdk es la que se encarga de dingir el ciclo celular hasta la metafase,
sin embargo, a partir de ese momento el control del ciclo celular estd a cargo del
complejo APC/C, que promueve la transicion a la anafase y favorece la salida de mitosis.
La funcion de APC/C es esencial en mitosis y se ha demostrado que la mactivacion
genética del complejo es letal en todas las especies estudiadas desde levaduras a ratones
[Garcia-Higuera, 2008].

Las principales dianas de APC/C durante la mitosis son las ciclinas mitéticas
(ciclinas A 'y B) y la securina. La securina es un mhibidor de la separasa que es una
proteasa. Cuando el proteasoma degrada a la securina, se activa la separasa (ver Esquema
8). Debemos tener en cuenta, que la separasa también permanece mnhibida por
fosforilacion mediada por las Cdks y por la unién al complejo Cdkl-ciclhina B, de tal
forma que la degradacion de las ciclinas mitéticas también contribuye a su activacion.
Una vez que esta activa, la separasa rompe la cohesina, que es la encargada de mantener
unidas las cromatidas hermanas y al romperla se micia la segregacion cromosoémica en la

anafase [Gorr, 2006; Stemmann, 2006].

La degradacion de las ciclinas mitoticas provoca la inactivacion de las Cdks y esto
permite que las fosfatasas desfosforilen a los sustratos de las Cdks, que es esencial para
que se produzca el correcto movimiento del huso mitético y de los cromosomas en la
anafase, asi como para que se lleven a cabo el desemsamblaje del huso mitético, la
descondensacién de la cromatina y el ensamblaje de la envuelta nuclear durante la

telofase posterior [Li, 2009].
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Esquema 8. APC/C-Cdc20 ubiquitina y degrada varios complejos, entre ellos la securina, un inhibidor de la
separasa, y da comienzo la anafase. Se termina cuando el complejo APC/C-Cdhl degrada a las ciclinas

mitoticas unidas a las Cdks, que se inactivan y da paso a la fase G1. Modificado de [Bardin, 2001].

Principalmente existen dos mecanismos que gobiernan las tltimas etapas de la
mitosis, la ubiquitinacién de proteinas por el complejo APC/C vy la desfosforilacion
ordenada de sustratos fundamentalmente por parte de Cdkl, aunque también por parte
de otras kinasas mitoticas. Este proceso de desfosforilacion depende indirectamente de la
actividad de APC/C, ya que esti marcada por la degradacion de las ciclinas [Sullivan,
2007] (Esquema 9).
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Esquema 9. Regulacion por APC/C de la salida de la mitosis. Durante la transicion metafase/anafase se
produce un aumento de la actividad de APC/C, que marca a las ciclinas mitéticas para su posterior

degradacion, originando un descenso de la actividad Cdk, lo que permite la desfosforilacion de los

sustratos. Modificado de [Sullivan, 2007].
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Durante la mitosis APC/C forma parte de tres complejos diferentes dependiendo
de su asociacion con otros cofactores, y cada unos de estos complejos promueve la
degradacion de un determinado grupo de sustratos en un momento concreto del ciclo
celular. Durante la prometafase, el complejo APC/C esta unido al cofactor Cdc20, pero
se encuentra bajo la ihibicion de las proteinas del checkpoint del huso mitético, al
bloquear su capacidad de reclutamiento de sustratos. Sin embargo, esta forma de APC/C-
Cdc20, va a mantener la capacidad de ubiquitinar alguna de sus dianas como son la
cichma A o la kinasa Nek2A [Hayes, 2006; van Zon, 2010]. Ademas, cuando la dltima
pareja de cromatidas hermanas se ancla al huso mitético y se nactiva este checkpoint,
APC/C-Cdc20 se activa por completo, siendo capaz de ubiquitinar otro grupo de
proteinas durante la metafase, dentro de este grupo se incluyen la ciclina B y la Securina
[Musacchio, 2007]. Asi, la destruccion de la ciclina B conlleva una inactivacion progresiva
de la actividad Cdk, lo que lleva a la desfosforilacion del otro cofactor de APC/C la
proteina Cdhl, que permanecia activa en su forma fosforilada. Cuando Cdhl se
desfosforila, activa a APC/C y le proporciona una mayor especificidad de sustrato, lo que
promueve la destrucciéon de un nuevo grupo de proteinas diana. En este nuevo grupo de
sustratos estd cluido Cdc20, ademas de Plk1 y las kinasa Aurora A y Aurora B, que se

destruyen en este orden en anafase y telofase [van Leuken, 2009].

El cofactor Cdhl estd implicado en el mantenimiento de una baja actividad por
parte de las Cdks, y esta baja actividad Cdk caracteriza el estado GO/G1. APC/C-Cdhl
realiza una degradaciéon completa de las ciclinas mitéticas, asi como de otros reguladores
positivos de la proliferacion celular, como pueden ser Plkl, Aurora A o Cdc25A. El
complejo APC/C-Cdhl también es responsable de la destruccion de Skp2, componente
de la E3 ubiquitina ligasa SCF, lo que resulta en la acumulacion de sus sustratos p27 y

p21, que bloquean cualquier actividad Cdk residual [Bashir, 2004a; Bashir, 2004b].

Existen muchas evidencias que nos permiten confirmar que Cdhl es uno de los
reguladores mas importantes de las fases G1 y G0. Su importancia en el mantenimiento
de estas fases se deduce del hecho de que las células entran en fase S mas facilmente tras
su mhibicion. Ademais, Cdhl no se expresa durante los primeros ciclos de division

embrionarios, los cuales carecen de fases G1 y G2, coincidiendo asi, el comienzo de su
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expresion con la adquisicion de la fase G1 [Peters, 2000].

APC/C-Cdhl también controla la entrada en fase S a través de un nuevo
mecanismo que 1mplica al factor de transcripcion FoxM1 (Forkhead box M1
transcription factor). FoxM1 activa la expresion de genes que son necesarios para la
progresion de las fases S y M, tales como PIk1, ciclina B, Aurora B o Cdc25B. APC/C-
Cdh1 ubiquitina a este factor para que sea degradado al final de la fase M y al micio de la
Fase G1. La ausencia de FoxM1 previene la entrada precoz en la fase S, que se observa
en las células que no expresan Cdhl, indicando que FoxM1 es una de las dianas de Cdh1
al final de la fase S y al comienzo de G1, y su proteolisis es muy importante para la
entrada en la fase S. Por lo tanto, es logico pensar que FoxM1 es una diana de Cdhl, ya

que estructuralmente hablando, posee una secuencia KEN-Hox en su extremo amino-

terminal [Laoukili, 2008; Sadasivam, 2013].

Durante las fases S y G2, APC/C permanece mactivo para mantener elevada la
actividad Cdk e mmpedir que se formen los complejos prerreplicativos. Sin embargo,
cuando se produce una replicacion aberrante o un dano en el ADN, el ciclo celular se
detiene para poder repararlo y ello conlleva a la activacion de APC/C-Cdhl. Durante la
fase G1, el dano en el ADN provoca la activacion tanto de pd>3 como de p21; al activarse
pd3 se provoca la degradacion de la cichna D1, mientras que cuando se activa p21,
mhibidor de Cdk2, se produce la desfosforilacion de Cdc6 y su subsecuente degradacion

via APC/C-Cdhl [Bartek, 2001; Mailand, 2005].

Durante la fase G2, la fosfatasa Cdcl4 es la responsable de la activacion de
APC/C-Cdhl, que de forma indirecta permite la acumulacion de claspina. Esta, a su vez,
promueve la activacion de pH3, que lleva finalmente a la inactivacion de Cdkl y la parada

del ciclo celular en la fase G2 [Bassermann, 2008].
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5. REGULACION DE APC/C-Cdh1

La actividad de APC/C-Cdhl estd regulada por la cantidad de proteina, el estado
de fosforilacion de Cdhl y por la uniéon de proteinas inhibidoras o activadoras [Pesin,

2008] (Esquema 10).
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Esquema 10. La fosforilacion de Cdhl por Cdks impide su asociacion con APC/C en las fases S, G2y
M. La desfosforilacion de Cdhl por acciéon de las fosfatasas Cdel4 conduce a la completa activacion de
APC/C-Cdhl en la mitosis tardia y durante la fase G1. Cdhl es degradada por su propia actividad al

final de G1, y en la fase S, gracias a la actividad de SCF. Modificado de [Pesin, 2008].

La concentracion del acido ribonucleico mensajero (ARNm) de Cdhl permanece
constante a lo largo del ciclo celular, sin embargo no ocurre lo mismo con la cantidad de
la proteina, que es mas elevada durante la mitosis. No obstante al final de la fase G1 y de
la fase S disminuye su expresion, al ser degradada por SCF [Fukushima, 2013] y por su

propia actividad APC/C-Cdhl [Fang, 1999; Kramer, 2000].

La actividad de APC/C-Cdhl aumenta notablemente desde la anafase, y se
mantiene elevada durante la fase G1. Esta actividad estd finamente regulada por la

fosforilacion reversible de Cdhl y de sus sustratos, por proteinas mhibidoras y por la

degradacién de Cdhl[Almeida, 2012].

La fosforilacion de Cdhl mhibe su union con APC/C. Cdhl es fosforilado por

Cdks durante las fases S, G2 y M, y sélo su desfosforilacion en la mitosis tardia y durante
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la fase G1 le permite activar a APC/C. La desfosforilacion de Cdhl se produce cuando
comienza a disminuir la actividad de las Cdks, como consecuencia de la degradacion por
APC/C-Cdc20 de las ciclinas mitoticas, entre otras dianas. Algunos grupos han descrito
que la fosfatasa encargada de activar a Cdhl es Cdcl4, la cual se activa y sale del nucleo al
citosol durante la anafase. Cdcl4 se encarga de la activacién del propio cofactor Cdhl y
de la proteina Sicl que es el inhibidor de la Cdk1. Cuando Cdhl se encuentra fosforilado
se localiza en el citosol, pero se transloca al nicleo al ser desfosforilado, por lo que su

activacion depende de la salida de Cdcl4 del nacleo [Toda, 2012; Visintin, 1997].

Todo el mecanismo de Cdcl4 y Cdhl, estd muy caracterizado en levaduras, sin
embargo, a pesar de que se han encontrado tres homologos de la proteina en vertebrados
(Cdcl4A, Cdcl4B y Cdc14C), su relevancia atin no esta identificada. En parte debido a
que no se ha visto un efecto claro de la proteina sobre la salida de mitosis, ya que el
estudio estd basado en las familias de fosfatasas PP1 y PP2A. De hecho, hay numerosos
estudios que sugieren que las funciones de Cdcl4 en vertebrados no estin relacionadas
con la salida de la mitosis, incluyendo funciones en el checkpomt de dano de ADN y su
reparacion y en la duplicacion y funcionamiento del centrosoma. De manera particular,
en respuesta al estrés genotoxico durante la fase G2, Cdcl4B se transloca desde el nucleo
al citoplasma, donde la fosfatasa desfosforila a Cdhl, y por lo tanto promueve la actividad

de APC/C-Cdh1 [Shou, 1999].

La fosforilacion de los sustratos de Cdhl, también contribuye a la regulacion de la
actividad de APC/C-Cdhl. Asi, la fosforilacion de Skp2 por Cdk2 mterrumpe su uniéon
con Cdhl y, por tanto, su degradacion, lo que resulta en la estabilizacion de Skp2 al final
de la fase G1. Por otro lado, la desfosforilacion de Skp2 mediada por la Cdcl4B,
promueve la degradacion de Skp2 por APC/C-Cdhl durante la transicion M/G1 [Rodier,
2008].

5.3.1. Emil

En la transicion de la fase G1 a la fase S, el factor E2F activa la transcripcion de

Emil. De esta manera, a partir de ese momento del ciclo celular, Emil imnhibe a APC/C-
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Cdhl permitiendo la acumulacion de sus sustratos [Miller, 2006]. Otros estudios han
demostrado que, en el caso de los humanos, Emil es esencial para la coordinacion
precisa de la sintesis de ADN y la mitosis. Asi, se ha demostrado que un fragmento de
143 residuos del dominio C-terminal de Emil mhibe multples funciones de APC/C-
Cdhl. La D-box, el linkery los elementos de la cola, junto con el dominio zinc-binding
de Emil, se unen de manera sinérgica a distintas regiones de APC/C-Cdhl, bloqueando
el sito de umon del complejo a sus sustratos € mhibiendo la elongacion de la cadena de

ubiquitina [Frye, 2013; Skaar, 2008].

I.3.2. Rassfla

Este factor inhibe de manera indirecta a APC/C-Cdhl durante la transicion G1/8,

al mhibir SCF-BTrCP, activador de Emil, lo que produce de nuevo la inhibicién de

APC/C-Cdhl [Whitehurst, 2008] (Esquema 11).
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Esquema 11. En el esquema podemos ver la activacion de Emil por E2F. Por otra parte vemos como
RASSF1A inhibe a SCF-fTrCP, se activa Emil, volviendo a inhibir a APC/C. Modificado de [Vodermaier,
2004].

2.3.8. Rael-Nup98

En el caso de los mamiferos durante la profase, APC/C-Cdhl esta inhibido por
fosforilacion y por el complejo Rael-Nup98. Rael es un factor transportador de ARNm,
que actia anclando a Nup98, que es una nucleoporina, al complejo del poro nuclear. El
complejo Rael-Nup98 se encarga de mhibir la ubiquitinacion de la Securina por parte de
APC/C-Cdhl. Rael-Nup98 se disocia de APC/C-Cdhl al mismo tiempo que las

proteinas del checkpoint del huso mitético lo hacen de APC/C-Cdc20, y asi se produce la

27



transiciéon metafase/anafase [Cuende, 2008; Jeganathan, 2005].

Los factores de transcripcion CBP y p300 regulan APC/C en mitosis, y se asoclian
tanto a APC/C-Cdc20 como a APC/C-Cdhl. Favorecen la actividad de ambos complejos
al acetilar subunidades de APC/C o los coactivadores Cdhl y Cdc20. El silenciamiento
de CBP mediante siRNA reduce la actividad E3 ubiquitina ligasa de APC/C y conlleva la
acumulacion de las proteinas ciclina B y PIkl, asi como la parada de las células en

mitosis. [Turnell, 2005; Liu, 2006].

6. FUNCIONES DE APC/C EN EL SISTEMA NERVIOSO

En el ano 1999, Gieffers y colaboradores [Gieffers, 1999] demostraron la
expresion de diferentes subunidades de APC/C, asi como de Cdhl, en el cerebro de
raton adulto. Posteriormente, trabajos de nuestro grupo mostraron que los niveles de
Cdhl permanecen estables durante la diferenciacion neuronal [Almeida, 2005]. Es mas,
APC/C-Cdhl media la diferenciacién neuronal inducida por acido retinoico en células de
neuroblastoma humano SHSY5Y. Asi, el dcido retinoico induce la acumulacion nuclear
de Cdhl y, paralelamente, produce la desestabilizacion de Skp2 y la acumulacion de p27.
Ademais, el acido retinoico es capaz de disminuir los niveles del ARNm de la proteina
Rae-1, que es un factor de exportacion nuclear que limita la actividad de APC/C-Cdhl en
mitosis. Por ello, se facilita la degradacion de Skp2, la parada del ciclo celular y la
diferenciacion de las células de neuroblastoma hacia células de fenotipo neuronal

[Cuende, 2008].

Recientemente, hemos demostrado que APC/C-Cdhl coordina la neurogénesis y
el tamano de la corteza cerebral. En este sentido, se sabe que la morfologia del cerebro
adulto es el resultado de un delicado equilibrio entre la proliferacion de los progenitores
neurales y la iniciaciéon de la neurogénesis en el periodo embrionario. En estadios
tempranos del desarrollo de la corteza cerebral, las células progenitoras se dividen

simétricamente con objeto de mantener la poblaciéon de células progenitoras y esto ocurre
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en las dos zonas neurogénicas de la corteza denominadas como zona ventricular y zona
subventricular. Sin embargo, en estadios mas tardios del desarrollo estos progenitores
neurales se dividen asimétricamente, generandose neuronas diferenciadas. No obstante,
la neurogénesis es un proceso complejo en el cual se desconocen los mecanismos
moleculares que regulan la salida de ciclo celular con el comienzo de los procesos de
diferenciacion [Delgado-Esteban, 2013]. Nuestro grupo ha demostrado que la actividad
del complejo ubiquitina higasa APC/C-Cdhl es esencial no soélo para la diferenciacion de
las neuronas corticales i vitro [Almeida, 2005; Delgado-Esteban, 2013] sino también
para la neurogénesis m vivo [Delgado-Esteban, 2013]. Asi, Cdhl regula la salida del ciclo
celular de los precursores neurales y el micio de la neurogénesis en corteza cerebral
durante el desarrollo. Es mas, la falta de Cdhl disminuye la duracion de la fase G1 e
mcrementa la fase S del ciclo celular, produciendo estrés replicativo y muerte por
apoptosis, dependiente de p53, de los precursores neurales. Iin consecuencia, se produce
una disminucion del tamano de la corteza cerebral y microcefalia [Delgado-Esteban,

2013].

En el ano 2005, Almeida y colaboradores [Almeida, 2005] demostraron que
Cdhl, pero no Cdc20, esta presente en neuronas diferenciadas y desempeiia una funcion
esencial en la supervivencia de las neuronas. La actividad de APC/C-Cdhl es esencial
para mantener bajos los niveles de ciclina B1, impidiendo asi una entrada aberrante de
las neuronas en el ciclo celular y la subsecuente apoptosis neuronal por un mecanismo

que ain permanece desconocido [Almeida, 2005].

En condiciones fisioldgicas, la neurotransmision excitadora que ocurre a través de
receptores de glutamato, desempena un papel crucial en el desarrollo neuronal, la
diferenciacion y la plasticidad sindptica, como veremos en el apartado 6.4. Sin embargo,
la excesiva y/o prolongada activacion de los receptores de glutamato induce
neurotoxicidad, proceso que se ha definido como excitotoxicidad [Olney, 1969].
Recientemente, nuestro laboratorio ha demostrado que la estimulacion de los receptores
NMDA promueven la acumulacion endogena de ciclina B, lo que desemboca en la

muerte neuronal por apoptosis [Maestre, 2008].
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Esquema 12. APC/C-Cdhl regula la apoptosis neuronal. La excitotoxicidad activa a Cdkd y a p25, que
fosforilan a Cdhl. La mactivacion de APC/C-Cdhl provoca la estabilizacion de la ciclina Bl y de la Pfkib3.
La estabilizacion de estas proteinas, induce a las neuronas postmitoticas, a llevar a cabo una entrada
aberrante en el ciclo celular que conlleva al estrés oxidativo y a la muerte de las neuronas por apoptosis.

Modificado de [Almeida, 2012]. Completar este esquema va a ser el trabajo principal de esta memoria.

La excitotoxicidad es uno de los fenomenos mas frecuentes que subyacen en la

fisiopatologia de los trastornos neurologicos [Wang y Qin, 2010], e implica la activacién
e . 9t L,

de los receptores glutamatérgicos, provocando la entrada de Ca en la célula. Este

proceso resulta en la alteracion del potencial de membrana interna mitocondrial, que

precede a la muerte neuronal por apoptosis [Bolanos, 2009].

Resultados previos de nuestro laboratorio describen que la estimulacion de los
receptores de glutamato provoca la acumulacién aberrante de ciclina Bl en neuronas
[Maestre, 2008], lo que le implica en la excitotoxicidad. Asi, la estimulacion de los

receptores de glutamato, concretamente los receptores NMDA, y el subsiguiente
. 2+ . ., .
aumento en el flyjo de Ca” provoca la activacion de Cdkd, que, a su vez, fosforila e

mactiva Cdhl, translociandolo del nucleo al citoplasma. En consecuencia, se inhibe la
actividad de APC/C, lo que induce la acumulacion de ciclina Bl y la muerte neuronal por
apoptosis, por un mecanismo aun desconocido [Maestre, 2008]. Es interesante observar
que Cdk) fosforila a la Ser-1232 de la subunidad NR2A, del receptor NMDA, facilitando
la transmision sindptica mediada por el receptor NMDA. La liberacién de glutamato de
manera prolongada, produce la sobreactivacion del receptor NMDA, como la que se

observa en las enfermedades neurodegenerativas y en los accidentes cerebrovasculares.
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Todo ello, podria conducir a un ciclo continuo de activacion Cdk) - NMDA, que
contribuye a la neurodegeneracion [Li, 2001]. Cabe destacar que Cdk5 es muy activa
cuando se encuentra unida a p25, que es el producto proteolitico de p35 el cual, a su vez,
se acumula en neuronas de pacientes con la enfermedad de Alzhemmer [Almeida, 2012].
Es importante destacar que se han descrito incrementos en las concentraciones de ciclina
B1 tanto en el cerebro de pacientes con enfermedad de Alzheimer como en pacientes de
ictus y otros procesos degenerativos [Yang, 2003; Love, 2003], en los que se produce
excitotoxicidad [Almeida, 2012; Aulia, 2006]. Por ello, Cdhl podria tener una importante

funcion en las enfermedades neurodegenerativas.

Las neuronas poseen una actividad glucolitica menor que los astrocitos, lo que
concuerda con el hecho de que un incremento en la proliferacion celular va acompanada
de la activacion de la glucolisis [Bauer, 2004; Lunt, 2011]. En contra de lo que ocurre en
astrocitos, las neuronas son incapaces de aumentar la actividad glucolitica en condiciones
patologicas, como es la inhibicién de la fosforilacion oxidativa [Almeida, 20045 Bolanos,
2008; Bolanos, 2010]. Todo ello, es consecuencia de que la enzima 6-fosfofructo-2-
kinasa/fructosa-2,6-bisfosfatasa(Pfkfb3) es practicamente inexistente en estas células, al
contrario de lo que sucede en las células ghales, principalmente en los astrocitos
[Almeida, 2004]. La enzima Pfkib3 genera fructosa-2,6-bisfosfato, que es un potente
activador alostérico de la 6-fosfofructo-1-kinasa (PFK1), que es la principal enzima

reguladora de la glucolisis [Herrero-Mendez, 2009].

Se ha observado que el silenciamiento de Cdhl mcrementa tanto el proceso
glucolitico como la proliferacion celular, mientras que la expresion de la proteina, impide
que ambos procesos puedan llevarse a cabo [Almeida, 2010]. Asimismo, se ha descrito
que APC/C-Cdhl es el complejo responsable de regular los niveles proteicos de Pfkfb3 y,
por tanto, la actividad glucolitica de las neuronas. Asi, APC/C mantiene baja la actividad
glucolitica neuronal, posibilitando la utihizacion de la glucosa para otras funciones, como
es el mantenimiento de los sistemas antioxidantes de las células [Herrero-Mendez, 2009].
La enzima Ptkfb3 posee una secuencia KEN-box, con lo cual es un sustrato del complejo
APC/C-Cdhl [Herrero-Mendez, 2009]. La inhibicion de la actividad de APC/C-Cdhl

produce la estabilizacion y acumulacion de la enzima Ptktb3, lo que estimula la glucolisis
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originandose una reduccion de la disponibilidad de glucosa para la via de las pentosas
fosfato y afectando la produccion de NADPH con el consiguiente deterioro de los

sistemas antioxidantes que dependen del glutation celular [Rodriguez-Rodriguez, 2013].

En el ano 2004 se puso en manifiesto que el complejo APC/C-Cdhl controla el
desarrollo y la transmision de sinapsis, al regular la localizacion de los receptores de
glutamato de tipo AMPA. En estos trabajos se ha visto como mutaciones producidas en
distintas subunidades del complejo APC/C, de Caenorhabditis elegans, provocan el
mcremento de GLR-1 en las sinapsis, sin alterar la localizacion de otras proteinas

sinapticas [Fu, 2011; Juo, 2004].

En el mismo afo, van Roessel y sus colaboradores, estudiaron los efectos
sinapticos de APC/C en Drosophila, definiendo distintas funciones tanto presinapticas
como postsinapticas para APC/C-Cdhl. Estos autores demostraron que individuos
carentes de la subunidad Apc2 del complejo APC/C, presentan un mayor tamano
sinaptico en la union neuro-muscular; este fenotipo es atribuible al mncremento en el
numero de botones sindpticos. El complejo APC/C-Cdhl ejerce su accion mediante la
ubiquitinacion de la Liprina—a, la cual controla la cantidad de botones sindpticos. Estos
estudios explican por un lado, que APC/C-Cdhl posee funciéon presindptica ya que
mterviene en la restriccion del namero de botones sindpticos, y por otro lado se le
atribuye una funciéon postsinaptica en la restriccion de la abundancia de receptores de
glutamato, siendo clave su papel en el desarrollo y funcionamiento de las sinapsis [van

Roessel, 2004].

Por otra parte, se ha podido comprobar que APC/C-Cdhl tiene una gran
mplicacion en la plasticidad sinaptica, asi como en los procesos de memoria y
aprendizaje [Kuczera, 2011]. Esto ocurre por ejemplo en el caso del receptor de efrina
EphA4, que reduce la expresion del receptor ionotropico de glutamato (GluR1),
facilitando asi el proceso de plasticidad sinaptica. El mecanismo que sigue responde a la
mteraccion de EphA4 con el complejo APC/C-Cdhl para la ubiquitinacién y degradacion
por parte del proteasoma del GluR1 [Fu, 2011].
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También recientemente se ha descrito la participacion del complejo APC/C-Cdhl
en la depresion a largo plazo de receptores metabotropicos de glutamato (mGluR) en el
sindrome de la X fragil. Se ha identificado a la proteina FMRP (FragilX Mental
Retardation Protein) como un sustrato del complejo APC/C-Cdhl para su degradacion,
formando ambos parte de una nueva via de senalizacion para la ubiquitinacion de los

receptores mGluR en el cerebro, implicados en fenomenos de plasticidad sindptica

[Huang, 2015].

PARTE III. MITOCONDRIA

1. SISTEMA DE FOSFORILACION OXIDATIVA (OXPHOX)

En las células de mamifero, la mitocondria suministra la mayor parte de la energia
a partir del metabolismo aeréobico en forma de ATP. En la produccion de esta energia a
la célula interviene el sistema de fosforilacion oxidativa mitocondrial (OXPHOS ),
localizado en la membrana interna mitocondrial y que esta formado por cinco complejos

multiproteicos (Esquema 13).

.'0 .'."',,.-‘_ [ '...":'.

Esquema 13. El sistema de fosforilacion oxidativa mitocondrial esti formado por los complejos de la
cadena transportadora de electrones y la ATP sintasa o complejo V. El bombeo de protones por parte de
los complejos de la cadena transportadora crean un gradiente que aprovecha la ATP sintasa para la

generacion de ATP. Modificado de [Bellance, 2009].

33



1.1.1. NADH: Ubiquinona oxidorreductasa (Complejo 1)

El complejo I es la primera enzima de la cadena transportadora de electrones
mitocondrial y el punto de entrada de los electrones en el sistema. Ademads de ser el
complejo mitocondrial mas grande (aproximadamente 1 MDa), actualmente es el mas
desconocido. Consta de, al menos, 45 subunidades, de las cuales 7 son codificadas a

partir del ADN mitocondrial y el resto a partir del ADN nuclear [Willems, 2009].

El complejo tiene una estructura en forma de L, con un brazo hidrofébico
msertado en la membrana y otro hidrofilico que se extiende hacia la matriz. Del total de
estas subunidades, 14 forman el nicleo del complejo y son esenciales para que desarrolle
su funcion. Siete de ellas son proteinas hidrofébicas, son las codificadas a partir de ADN
mitocondrial y forman parte del brazo hidrofébico. ND2, ND4 y NDJ forman parte de
la familia de transportadores Mrp que realizan un antiporte de Na /H', participando en la
translocacion de protones [Mathiesen, 2002]. Las otras siete subunidades son hidrofilicas,
correspondientes al dominio deshidrogenasa y sitio de uniéon del NADH (ver tabla 1). El
resto de subunidades son accesorias, necesarias para la conformacién del complejo pero

no esenciales para el desarrollo de su actividad [Steffen, 2013].

Las mutaciones en una tnica de las subunidades esenciales hidrofilicas pueden
provocar algunas alteraciones. Por ejemplo, esta descrito que mutaciones en la subunidad
NDUFSI provocan enfermedades como la deficiencia de complejo I mitocondrial y el
sindrome de Leigh, derivada de la anterior [Kirby, 1999]. En cuanto a las hidrofébicas,
ademas, pueden desarrollar la neuropatia optica hereditaria de Leber [Korsten, 2010] y
algunas de ellas como ND1 o NDJ, el sindrome MELAS (encefalopatia mitocondrial,
acidosis liactica y episodios similares a accidentes cerebrovasculares) [Kirby, 2004

Santorelli, 1997].
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Nombre Peso Molecular Funcién

Componente del centro Fe-S, actividad deshidrogenasa y

NDUFS1 75 KDa
oxidorreductasa, sitio de oxidacion de NADH

NDUFS2 49 KDa Componente del centro Fe-S
NDUFS3 30 KDa Componente del centro Fe-S
NDUFS7 20 KDa Componente del centro Fe-S y sitio de union de ubiquinona
NDUFS8 23 KDa Componente del centro Fe-S y sitio de union de ubiquinona

Actividad deshidrogenasa, sitio de union de NADH y FMN,
NDUFV1 51 KDa

sitio de oxidacibn de NADH

NDUFV2 24 KDa Actividad deshidrogenasa, sitio de oxidacion de NADH

Tabla 1. Subunidades hidrofilicas de la NADH: Ubiquinona reductasa esenciales para el buen
funcionamiento de la enzima, junto con el peso molecular y la(s) funcién(es) que desempena cada una de

ellas dentro del complejo proteico.

Este complejo enzimatico cataliza la oxidacion del NADH (que proviene
principalmente de la oxidacion de aziicares y grasas) y transfiere los electrones a través del
mononucleotido de flavina (FMN) a la ubiquinona presente en la membrana interna
mitocondrial que se reduce a ubiquinol (QHoy). El traspaso de dos electrones, de uno en
uno, desde el NADH a la ubiquinona va emparejado a la traslocacion de cuatro protones
desde la matriz hacia la membrana interna mitocondrial para colaborar en la fuerza
protéon motriz del gradiente de protones que la mitocondria utiliza para la formacion de

ATP [Schultz, 2001; Walker, 1992] (Esquema 14).
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Ciclo de Krebs
Oxidacion de acidos grasos\
Degradacidn de proteinas

Glicolisis NADH NAD* + H*
_— 0

» Especies reactivas de oxigeno

Sintesis de

ATP 2H" + 4H° matriz

Contribuciona
fuerza protén 4H'

moh‘i:\/

Esquema 14. Reacciones que tienen lugar en la NADH: Ubiquinona oxidorreductasa, primer complejo de

espacio intermembrana

la cadena transportadora de electrones, que comienza con la oxidacion del NADH y su transferencia de
electrones al FMN. Durante el proceso, la ubiquinona libera protones a la matriz mitocondrial para

colaborar en la fuerza protén motriz del gradiente de protones.

Los principales inhibidores del Complejo I son la rotenona (que bloquea el paso

de electrones a la ubiquinona) y la piericidina A.

1.1.2. Succinato: Ubiquinona oxidorreductasa (Complejo I1)

El complejo IT es la segunda enzima de la cadena transportadora de electrones, y
el segundo punto de entrada de electrones provenientes de la oxidaciéon de azicares,
grasas v proteinas. Este complejo enzimdtico cataliza la oxidacion del succinato y
transfiere los electrones a través del cofactor FAD a la ubiquinona presente en la

membrana mitocondrial que se reduce ubiquinol (QHo).

Esta formado por cuatro subunidades y es el inico componente que no bombea
protones para participar en la generacion de la fuerza proton motriz. Las mutaciones en

este complejo son causantes de enfermedades como el paraganglioma [Baysal, 2000].

36



1.1.3. Ubiquinol-citocromo C oxidorreductasa (Complejo 111)

El complejo III en mamiferos, se encuentra insertado en la matriz interna
mitocondrial formando fundamentalmente dimeros. Cada dimero estd formado por 11
subunidades de las que cabe destacar citocromo b/, citocromo ¢y la proteina de Rieske,

responsables de la transferencia electronica.

El complejo III recibe los electrones de los anteriores complejos de la cadena en
forma de ubiquinol (QH>) y cataliza su transferencia hacia el citocromo ¢. Cada molécula
de ubiquinol dona dos electrones a la cadena transportadora y libera dos protones
(realmente libera cuatro y consume dos), colaborando asi en la fuerza protén motriz del

gradiente de protones.

Una pequena parte de los electrones puede escaparse antes de llegar al siguiente
complejo y reducir moléculas de oxigeno. Esta fuga prematura provoca la formacion de
superdxido y otros radicales libres, fundamentalmente en el espacio intermembrana del

complejo III [Drose, 2012].

El principal inhibidor especifico del complejo III es la antimicina A (que impide
la transferencia de electrones al ubiquinol oxidado) o el mixotiazol. Las mutaciones en
este complejo, sobre todo en la subunidad citocromo b, pueden provocar encéfalo y
cardiomiopatias, asi como displasia septo-optica [Blakely, 2005; Andreu, 2000; Schuelke,
2002].

1.1.4. Citocromo C oxidasa (Complejo 1V)

El complejo IV es la enzima terminal de la cadena transportadora de electrones y
cataliza la transferencia de electrones desde el citocromo ¢ reducido al oxigeno
molecular, formandose moléculas de agua. Para la reducciéon de una molécula de oxigeno

hacen falta cuatro electrones y por tanto cuatro moléculas de citocromo ¢y se liberan
. + ., + .
8H+ desde la membrana interna, 4H para la formacion del agua y 4H que se liberan

hacia la matriz para colaborar con la fuerza protén motriz del gradiente de protones.
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Esta formado por trece subunidades, y contiene dos grupos hemo (citocromo a 'y

as) v dos centros de Cu (Cua y Cus), formando entre los cuatro dos centros binucleares.
Fl centro Cua es el principal aceptor de electrones, que lo cede al citocromo a y éste lo

dona al centro as/Cus donde tiene lugar la reduccion del oxigeno molecular a agua.

Las mutaciones en el complejo IV son causantes de enfermedades como el
sindrome de Leigh, sindrome MELAS o encefalomiopatias [Tirant, 1998]

[Papadopoulou, 1999]. El principal inhibidor de este complejo es el cianuro (CN), que se

une covalentemente al grupo hemo del citocromo as y bloquea la reduccion del oxigeno.

En mamiferos, la gran mayoria de estos complejos se encuentran formando unas
estructuras mas grandes denominadas supercomplejos, que cumplen la misma funcion
que los complejos de forma individual y que siguen el esquema (LiIILi2IVos). Asi como la
cardiolipina se ha demostrado como un lipido de membrana esencial para la
estabilizacion de dichos complejos [Pfeiffer, 2003], ha sido SCAFI (Supercomplex
Assembly factor D) la primera proteina descublerta cuya funcion es ayudar en la
formacion de estos supercomplejos, en este caso facilitando la unién de los complejos 111

y IV [Acin-Pérez, 2008].

La ATP sintasa es una enzima transmembrana que cataliza la formacion de ATP
a partir de ADP y fosfato inorganico. Esta enzima utiliza la energia liberada por el flujo de
protones que pasa a través de su canal, que tienen su origen en el espacio
mtermembrana, donde se acumulaban gracias al bombeo de los complejos de la cadena

transportadora, y que regresan hacia la matriz mitocondrial.

El complejo V consta de dos modulos funcionales, uno hidrofilico (F\) que se
encuentra dirigido hacia la matriz mitocondrial y uno hidrofobico (Fi) que se mserta en la
matriz interna mitocondrial. El médulo F esta formado por tres copias de subunidad o y
otras tres de subumdad B que se colocan alternativamente alrededor del eje central
formado por la subunidad 7y, y es responsable de catalizar la sintesis de ATP. Las

subunidades v, 8, y € forman el tallo central del complejo y conectan ambos médulos
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[Collinson, 1994]. El modulo Fo consta de un anillo de 10-14 copias de la subunidad Su9
(c en bacterias), y las subunidades Su6 (a en bacterias), b, d, Fs y OSCP (subunidad

sensible a oligomicina, conocido inhibidor de la ATP sintasa) (Esquema 15).

ATP

ADPsP

N g e

Membrana
interna
mitocondrial =

A%t ettt N0 IRERPIEIT 2O v o 0.5,

Esquema 15. Estructura de la ATP sintasa. Consta del médulo Fo donde se encuentra el canal de protones

y el anillo que forma el "rotor", y del modulo Fi, un hexamero de subunidades o y B que forma el "estitor" y

es el responsable de la sintesis de ATP. Modificado de [Toyabe, 2011].

Cuando los protones pasan desde el espacio mtermembrana hacia la matriz a
través del canal formado por el anillo de las subunidades Su6 y Su9, denominado "rotor”,

se libera energia que provoca su rotacion frente al "estator" (modulo Fi, formado por el
hexdmero as-Bs). Esta rotacion es la que genera la energia necesaria para la sintesis de
ATP en las subunidades cataliticas § debido a cambios conformacionales entre las

subunidades del hexamero [Cox, 1984; Noji, 1997].

Las mutaciones del complejo V se producen principalmente en la subunidad Su6
y estan relacionadas generalmente con el sindrome de Leigh [Houstek, 2006]. El
principal inhibidor de este complejo es, como ya dijimos anteriormente, la oligomicina,
que se une al modulo F. e impide el paso de protones a través del canal, provociandose su

acumulacion en el espacio intermembrana.
Los tejidos tienen diferentes demandas de energia y por lo tanto el sistema

OXPHOS tendra distinta capacidad dependiendo de en qué tipo de tejido se encuentren

las mitocondrias. Los tejidos con mayor capacidad son el corazéon y el muisculo
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esquelético, mientras que el higado y el rnoén tienen una capacidad baja. El cerebro

representa una situacion mtermedia entre ambos.

2. FAMILIA BCL-2

La familia Bcl-2 estd formada por varias proteinas que regulan procesos de
permeabilizacion mitocondrial y juegan un importante papel en la regulacion de la
muerte celular por apoptosis, en concreto a través de la via intrinseca o mitocondrial,

mducida por varios tipos de estimulos [Youle, 2008].

Aunque la homologia entre los distintos miembros de la familia es escasa, si
suelen conservarse cuatro dominios caracteristicos denominados dominios de homologia
(BH). Estos son esenciales para las interacciones entre los miembros de la familia y para
su funcionamiento [Hirotani, 1999; Hunter, 1996]. Algunos miembros de la familia
presentan ademads un extremo hidrofobico C-terminal que interviene dirigiendo a las
proteinas hacia las membranas lipidicas celulares o subcelulares [Antonsson, 2004].
Dentro de esta familia, existen varias subfamilias con actividades proapoptoticas o

antiapoptoticas.

- Subfamilia Bcl-2 (antiapoptoética): algunas de las proteinas mads relevantes son la
proteina Bcl-2 (B-cell lymphoma £, que le da nombre a la familia, y la proteina
Bel-xL. (B-cell vmphoma-extra large), la cual vamos a tratar ampliamente en esta
memoria. Ambas mantienen los cuatro dominios caracteristicos de la familia y el

anclaje C-terminal.

- Subfamilia Bax (proapoptotica): las proteinas mas importantes son Bax o Bak y

mantienen los cuatro dominios caracteristicos de la familia.

- Subfamilia BHS3 (proapoptotica): Son las encargadas de miciar el proceso de
apoptosis y algunos de sus miembros son Bad, Bid, Bik o Noxa. Se llaman asi

porque s6lo mantienen el dominio BHS.
De la ruptura del equilibrio existente entre las proteinas de las diferentes

subfamilias dependerd si la célula comenzard o no el proceso de muerte celular

programada [Adams y Cory, 2001].
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Bcl-xL,, localizada en la mitocondria, es la proteina antiapoptética predominante
en el cerebro adulto [Krajewska, 2002] y se encuentra tanto en la membrana externa
mitocondrial como en la matriz. Fundamentalmente su funcion en la supervivencia
neuronal (v celular), se basa en impedir la formacion de poros formados por Bax y Bak
en la membrana externa mitocondrial y, en consecuencia, prevenir la liberacion de

citocromo ¢ al citoplasma, lo cual induciria la activacién del apoptosoma y la muerte

neuronal [Billen, 2008].

El descubrimiento de nuevas funciones de la familia de proteinas Bcl-2 en el
sistema nervioso suglere que la proteccion frente a la muerte celular es compleja e
mtervienen varias vias de senalizacion celulares. Recientemente se ha descrito que las
proteinas de esta famiha participan en la regulacion de los procesos de fision y fusion
mitocondrial [Berman, 2009]. Este hecho contribuye en gran medida a que Bcl-xL
participe en la localizacion mitocondrial en las sinapsis neuronales [Li, 2008], pero su
mmplicacion en procesos de plasticidad neuronal no pueden ser explicados por esta
funcién de la famihia Bel-2. También se ha descrito que su sobreexpresion aumenta el
numero y tamano de las sinapsis, la biomasa de mitocondrias y regula el crecimiento de
neuritas [Berman, 2009]. La expresion de Bel-xL. se mantiene a lo largo de la vida, quizas

para crear nuevas sinapsis y potenciar las conexiones ya existentes [Jonas, 2014].

Recientemente, se ha descrito que Bcel-xL. puede encontrarse en la membrana
mterna mitocondrial y participar en la estabilizacion del potencial de membrana. Esto
conlleva una disminucién en el flujo de protones, que tiende a ser excesivo buscando un
equilibrio termodinamico, y por lo tanto aumenta la eficiencia energética del proceso
[Chen, 2011]. Este aumento de la eficiencia enérgetica también implica a Bel-xL. en los

procesos de resistencia de células tumorales [Vander Heiden, 2009].
En relacion con esta localizacion de Bel-xL. y su implicacion en la eficiencia

energética, se sugirid que podria estar impidiendo la fuga de protones mediante una

interaccion con alguno de los elementos del sistema OXPHOS [Vander Heiden, 2001].
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Recientemente se ha descrito una iteraccion entre Bel-xL y la subunidad B de la
Fi-F, ATP sintasa, que aumenta la actividad enzimatica y los niveles de ATP en
mitocondrias neuronales, y disminuye la glicolisis y el consumo de oxigeno [Alavian,
2011]. Para facilitar este aumento en la eficiencia en el metabolismo del ATP, Bcl-xLL

participa de dos maneras: una regulacion directa de la ATP sintasa y una regulacién a

través de cambios en el flujo de entrada y salida de Ca” [Jonas, 2014].

Estos hechos puestos en conjunto, son de suma importancia en situaciones
patoldgicas como la 1squemia o en enfermedades neurodegenerativas, en las que existe un
déficit de nucledtidos de adenina, y, por tanto, Bel-xL. puede intervenir aumentando la

resistencia neuronal en estas situaciones de estrés [Jonas, 2014].
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HIPOTESTS Y 0BJETIVOS

“Clencin es desechar una bowita teorin por un asgqueroso hecho”.
(Thomas Henry Huxley)






1. HIPOTESIS

Una caracteristica fundamental de las neuronas es que son células post-mitoticas.
En contra de este dogma, en los ultimos anos se ha demostrado que las neuronas pueden
activar su maquinaria del ciclo celular. Sin embargo, dicha activacion no esta relacionada

con la proliferacion sino con la apoptosis celular.

En este sentido, en nuestro grupo se ha descrito anteriormente que en neuronas
corticales en cultivo, tras un tratamiento de excitotoxicidad con glutamato, se inactiva el
complejo APC/C-Cdhl. Esto provoca la acumulacion de la ciclina B1, al igual que ocurre
en algunas enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer o en un episodio de
ictus. Esta acumulacion de ciclina B1 activa la quinasa Cdk1 y desencadena un proceso
que culmina con la muerte neuronal por apoptosis, por un mecanismo que permanece
desconocido. En el presente trabajo nos propusimos identificar el mecanismo por el cual
la acumulacion de cichina B1 y la subsiguiente activacion del complejo Cdkl1-cichina B1,

activa la cascada de senalizacion de muerte por apoptosis tras un estimulo excitotoxico.
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2. OBJETIVOS

A la vista de los antecedentes descritos en el apartado de mtroduccion y la

hipotesis, nos planteamos los siguientes objetivos:

46

Caracterizar el desarrollo del ciclo celular de las neuronas corticales en cultivo
primario, tras la excitotoxicidad. Caracterizar y estudiar si el ciclo celular sigue

un desarrollo normal tras el estimulo excitotoxico en neuronas.

Analizar la localizacion de la ciclina B1, tras su acumulacién exogena y
endogena posterior al estimulo excitotoéxico, tanto en neuronas como en la

linea celular HEK293T.

Identificar, en su caso, la/s molécula/s relacionada/s con la cascada de
senalizacion de la apoptosis con la que puede estar mteraccionando el
complejo Cdkl-ciclina Bl tras su acumulacion exdgena y endogena posterior

al estimulo excitotoxico.

Identificar el mecanismo molecular por el cual dicha interaccion conlleva a la

muerte celular por apoptosis tanto en neuronas como en HEK293T.



MATERTALES Y METODOS






1. CULTIVOS CELULARES

Fl cultivo primario de neuronas corticales se realizé a partir de fetos de rata albina
de la raza Wistar, criadas y suministradas por el Servicio de Experimentaciéon Animal
(SEA) de la Universidad de Salamanca. Los animales se criaron en jaulas y se mantuvo
un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas. Las condiciones ambientales del animalario se
mantuvieron con una humedad relativa entre el 45% y el 65% y una temperatura entre
20°C y 25°C. Los animales se alimentaron ad Iibitum con una dieta solida estindar (17%
de proteinas, 3% de lipidos, 58,79% de componente glucidico, 4,3% de celulosa, 5% de

minerales y 12% de humedad) y tuvieron acceso libre al agua durante todo el tiempo.

El periodo gestacional de la rata se controlo limitando la cohabitacion de las
hembras virgenes y los machos a una noche. A la manana siguiente, se aislaron aquellas
hembras que tuvieran presencia de espermatozoides en el frotis vaginal acompanados de
células epiteliales de la vagina (que son caracteristicas de un dia fértil del estro). Bajo estas

condiciones, se asume que el periodo de gestacion de la rata es de 21,7 dias.

Para los estudios m vivo se utilizaron ratones machos de la cepa C57BL/6]
(Jackson Laboratories, Mayne, EXXUU) de edad comprendida entre las 10 y 16 semanas.
Estos ratones se mantuvieron en las mismas condiciones de luz/oscuridad y acceso a agua
y dieta solida que las ratas. La dieta administrada se compuso de 18% proteinas, 5,7%

lipidos, 44,2% glucidos, 3,5% celulosa, 5% minerales y 12% de agua.

Todas las manipulaciones y los procedimientos con animales estan de acuerdo
con la normativa vigente de la Comision Europea 18.06.2007 (2007/526/CE) y de la
Legislacion Espanola (RD 1201/2005) en relacion a la acomodacion y al cuidado de
animales de experimentacion. Todos los protocolos realizados en esta Tesis se han

aprobado por el Comité de Bioética de la Universidad de Salamanca.
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Los cultivos primarios de neuronas corticales se realizaron a partir de embriones
de rata de 16 dias de gestacion (E16) [Almeida, 2004]. Las ratas gestantes se sacrificaron
mediante dislocacion cervical tras anestesiarlas en una atmoésfera de COzq y los embriones
se extrajeron por histerectomia se trasladaron a una cabina de fluyjo laminar (T'C48,
Gelaire Flow Laboratories, McLean, Virginia, EEUU) para garantizar las condiciones de

esterilidad en el cultvo.

Los hemusferios cerebrales se extrajeron con la ayuda de tijeras, pinzas y panuelos
mmpregnados en etanol al 70% y se depositaron en una placa de poliestireno (Nunc,

Roskilde, Dinamarca) que contenia la solucion de disgregacion (EBSS: NaCl 116 mM,
KCl 5,4 mM, NaH:PO: 1,01 mM, MgSO: 1,5 mM, NaHCOs 26 mM, glucosa 4 mM,

rojo fenol 10 mg/ml; albiumina 0,3% [p/v] v DNAsa tipo I 20 ug/ml, pH 7,2) v se
disgregaron parcialmente con un bisturi. El tejido se traslado a un tubo de 50 ml (BD
Falcon, Nueva Jersey, EEUU) y se decant6é durante 4 minutos. Se retird el sobrenadante
y el tejido se resuspendié suavemente en la solucion de tripsinizacion (solucion de
disgregacion suplementada con tripsina 0,025% [p/v]). La digestion enzimatica del tejido
se realizo a 37°C durante 15 minutos en un bano termostatico, agitando suavemente cada
3 0 4 minutos, para facilitar el proceso. La tripsinizacion se detuvo mediante la adicion de
suero fetal de ternera (FCS; Linus, Madrid, Espana) a una concentracién final del 109%
(v/v) y el tejido se centrifugo a 500 x g, durante 5 minutos (Eppendorf 5702R, Hamburgo,

Alemania).

El sedimento resultante se resuspendio en 12 ml de la solucion de disgregacion y
se hizo pasar 9 veces a través de una pipeta Pasteur, previamente siliconada para evitar la
rotura celular. La suspension celular se dejé reposar durante 4 minutos y el
sobrenadante, que contenia las células disociadas, se recogio cuidadosamente en un tubo
de 50 ml. Este proceso se repitié otra vez para incrementar su eficiencia, combiniandose
los sobrenadantes obtenidos, y finalmente la suspension celular se centrifugdé a 500 x g
durante 5 minutos. El sedimento se resuspendié cuidadosamente en primer lugar, en 1
ml de DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium; Sigma-Aldrich, Barcelona,

Espaiia), seguido por otros 19 ml de DMEM para completar la resuspension. De esta
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suspension celular se tomé una alicuota de 10 ul que se mezcldé con 40 ul de azul de
tripano  (Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU) al 0,49% (v/v) y 30 ul de DMEM para el
recuento total de células vivas, utilizindose una camara cuenta globulos de Neubauer
(Zeiss, Oberkochen, Alemania) y un microscopio de contraste de fases (modelo CK30),

Olympus, Japén).

La suspension celular se diluyé en medio de cultivo (DMEM suplementado con
10% [v/v] de FCS) y se sembr6 a una densidad de 2,510° células/em”® o a 1,8-2,010
células/em’ (para ensayos de inmunocitoquimica) en placas de poliestireno previamente
recubiertas con poli-D-Lisina 15 pg/ml (Sigma-Aldrich). Las placas se mantuvieron en un
mcubador (Thermo Forma 311, Thermo Forma, Ohio, EEUU) termostatizado a 37°C,
con una atmosfera saturada de vapor de agua, compuesta por un 95% de aire y un 5% de
CO.. Transcurridos 2 dias de cultivo, el medio se cambié por DMEM suplementado con
suero de caballo al 5% (v/v) (HS; Sigma-Aldrich) y glucosa 20 mM (Sigma-Aldrich). Al
tercer dia de cultivo se anadié arabinosido de citosina 10 uM (Sigma-Aldrich) para
mmpedir la proliferacion de células no neuronales. Las células se utilizaron a los 6 dias in
vitro (6DIV). Bajo estas condiciones, los cultivos de neuronas mostraron una pureza
aproximada del 95% (ver Imagen I) determinada mediante inmunorreaccion con el

marcador especifico neuronal Map-2 (Microtubule-Associated Protern £2) y el marcador

especifico de glia GFAP (Glial Fibrillary Acid Protein).

GFAP

Imagen I. Microfotografias de neuronas corticales en cultivo primario donde se muestra la pureza
del culivo de aproximadamente un 96%, a juzgar por el resultado obtenido tras la
mmunoreaccion con el marcador neuronal anti-MAP2 (en verde) y el marcador de glia, anti-

GFAP (Ghial fibrillary acid protern) (en rojo).
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Todos los medios de cultivo se suplementaron con penicilina (100 U/ml),

estreptomicina (100 ug/ml) y anfotericina B (0,25 ug/ml; Sigma-Aldrich).

La linea celular procedente de rinon embrionario humano (HEK293T), se
mantuvo en crecimiento en DMEM suplementado con FCS al 10% (v/v). El dia previo a
su utilizacion, las células se resembraron en placas de poliestireno, recubiertas

previamente con poli-D-Lisina (10 pg/mL), a una densidad de 107 células/cm’.

92. TRANSFECCI()N TRANSITORIA DE CELULAS DE
MAMIFERO

Todas las amplificaciones de plasmidos se realizaron en células competentes de
E. coli (cepa DH-5a) preparadas en nuestro laboratorio a partir de un stock del Instituto
de Biologia Funcional y Genomica (IBFG). Los medios de cultivo de bacterias (LB, LB-
agar y 2xY'T) se prepararon con bactotriptona (digerido pancreatico de caseina), extracto
de autolisado de levadura y agar granulado (DIFCO Laboratories, Michigan, EEUU), tal

y como se indica en la Tabla I.

Bactotriptona Extracto de Nacl (g/l) Agar (g/l)
&0 levadura(g/l)
LB 10 ) 10 -
LB-agar 10 5 10 20
2xYT 16 10 10 -

Tabla I. Concentracion de los diferentes componentes que presentan los medios de cultivo

bacteriano liquidos (LB, 2xYT) y solidos (ILB-agar).
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La extraccion y purificacion de los plasmidos tras amplificacion en bacterias, se
llevé a cabo utilizando el sistema Wizard Plus Midipreps de Promega (Madison,

Wisconsin, EEUU).

En el diseno de las secuencias se siguieron los criterios de Reynolds [Reynolds,
2004] y Ui-Ter [Ui-Tel, 2004], y, para disenarlas, se utilizé el software de siRNA de
Dharmacon (Dharmacon, GE Healthcare, Uppsala, Suecia). Con el fin de reducir los

5'-

niveles de expresion de la proteina Cdkd la secuencia utilizada fue
AAGCCGTACCCGATGTATC-3" [Zheng, 2007; Maestre, 2008]. Como control
negativo se emple6 el siRNA dirigido contra la luciferasa de la luciérnaga [Ohtsuka,
2004], no presente en el genoma de mamiferos y la secuencia utilizada fue 5°-

CTGACGCGGAATACTTCGA-3".

La especificidad de las secuencias se confirmo por Alineamiento de Secuencia
Béasico (BLAST) frente al genoma completo de Rattus norvegicus. Los siRNAs se
utilizaron a una concentracion final de 100 nM vy las células se transfectaron 3 dias antes
del experimento. Estas condiciones fueron seleccionadas en base a su eficacia y

especificidad.

El silenciamiento de la proteina ciclina Bl se realizd6 mediante la expresion de
shRNA. Para ello, se utilizo el vector de expresion pSuper-neo/GFP (Oligoengine,
Seattle, Washington, EEUU) que, al expresar en paralelo el shRNA y la proteina verde
fluorescente  (GFP), permitié6 la identificacion y el seguimiento de las neuronas

transfectadas [Almeida, 2005; Maestre, 2008].

Previamente en nuestro laboratorio, se seleccioné una secuencia especifica del
gen que codifica esta proteina, a partir de la cual se disenné un oligonucleétido de 64 bp
(Isogen Life Science, Veldzigt, Holanda) que se mserto en los sitios BglII/HindIII del
vector. Como control de las células transfectadas, se empleo la secuencia contra el cDNA

de la luciferasa de luciérnaga descrita anteriormente.
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El ¢cDNA completo que codifica para la proteina ciclina Bl de raton fue
purificado del vector pCD2/CMV/cichna Bl, insertado en el vector de expresion
pIRES2-eGFP (Clontech, Califormia, EEUU) vy secuenciado por el Servicio de
Secuenciacion de la Universidad de Salamanca. Su correcta funcionalidad se probé

previamente en nuestro laboratorio [Almeida, 2005].

El plismido p8-Bel-xL. fue generosamente donado por el Dr. Felipe Pimentel
(Centro de Investigacion del Cancer, Salamanca, Espana) y el plaismido pcDNA3-myc-
ciclina B1-GFP por el Dr. Jonathon Pines (Gurdon Institute, Cambridge, Reino Unido).

Los plasmidos y vectores comerciales empleados en este trabajo se detallan en la tabla II.

Procedencia Referencia
pIRES2-eGFP Clontech 6029-1
pcDNAS.1(+) Life technologies V-790-20
pDsRed2-Mito Clontech 632421

Tabla II. Construcciones y plasmidos utilizados.

Con objeto de profundizar en el mecanismo de accion de Bel-xL,, se mutéd el
residuo Ser-62 del cDNA de p8-BcelxL. y se reemplazo por residuos de Ala (A) o Asp
(D), para obtener las formas fosfodefectiva Bel-xL (A) y fosfomimética Bel-xL. (D),
respectivamente. La eficacia de las mutaciones se confirmé mediante secuenciacion
realizada por el Servicio de Secuenciacion de la Universidad de Salamanca vy

comparacion con la secuencia original de Bel-xL..

Para introducir las mutaciones, se utilizé el sistema QuickChange® XI. Site-Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene, California, EEUU), siguiendo las instrucciones del
fabricante y utilizando los oligonucle6tidos mutados como se indica en la Tabla III. El
producto resultante de la PCR se diginié con Dpnl, que reconoce exclusivamente DNA

metilado (producido unicamente por bacterias).
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Aminodacido Secuencia 5' =8' PCR

S62A F 5' -tggcacctggeagacgeccecgeggtgaatgga- 3' 1 min a 95°C

R 5' -tecattcacegegggeocgtetgecaggtgeca- 3 50 s a 95°C

S62D F 5' -tggcacctggeagacgaccecgeggtgaatgga- 3 H0 s a 60°C - ™18 ciclos

R 5' -tecattcaccegegggstegtetgecaggtgeca- 3 7 min a 68°C
—

7 min 68°C

Tabla III. Oligonucle6tidos empleados y mutaciones generadas en la proteina Bcl-xL. Se

encuentran marcadas en rojo las bases nucleicas implicadas en cada mutacién.

Las transfecciones de las células con las diferentes construcciones plasmidicas
utilizadas en el presente trabajo se realizaron mediante distintos métodos, atendiendo a la
naturaleza de las células a tratar. En el caso de siRNA, se realizaron mediante la
utilizacion del reactivo cationico Lipofectamina RNAIMAX™ (Invitrogen, Madrid,
Espana), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la transfeccion de plasmidos, se
empleo el reactivo cationico Lipofectamina L'TX con Plus Reagent™ (Invitrogen) en
cultivos primarios de neuronas, debido a su dificultad para ser transfectadas con otras
técnicas. Las transfecciones neuronales con siRNA se realizaron a los 3 DIV, y las

plasmidicas a los 5 DIV, aunque los experimentos se realizaron a los 6 DIV. A estos

efectos, los plasmidos se utilizaron a una concentracion final de 1,6 pg/mlL.

Para la transfeccion de plasmidos en HEK-293T se utilizo la polietilenimina (PEI,
Sigma-Aldrich) [Boussif, 1995] con pequenas variaciones. Asi, tras la mcubacion del
DNA con PEI 1 uM durante 10 min a temperatura ambiente, se anadié la mezcla a las
células, que se incubaron en medio OptMEM (Invitrogen, Paisley, Reino Unido)
durante 1h. Tras lavar con PBS, las células se incubaron en DMEM suplementado con

FCS al 109% (v/v).

La eficiencia de transfeccion se calculé mediante la cuantificacion de las células

fluorescentes por microscopia de fluorescencia (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania).

35



Esta eficiencia resulté ser de aproximadamente un 9-12% en neuronas y 80-95% en
HEK293T. La correcta traduccion de los DNA plasmidicos en sus correspondientes
proteinas se comprob6 mediante transferencia de Western. Esta técnica también se
empleo para determinar la eficacia de los silenciamientos realizados con los siRNA y

shRINA.

3. TRATAMIENTO DE LAS CELULAS

Al dia 6 de cultivo las neuronas se lavaron con tampén Hank s (NaCl 134,2 mM,

KCl 5,26 mM, KH:PO. 0,43 mM, NaHCO: 4,09 mM, Na:HPO1 0,33 mM, D-glucosa

5,44 mM, HEPES 20 mM, CaCl: 4 mM; pH 7,4 esterihzado por filtracion) a 37°C. A

continuacion, las neuronas se sometieron a un modelo de excitotoxicidad. Asi, las
neuronas se incubaron en tampén Hank s con glicina (10 uM; Sigma-Aldrich) en
ausencia (control) o en presencia de glutamato (100 uM; Sigma-Aldrich) en el incubador
a 37°C. Tras 5 minutos de incubacion, se retird el tampon Hank “s y se sustituyd por
DMEM. Las neuronas se mantuvieron en el incubadora 37°C hasta su recoleccion, segin

los experimentos [Delgado-Esteban, 2000; Almeida, 2001].

Como mhibidores de caspasas se utilizaron Z-VAD-fmk, Z-DEVD-tmk, Z-IETD-
fmk, Z-DQMD -fmk, Z-VDVAD-fmk y Z-LEHD-fmk (Calbiochem, Merck, Darmstadt,
Alemania). Estos mhibidores se utilizaron a una concentraciéon de 50 pM, va que
previamente nuestro laboratorio ha demostrado su eficiencia a esta concentracion [Diaz-
Hernandez, 2007], y se anadieron al cultivo 6 horas después de las transfecciones. En la

Tabla IV se muestra la caspasa inhibida por cada uno de estos compuestos.
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Inhibidor

Caspasa(s) inhibida(s)

Z-VAD-fmk
Z-DEVD-fmk
Z-VDVAD-mk
Z-DQMD -fmk
Z- IETD-fmk

Z-LEHD-fmk

Todas las caspasas
Todas las caspasas
Caspasa 2
Caspasas 3y 6
Caspasa 8

Caspasa 9

Tabla IV. Inhibidores de caspasas

En la tabla V se recogen el resto de tratamientos farmacolégicos y las condiciones

experimentales utilizadas en el presente trabajo.

4. ANALISIS DE LA APOPTOSIS NEURONAL

La muerte celular por apoptosis se determino, mediante citometria de flujo, tras

tenir las células con anexina V conjugada con el fluorocromo APC (aloficocianina) , y 7-

amino-actinomicina D (7-AAD) (BD Biosciences). El método se basa en la deteccion de

la fosfatidilserina, que en las células apoptoticas se transloca del interior al exterior de la

membrana plasmatica. La anexina V es una proteina anticoagulante vascular que posee

una gran afinidad por la fosfatidilserma. Por ello, unida a un fluorocromo adecuado,

permite la identificacion de las células apoptoticas tras su union a la fosfatidilserina

localizada en su superficie celular.
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Diana Procedencia Concentracién Vehiculo
Actinomicma D ADN Sigma-Aldrich 100 uM DMSO
Cicloheximida Ribosoma 60S  Sigma-Aldrich 50 uM Etanol
Etopésido MO Sigma-Aldrich 1 uM DMSO
II/DNA
Flavopiridol Cdks Sigma-Aldrich 1 uM DMSO
Glutation etil-éster GPx/ROS Bachem 5> mM Medio de
(GSH-EE) cultivo
MG132 Proteasoma Sigma-Aldrich 10 uM DMSO
Oligomicina ATP-sintasa Sigma-Aldrich 1 uM Etanol
proTAME APC/C Sigma-Aldrich 10 uM DMSO
Roscovitina Cdks Sigma-Aldrich 1 uM DMSO

Tabla V. Tratamientos farmacoldgicos. La actinomicina DD se une al DNA en el complejo de
miciaciéon evitando asi la elongacion de la RNA polimerasa. La cicloheximida es un inhibidor de
la sintesis proteica que actia interfiriendo la actividad peptidil transferasa del ribosoma 60S. El
etoposido es un derivado de la podofilotoxina que forma un complejo ternario con la
topoisomerasa Il y el DNA, provocando errores en la sintesis de ADN y promoviendo la
apoptosis. El flavopiridol es un flavonoide sintético que inhibe a las quinasas dependientes de
cichina, principalmente Cdk-1, -2, -4, -6 y -7. Kl glutation etil-éster es un cofactor de la glutation
peroxidasa (GPx), lo que destoxifica especies reactivas de oxigeno (ROS). El MG132 es un
mhibidor del proteasoma que disminuye la degradacion por ubiquitinacién. La oligomicina es un
macrolido que bloquea especificamente el canal de protones de la subunidad Fo de la ATP-
sintasa. El proTAME es el profarmaco que favorece la permeabilidad, y por tanto entrada en la
célula, del TAME, firmaco que inhibe la actividad ubiquitina ligasa del complejo APC/C. La
roscovitina es un andlogo de purinas y potente inhibidor de quinasas dependientes de ciclina,
principalmente Cdk2 y Cdk). Todos los tratamientos se realizaron 30 min pre-estimulacién con
glutamato o en el momento de realizar la transfeccién y se mantuvieron hasta la recogida de

muestras.
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Sin embargo, la anexina V también es capaz de unirse a la fosfatidilserina en el
mterior de aquellas células que no tienen intacta su membrana plasmatica (consideradas
como necroéticas). Por ello, junto con la anexina V se utilizo el colorante impermeable a
la membrana plasmatica 7-AAD, que se une especificamente al DNA de las células
necroéticas, para asi poder identificar exclusivamente las células apoptoéticas. Asi, solo
aquéllas células mmunorreactivas para la anexina V, que mostraron ser negativas para el
7-AAD, se consideraron apoptéticas (Imagen II).
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Imagen I1. Determinacion de la apoptosis neuronal mediante citometria de flujo. Se analizé la
tincion con Anexina V-APC y 7-AAD, considerandose apoptdticas aquellas células anexina V-
APC"y 7-AAD'. En el caso de neuronas transfectadas con los diferentes plasmidos descritos, el

analisis se realizo en la poblacion de neuronas GFP*, es decir, en las neuronas transfectadas.

Las neuronas se recolectaron suavemente mediante incubaciéon con EDTA

tetrasodico ImM en PBS (pH 7,4) y se tineron con anexina V-APC y 7-AAD en tampon
de conjugacion (HEPES 100 mM, NaCl 140 mM, CaCl: 2,5 mM), siguiendo las
mstrucciones del fabricante. Tras 15 minutos de mcubacion a temperatura ambiente y
oscuridad, las senales de la GFP (en el caso de células transfectadas), de la anexina V-
APC y del 7-AAD se analizaron en los canales FLL1, F1.4 Y FL3, respectivamente, de un
citometro de flujo FACScalibur (BD Biosciences), equipado con un haz laser de argén de
15 mW sintonizado a 488 nm, utilizando los programas CellQuest™ y Paint-A-Gate™

PRO (BD Biosciences) [Gomez-Sanchez, 2011].

El umbral del analizador se ajusto en el canal correspondiente del citémetro de

flujo para excluir la mayoria de los restos subcelulares o agregados celulares. Con ello, se
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estim6 el ruido de fondo debido a la ruptura de neuritas y extensiones celulares, y a los
dobletes o tripletes formados por uniones intercelulares. Para el andlisis citométrico se
seleccionaron por condiciéon 107 células por cuadriplicado y los resultados se expresaron

como porcentaje de neuronas apoptoticas.

La deteccion de la caspasa 3 activa se realizé6 mediante el kit ApoActive3™ Kit
(Bachem, California, EEUU), acorde a las instrucciones del fabricante. El fundamento de
esta técnica se basa en el reconocimiento del dominio constituido por los aminoacidos
163-175 de la subunidad pl18 de la caspasa 3, que queda expuesto tras la escision por

eventos pro-apoptoticos.

Para ello, se recolectaron suavemente las neuronas con EDTA tetrasédico 1 mM
en PBS (pH 7,4). Tras centrifugar a 500 x g durante 5 min, los sedimentos celulares se
fyaron durante 20 min, y una vez lavados con PBS, se resuspendieron en PBS
conteniendo albumina bovina sérica (BSA, Sigma-Aldrich) al 2% (p/v). Después de un
nuevo lavado con PBS, las células se incubaron durante 1 h con anti-caspasa 3 producido
en conejo (Bachem, California, EEUU). Transcurrida 1 h de incubacion a temperatura
ambiente, las células se lavaron con PBS con BSA al 1% (p/v). A continuacion, se
incubaron durante 1 h a temperatura ambiente, con un anticuerpo secundario anti-conejo
producido en cabra y conjugado con CyC3 (1:500, Jackson Immunoresearch,
Pensilvania, EEUU). A continuacion las células se lavaron y resuspendieron con PBS
conteniendo BSA al 1% (p/v). Las neuronas fueron fijadas usando el Fix&Perm kit (Life
Technologies, Nueva York, EEUU) y marcadas con caspasa-3 activa fluoresceina
1sotiocianato (FI'TC) (1:10, BD Biosciences), siguiendo el protocolo incluido en la ficha
técnica. Finalmente, se analizo la fluorescencia derivada del marcaje con el anticuerpo

IM

con el citémetro de flujo sintonizado a 488 nm, utilizando los programas CellQuest™ y

Pamnt-A-Gate™ PRO |Delgado-Esteban, 2013].

El umbral del analizador se ajusto en el canal correspondiente del citbmetro de
flujo para excluir la mayoria de los restos subcelulares o agregados celulares. Con ello, se
estimo el ruido de fondo debido a la ruptura de neuritas y extensiones celulares, y a los

dobletes o tripletes formados por uniones intercelulares. Para el andlisis citométrico se
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seleccionaron por condicion 10’ células por cuadriplicado y los resultados se expresaron

como porcentaje de neuronas caspasa-3 activa positivas.

5. A,NALISIS DE LA PRODUCCION DE ESPECIES REACTIVAS DE
OXIGENO (ROS)

El anion superoxido (O:2) se determiné utilizando la sonda MitoSOX"

(Molecular Probes. Invitrogen), que consiste en un derivado catiénico del dihidroetidio

unido a un radical trifenilfosfonio. Este le confiere una carga positiva que lo dirige a la

mitocondria, donde puede ser oxidado por O y formar 2-hidroxi->-
(trifenilfosfonio)hexiletidio (Imagen III). Asi, la emision de fluorescencia (hese ~ 510 nm;

Aem 590 nm) permite detectar de manera especifica los niveles de Oz” en el organulo.
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Imagen III. En la mitocondria, la oxidaciéon de la sonda MitoSOX® da lugar a un derivado 2-

hidroxi-5-(trifenilfosfonio)hexiletidio fluorescente, que permite la deteccion de O: de manera

especifica en el organulo.

Para registrar MitoSOX"” por citometria de flujo, las células se lavaron con PBS y

posteriormente se tripsinizaron y se centrifugaron (5 min a 500 x 2. En las muestras
previamente tratadas con un agente oxidante, el sedimento celular resultante se

resuspendié en tampon Hank’s frio y se mantuvo en hielo hasta la adquisicion de
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eventos. Para determinar el estado basal y oxidado de MitoSOX" en una misma muestra,
se resuspendieron las células en tampon Hank’s a 37°C, analizando la fluorescencia de la
sonda antes y después del estimulo con el agente oxidante. En el analisis citométrico se
utilizaron 8 - 10” células por cuadruplicado por condicion. Los umbrales de fluorescencia
se ajustaron en base a sus espectros de excitacion/emision (510/580 nm) empleando un
ctometro FACScalibur. La calibracion del citometro se realizé utilizando muestras en

presencia o ausencia de la sonda, asi como GFP o GFP |Quintana-Cabrera, 2012].

6. DETERMINACI()N DEL POTENCIAL DE MEMBRANA (AY.)
COMO INDICE DE INTEGRIDAD MITOCONDRIAL

La evaluacion del potencial de membrana mitocondrial se realiz6 mediante
citometria de flujo, siguiendo las instrucciones del sistema comercial MitoProbe™ DilC,

Assay Kit for Flow Citometry (Invitrogen).

Las neuronas se incubaron con la sonda DilC: (1,1, 38, 3, 3, 3 -
hexametilindodicarburo-yoduro de cianina) a una concentracion de 10 uM a 37°C,
durante 15 minutos. Esta sonda, dado su cardcter catiénico, se acumula en las
mitocondrias polarizadas, por lo que su pérdida es un indice de despolarizacion

mitocondrial.

Tras la incubacion con la sonda, se centrigufaron a 700 x g durante 3 minutos y
las células se resuspendieron en 500 pl de PBS. Los valores de AW. se expresaron en
unidades arbitrarias (u.a.) usando el desacoplador mitocondrial carbonil cianuro 3-
clorofenilhidrazona (CCCP, 50 uM) duranre 15 minutos para definir el valor 0 de AW..
En el analisis citométrico se utilizaron 3 - 10” células por cuadruplicado y por condicién,

y la senal de fluororescencia se analizd6 en el canal FIL4 del citometro de fluyo

FACScalibur |Gémez-Sanchez, 2011].
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7. DETERMINACION DE LA INCORPORACION DE
BROMO-D-URIDINA (BrdU)

Para la determinaciéon de la mcorporacion de BrdU en el DNA neuronal, se
utilizo el sistema comercial APC BrdU Flow Kit (BD Biosciences). En primer lugar las
neuronas se incubaron con DMEM que contenia BrdU 10 uM vy tras 24 horas, se

procedio a la determinacion de la BrdU incorporada a las células.

Siguiendo las instrucciones del fabricante, las neuronas se fjaron, se
permeabilizaron y se resuspendieron con DNasa (300 pg/ml) durante 1 hora a 37°C
para exponer la BrdU incorporada. Tras el marcaje con el anticuerpo monoclonal anti-

BrdU unido al fluorocromo APC (ver Tabla VI), se analizaron las senales de
fluorescencia mediante citometria de flujo. En el analisis citométrico se utilizaron 8 - 10’

células por cuadruplicado y por condicion, y la senal de fluororescencia se analizé en los
canales FL.4 (BrdU) y FL1 (neuronas GFP) del citrometro de flujo FACScalibur
[Cuende, 2008].

8. TRANSFERENCIA TIPO WESTERN BLOT

8.1.1. Extraccion de proteinas totales

Para la obtencion de extractos celulares de proteinas totales,las células se lavaron

con PBS vy se lisaron en tampon RIPA (dodecilsulfato soédico [SDS] al 1 %, EDTA 10
mM, Triton Tx-100 al 1 % v/v, NaCl 150 mM, Na:PO: 10 mM a pH 7,0), suplementado
con mhibidores de fosfatasas (NasVOs 1 mM, NaF 50 mM) y proteasas (aprotinina 50
pg/ml, leupeptina 50 pg/ml, mhibidor de tripsina 50 ug/ml, TLCK 100 uM, fluoruro de
fenilmetilsulfonilo [PMSF] 100 uM, anti-papaina 50 ug/ml, amastatina 50 ug/ml , bestatina
50 pg/ml y pepstatina 50 ug/ml). Los extractos se recogieron en hielo e, inmediatamente,

se hirvieron durante 5 minutos, se centrifugaron a 13.000 x g, durante 10 minutos, y el

sobrenadante se traslado a un nuevo tubo.
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En el caso de la co-inmunoprecipitacion de proteinas en condiciones
desnaturalizantes, tras lavar las células con PBS, se recogieron en tampoén de lisis NP-40
(Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 2 mM, NP-40 al 1% [v/v] e inhibidores de
proteasas y fosfatasas, pH 7,6) [Gomez-Sanchez, 2011]. Los extractos se recogieron en
hielo y se llevaron a un agitador orbital durante 20 minutos, para facilitar su lsis, y
posteriormente se clarificaron mediante centrifugacion a 13.000 x g durante 10 minutos y

el sobrenadante se trasladé a un nuevo tubo.

8.1.2. Extraccion de proteinas mitocondriales y citosolicas

Con objeto de aislar las fracciones mitocondrial y citosolica de las células tratadas,
se utilizo un protocolo de fraccionamiento diferencial [Almeida, 1998], que se resume en
la imagen IV. Para ello, se utilizaron 7-10- 10" de células, previamente sembradas en
placas de 145 em” (Nunc. Thermo Fisher Scientific). Una vez alcanzada la confluencia, y
tras lavar con PBS a 4°C, las células se desprendieron de la placa mediante raspado en
medio de aislamiento mitocondrial (MAM), consistente en una disolucién de sacarosa
320 mM, EDTA dipotasico I mM, Tris-HCl 10 mM y una bateria de mhibidores de
proteasas (AEBSF 2 mM, Aprotinina 0,3 uM, Bestatina 130 pM, EDTA 1 mM, E-64 14
uM, Leupeptina 1 uM), ajustada a pH 7,4.
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7-10 - 10’ células
Homogeneizar (18-20 agitaciones.600 x rpm)
Homogenado celular

' Centrifugar a 1300 x g (10 min. 4°C)

Sobrenadante Precipitado
(1) Resuspender en 1 mL de MAM
u Centrifugar a 1300 x g (10 min. 4°C

Sobrenadante Precipitado (Descartar)
(S2)

1. Centrifugar x2 a 1300 x g (10 min. 4°C).
Conservar el sobrenadante cada vez.
2. Centrifugar los sobrenadantes a 17000 x g

(12 min. 4°C) |
|
Sobrenadante Precipitados Sobrenadante
CITOSOL P1 P2 (Descartar)

Combinar P1+P2

/OC

g et
Mitocondrias O

Imagen IV. Fraccionamiento subcelular, La obtencion de las fracciones mitocondrial y citosélica
de células se realiz6 por un procedimiento de centrifugacion diferencial. Para ello, se
homogeneizaron las células con un pistilo de teflon, obteniendo un homogenado celular. Tras
centrifugarlo a 1.300 x ¢ (10 min a 4°C), se conservaron el sobrenadante (S1) vy el sobrenadante
que resulté de la resuspension del pellet (S2). Después de 2 centrifugaciones de ambos
sobrenadantes a la misma velocidad, el precipitado mitocondrial (P1+P2) se obtuvo al centrifugar

S1yS2a17.000 x g (12 min a 4°C).
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Tras centrifugar a 600 x g durante 5 min a 4°C, el precipitado celular se

resuspendioé en 1 ml de MAM y se sometié a un proceso de homogeneizacion con un
pistilo de teflon, con objeto de lisar la membrana plasmatica manteniendo intactas las
mitocondrias. Tras 18-20 agitaciones a 600 rpm, se retiré una alicuota del homogenado
celular (H), y el resto se centrifugé a 1.300 x g durante 10 min a 4°C, conservando el

sobrenadante (S1), que contiene la fraccion mitocondrial.

El precipitado se resuspendié en 1 ml de MAM, que se centrifugé a 1.300 x g
durante 10 min a 4°C, conservando el nuevo sobrenadante (S2). Este protocolo se repitid
hasta dos veces mas con cada fraccion (S1 y S2, hasta observar la desaparicion de
cualquier precipitado. En ese momento, SI y S2 se sometieron a una nueva
centrifugacion, a 17.000 x g durante 10 min a 4°C. El sobrenadante de S1 se conservo,
constituyendo la fraccion citosolica. Los precipitados de ambos tubos (S1+S82), que
representan la fraccion mitocondrial, se combinaron y resuspendieron en tampén RIPA
para analisis de expresion proteica. La pureza de las fracciones mitocondrial y citosélica
se comprobo mediante analisis de la actividad citrato sintasa y lactato deshidrogenasa,
exclusivas de mitocondria y citosol, respectivamente. El grado de pureza de cada fraccion

fue de un 95-98%.

8.1.3. Extraccion de proteinas nucleares

La extraccion se llevo a cabo mediante una téenica de fraccionamiento subcelular
adaptada de otros autores [Zancai, 2005]. Se basa en el uso de una solucion de lisis poco
agresiva (tampon citosolico), que fragmenta las membranas celulares en una primera fase,
pero mantiene los nucleos intactos, que son lisados en una segunda fase con una solucion
mas agresiva (tampon nuclear) con el fin de obtener exclusivamente las proteinas

nucleares (ver Imagen V).
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Células
l Anadir tampén citosélico
HOMOGENADO CELULAR
G@“’ =
Centrifugar a 830 x g (10 min a 42C)

l l

Sobrenadante Precipitado
l 30 min en hielo ﬁ‘sg:
‘ Afiadir tampén nuclear
Hervir 5 min \
Centrifugar a 13,000 x g '
l l l 30 min en hielo
= =
I . | Precipitado Hervir/Sonicar 5 min
EXTRACTO CITOSOLICO \ (descartar) Centrifugar a 13,000 xg
Y MITOCONDRIAL \J/ l l
(sobrenadante) ' \
| EXTRACTONUCLEAR ‘ | Precipitado (descartar)
(sobrenadante) \

Imagen V. Fraccionamiento subcelular. La obtencién de las fracciones nuclear,
mitocondrial y citosélica de células se realizo por un procedimiento de centrifugacién diferencial.

Para ello, se homogeneizaron las células con un pistilo de teflén, obteniendo un homogenado
celular. Tras centrifugarlo a 830 x g (10 min a 4°C), se conservaron el sobrenadante (que contiene

los extractos citosolico y mitocondrial) y el precipitado (que contiene el extracto nuclear).

Para ello, las células se sembraron en placas de 145 ecm” y se lavaron con PBS
suplementado con MgCl: frio. Posteriormente, se anadio el tampén citosolico [HEPES
10 mM, MgCl: 1,5 mM, KCI 10 mM, EDTA 1 mM, sacarosa 300 mM y NP-40 0,19%
(v/v); pH 7,9] suplementado con inhibidores de fosfatasas y proteasas. A continuacién, se
rasparon las células y se hicieron pasar 15 veces a través de una micropipeta. Tras 30
minutos en hielo, se agitaron en vortex 10 segundos, se comprobé con el microscopio la
completa rotura celular y se centrifugaron los extractos a 830 x g durante 10 minutos a
4°C para separar las dos fracciones. Por un lado, se retiraron los sobrenadantes (fraccion
citosolica y mitocondrial) y se continué la extraccion como en el apartado anterior. Por

otro lado, los precipitados (ntcleos) se resuspendieron en tampén nuclear, [HEPES 50

mM, MgCl: 1,5 mM, KCI 10 mM, NaCl 0,5 mM, EDTA 1mM y NP-40 1% (v/v); pH
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7,9] suplementado con inhibidores de fosfatasas y proteasas. Seguidamente, se hicieron
pasar 15 veces a través de una micropipeta y se dejaron en hielo durante 2 horas. Se
agitaron en vortex 10 segundos, se hirvieron 5 minutos, se sonicaron 5 minutos y se

centrifugaron a 13,000 x gdurante 10 minutos a 4°C.

8.1.4. Fraccionamiento submitocondrial

El extracto mitocondrial (ver apartado 8.1.2) se incubé en el tampén de
extracciéon (EDTA 1mM, MOPS-KOH 10 mM, sacarosa 320 mM; pH 7,2) en hielo
durante 30 minutos en presencia o ausencia de tripsina (25 o 50 pg/mL) [Wang, 2014].
La lisis se detuvo con la adicion de PMSFEF 1mM vy las muestras se centrifugaron 16,000 x
g durante 10 minutos a 4°C. Los precipitados se resuspendieron en tampén RIPA para el

analisis de expresion proteica.

La concentracion de proteinas de las muestras se midié mediante el ensayo del
acido bicinconinico (BCA; Pierce, Thermo Fisher Scientific, Illinois, EEUU) [Smith,
1985]. Este método se basa en la reduccion del Cu® (azul) a Cu’ por parte de las
proteinas de la muestra, el cual es capaz de reaccionar con el BCA originando una
solucion morada que se midi6 espectrofotométricamente en el lector de placas Multiskan

Ascent (Thermo Electron Corp, Basingstoke, Reino Unido) a 562 nm (ver figura III).

También se utiizé el método de Lowry [Lowry, 1951], que consiste en la
formacién de un complejo de coordinacion entre el cobre y el nitrégeno peptidico. En
una segunda reaccion, se utiiza el reactivo  Folin-Ciocalteau  (icido
fosfomolibdotiingstico), que se reduce por medio de los grupos fenol de los aminoacidos
aromaticos presentes en la proteina (I'yr, Trp y Phe), a un complejo de color azul oscuro
(Imagen VI), el cual se mide espectrofotométricamente a una longitud de onda de 750
nm (Uvikon, Microbeam S.A., Barcelona, Espana). Con ambos métodos se utilizo la
albumina sérica bovina (BSA) como estandar y todas las determinaciones se hicieron por

triplicado.
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Imagen VI. Métodos de determinacion de la concentraciéon de proteinas. a) Método del acido

bicinconinico (BCA). b) Método de Lowry que usa el reactivo de Folin-Ciocalteau.

Las proteinas (10-100 ug) de los extractos obtenidos se separaron mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE (solucion de acrilamida / bisacrilamida
29:1; BioRad Laboratories S.A., California, EEUU) al 8, 10 o 12%, dependiendo del
peso molecular de la proteina de interés. Para identificar dichos pesos moleculares, se

utilizo6 un marcador de peso molecular (Page Ruler™ Plus Prestained Protein Ladder,

Thermo Fisher) o Dual Colors’ (BioRad Laboratories). Las proteinas se separaron

utilizando un sistema de electroforesis vertical (MiniProtean-3 , BioRad Laboratories,) y

tampon de electroforesis (Tris 25 mM, glicina 200 mM y SDS al 0,1% p/v, pH 8,3).
Una vez finalizada la electroforesis, los geles se tiieron con azul de Coomassie

(ver composicion en el apartado 8.6), o bien se sometieron a electrotransferencia e

mmunodeteccion mediante la técnica de Western Blot.
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Las proteinas separadas en geles de SDS-PAGE se transfirieron
.. . ® . .
electroforéticamente a membranas de nitrocelulosa (Hybond , Amersham Biosciences,

Nueva Jersey, EEUU) utilizando el sistema Mini-Transblot (BioRad) y tampén de
transferencia (Tris 25 mM, glicina 192 mM y metanol al 20% v/v, pH 8,3) [Burnette,
1981]. A continuacién, se bloquearon las membranas durante 1 h con leche (Sveltesse,
Nestlé, Vevey, Suiza) al 5% (p/v) en TTBS (Tris 20 mM, NaCl 500 mM, Tween-20 al
0,1% v/v; pH 7,5) a temperatura ambiente. LLas membranas se incubaron a 4°C durante
toda la noche en una solucion de TTBS suplementado con BSA al 2 % (p/v), que
contenia el anticuerpo deseado (ver Tabla VI). Como control de carga, se utilizaron para
extractos totales y citosolicos, anti-GAPDH (Ambion, Austin, Texas, EEUU) o anti-BI11-
Tubulina (Abcam; Cambridge, Reino Unido) y, para extractos mitocondriales, anti-
porina (voltage dependent anion channel, VDAC; Calbiochem). Al dia siguiente, las
membranas se lavaron 3 veces con TTBS y se mcubaron con el anticuerpo secundario
correspondiente (ver Tabla VII), conjugado con la peroxidasa de rabano (HRP), en
TTBS con leche al 29 durante una hora a temperatura ambiente. Tras lavar las
membranas 3 veces con TTBS, y una con TBS (T'TBS sin Tween-20), las membranas
se mcubaron, segin la proteina a detectar, con los reactivos de quimioluminiscencia
Super Signal West Dura (Pierce), Western Blotting Luminol Reagent (Santa Cruz
Biotechnology) e Immobilon Western Chemiluminiscent HRP Substrate (Merck
Millipore; Darmstadt, Alemania), siguiendo las instrucciones de los fabricantes.
Finalmente, las membranas se expusieron a una pelicula de auto-radiografia (Super RX

photographic film, Fujifilm, Tokio, Japon) para detectar la senal.
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) ) Dilucion Clon (Referencia) Casa
Anticuerpo Especie
(Aplicacion) comercial
Raton 1/1.000 Clon 3D5
ATP-B Abcam
(monoclonal) (WB) (ab14730)
Conejo 1/1.000 BD
Bcl-X (Hb56361)
(policlonal) (WB,ICQ) Biosciences
Ratéon 1/50; 1/500 B44 BD
BrdU
(monoclonal) (CF,ICQ,IHQ) (347583) Biosciences
Raton 1/20 Dr.]J.
Cdhl AR38
(monoclonal) (WB) Gannon
) Conejo 1/100 C92-605 BD
Caspasa-3 activa
(monoclonal) (CF) (560901) Biosciences
Raton 1/1.000 1 BD
Cdk1 _
(monoclonal) (WB) (610037) Biosciences
Raton 1/1.000 % BD
Cdk2 -
(monoclonal) (WB) (610145) Biosciences
Raton 1/250 97 BD
Cdk4/6 o
(monoclonal) (WB) (610148) Biosciences
Conejo 1/250 C-8
Cdk5 Santa Cruz
(policlonal) (WB) (sc173)
Raton 1/250 GNS-1 BD
Ciclina B1 _
(monoclonal) (WB) (H54176) Biosciences
Raton 1/500 DCS-6 BD
Ciclina D1 -
(monoclonal) (WB) (556470) Biosciences
Raton 1/500 HE12
Ciclina E
(monoclonal) (WB) (551160)
) Ratéon 1/500 7F12 _
Fosfoserina (Pser) Invitrogen
(monoclonal) (WB) (44911M)
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Fosforetinoblastoma

(pRb)

GAPDH

Hsp60

Ki67

NDUFS1

p27

PCNA

Porma (VDACQC)

Tom20

Raton

(monoclonal)

Ratén

(monoclonal)

Conejo

(Policlonal)

Conejo

(monoclonal)

Cabra
(Policlonal)

Ratén

(monoclonal)

Raton

(monoclonal)

Conejo

(Policlonal)

Raton

(Monoclonal)

1/1.000
(WB)

1/40.000
(WB)

1/1.000
(WB)

1/500
(ICQ)

1/1.000
(WB)

1/1.000
(WB)

1/2.000
(WB)

1/1.000
(WB)

1/500
(WB)

G3-245
(b54136)

6CH

(AM4300)

(ab46798)

SP6

(RM9106)

-20
(sc50132)

G173-524
(b54069)

24
(610664)

Ab-5
(PC548)

(Ab56783)

BD

Biosciences

Ambion

Abcam

Thermo

Fisher

Santa Cruz

BD

Biosciences

BD

Biosciences

Calbiochem

Abcam

Tabla VI. Anticuerpos primarios. En esta tabla se muestran los anticuerpos primarios utilizados

para los estudios de expresion proteica por transferencia de Western Blot (WB), citometria de

fluyjo (CF), inmunocitoquimica (ICQ) e mmunohistoquimica (IHQ). Se especifican las diluciones

utilizadas, el clon, la referencia y la casa comercial de cada anticuerpo.



Dilucién Casa
Anticuerpo Especie Referencia
(Aplicacion) comercial
Anti-IgG de cabra- Conejo 1/10.000
sc-2768 Santa Cruz
HRP (policlonal) (WB)
Anti-IgG de conejo- Cabra 1/500 NTIT Life
Alexa 568 (policlonal) (ICQ,IHQ) l Technologies
Anti-IgG de conejo- Cabra 1/10.000
sc-2004. Santa Cruz
HRP (policlonal) (WB)
Anti-IgG de raton- Cabra 1/500 Jackson
115-226-008
Cy2 IgG (policlonal) (ICQ,IJHQ) Inmuno
Anti-IgG de raton- Cabra 1/10.000
sc-2302 Santa Cruz
HRP (policlonal) (WB)

Tabla VII. Anticuerpos secundarios. En esta tabla se muestran los anticuerpos secundarios
utilizados para los estudios de expresion proteica por transferencia de Western Blot (WB),
mmunocitoquimica (ICQ) e inmunohistoquimica (IHQ). Se especifican las diluciones utilizadas,

la referencia y la casa comercial de cada anticuerpo.

En ocasiones, las membranas de nitrocelulosa de los Western Blot se reutilizaron
y se incubaron de nuevo con un anticuerpo primario distinto al micial. Para ello, fue
necesario realizar stripping de las mismas, que consiste en incubar las membranas en un
tampon compuesto por Tris-HCI 62,56 mM (pH 6,7), SDS al 2% (p/v) y B-mercaptoetanol
100 mM a 50°C durante 30 minutos. Posteriormente, se lavaron 3 veces con TTBS a
temperatura ambiente y se volvio a bloquear la membrana con leche al 5% (p/v). A partir
de este momento, la incubacion de los anticuerpos y el revelado se realizé de igual

manera a la mencionada en la seccion anterior.



Los geles de poliacrilamida se tineron con solucion de azul de Coomassie (azul de
Coomassie al 0,1% [p/v], metanol al 509% [v/v] v dcido acético al 10% [v/v]), durante 15
minutos en agitacion, a temperatura ambiente. A continuacion, se destineron en una
solucion que contenia metanol al 20% (v/v) y acido acético al 10% (v/v) en agitacion,
cambiando periodicamente dicha solucion. Esta técenica se realizd para comprobar el
porcentaje de proteinas que se habian quedado en el gel y, por tanto, no se habian

transferido a la membrana de nitrocelulosa.

Los extractos proteicos (100 - 200 pg) obtenidos en tampon NP-40 (ver apartado
8.1.1.) se mncubaron con 4 pg/mL del anticuerpo anti-Bcl-X a 4°C con agitacion orbital,
durante toda la noche. A continuacion, se anadieron 30 ul de proteina A-sefarosa (0,12
g/ml; GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Suecia) a cada muestra y se incub6 durante
2 horas a 4°C. Las bolas de sefarosa, unidas a los inmunocomplejos, se centrifugaron
durante 1 minuto a 4.000 r.p.m. y se lavaron 5 veces con 1 ml de tampon NP-40.

Finalmente, los inmunoprecipitados se detectaron por analisis de Western Blot [Gomez-

Sanchez, 2011].

9. OXIDACION DE COMPLEJOS MITOCONDRIALES

MEDIANTE ELECTROFORESIS NATIVA

Las células (1-1,5 X 10%) se lavaron con PBS frio v se recogieron por tripsinizacion.

Posteriormente, se congelaron durante 24 horas a -80°C para incrementar la rotura
celular y se homogeneizaron con un pistilo de teflon en un medio A, que contenia
sacarosa 83 mM y MOPS 10 mM a pH 7,2. Tras anadir el mismo volimen de medio B,
constituido por sacarosa 250 mM y MOPS 30 mM a pH 7,2, los nucleos y las células

integras fueron retiradas mediante centrifugacion a 1.000 x g durante 5 minutos.
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Tras repetir todos los pasos, se recogieron ambos sobrenadantes, se extrajeron las
mitocondrias mediante centrifugacion a 12.000 x g durante 2 minutos, y se lavaron bajo
las mismas condiciones con medio C, compuesto por sacarosa 320 mM, EDTA 1 mM y

Tris-HCl 10 mM a un pH de 7,4. [Acin-Pérez, 2008].

Los extractos mitocondriales (0,5 mg de proteina) se trataron con N-etil

maleimida (NEM; 50 mM, 10 minutos, 37 °C) (Sigma-Aldrich), que bloquea a los grupos
tiol no oxidados y se lavaron con medio C en una centrifugacion de 20.000 x g durante 5
minutos. A continuacion se trataron con ditiotreitol (D115 2 mM, 10 minutos) (Sigma-
Aldrich), potente reductor de grupos tioles, salvo de aquellos bloqueados por la NEM, y
se lavaron en las mismas condiciones. Seguidamente, los extractos mitocondriales se
trataron con lodoacetil-IL.C-biotina (Thermo Fisher) 25 mM, durante 10 minutos en
oscuridad. Este compuesto tiene afinidad por los grupos tioles reducidos y, por lo tanto,
marcard aquellos que en el momento de recogida de muestra bajo nuestras condiciones
de estudio se encontraban oxidados. Por udltimo, los extractos se resuspendieron en
medio D (dciddo aminohexanoico 1 M, Bis-Tris-HCI 50 mM [pH 7,0]) y las membranas
mitocondriales se solubilizaron mediante la adicion de digitonina 1 (g/g) (Sigma-Aldrich),
un detergente suave. Tras una incubaciéon de 5 minutos en hielo, se procedid a una
centrifugacion de 13.000 x g, durante 30 minutos, y se recogié el sobrenadante que

contenia los complejos mitocondriales de la cadena transportadora de electrones.

Se anadi6 a cada muestra una tercera parte de su volumen final del colorante
Serva Blue G (Sigma-Aldrich) al 5% en dacido aminohexanoico 1 M y se separaron
mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida en gradiente del 3-12% (Novex, Life
technologies) durante toda la noche a 30 V y a 4°C. La soluciéon del anodo estaba
compuesta por Bis-Tris 50 mM a pH 7,0 y la solucién del ciatodo por tricina 50 mM y

Bis-Tris 15 mM a pH 7,0.

El gel se tiné con nitroazul de tetrazolio (NBT; Sigma-Aldrich) para detectar la
actividad del Complejo I y marcar su situacion. Dicha banda se retiré con la ayuda de un
bisturi, desechando las bandas de los supercomplejos formados también por el complejo

I (Imagen VII) y se incub6 durante 5 minutos en Tris-HCI 125 mM, NEM 50 mM y SDS

(6]



196 antes de colocarse sobre un gel de poliacrilamida SDS-PAGE. Las proteinas se
separaron utilizando un sistema de electroforesis vertical y tampon de electroforesis igual

que se describe en el apartado 8.3.

Imagen VII. Tincién con el test NBT. a) Las bandas moradas que aparecen en el gel marcan la

actividad, y por tanto, la migraciéon del complejo 1, tanto en solitario como formando parte de
supercomplejos. b) Cortamos con el bisturi la banda correspondiente a la migracion del complejo

I en solitario, atendiendo a la bibliografia.

9.3. INMUNODETECCION

Las proteinas separadas en geles de SDS-PAGE se transhrieron
electroforéticamente a membranas de nitrocelulosa utilizando el sistema Mini-1ransblot
y tampon de transferencia, y éstas se bloquearon durante 1 hora con leche al 5% (p/v) en
TTBS a temperatura ambiente. A continuacién, para marcar las proteinas biotiniladas se
mcubaron durante 1 hora con estreptavidina conjugada con HRP (GE Healthcare)
1:1.000 en TTBS vy, tras lavar las membranas 3 veces con TTBS y una con TBS, las
membranas se incubaron con el reactivo de quimioluminiscencia ECL 2 (Thermo
Fisher), siguiendo las instrucciones del fabricante. Finalmente, las membranas se

expusieron a una pelicula de auto-radiografia para detectar la senal [Hurd, 2008].
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10. INMUNOCITOQUIMICA

Las células se sembraron sobre cubreobjetos de cristal esterilizados al fuego y
tratados con una soluciéon de poli-L-ornitina 15 pg/ml (Sigma-Aldrich) y fibronectina 1
ug/ml (Sigma-Aldrich), se lavaron con PBS, se fijaron con paraformaldehido al 4% en
PBS durante 30 minutos y se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,3% (v/v) en PBS
durante 5 minutos. A continuacién, se incubaron en la solucién de bloqueo (Triton X-
100 al 0,19 [v/v] y suero de cabra al 10% [v/v] en PBS) a temperatura ambiente, durante

30 minutos.

Para inmunodetectar Bel-x, las células se incubaron en la solucion de bloqueo que
contenia el anticuerpo anti-Bel-x (1/1.000, BD Biosciences) a 4°C, durante toda la noche.
Posteriormente, se lavaron tres veces con PBS y se incubaron con el anticuerpo
secundario anti-IgG-Alexa 568 (Life Technologies) a temperatura ambiente durante 1
hora.

Para detectar la localizacion de la ciclina B1 en la mitocondria, las neuronas se co-
transfectaron con el plismido pcDNAS-myc-ciclina B1-GFP, que contiene la proteina
GFP fusionada a la cichina B1, y el plaismido pDsRed2-Mito (Clontech), que codifica la
proteina roja (discosoma sp. red fluoresent protein) fusionada a la secuencia de anclaje

mitocondrial de la subunidad VIII del citocromo ¢ oxidasa.

A continuacion, las células se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron con DAPI
(Sigma-Aldrich) 3,5 uM en PBS, a temperatura ambiente durante 10 minutos. Tras
lavarlos dos veces con PBS y una vez con agua estéril, los cubreobjetos se montaron
sobre portaobjetos utilizando el reactivo SlowladeGold (Invitrogen). Finalmente, se
tomaron microfotografias con un microscopio mvertido de fluorescencia (Leica IM-50)

acoplado a una camara digital (Leica DC-100).

11. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LAS
QUINASAS DEPENDIENTES DE CICLINA (CDKs)

Las quinasas Cdkl, Cdk2, Cdk4 y Cdk5 neuronales se aislaron mediante
iInmunoprecipitaciéon, como se describe en el apartado 9.7. Tras lavar 5 veces con

tampon de lisis NP-40, el inmunoprecipitado se resuspendié en 80 ul de dicho tampén.
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A una cuarta parte del volimen se le anadio tampon de carga y se utilizé como control de

carga de su correspondiente Cdk.

Kl resto del inmunoprecipitado se lavo dos veces con tampon quinasa (Hepes 50
mM, MgCL 10 mM, DTT 1 mM e mhibidores de proteasas y de fosfatasas, pH 7,5), y se
resuspendié en tampén quinasa en presencia de ATP 20 uM, 2 uCi de [y-"PJ-ATP y de
histona H1 (I mg/ml; Calbiochem) para los ensayos con Cdkl, Cdk2 y Cdk5 o de
retinoblastoma (0,5 mg/ml; Upstate, Merck) que se utilizd6 como sustrato de la reaccion
para los ensayos con Cdk4. A continuacion se incubaron a 30°C, durante 30 minutos en

agitacion (7hermomixer, Eppendorf).

La reaccion se par6 anadiendo tampoén de carga e hirviendo las muestras a 95°C,
durante 5 minutos. Las proteinas se separaron mediante SDS-PAGE. (ver apartado 9.3) v,

a continuacion, el gel se tind con azul de Coomassie y se secd a 80°C, durante 2 horas

con un secador de geles Gel Dryer (Bio-Rad, California, EEUU).

Finalmente, la incorporacién de “P se visualizo mediante exposicion a peliculas
de autorradiografia (BioMax XAR film, Kodak, Nueva York, EEUU) o a una placa de
tostoro estimulable (PSP), también conocida como placa de imagen (IP: rmaging plate) o
placa radioluminiscente (Fujifilm). Esta se coloca sobre el gel durante 24 horas en
oscuridad (en el interior de un cassette) para su posterior andlisis en un escaner de alta
definicion phosphorimager (Personal Molecular Imager System, Bio-Rad), que produce

una imagen digital que se analiza con el software Gel Doc (Bio-Rad).

12. ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LOS COMPLEJOS DE
LA CADENA TRANSPORTADORA DE ELECTRONES
MITOCONDRIAL

Para la determinacion de la actividad de los complejos de la cadena de transporte

L. . . , . P)
electronico mitocondrial, las células, sembradas en placas de 60 cm”™ (Nunc. Thermo
Fisher Scientific), se lavaron con PBS frio y se recolectaron suavemente por

tripsinizacion. El sedimento celular se resuspendio en 0,2 ml de tampén fosfato potasico
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0,1 M (pH 7,0) y se someti6 a tres ciclos de congelacion/descongelacion en nitrégeno
liquido, con el fin de romper las membranas celulares y mitocondriales. Las actividades
enzimaticas se determinaron en el lisado celular por espectrofotometria, utilizando un
espectrofotometro Uvikon controlado por un ordenador con el programa mformatico

adecuado.

La actividad del complejo I (NADH-Coenzima Qi reductasa) se determiné en 20-
30 ug de proteina, registrando el cambio de absorbancia del NADH a 340 nm en un

medio de reaccion compuesto por KCN 100 mM (para inhibir la actividad del complejo
IV), BSA 50 mg/ml, NADH 5 mM y coenzima Q:, para comenzar la reaccion, todo ello

en tampoén fosfato potasico 25 mM de pH 7,2. Para el cilculo de la actividad, la reaccion
se inhibia mediante la adicion de rotenona 0,5 mM (Sigma-Aldrich), como se describe en

Ragan [Ragan, 1987].

La actividad de los complejos II-III (succinato-citocromo ¢ reductasa) se
determiné en 15-25 pg de proteina, registrando el cambio de absorbancia producido por
la reducciéon del citocromo ¢ a 550 nm en un medio de reaccion compuesto por KCN
100 mM, succinato 0,5 M para comenzar la reaccion y citocromo ¢ 10 mg/ml, todo ello
en un tampédn fosfato 166 mM de pH 7,4. Para calcular la actividad, esta reaccion se
mhibia mediante la adicion de Antimicina A 1 mM (Sigma-Aldrich), como se describe en

King [King, 1967].

La actividad del complejo IV (citocromo ¢ oxidasa) se determin6 en 5-10 ug de
proteina, registrando el cambio de absorbancia producido por la oxidacion del citocromo
¢ a 550 nm, en un medio de reaccion compuesto por tampoén fosfato 0,1 M (pH 7,0),
siguiendo el método de Wharton y Tzagoloff [Wharton y Tzagoloff, 1967]. Para esta
determinacion, el citocromo ¢ se redujo previamente con ascorbato sédico, y éste se
retiré de la solucion de citocromo ¢ reducido mediante una columna de Sephadex G-25

(Amersham Biosciences Europe, Barcelona, Espana).

La actividad del complejo V (ATP-sintasa) se determiné en 15-25 ug de proteina,

registrando el cambio de absorbancia del NADH a 340 nm en un medio de reaccion

compuesto por Tris-HCl 100 mM, fosfoenolpiruvato 100 mM, KCI 1 M, MgCl: 250
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mM, KCN 100 mM, rotenona 1mM (para inhibir la actividad del complejo I), las
enzimas lactato deshidrogenasa y piruvato kinasa, NADH 15 mM y ATP 300 mM para
comenzar la reaccion. Para calcular la actividad, esta reaccion se inhibia mediante la
adicion de oligomicina 100 pg/ml, como se describe en Soper y Pedersen [Soper y

Pedersen, 1979].

La actividad de la citrato sintasa, como medida representativa del contenido
mitocondrial en muestras proteicas, se determiné en 5-10 pg de proteina, registrando el
cambio de absorbancia del acido 5-5'-ditio-bis 2-nitrobenzoico (DTNB) a 412 nm en un
medio de reaccion compuesto por Tris-HCI 100 mM, acetil-CoA 0,1 mM, DTNB 0,2
mM, Triton X-100 al 0,1% (v/v) y oxaloacetato 0,2 mM segun el método de Shepherd y
Garland [Sheperd y Garland, 1966].

Las actividades enzimaticas se expresaron en nmol por minuto y por mg de
proteina, excepto la actividad del complejo IV que se expresé como la constante de

primer orden (k) por minuto y mg de proteina.

13. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE ATP

Para la determinaciéon de ATP, tras retirar el medio de cultivo en neuronas
cultivadas en placas de 12 pocillos (Nunc), se anadio inmediatamente 1 ml de HCIO+ 0,3
M por pocillo. Los extractos se recogieron con un raspador y se neutralizaron con 0,6 ml

de HKCOs 0,0 M.

., . ; 9
La concentracion de ATP se midié en células sembradas en placas de 4 cm’, se

recogieron muy rapidamente en 1 mlL de HCIO. 0,3 M. Kl extracto perclorico se

neutralizé con 0,6 mL de HKCOs 0,5 M y se congel6 el sobrenadante durante 1-2 dias

hasta su determinacion.

La concentracion de ATP se midié en los sobrenadantes por el método de la
luciferia-luciferasa utilizando el kit de quimioluminiscencia A7TP Bioluminiscent assay

kit (Sigma-Aldrich), siguiendo las instrucciones del fabricante. Asi, el ATP en presencia
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de luciferina es transformado en adenil-luciferina mediante una reaccién catalizada por la
luciferasa. La adenil-luciferina, en presencia de oxigeno se convierte en oxiluciferina,
AMP y dioxido de carbono, emitiendo luz cuya intensidad es proporcional a la
concentraciéon de ATP (Imagen VIII). La intensidad de luz se midi6 mediante un
contador de centelleo-luminémetro (Beckman Coulter, California, EXUU) y los valores

de las muestras se extrapolaron a una recta patrén obtenida con soluciones estaindar de

ATP.

O,

ATP + luciferina Adenil-luciferina [P - Oxiluciferina .+ AMP + CO,

Imagen VIII. Determinacion de la concentracion de ATP. La adenil-luciferina formada a partir
de ATP presente en la muestra y luciferina, en presencia de oxigeno forma oxiluciferina, que
emite una luz detectable por un contador de centelleo-luminémetro y que es proporcional a la

concentracion de ATP.

14. DETERMINACION DEL CONSUMO DE OXIGENO

Las células (2,5-5+ 10°) se lavaron con PBS frio y se recogieron por tripsinizacion.
De esta suspension celular se tomo una alicuota de 10 pl que se mezclé con 40 ul de azul
de tripano al 0,49% (v/v) v 30 ul de DMEM para el recuento total de células vivas,
utilizindose una camara cuenta glébulos de Neubauer y un microscopio de contraste de
fases. Posteriormente, las células se resuspendieron en la solucion de respiracion Hank's
(Glucosa 20 mM y CaCl: 2 mM, pH 7,4) a 37°C y se calibro el electrodo de oxigeno del

sistema de deteccion tipo Clark (Rank Brothers Ltd, Cambridge, Reino Unido) para
realizar las mediciones. Se consider6 como 1009% el valor de solucion de respiracion
saturada de aire y el 0% se calibro anadiendo ditionito sodico en la cimara del electrodo
hasta que el registro generado en el 22/0-Channel Recorder (LKB, Bromma, Suecia)

permaneciera estable.
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La solucion de respiracion se introdujo en la camara termostatizada a 37°C en
contacto con el electrodo, se esperaron 2-3 minutos a que el registro generado fuera

estable y se anadi6 la suspension celular, valorando la pendiente de bajada del % de

oxigeno en la camara para calcular el consumo de oxigeno, que se expresé en nmol Og

por min y por 10° células.

15. OBTENCION Y MANIPULACION DEL RNA

La extraccion de RNA se llevo a cabo con el kit comercial Genelute™ Mammalian

Total RNA Kit (Sigma-Aldrich).

Las neuronas a los 6 DIV se lisaron con una mezcla de B-mercaptoetanol: Lysis
Solution en proporcion 1:100 (v/v). Los lisados se filtraron con Genelute Filtration
Column para eliminar los restos celulares y desechar el DNA, haciéndolos pasar por una
columna con filtro y centrifugindolos a 16.000 x g Posteriormente, se anadié un
volumen equivalente de etanol al 709% en agua DEPC (Di-etil-piro-carbonato) libre de
RNasas y se vorte6 hasta mezclar completamente. A continuacion, se paso la mezcla por
Genelute Binding Column, donde se adherié el RNA. Se eliminé el filtrado y nos

quedamos con la columna que se lavé una vez con Wash Solution 1.

Una vez separado el RNA, se trat6 la columna con 100 U de DNAsa I (DNAse 1,

RNAse-free, Roche), durante 15 minutos a temperatura ambiente en un tampon
compuesto por Tris-HCl 400 mM, NaCl 100 mM, MgCl: 60 mM y CaCl: 10 mM; pH

7,9. Tras la incubacion, para eliminar todos los restos de DNA y evitar la amplificacion
de DNA genomico, se lavaron las columnas tres veces, una con Wash Solution 1y otra
con Wash Solution 2 Concentrate/ethanol, que nos permitié un secado completo de la
columna. Finalmente, se eluyé en un eppendorf nuevo el contenido de la columna con

50 wl de Elution Solution mediante centrifugado a 16.000 x g durante 1 minuto.
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El RNA purificado quedé en el filtrado y se midio la concentraciéon con un
espectrofotometro UV-Vis Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). El ratio de absorbancia
de 260 frente a 280 nm (A260 /A280), que determina la pureza del RNA, fue de 1,8 - 2.

La retrotranscripcién del RNA se realizo mediante el uso de cebadores aleatorios
(“random primers”) y oligo dT (DNA sintético de 15 nucledtidos con base timina
complementario a la terminacion poliadenilada presente en el mRNA).

Se incubo, en primer lugar, 1 pg de RNA total extraido junto con 0,5 pg de oligo
dT en 10 pl de agua DEPC durante 10 minutos a 70°C. A continuacion, se dejé 1 minuto
en hielo y se incubo, en segundo lugar, con 1 pl de la transcriptasa reversa (AMV Reverse

Transcriptase 40 U / ul, Promega), 2 pl del correspondiente tampon 10X (suplementado
con MgCle 25 mM), 1 pl de la mezcla de desoxirribonucledtidos trifosfato (ANTPs 10

Mm, Roche), y 1 pl de un inhibidor de RNasas, en un volumen final de 20 pl, durante 50

minutos a 48°C.

Para las reacciones de PCR semicuantitativas se utilizé el kit comercial AmpliTaq
Gold® DNA Polymerase, LD. (Applied Biosystems). Ll producto de la
retrotranscripcion (cDNA 10-100 ng) se incubd en 50 pl de mezcla de reaccion (PCR
Master MIX) que contenia: 1,25 U de DNA polimerasa 7aq Gold, ANTPs (dATP 200
mM, dCTP 200 mM, dGTP 200 mM y dTTP 200 mM), en un tampén PCR Gold
Buffer 10X (Tris-HCL 150 mM, KCI 500 mM, pH 8,0). Posteriormente, se anadio 1 pl
de los oligonucleotidos (Eurofins Biopharma, Barcelona, Espana) sentido y antisentido
(primers forward y reverse) de cada uno de los genes de mterés (ver Tabla VIII) a una

concentracion final de 1 pM.
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Oligonucle6tido Secuencia 5=98'

Ciclina B1 F 5-CAACTGGAGGAAGAGCAGTCA-8'
R 5- CATCTGAACCTGTATTAGCCA-3’
GAPDH F 5- GGGTGTGAACCACGAGAAAT-8’

R 5- GACTGTGGTCATGAGCCCTT-3

Tabla VIII. Oligonucle6tidos para RT-PCR semicuantitativa. Se muestran los genes analizados
por RT-PCR vy las secuencias de los oligonucleétidos disefiados para la especie de Rattus

NOIvegIcus.

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: 10 minutos a 95°C, 28 o 35
ciclos de 15 segundos a 95°C (desnaturalizacion), 30 segundos a 55°C (anillamiento de
oligonucleotidos) y 30 segundos a 72°C (elongacion) y una extension final durante 10
minutos a 72°C. En ningtin caso se detecté banda por PCR en aquellas muestras sin
transcriptasa reversa, utilizadas como controles negativos para corroborar que no

teniamos contaminacién de DNA genomico.

En primer lugar, se anadi6 a las muestras tampoén de carga (azul de bromofenol al
0,25%, xileno cianol al 0,25% vy ficol al 159%). La electroforesis se realizo en geles de
agarosa inmersos en una solucion TAE 1X (TAE 50X; Trs-acético 2 M, EDTA 0,05 M,
acético glacial al 109%; pH 8,0), a voltaje constante de 90V durante 1 hora. Para calcular el
tamano de las bandas obtenidas, se incluyeron en los geles el marcador de peso
molecular DNA Weight Marker XIII (50 pb ladder, Roche) cuyo patréon de bandas
oscila de 50 a 2642 pb.

. e ®
Para la realizacion de los geles se utilizé agarosa (Seakem  LE Agarose, Lonza,
Basilea, Suiza) de baja electroendosmosis (menor nimero de grupos acidos cargados a

pH basico), para incrementar la movilidad electroforética del DNA, a una concentracion

variable 0,8 - 2% en funcién del tamarnio de la banda de interés.
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A los geles se les anadio Midori Green DNA Stain (Nippon Genetics Europe
GmbH, Dueren, Alemania), que es una sonda fluorescente que se excita a A350 nm
emitiendo luz verde a 540 nm cuando se intercala en la doble hebra del DNA. Para la
visualizacion de las bandas se expuso el gel a un transiluminador de luz UV (Bio-Rad
Laboratories) y, para el posterior andlisis de las imagenes, se utilizo el sistema digital Ge/

Doc (Bio-Rad Laboratories).

16. ANALISIS ESTADISTICO

Todas las determinaciones en células en cultivo fueron realizadas, al menos, por
triplicado. Los valores se expresaron como medias + S.E.M. (error estindar de la media)
en, al menos, tres experimentos independientes. La significatividad se determiné
mediante analisis de la vartanza (ANOVA), seguido del test de Bonferroni (para
comparaciones multiples) o el test de la ¢ de Student (para comparaciones entre dos
unicos grupos de valores). En todos los casos, un valor de p < 0,05 se consider6d

estadisticamente significativo.
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RESULTADOS

“Un experto es una persondt que ha cometido todos Los ervores que
se puedew coveeter em un determinado campo.” (Niels Bolr)






1. La estmulacién de los receptores de glutamato provoca la entrada
aberrante de las neuronas en el ciclo celular y la acumulacién de ciclina

Bl

Las neuronas son células que en su madurez no entran en mitosis para su
division, como ya hemos descrito en el apartado 6 de la introduccion. Una vez que se
completa el ciclo, permanecen en un estado postmitotico, ya que no se preparan para

volver a entrar en un nuevo ciclo [Yoshikawa, 2000].

En este sentido, nuestro grupo lleva anos iteresado en estudiar el papel que tiene
el complejo APC/C-Cdhl en las neuronas. Asi, hemos descrito que su actividad es la
responsable de la continua degradaciéon de ciclina Bl y que este hecho constituye un
mecanismo esencial de supervivencia neuronal [Almeida, 2005]. Posteriormente, hemos
identificado que un estimulo excitotoxico nactiva el complejo APC/C-Cdhl, causando la

acumulacion aberrante de ciclina B1 y la muerte neuronal por apoptosis [Maestre, 2008].

Ademis, en los dltimos anos otros autores han demostrado que en algunas
enfermedades neurodegenerativas como en el Alzheimer [Yang, 2003], en el ictus [Love,
2003] y en algunos modelos experimentales de 1squemia cerebral [Wen, 2004; Rashidian,
2007] se ha descrito que se produce la acumulacion de manera aberrante de ciclina B1.
Esta acumulacion de ciclina B1 hizo pensar que probablemente la maquinara del cliclo
celular permanecia intacta, lo que llamo la atencion de nuestro grupo y dicidimos estudiar
el mecanismo por el cual se produce esta acumulacion, ya que supone un potencial

campo de actuacion terapéutica.

Asi, decidimos utilizar el modelo de excitotoxicidad por glutamato puesto a punto
previamente en nuestro laboratorio [Maestre, 2008]; Ya que se desconocia si la
acumulacion de ciclina B1 observada era responsable directa de la apoptosis neuronal.
En primer lugar, caracterizamos en profundidad nuestro modelo y establecimos las bases
que ibamos a utilizar a lo largo de los experimentos a desarrollar en el presente trabajo.
Como mencionamos en la Introduccion (Apartado 6.2; Esquema 12), Cdk) estaba
mmplicada directamente en el proceso, por lo que decidimos hacer un estudio de su
actividad en presencia de inhibidores de las Cdks tras un tratamiento de excitotoxicidad

con glutamato. Como observamos en la Figura 1, el estimulo excitotoxico desencadena
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un aumento de la actividad de Cdkd, que es revertido por el tratamiento con roscovitina y
flavopiridol, dos mhibidores de Cdks, lo que nos confirma la implicacion de esta quinasa

en el proceso.

Cdk5 Activity
Glutamate Figura 1. La estimulacion de neuronas con
§ o 5, glutamato aumenta la actividad de Cdkb.
n
el
g CCK) f Determinacion de la actividad quinasa de Cdkd
O + + medida por su capacidad de fosforilacion de la
histona H1 tras estimulacion con glutamato (100
- o H1 o . -
uM, 5 min) y tratamiento con los inhibidores de
quinasas roscovitina (10 uM) y flavopiridol (1 uM) a
- e o Cdk5 . o
un tiempo de 20 horas post-estimulacion.

Una vez caracterizada la relevancia de Cdk) en el proceso, quisimos estudiar su
relacién con Cdhl, activador de APC/C. Ademas, ya habiamos analizado previamente en
nuestro grupo, que la estimulacion de los receptores de glutamato produce la
fosforilacion de Cdhl mediada por Cdk5 [Maestre, 2008], pero quisimos caracterizarla
mejor inhibiendo tnicamente la quinasa y poder establecer asi una relacion causa-efecto.
Como se refleja en la Figura 2, tras la estimulaciéon con glutamato, se produce un ligero
cambio en la movilidad electroforética de Cdhl y una pequena acumulaciéon que ya
habiamos descrito, lo cual es revertido completamente por el tratamiento con los
mhibidores de quinasas roscovitina y flavopiridol, asi como con el siRNA de Cdk), lo

que pone de manifiesto la implicacion directa de esta quinasa en el proceso.

Figura 2. Los cambios que se producen en Cdhl

tras un estimulo excitotéxico son responsabilidad ; Glutamate ,
de Cdkb. Andlisis de transferencia tipo western de o O LQ
Pt > o
los niveles proteicos de Cdhl tras 20 horas de post- v © 8 Q_)
: y . Q L ¥ o
estimulacion con glutamato (100 uM, 5 min) y O + + +
tratamiento con los inhibidores de quinasas - e Cdh1

roscovitina (10 uM) vy flavopiridol (1 uM), o

transfeccion a los 4 DIV con siRNA de Cdk) (100 "m‘ GAPDH
nM).

Dado que el cambio de movilidad electroforética observado en Cdhl hemos
demostrado que es debido a su fosforilacion, ya descrita anteriormente [Maestre, 2008],

decidimos seguir estudiando la implicacion de Cdk5 mediante la técnica de RNA de
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mteferencia. Para ello se realizé un ensayo de fosforilacion tras la inmunoprecipitacion
de Cdhl como se recoge en la Figura 3. Comprobamos como tras un estimulo
excitotoxico se produce la fosforilacion de Cdhl a partir de 1 hora de post-estimulacion.
Este hecho es revertido por el silenciamiento de Cdkd, lo cual pone de manifiesto que
esta fosforilacion es responsabilidad de dicha quinasa, en consonancia con lo que

previamente se habia demostrado en nuestro grupo.

Time after Glutamate
stimulation (h) |P: Cdh1
0O 1 4 8 1 WB:

- == == - PSer

- e o e e Cdh1

siControl + + + + -
siCdks - - - - +

Figura 3. Cdk5 es la responsable de la fosforilacion de Cdhl tras el estimulo excitotéxico. Las neuronas
fueron transfectadas a los 4 DIV con siRNA de Cdk) (100 nM) y de luciferasa (Control; 100 nM) y tratadas
0 no (control) con glutamato (100 uM, 5 min) con un tiempo de post-estimulacion de 20 horas. Para el
ensayo de fosforilacion se obtuvieron los extractos celulares y se inmunoprecipitaron con el anticuerpo anti-

Cdhl, y se analizaron mediante transferencia tipo western los niveles proteicos de Cdhl y PSer.

De acuerdo con estos resultados, la estimulacion con glutamato promueve la
fosforilacion de Cdhl mediada por Cdk) a partir de 1 hora de post-estimulacion. Por lo
tanto, dada la estrecha relacién existente con Cdhl en la regulacion del ciclo celular,
quisimos determinar la implicacion de este hallazgo en la actividad del complejo APC/C,
como se ha mencionado anteriormente. En la Figura 4 se recoge como tras el tratamiento
de excitotoxicidad, se produce una mactivacion del complejo APC/C tras 1 hora post-
estimulacion que es revertida por la transfeccion con el siIRNA de Cdk). En conjunto,
estos resultados y los datos previos de nuestro grupo, muestran cémo la fosforilacion de

Cdh1 mediada por Cdk) provoca la inactivacion del complejo APC/C.
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Figura 4. La estimulacion de neuronas con glutamato inactiva el complejo APC/C mediado por Cdk5. Las
neuronas fueron transfectadas a los 4 DIV con siRNA de Cdk5 (100 nM) y de luciferasa (Control; 100 nM)
y tratadas o no (control) con glutamato (100 uM, 5 min) con un tiempo de post-estimulacion de 0, 20 y 60
minutos. Los datos son expresados como la media +S.E.M, * p<0,05 vs control (test t-Student; n=3

experimentos independientes).

Antes de comenzar a desentrafiar el mecanismo que sigue a la acumulacion de
cichna Bl en la neurona tras su estimulacion con glutamato, quisimos estudiar si la
acumulacion de Cdhl era dnicamente responsabilidad de la inactivacion del complejo
APC/C-Cdhl por la fosforilacion de esta ultima. Para ello, se trataron las neuronas con el
mhibidor de APC/C, conocido como prol’AME (profarmaco del TAME; tosyl-l-arg
methyl ester) y con el inhibidor del proteasoma MG132. Como se observa en la Figura 5,
los niveles de expresion de Cdhl aumentan tnicamente con la inhibicion del APC/C,
responsable de su ubiquitinacion, asi como con el inhibidor del proteasoma, responsable

de su degradacion.

Figura 5. Los niveles de Cdhl aumentan al
inhibidor el complejo APC/C o el proteasoma.

ProTAME

Control
MG132

Andlisis de transferencia tipo western de Cdhl,

E Cdh1 en neuronas tras un tratamiento con proTAME
(10 uM) y MG 132 (10 uM), durante 20 horas.
e GAPDH

Puesto que el complejo APC/C-Cdhl regula el ciclo celular, a la vista de los

resultados obtenidos hasta el momento y la bibliografia previa, quisimos estudiar las

alteraciones que sufria el ciclo celular en neuronas tras un estimulo excitotoxico. Asi,
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encaminamos a una neurona a realizar un ciclo celular para estudiar su comportamiento,
desentranar el desarrollo del ciclo celular hasta la apoptosis y determinar si ésta era

causada por la acumulacion de ciclina B1.

Al comienzo del ciclo celular, el complejo ciclina D/Cdk4 es el responsable de la
fosforilacién del retinoblastoma, que se inactiva, y es entonces cuando se libera el factor
de transcripcion E2F, que se activa e induce la sintesis de ciclina A, E y c¢dk2 para
continuar con el ciclo celular. Como vemos en la Figura 6, al encaminar a una neurona a
comenzar un ciclo celular, tiene lugar la fosforilacion e mactivacion de Cdhl como se
habia descrito anteriormente en nuestro laboratorio. Observamos cémo se produce un
aumento en la actividad Cdk4/6 a las 4 horas post-estimulacion con glutamato, aunque no
se aprecia un cambio de igual magnitud en su expresion proteica. Esto hace que se altere
el ciclo neuronal, lo que promueve la muerte en vez de la diferenciacion neuronal.
Ademads, observamos un aumento en los niveles de expresion de ciclina D1 y una
disminucion en los de p27, que como recordamos es un inhibidor de kinasas de la
familia CIP/KIP; lo que hace que disminuya la actividad Cdk4-6. Por ello, pensamos que
la disminucion de p27 podria ser consecuencia de la fosforilacion por Cdkl1. Finalmente,
comprobamos a ese mismo tiempo cémo se producia la fosforilacion del retinoblastoma.
Todas estas modificaciones son compatibles con una activaciéon funcional del complejo
cichna D/Cdk4-6 y la liberacion del factor de transcripcion E2F, y por lo tanto con una

entrada de la neurona en ciclo celular.
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Figura 6. La estimulacién de neuronas con glutamato provoca su entrada en ciclo. (A) Determinacion en
neuronas de la actividad quinasa de Cdk4/6 medida por su capacidad de fosforilacion del retinoblastoma
tras estimulaciéon con glutamato (100 uM, 5 min) a diferentes tiempos 0, 1, 4, 8 y 20 horas. (B) Analisis de
transferencia tipo western de proteinas implicadas en la entrada del ciclo celular tras 0, 1, 2, 4, 8 y 20 horas

de post-estimulacion con glutamato (100 uM, 5 min).

Para la continuidad del ciclo, las células deben atravesar el checkpomt G1/S,
regulado por el complejo Cdk2/cichina E. Por ello, nuestro siguiente paso fue determinar
la actividad de este complejo y sus niveles de expresion proteicos con el mismo modelo
de excitotoxicidad y tiempos de recogida de muestra mostrados previamente en la
presente memoria. Como podemos ver en la Figura 7, existe un aumento en la actividad
Cdk2 a las 4 horas que se mantiene hasta las 8 horas, aunque no se corresponde con un
aumento en su expresion proteica. Sin embargo, si que apreciamos un aumento en los
niveles de ciclina E a los mismos tiempos post-estimulacion. Estos resultados nos hacen
pensar en una activacion funcional del complejo Cdk2/ciclina E, compatible con una

entrada del ciclo neuronal en fase S, atravesando el checkpomnt G1/8S.
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Figura 7. La estimulacién de neuronas con glutamato consigue que las neuronas atraviesen el checkpoint

G1/S. (A) Determinacion en neuronas de la actividad quinasa de Cdk2, medida en su capacidad de
fosforilacion de la histona H1 a diferentes tiempos de post-estimulacion con glutamato (100 uM, 5 min). (B)
Andlisis de transferencia tipo western de las proteinas del complejo Cdk2/ciclina E, responsable del avance

del ciclo hacia la fase S a los mismos tiempos de post-estimulacion indicados con anterioridad.

Ademas, quisimos estudiar la implicacion de Cdk) en el avance del ciclo celular,
para lo cual utilizamos los inhibidores de Cdks mencionados anteriormente: roscovitina y
flavopiridol. Como podemos ver en la Figura 8, los inhibidores rescatan la disminucion
en los miveles de p27 y el aumento de ciclina D1, lo que nos indica que sin la presencia
de la actividad quinasa no se estaria produciendo la entrada en ciclo que se observaba en
la Figura 6. También apreciamos una disminucién de los niveles de ciclina E con el
tratamiento con los inhibidores, mostrando una vez mas que tras un estimulo excitotoxico

en ausencia de actividad Cdk) no se puede encaminar a las neuronas a realizar un ciclo

celular.
Glutamate
O
O Q = _ _
S DC:) = Figura 8. El avance del ciclo celular no se
=z + + produce en presencia de inhibidores de
Cdk5. Andlisis de transferencia tipo western
- — @ e P27 ‘
de los niveles proteicos de algunas proteinas
oy R CyC| inD1 implicadas en el ciclo celular tras 20 horas de
post-estimulacion con glutamato (100 uM, 5
- ST — CyC“nE min) y tratamiento con los inhibidores de
quinasas roscovitina (10 uM) y flavopiridol (1
ewww— GAPDH
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Para corroborar el avance del ciclo celular, ademas de atravesar el checkpomt de
entrada en fase S, utilizamos el ensayo de determinacion de la bromo d-uridina (BrdU),
que mide la incorporaciéon del andlogo de uridina al ADN y se utiliza para marcar células
proliferativas, o en este caso, células que estin atravesando la fase S o de sintesis. Como
podemos observar en la figura 9, se produce una acumulacion de BrdU significativa entre
las 4 y 8 horas post-estimulacion. Este resultado es compatible con una continuidad de la

fase S en aquellas neuronas que habian sido encaminadas a realizar un ciclo celular.

BrdU incorporation Figura 9. Las neuronas estimuladas con

-O- None
15 1 -o Glutamate *

* normal desarrollo del ciclo celular.

glutamato alcanzan la fase S, continuando el

Determinacion de la incorporacion de BrdU,

-
o

N método que mide de manera acumulativa el
porcentaje de células que se encuentran en

fase S, a diferentes tiempos de post-

Percentage (%)
()

estimulacion con glutamato (100 uM, 5 min).

Los datos son expresados como la media

£S.E.M, * p<0,05 vs control (test t-Student;

6 AII é 1I2 1I6 2I0 n=3 experimentos independientes).
Time (hours)

Para darle mayor validez a estos resultados desde otro enfoque, también quisimos
comprobar que las neuronas se encontraban en la fase proliferativa mediante
iImunocitoquimica con los marcadores de células proliferativas PCNA y Ki67. Como
comprobamos en la Figura 10, tras el estimulo excitotéxico se produce un aumento en

los niveles de ambos marcadores confirmando el avance del ciclo celular en las neuronas.

None Glutamate

Figura 10. Las neuronas desarrollan

un ciclo celular tras la estimulacién PCNA
con glutamato. Inmunocitoquimica de

PCNA y Ki67 en neuronas tratadas o

no (control) con glutamato (100 uM, 5

min) con un tiempo de post-
estimulacion de 12-14 horas. La barra Ki67
de escala corresponde a 10 um.
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A la vista de los resultados anteriores, las neuronas que entraron en ciclo habian
alcanzado la fase S y avanzaban con normalidad hacia la fase G2, llegando asi al siguiente
checkpoint G2/M que determina la entrada en mitosis y que se encuentra regulado por el
complejo Cdkl-cichina B1. Por los resultados previos de nuestro laboratorio, conociamos
que en este punto tenia lugar la acumulacion de la ciclina B1 tras un estimulo excitotoxico
[Maestre, 2008], pero quisimos igualmente confirmarlo para valorar la correcta utilizacion
del modelo. Como se refleja en la Figura 11, observamos un aumento en la expresion de
cichina B1 a partir de las 8 horas que se hace mas evidente a las 20 horas, aunque no tanto

en los niveles de expresion proteica de Cdkl.

vy  Clutamate
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Figura 11. La estimulacién con glatamato provoca una aumento en los niveles de la proteina ciclina B1.
Andlisis de transferencia tipo western de las proteinas del complejo Cdkl/ciclina B1, responsables de la
regulacion del checkpoint G2/M a los tiempos de post-estimulacion con glutamato (100 uM, 5 min)

descritos anteriormente.

2. La mactivacién del complejo APC/C-Cdhl es el responsable de la
acumulacién de ciclina B1 en las neuronas corticales en cultivo primario

A continuaciéon y segun los resultados previamente descritos en el apartado
anterior, lo primero que quisimos identificar era la causa del aumento en los niveles de
expresion de ciclina Bl observados en las neuronas tras el estimulo excitotoxico. Para
ello, como podemos ver en la Figura 12, realizamos una PCR semicuantitativa para
comprobar que los niveles de ARNm permanecian malterados tras los mismos tiempos
de post-estimulacion con glutamato. Ademas, se trataron las neuronas con cicloheximida
y actinomicina D (inhibidor de la sintesis proteica y de la transcripcion respectivamente)
tras un tiempo de post-estimulaciéon con glutamato de 20 horas, momento en el que la
expresion proteica de la cichna Bl era maxima, para confirmar que la acumulaciéon de

cichma B1 no era debida a ninguna modificacion postranscripcional, ni de sintesis, ni
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afectaba a los niveles de ARNm de la proteina. Estos resultados nos indican que la

estabilizacion de ciclina B1 es consecuencia de un mecanismo post-traduccional.

Glutamate - = - + + + Glu
bp 0O 1 4 8v20‘ hours MA - # - - + - AD
E 2 . (kDa) - - + - - + CHX
CYC|In B1 55 -« - *.I CyChn B1

T oAPOH

200
100~

Figura 12. La acumulacién de ciclina B1 no responde a variaciones en los niveles de ARNm de la proteina
ni a modificaciones post-traduccionales ni post-transcripcionales. (A) La expresion del ARNm de ciclina Bl
frente a un control de carga (GAPDH) a diferentes tiempos de post-estimulacion con glutamato (100 uM, 5
min) fue analizada en un gel de agarosa al 3% tras la realizacion de la RT-PCR. (B) Analisis proteico por
transferencia tipo western de ciclina Bl en neuronas tratadas con Actinomicina D (100 pM) o

Cicloheximida (50 pM) a 20 horas post-estimulacion con glutamato (100 uM, 5 min).

A la vista de estos resultados, y en base a resultados previamente obtenidos en
nuestro grupo y descritos en la presente memoria, decidimos corroborar que el
responsable directo de la acumulaciéon de ciclina Bl era tnicamente el complejo APC/C-
Cdhl. Para ello, en primer lugar utilizamos el inhibidor de APC/C, proTAME, que
previene la actividad de APC/C tanto por c¢dc20 como por Cdhl; y asi, comprobar si este
mhibidor era capaz de reproducir la acumulacion de ciclina B1 observada en el modelo
de excitotoxicidad descrito. Como podemos ver en la Figura 13, Gnicamente la inhibicion

de APC/C es necesaria para mimetizar el efecto del modelo excitotoxico.

MW - - + + Glu
(kDa) - + - + ProTAME

55 -« s s s Cyclin B1

37 - |ammem—— CAPDH

Figura 13. La inhibicion del APC/C mimetiza el efecto del modelo de excitotoxicidad con glutamato.

Analisis proteico por transferencia tipo western de ciclina Bl en neuronas, en presencia o ausencia del
inhibidor de APC/C proTAME (10 uM), a las 20 horas de post-estimulacion con glutamato (100 uM, 5

min).
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Por otra parte, de acuerdo al hecho de que la inactivacién del complejo APC/C-
Cdhl en el modelo excitotoxico requiere Cdk) [Maestre, 2008], decidimos silenciar con
la técnica de ARN de interferencia dicha proteina. Asi, comprobamos que el

silenciamiento génico de Cdkd previno la acumulacion de cichna Bl como podemos

observar en la Figura 14.
-+ + Glu
MW + + - siControl
(kDa) - - + siCdk5

55 - .‘ ~ = Cyclin B1

35 P—-—- Cdk5

37 -|——— GAPDH

Figura 14. El silenciamiento de Cdk5 impide la acumulacién de ciclina Bl. Andlisis proteico por
transferencia tipo western de ciclina B1 y Cdk$ en neuronas transfectadas a los 4 DIV con siRNA de Cdks
(100 nM) y de luciferasa (Control; 100 nM) y tratadas o no (control) con glutamato (100 uM, 5 min) con un

tiempo de post-estimulacion de 20 horas.

Todos estos resultados en conjunto confirman nuestra teorfa inicial, ya recogida
por Maestre [Maestre, 2008] de que tras un estimulo excitotoxico, se activa Cdkd y se
produce la inhibicion del complejo APC/C, provocando la acumulaciéon de ciclina B1 sin
que exista ningun otro mecanismo subyacente. A continuacion, quisimos valorar si a
pesar de esta acumulacion aberrante el complejo ciclina B1/Cdkl1 era funcional, por lo
que nos propusimos determinar la actividad de la quinasa. Como se observa en la Figura
15, la actividad Cdk1 aumenta a las 8 horas y permanece elevada hasta las 20 horas post-
estimulacion con glutamato. Ademas, esta situacion se revierte con el silenciamiento de

Cdkd, confirmando asi de nuevo su relevancia en este proceso.
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Figura 15. El complejo ciclina B1/Cdkl es funcional pese a la acumulacién aberrante de ciclina B1.
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Determinacion de la actividad quinasa de Cdkl, medida en su capacidad de fosforilaciéon de la histona H1

a diferentes tiempos de post-estimulacion con glutamato (100 uM, 5 min). Los siRNA de Cdk) y luciferasa

se utilizaron a una concentracion de 100 nM y se transfectaron al 4 DIV.

Nuestro siguiente paso fue evaluar si el complejo ciclina B1/Cdkl era el

responsable de la muerte neuronal por apoptosis que seguia al estimulo excitotoxico.

Para ello, utihzamos un small hairpin RNA (shCyclinB1) previamente probado en

nuestro laboratorio [Almeida, 2005] o el inhibidor de quinasas denominado roscovitina.

Como vemos en la Figura 16, ambos tratamientos atenuaron significativamente la muerte

neuronal provocada por la estimulacion con glutamato.
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Figura 16. La apoptosis provocada por la
estimulacion con glutamato se previene
inhibiendo Cdkl o silenciando ciclina B1.
Las neuronas se transfectaron con un shRNA
contra la luciferasa (Control) o la CiclinaB1 al
4 DIV y durante 2 dias. Posteriormente, se
estimularon con glutamato (100 uM, 5 min) o
no (Control) y se recogieron a diferentes

tiempos anadiéndose

post-estimulacion,
roscovitina (10 uM) a las que fuera necesario.
Los datos son expresados como la media
+S.EM, * p<0,05 vs control; # p<0,05 vs
glutamato (test t-Student; n=4 experimentos

independientes).



A continuaciéon, ademads de utilizar un modelo endégeno de acumulaciéon de
cichna Bl como es la excitotoxicidad por glutamato, decidimos evaluar también la
apoptosis de manera exdgena sobreexpresando la cichina B1. Como observamos en la
Figura 17, se produce igualmente un aumento de la apoptosis de manera tiempo-

dependiente que alcanza valores significativos a partir de las 18 horas post-transfeccion.

Apoptosis Figura 17. Determinacién de la apoptosis
45 in GFP* neurons utilizando un modelo exdgeno de acumulacion
* de ciclina Bl. Las neuronas se transfectaron
3\0_/ con 0,8 ug/l()(icélulas del plismido pIRES2-
g 301 * EGFP vacio (Control), o con el cDNA de la
~ ciclina Bl humana (Cyclin Bl) a diferentes
+
‘>: tiempos entre 6 y 24 horas. Al contener ambos
5 151 plasmidos la GFP, se puede hacer un
=
c seguimiento especifico por citometria de las
< -o- Control ‘
- Cyclin B1 células transfectadas. Los datos son expresados
0 _(') é 1'2 1'8 2'4 como la media +S.E.M, * p<0,05 vs control
Time (hours) (test t-Student; n=4 experimentos

idependientes).

Seguidamente, ademdas de determinar la apoptosis por citometria de flujo
mediante la tincién con Annexina V'y 7-AAD, decidimos aprovechar el marcaje con GFP
que nos daba la expresion exogena de ciclina B1 para evaluar el porcentaje de neuronas
GFP respecto al total. Ademas, la fluorescencia de la GFP nos permitié6 observar la
conformacion de las neuronas mediante un microscopio de epifluorescencia. Como
vemos en la Figura 18, se produce una pérdida de neuronas GFP a partir de las 18

horas, compatible con los datos que nos arrojaba el ensayo de apoptosis. En la
epifluorescencia, tras 24 horas de sobreexpresion se puede advertir una rotura en los
axones caracteristica de células apoptoticas en aquellas neuronas transfectadas con ciclina

B1, pero no asi en los controles.
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Figura 18. La sobreexpresion de ciclina Bl provoca un aumento en la apoptosis neuronal, significativo a
partir de las 18 horas. (A) La tasa de transfeccion de neuronas GFP , expresado como porcentaje, se

determiné por citometria de flujo.Los datos son expresados como la media +S.E.M, * p<0,05 vs control

(test t-Student). (B) Las microfotografias de epifluorescencia tienen una barra de escala de 50 um.

A la vista de estos resultados, determinamos analizar cémo se encontraban las
caspasas que Intervenian en la apoptosis neuronal mediada por la sobreexpresion de
cichna B1. En primer lugar, se llevd a cabo un ensayo de caspasa 3 activa por citometria
de flujo para confirmar de manera definitiva la apoptosis neuronal. Ademas, en paralelo,
realizamos otro experimento que consistio en el uso de una bateria de inhibidores de
caspasas para determinar cuiles de ellas estaban mmplicadas en el proceso y poder
establecer asi la via apoptotica que se encontraba activada. Como se advierte en la Figura
19, la apoptosis mediada por ciclina B1 se previene al tratar las neuronas con el inhibidor
de Cdks roscovitina y con los mhibidores generales de caspasas (zZVAD-fmk y zDEVD-
fmk). De 1gual manera, se evita la apoptosis con el tratamiento con los inhibidores
especificos de caspasa 3 (zDQMD-fmk) y caspasa 9 (zZLEHD-fmk), pero no asi con los
mhibidores especificos de caspasa 2 (ZVDVAD) o caspasa 8 ZIETD-fmk). Todos estos
resultados en conjunto indican que el complejo Cdkl/ciclina Bl induce la apoptosis

neuronal por la via intrinseca o mitocondrial mediante la activacion de las caspasas 3y 9.
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Figura 19. La expresiéon exogena de ciclina Bl provoca el aumento de la apoptosis neuronal por la via
intrinseca. o mitocondrial. (A) Tras 24 horas post-transfeccion, la sobreexpresion de ciclina B1 provoca la
escision y activacion de la caspasa 3, como se muestra por el andlisis cuantitativo de neuronas GFP
(transfectadas) por citometria de fluyjo. (B) Las neuronas fueron transfectadas con el plismido de
sobreexpresion de ciclina Bl y tratadas con roscovitina (10 uM), el inhibidor de caspasa 9 (zZLEHD-fimk; 50
uM) o el resto de inhibidores de caspasas (100 uM). Tras 24 horas de transfeccion se realizé el ensayo de

apoptosis mediante citometria de flyjo. Los datos son expresados como la media +S.E.M, * p<0,05 vs

control; (test t-Student; n=4 experimentos independientes).

Para concluir este apartado, parecia interesante determinar si aquellas neuronas
que se encontraban en fase proliferativa, y por lo tanto acumulaban BrdU, eran las que
posteriormente sufrian la muerte celular por apoptosis y presentaban altos niveles de

caspasa 3 activa. Para ello, como observamos en la Figura 20, mediante citometria de
+
flujo pudimos determinar que practicamente el 90% de las neuronas son BrdU / caspasa
+ . ., < -
3 tras la esimulacion con glutamato. Esto confirma que aquellas neuronas a las que se

encamino a completar un ciclo celular con un estimulo excitotdoxico son las que entran en

apoptosis.
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Figura 20. La muerte por apoposis se produce
BrdU*

glutarmtetreated nearens 1001 en aquellas neuronas que entraron en ciclo
. B ] tras el estimulo excitotéxico. Las neuronas
] © 801 .
42 . o fueron tratadas con glutamato (100 uM, 5 min)
=] Mo . ) .
9 %&\/ 60 con un tiempo de post-estimulacion de 20
— 72}
O ] % 5 horas, y se determiné mediante citometria de
© 55 407 , g o
_ 52 flyo la acumulacién de BrdU y la activacion
0 1 2 iz ;
10 10 10 =2 201 de la caspasa 3. Los datos son expresados
Active C 3 D ' '
Clive Caspase-o- = |i|
m 1 -
A =5 0- como la media +S.E.M, * p<0,05 vs caspasa 3 ;

Active Caspase-3 - +
(test t-Student; n=3 experimentos

independientes).

3. La estimulacién de los receptores de glutamato produce la acumulacién
del complejo Cdkl/Cichna Bl en la mitocondria provocando estrés
oxidativo y deficiencia energética

Una vez observada la evidencia de que la mitocondria estaba implicada en la
muerte celular por apoptosis mediada por la acumulacion de ciclina B1, el siguiente paso
que decidimos fue mvestigar si el complejo Cdkl/ciclina Bl aparecia en este organulo.
Para ello, realizamos un estudio de fragmentacion subcelular para poder determinar
mediante transferencia tipo western el compartimento en el que se encontraban las
proteinas de nuestro mterés. Como podemos comprobar en la Figura 21, se produce una
acumulacion tanto de ciclina Bl endogena como de Cdkl en la fraccién mitocondrial

purificada a partir de neuronas tras un estimulo excitotoxico.

Figura 21. Las proteinas del complejo

Neurons Cdkl/ciclina Bl se acumulan en la

MW Nuclei Mito Cyto mitocondria tras un estimulo excitotéxico.
(kDa) + - + - + - Glu Andlisis proteico por transferencia tipo
55 |« G oo CYC“n Bq  Wwestern de las proteinas del complejo

L Cdkl/ciclina Bl, a 20 horas de post-

34 - - - - Cdk1 estimulacion con glutamato (100 uM, 5

30 . VDAC min) en los distintos extractos de los

compartimentos celulares: nicleo (nuclei),

67 -; Lamin B mitocondria (mito) y citosol (cyto). Se

utilizo VDAC como marcador de carga
37 - - - -.| GAPDH mitocondrial, Lamin B como marcador

de carga nuclear vy GAPDH como

marcador de carga citosolica.
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Seguidamente, quisimos corroborar este hecho utilizando la linea celular HEK-
293T, para comprobar el resultado de la acumulaciéon si el aumento en los niveles de
cichna Bl se producia de forma exogena con la transfeccion de un plismido que
codificara la ciclina B1 humana. Como se refleja en la Figura 22, obtuvimos una situacion
aniloga en la que tanto la ciclina B1 como Cdkl se acumulaban en el extracto

mitocondrial purificado.

HEK293T cells
Mmw Nuclei Mito Cyto

(kba) + - + - + - CyclinB1
o5 - PR — Cyclin B1
34 - & o 8m @ Cdk1
32- - - VDAC
67 -|w—- - - Lamin B
37 - e s W W GAPDH

Figura 22. Las proteinas del complejo Cdkl/ciclina Bl se acumulan en la mitocondria tras la

sobreexpresién de ciclina B1. Andlisis proteico por transferencia tipo western de las proteinas del complejo
Cdkl/ciclina B1, en células transfectadas durante 24 horas con 0,8 ug/ 10°células del plasmido pIRES2-

EGFP vacio (Control), o con el cDNA de la cichna Bl humana (Cyclin B1). Se analizaron los mismos

extractos y se utilizaron los mismos marcadores que en la Figura 21.

Con el fin de corroborar la aparicion de la cichina Bl en la mitocondria,
decidimos utilizar un microscopio de fluorescencia tipo confocal para observar su
localizacion. Las neuronas fueron cotransfectadas con mitoRed, un plasmido que marca
con la proteina roja fluorescente tnicamente la mitocondria, y con una construccion
plasmidica que codificaba la ciclina B1 fusionada a la GFP, o el plasmido GFP vacio en el
caso de los controles. Como se puede observar en las microfotografias de confocal de la
Figura 23, la fluorescencia aportada por el mitoRed colocaliza con aquella emitida por la
GFP en las neuronas transfectadas con la construcciéon que la contiene fusionada a la
cichma B1; pero no asi en las neuronas transfectadas con el plismido de GFP vacio

(controles).

105



Control neurons

MitoRed Figura 23. La ciclina Bl se
localiza en la mitocondria tras
un estimulo excitotéxico. Las

neuronas se cotransfectaron
con 0,8 pug/ 10°células ~ del
plasmido pcDNAS-GFP
(Control neurons) o pcDNAS3-
ciclina B1-GFP (GFP fusionada

a la ciclina; Cyclin B1 neurons)
CyC|in B1 neurons y 0,8 ug/ 10°células del plasmido
MitoRed marcador mitocondrial
pMitoDsRed2 (MitoRed)
durante 12-14 horas. Se utilizé
Map2 como marcador
neuronal (violeta), y la barra de

escala corresponde a 50 pm.

En este escenario, comprobamos que la acumulacion de ciclina B1, tanto con la
estimulacién por glutamato como con la sobreexpresion exdgena de la proteina, ocurre
principalmente en la mitocondria. Estos resultados junto con la revision bibliografica
realizada referente al hecho de que el estimulo excitotoxico mediado por glutamato
mcrementa la produccién de anmion superdxido (Og) mitocondrial y las despolarizacion
de la membrana interna mitocondrial, hizo que nos propusiéramos mvestigar la
mmplicacion que podria tener la cichna Bl en estos procesos. Para ello, utilizamos el
analisis de produccion de especies reactivas de oxigeno que utiliza la sonda Mitosox y
mediante citometria de flyo. Como se observa en la Figura 24, el anion superoxido
mitocondrial se incrementa de manera tiempo-dependiente a partir de las 4 horas post-
estimulacion. Este efecto se previno en gran medida con el silenciamento con el shCiclina
B1 y con el inhibidor de Cdks roscovitina, lo que la implicacién directa de la ciclina B1
en la produccion de anion superoxido mediada por la estimulacion con glutamato,

aunque no parece ser la anica via.
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Figura 24. La produccién de anmién superoxido mitocondrial mediada por la estimulacién con glutamato es
fundamentalmente consecuencia de la acumulacién de ciclina Bl en la mitocondria. Las neuronas, a los 4
DIV se transfectaron con el shRNA de luciferasa (Control) o de ciclina B1 (shCyclin B1) durante 2 dias.
Seguidamente, las neuronas se estimularon con glutamato (100 uM, 5 min) y se incubaron a distintos
tiempos de 4, 8, 12 y 20 horas. Se le anadio roscovitina (10 uM) a la condicion indicada. Los datos son
expresados como la media +S.E.M, * p<0,05 vs control; # p<0,05 vs glutamato (test t-Student; n=4

experimentos independientes).

Como se apunté anteriormente, y con objeto de aclarar si la acumulacion de
cichna Bl influye en la funciéon mitocondrial, analizamos el potencial de membrana
mitocondrial mediante citometria de flujo. Como podemos ver en la Figura 25, tras
estimulo excitotoxico se produce una despolarizacion de la membrana interna
mitocondrial tiempo-dependiente que se previene con la transfeccion del shRNA de
cichina B1, y con el tratamiento con roscovitina, al igual que ocurria con la producciéon de
radicales libres de oxigeno de la Figura 24. Estos resultados indicaban que el complejo
Cdk1-cichna B1 estaba participando directamente en la despolarizacion de la membrana
causada por la estimulacion con glutamato. Ademas, resulté muy interesante que tras
incubar a las neuronas con glutatién etil-éster (GSH-EE), un scavenger de radicales libres,
practicamente se abolio en su totalidad el efecto del estimulo excitotoxico, sugiriendo que
el incremento en la produccion de radicales libres de oxigeno precede a la

despolarizacion de la membrana mitocondrial.
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De igual manera, quisimos realizar estos mismos experimentos utilizando una
acumulacion de ciclina B1 exdgena por sobreexpresion, en lugar de la enddgena reflejada
en las anteriores figuras que ocurria tras la estimulacién con glutamato. Como se aprecia
en la Figura 26, se mimetiza el efecto observado, con un incremento en la produccion de
anién superoxido tiempo-dependiente y una despolarizacion de la membrana. Ambos

efectos fueron revertidos completamente con los tratamientos de roscovitina y glutation

etil-éster.

detection in GFP* neurons

30 -

N
o
1

N
o
1

Fluorescence (a.u.)

T T T T

4 8 12 16 20
Time (hours)

Mitochondrial O,"

*
*
*
*
#
#
-0- Control
-0-Cyclin B1

-# Rosc+Cyclin B1

Figura 18. La produccién de anién superéxido mitocondrial y la despolarizacion de la membrana mediada
por sobreexpresién de ciclina Bl mimetiza a la observada por la estmulacién con glutamato. Las neuronas
se transfectaron con 0,8 ug/ 10°células del plasmido pIRES2-EGFP vacio (Control), o con el cDNA de la
ciclina B1 humana (Cyclin B1) a diferentes tiempos entre 4 y 24 horas. Se trataron con roscovitina (10 uM)
o glutation etil-éster(1 mM) a la condicién correspondiente. Los datos son expresados como la media

+S.E.M, * p<0,05 vs control; # p<0,05 vs transfeccion (test t-Student; n=4 experimentos independientes).
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Figura 25. La despolarizacién de la membrana
mitocondrial mediada por la estmulaciéon con
glutamato es fundamentalmente consecuencia de
la acumulacién de ciclina B1 en la mitocondria.
Las neuronas se transfectaron y estimularon igual
que en la Figura 24. Se trataron con roscovitina
(10 uM) o glutation etil-éster (1 mM) a la
condicion  correspondiente.  Los datos son
expresados como la media +S.E.M, * p<0,05 vs
control; # p<0,05 vs glutamato (test t-Student; n=4

experimentos independientes).
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En resumen, nuestro estudio realizado a diferentes tiempos pone de manifiesto
que la despolarizacion de la membrana precede a la apoptosis neuronal como
consecuencia del estimulo excitotoxico. Este aspecto indica que la disfuncion
mitocondrial es la causa, y no la consecuencia, del proceso apoptotico, confirmando asi la
mmportancia del mantenimiento del potencial de membrana para la supervivencia

neuronal [White, 1996; Almeida, 2001].

A la vista de que la despolarizacion de la membrana mitocondrial estd relacionada
en la mayoria de los casos con una disminucion en la produccion de energia, decidimos
determinar la concentracién neuronal de ATP. En la Figura 27 apreciamos que existe
una disminucién en el ATP neuronal, que se previene con el tratamiento de roscovitina.
Este hecho pone de manifiesto la contribucion de la actividad Cdk en el estado
energético neuronal. Asi, podemos concluir que la activacion del complejo Cdk1-ciclina
B1 mediada por la estimulacién con glutamato induce la aparicion de estrés oxidativo,
que lleva a una disfuncion mitocondrial y a una deficiencia energética.

Neuronal ATP Figura 27. El complejo Cdkl-ciclina

concentrations o o
Bl esti implicado en la deficiencia
36 1 energética causada por la disfuncién
= mitocondrial. Las neuronas se
= *# estimularon con glutamato (100 pM, 5
% 24 1 i min) al 6 DIV y se incubaron 24 horas
Q * post-estimulacion.  Se  le  anadi6é
(@)
g roscovitina (10 uM) a la condicién
g 12 1 indicada. Los datos son expresados
c
como la media £S.E.M, * p<0,05 vs
control; # p<0,05 vs glutamato (test t-
0-'— — ) _ -
\0\ @ @ Student; n=4 experimentos
(‘\\ ¢\'b (Q(b B . .
(O NN independientes).
(O C)
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4. La activacion del complejo Cdkl/Cichna B1 mhibe la ATP sintasa
provocando dafio oxidativo al complejo I mitocondrial

Una vez puesta en escena la disfunciéon mitocondrial, nuestro siguiente paso fue
dilucidar el mecanismo molecular que tenia lugar, del que el complejo Cdkl1-ciclina Bl
era responsable. Para hacerlo, decidimos analizar en primer lugar el estado funcional de
la cadena transportadora de electrones mitocondrial en la linea celular HEK-293T,
transfectadas con un plasmido para la sobreexpresion de ciclina Bl. Como era de
esperar, los niveles de proteina de ciclina B1 aumentaban de manera tiempo-dependiente

tras la transfeccion, como vemos reflejado en la Figura 28.

MW Cyclin B1
(kDa) 0 6 12 18 24 hours

55 - W‘ Cyclin B1

37 -M GAPDH

Figura 28. La transfeccion con ciclina Bl provoca un aumento en los miveles de la proteina tiempo-

dependiente. Las células HEK-293T se transfectaron con 0,8 ug/ 10°células del plasmido pIRES2-EGFP

con el cDNA de la ciclina B1 humana (Cyclin B1). Andlisis de transferencia tipo western para determinar
los niveles de proteina ciclina Bl a diferentes tiempos 0, 6, 12, 18 y 24 horas, usando GAPDH como

control de carga.

En la Figura 29 se muestran las distintas actividades de los complejos de la cadena
transportadora mitocondrial tras la sobreexpresion de ciclina B1. En el caso del complejo
I, observamos una inhibicion de la actividad tiempo-dependiente, al igual que ocurria con
la actividad de la A'TP sintasa o complejo V. Aan asi, parecia muy interesante el hecho de
que la inhibicion de la A'TP sintasa se produjera desde las 12 horas, mientras que la del
complejo I comenzaba a apreciarse a las 18 horas. Tanto las actividades de los complejos
II-IIT como del complejo IV permanecieron malteradas, como podemos observar en la
Figura 29, en las que se determiné la actividad a un tiempo final de 24 horas. Sin
embargo, esto se produjo cuando las actividades de los otros complejos ya se encontraban

fuertemente inhibidas.
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Figura 29. La inhibicién en los complejos I y ATP sintasa de la cadena transportadora de electrones
mitocondrial frente a la sobreexpresion de ciclina B1, se produce de manera tiempo-dependiente. Las
células HEK-293T se transfectaron como en la Figura 28. Las actividades del complejo Iy ATP sintasa se
midieron mediante espectrofotometria a diferentes tiempos post-transfeccion 0, 12, 18 y 24 horas. Las
actividades de los complejos II-III y complejo IV se determinaron mediante espectrofotometria a un tinico
tiempo post-transfeccion de 24 horas. Los datos son expresados como la media £S.E.M, * p<0,05 vs

control; (test t-Student; n=4 experimentos independientes).
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La inhibiciéon observada en la actividad del complejo I que provoca la ciclina B1,
comprobamos si existia alguna descompensacion en la respiracion mitocondrial, y para
ello, decidimos observar si el consumo de oxigeno se encontraba afectado. Como se
aprecia en la Figura 30, la tasa de consumo de oxigeno presenta dos fases tras la
sobreexpresion de ciclina B1: en primer lugar aparece un incremento de consumo a las
12 horas, y posteriormente la tasa del consumo de oxigeno se encuentra disminuida a las
24 horas. Este hecho resultaba muy interesante, ya que como recordamos, a las 12 horas
cuando el consumo de oxigeno aumenta, la actividad de la ATP sintasa se encuentra
disminuida, pero no asi la actividad del complejo 1. Por lo tanto, decidimos seguir

estudiando este efecto en profundidad y desentraiar el mecanismo responsable.
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Figura 30. La tasa de consumo de oxigeno tras la transfeccién con el plismido de sobreexpresion de ciclina
B1 aumenta en primera instancia mientras la ATP sintasa se encuentra inhibida, para luego decaer. Las
células HEK-293T se transfectaron como en la Figura 28, se resuspendieron en buffer Hank’s y se midio la
tasa de consumo de oxigeno con un electrodo tipo Clark de oxigeno disuelto a diferentes tiempos de 0, 12,
18 y 24 horas. Los datos son expresados como la media £S.E.M, * p<0,05 vs control; (test t-Student; n=3

experimentos independientes).

Dado que se conoce que la inhibicion de la ATP sintasa induce una
hiperpolarizacion de la membrana interna mitocondrial de manera transitoria [Brand,
2004; Sanchez-Cenizo 2010; Formentini, 2014], quisimos comprobar cudl era la
evolucion del potencial de membrana a lo largo del tiempo de post-transfeccion con el

plasmido de sobreexpresion de ciclina B1.
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Como podemos comprobar en la Figura 31, la membrana se encontraba
hiperpolarizada a las 12 horas, seguida de una despolarizacion que se hacia evidente a las
24 horas tras la sobreexpresion de ciclina B1. Con estos datos, estibamos en condiciones
de sugerir que la cichina B1 mhibe en primera mstancia a la ATP sintasa, provocando un
aumento del consumo de oxigeno, una hiperpolarizacion de la membrana mitocondrial y
un aumento en la produccién de anién superédxido, lo cual encamina a provocar un dano
en el complejo 1. De hecho, ya otros autores han descrito como la hiperpolarizacion de la
membrana mitocondrial incrementa la produccién de anion superdxido [Brand, 2004;
Sanchez-Cenizo 2010; Formentini, 2014], asimismo nosotros ya comprobamos en
neuronas que la sobreexpresion de ciclina B1 producia una ligera hiperpolarizacion y un
aumento en la produccion de anién superoxido, aunque la primera no llegaba a ser

significativa (Figura 26).
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Figura 31. La membrana mitocondrial se hiperpolariza en un primer momento antes de despolarizarse tras
la sobreexpresién con ciclina Bl. Las células HEK-293T se transfectaron como en la Figura 28 y se
determiné el potencial de membrana mediante citometria de flujo a las 0, 12 y 24 horas post-transfeccion.
Los datos son expresados como la media £S.E.M, * p<0,05 vs control; (test t-Student; n=3 experimentos

independientes).

Para corroborar nuestra hipétesis de que la inhibicion de la ATP sintasa tiene
lugar en un primer momento y es la causante de la pérdida de actividad del complejo 1,
decidimos mimetizar los efectos de la inhibicion de la ATP sintasa farmacoldgicamente,
mediante el tratamiento de las neuronas con oligomicina, y determinamos nuevamente
los parametros medidos anteriormente. Como se aprecia en la Figura 32, el tratamiento

con oligomicina provoco una rapida hiperpolarizacion de la membrana a los 30 min,
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seguida de una despolarizacion mas tardia a las 6 horas, lo cual es totalmente compatible
con los resultados arrojados en la Figura 26 y Figura 31. Ademas, la produccion de anion
superoxido se ve mcrementada ya desde los 30 min post-tratamiento con oligomicina,

resultado también acorde con los experimentos mostrados en la Figura 26.

Por otra parte, ya que se ha descrito que la produccion de anion superoxido
mitocondrial causa principalmente dano oxidativo en el complejo 1 [Bolanos, 2009],
decidimos determinar esta posibilidad en nuestro modelo. Como podemos observar en
la Figura 32, tras 2 horas post-estimulacion con oligomicina la actividad del complejo 1
permanece nalterada, pero ya se encuentra inhibida a las 6 horas coincidiendo con los

resultados obtenidos de despolarizacion de la membrana mitocondrial.
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Figura 32. El tratamiento con el inhibidor de la ATP sintasa oligomicina mimetiza los efectos que 11
complejo Cdkl1-ciclina Bl provoca en el potencial de membrana, la produccién de ani6n superéxido y la
actividad del complejo 1. Las neuronas se trataron con oligomicina (6 uM) a los 6 DIV durante unos
tiempos de 0,5, 2 v 6 horas. Tanto la determinacion del potencial de membrana como la producciéon de
anion superoxido se realizaron mediante citometria de flujo, mientras que la determinacién de la actividad
del complejo I se realizé mediante espectrofotometria. Los datos son expresados como la media +S.E.M, *

p<0,05 vs control; (test t-Student; n=3 experimentos independientes).

Dado que estos datos sugieren que la actividad del complejo Cdkl-ciclina B1
provoca un daino oxidativo al complejo I, quisimos estudiar mds acerca de este hecho.

Para ello, utilizamos una técnica de analisis de transferencia de tipo western en
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condiciones nativas que puso de manifiesto la oxidacion, a partir de subunidades del

complejo I aisladas y marcadas con biotina-NEM.

Como observamos en la Figara 33, la acumulacion de cichna Bl produce un
aumento de la oxidacion de distintas subunidades del complejo 1, siendo la mas evidente
la NDUFS1 que utilizamos como control de carga y que es una de las subunidades
esenciales del complejo I para que este desarrolle su actividad. Esta oxidaciéon se previene
bajo tratamiento con GSH-EE y roscovitina. Igualmente, apreciamos como el simple
tratamiento con oligomicina mimetiza el efecto de la ciclina B1 provocando la oxidacion

en dicha subunidad.
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Figura 33. El complejo Cdkl1-ciclina B1 provoca la oxidaciéon de una subunidad esencial para el desarrollo
de la actividad del complejo 1. Las células HEK-293T se transfectaron con 0,8 ug/ 10°células del plasmido

pIRES2-EGFP con el cDNA de la ciclina Bl humana (Cyclin B1) con la presencia o no segun el caso, de

roscovitina (10 uM), GSH-EE (1 mM) u oligomicina (6 uM) durante 24 horas.

A la luz de estos resultados, nuestro siguiente objetivo fue dilucidar la implicacion
del complejo Cdkl-ciclina B1 en el proceso. Asi, determinamos las actividades del
complejo Iy de la ATP sintasa de la cadena transportadora mitocondrial. Como vemos
en la Figura 34, la inhibicién causada por ciclina Bl en el complejo I es revertida por los
tratamientos con roscovitina y GSH-EE, lo que sugiere poderosamente un dano oxidativo

del complejo I producido por el complejo Cdkl-cichna B1. Sin embargo, la actividad de
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la ATP sintasa mhibida por la acumulacion de ciclina Bl es restablecida bajo el
tratamiento con roscovitina, pero no asi con el GSH-EE, sugiriendo que la implicacién
del complejo Cdkl1-ciclina B1 con la mnhibicion de la ATP sintasa no sigue mecanismos

oxidativos en contraposicion a lo que ocurria con el complejo 1.
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Figura 34. La actividad del complejo Cdk1-ciclina Blinhibe la actividad del complejo I por un mecanismo
de oxidacién, pero no asi la inhibicién de la actividad de la ATP sintasa. Las células HEK-293T se
transfectaron como en la Figura 25. Las actividades del complejo I y ATP sintasa se midieron mediante
espectrofotometria a las 24 horas post-transfeccion. Los datos son expresados como la media +S.E.M, *

p<0,05 vs control; # p<0,05 vs ciclina B1 (test t-Student; n=4 experimentos independientes).

Revisando en conjunto todos los resultados del presente apartado, la correlacion
de eventos relacionados con la activacion del complejo Cdk1-ciclina B1 que sugerimos, es
en primer lugar una mhibicion de la ATP sintasa, que conduce a un elevado consumo de
oxigeno e hiperpolarizacion de la membrana mitocondrial, lo cual estimula la produccion
de anién superoxido. Este aumento de radicales libres provoca la oxidacion de una
subunidad esencial del complejo I, se produce una disminucion de su actividad y provoca

la disminucion tardia que observibamos en el consumo de oxigeno.
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5. La esimulacién de los receptores de glutamato provoca que el complejo
Cdk1/Ciclina B1 fosforile Bcl-xL,, provocando su disociaciéon de la ATP
simtasa y causando su inhibicién y la del complejo 1

Acorde con la bibliografia reciente, la actividad enzimatica de la ATP sintasa
puede ser activada en neuronas mediante la interaccion directa entre su subunidad By la
proteina antiapoptotica Bel-xL [Alavian, 2011]. Por otra parte, en células tumorales el
complejo Cdkl-cichina Bl esta descrito que fosforila e mactiva algunos miembros de la
familia de proteinas Bcl-2 [Harley, 2010; Terrano, 2010; Sakurikar, 2012]. Por lo tanto,
nuestra hipétesis se encaminaba a que la inhibicion de la ATP sintasa tras la estimulacion
con glutamato era consecuencia del complejo Cdkl/ciclina B1, pero relacionada con la
mteraccion entre BelxL y la subunidad B de la ATP sintasa. Por lo tanto, quisimos
dilucidar a continuacion el mecanismo por el cual el complejo Cdkl-ciclina B1 inhibia a

la ATP sintasa.

Para comprobarlo, como primer acercamiento decicimos utilizar la microscopia
confocal, para intentar observar la posible existencia de entre cichna Bl y Bel-xL.. Como
se aprecia en las microfotografias de la Figura 85, la acumulacion endodgena de ciclina Bl
provocada por un estimulo excitotoxico hace que la proteina ciclina B1 co-localice con la
proteina antiapoptotica Bel-xL en neuronas. Ademas, confirmamos que en neuronas no
tratadas con glutamato, la ciclina Bl esti ausente, de acuerdo con el western que se

mostré en la Figura 11.
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Figura 35. La ciclina Bl co-localiza con BclxL en neuronas tras la estimulacién con glutamato.

Inmunocitoquimica de ciclina B1 y Bel-xLL en neuronas tratadas o no (control) con glutamato (100 uM, 5

min) con un tiempo de post-estimulacion de 12-14 horas. La barra de escala corresponde a 10 pm.

Para confirmar la co-localizacion de ciclina Bl y Bclxl,, realizamos co-
transfeccion de Bcel-xL por un lado, y una construccion plasmidica con GFP en el caso de
los controles, o GFP fusionada a la ciclina Bl para la condicion Cyclin Bl. Como
comprobamos en las microfotografias de la Figura 36, mientras que GFP presenta una
distribucion subcelular dispersa, la ciclina B1 aparece fusionada a la GFP co-localizando

con Bcl-xL..
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GFP-Bcl-xL-cotransfected neurons

Cyclin B1-GFP-Bcl-xL-cotransfected neurons

Figura 36. La ciclina B1 co-localiza con BclxL. en neuronas, también tras una acumulacién exdgena de

ciclina B1 por transfeccién. Las neuronas se co-transfectaron con 0,8 g/ 10°células del plasmido pcDNAS-

GFP (Control) o pcDNA3-ciclina B1-GFP (GFP fusionada a la ciclina; Cyclin B1) y 0,8 ug/ 10°células del

plasmido p8-Bcl-xL. durante 12-14 horas. Se utilizo Map2 como marcador neuronal (violeta), y la barra de

escala corresponde a 50 um.

Una vez confirmada mediante microscopia confocal la co-localizaciéon entre
cichna Bl y BclxL,, pensamos en corroborar este hecho utilizando la técnica de co-
imunoprecipitacion. Este experimento se realizé en neuronas estimuladas con glutamato
y por lo tanto, neuronas a las que se les provocdé una acumulacion de ciclina Bl
endogena. Ademas, el experimento se realizo también en células de la linea HEK-293T
que fueron transfectadas, creando una acumulacion de ciclina Bl artificial. Como
observamos en la Figura 37, existe una co-inmunoprecipitacion de ciclina Bl y Bel-xL.
Ademais, la roscovitina, que esta descrito que se une al sitio de union del ATP en el
dominio cataliico de Cdkl [De Azevedo, 1997], impide que se produzcan estas

mteracciones, sugiriendo una fosforilacion de Bel-xL por parte del complejo Cdk1-ciclina

BI.
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Figura 37. La ciclina B1 co-mmunoprecipita con BclxL tras una acumulacién exé6gena por transfeccién en

la linea celular HEK-293T y tras un estimulo excitot6xico en neuronas. Las células HEK-293T se
transfectaron con 0,8 ug/ 10°células del plasmido pIRES2-EGFP vacio (control) o con el cDNA de la ciclina

B1 humana (Cyclin B1) con la presencia o no segun el caso, de roscovitina (10 uM). Tras 24 horas post-
transfeccion, se obtuvieron los extractos celulares y se inmunoprecipitaron con el anticuerpo anti-Bel-X, y
se analizaron mediante transferencia tipo western los niveles proteicos de ciclina B1 y BelxL. Del total del
extracto celular recogido, el 10% se cargé en un SDS-PAGE como Input. Las neuronas fueron tratadas o
no (control) con glutamato (100 uM, 5 min) con un tiempo de post-estimulaciéon de 20 horas en la
presencia o ausencia de roscovitina (10 uM), realizandose el ensayo de co-inmunoprecipitacion de igual

forma que en el caso anterior.

Para probar directamente nuestra hipotesis y por lo tanto que en nuestro modelo
se produce la fosforilacion de Bel-xL,, realizamos un ensayo de co-inmunoprecipitacion
con los modelos endogeno y exogeno de acumulacion de ciclina Bl. En este caso, se
immunoprecipitaron los extractos celulares con anti-Bcl-X y posteriormente se analizaron
por transferencia tipo western con el anticuerpo anti-fosfoserina. Como apreciamos en la
Figura 38, tanto la acumulacion de ciclina Bl endogena en neuronas como la expresion
exogena en HEK-293T fosforila a Bel-xL.. Ademads, este hecho es revertido por la adicion
de roscovitina por lo que demuestra la implicacion del complejo Cdkl-ciclina B1 en el

proceso.
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Figura 38. La ciclina B1 fosforila a Bcl-xL tras una acumulacién exégena por transfeccion en la linea celular

1X-199 -dl

X199 -dl

HEK-293T y tras un estimulo excitotéxico en neuronas. Las células HEK-293T se transfectaron y trataron
de la misma manera que en la Figura 37. Tras 24 horas post-transfeccion, se obtuvieron los extractos
celulares y se inmunoprecipitaron con el anticuerpo anti-Bcl-X, y se analizaron mediante transferencia tipo
western con anti-Bcl-X y anti-Pser. Los niveles de ciclina B1 (Input) aparecen en la Figura 87. Las neuronas
fueron tratadas de igual forma a la Figura 37 y el ensayo de co-inmunoprecipitacion de igual forma que en

el caso anterior.

Nuestro siguiente paso fue determinar si la fosforilacion que se observa en Bel-xL
era la responsable de la inhibicion de la actividad de la ATP sintasa. Aunque Bcel-xL se
encuentra en la membrana externa mitocondrial [Jonas, 2013], otros autores han descrito

también su localizacién en la membrana interna o en la matriz mitocondrial, donde
podria interaccionar con la subunidad B de la Fi-Fo-A'TP sintasa para regular la eficiencia
energética en neuronas [Alavian, 2011]. Decidimos entonces determinar la fraccion
mitocondrial en la que se producia la co-localizacion de ciclina B1, Bel-xLl y la subumidad

B de la Fi-Fo-A'TP sintasa tras un estimulo excitotoxico.

Para hacerlo, se prepararon los mitoplastos (extractos que contienen la matriz y la
membrana Interna mitocondrial) mediante la incubacion de las mitocondrias en un
medio hipoténico con sacarosa 70 mM, y se analizaron las proteinas por transferencia
tipo western. De acuerdo con la ruptura de la membrana externa mitocondrial que se
produce con esa concentracion de sacarosa, como observamos en la Figura 38, Tom20,

una proteina marcadora de membrana externa mitocondrial, se pierde. Sin embargo, la
cichna B1, BelxL y la subunidad B de la Fi-Fo-ATP sintasa permanecen en el extracto

mitoplasto, al 1igual que la proteina de matriz Hsp60 y la proteina de membrana interna

Ndufs1 (subunmidad del complejo I).
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Figura 38. Tras la ruptura de la membrana externa mitocondrial, ciclina B1, BclxL y la subunidad 8 de la

F-F-ATP sintasa permanecen en el extracto mitoplasto. Las neuronas fueron tratadas de igual forma a la
Figura 29. Las mitocondrias aisladas fueron imncubadas con un medio isoosmético (320 mM) o hipotonico
(70 mM) de sacarosa y se realizé un andlisis por transferencia tipo western de las proteinas ciclina B1, Bcl-

xL, BATPasa, Hsp60, Ndufsl y TomZ20.

Para corroborar estos resultados, en cuanto a la localizacion submitocondrial de
ciclina B1, realizamos un ensayo de proteccion a proteasas en mitocondrias aisladas a
partir de neuronas a las que previamente se les habia realizado un proceso de
excitotoxicidad con glutamato, usando tripsina para digerir las proteinas expuestas. Como

se muestra en la Figura 39, al igual que ocurre con Hsp60 y Ndufsl, pero no Tom 20, la
ciclina B1, BelxL. y la subunidad B de la Fi-Fo-ATP sintasa fueron protegidas de la

digestion por tripsina, lo que confirma que la co-localizacion de estas proteinas tiene lugar

en el compartimento mitoplasto tras un estimulo excitotéxico.

Neurons
Glutamate

(kDa) 0 25 50 pg/mL Trypsin
55 - == = Cyclin B1

30 -Jih e ] Bel-xL
50 - BATPase
60 -Ja e Hsp60
75 -/ e =] Ndusf1
20 jww  |Tom20

Figura 39. Ciclina Bl, Bcl-xL y la subunidad B de la F-F-ATP sintasa co-localizan en el extracto

mitoplasto. Las neuronas fueron tratadas de igual forma a la Figura 37. Las mitocondrias aisladas fueron
incubadas con un medio mitocondrial en presencia o ausencia de tripsina de soja (25 o 50 pg/mL) y se

realiz6 un andlisis por transferencia tipo western de las mismas proteinas que en la Figura 38.
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Una vez demostrada la co-localizacion e mteraccion de cichna Bl y Bel-xL,
decidimos estudiar la interaccion entre Bel-xL. y la subunidad B de la Fi-Fo-A'TP sintasa

tras un estimulo excitotéxico. Como se muestra en la Figura 40, tanto la expresion
exogena de cichna Bl en HEK-293T como la acumulaciéon endogena que tiene lugar tras

la estimulaciéon con glutamato provoca una ruptura en la interaccién existente entre Bcl-
xLL v la subumidad B de la Fi-Fo-ATP sintasa. Esta disociacion fue bloqueada por el

tratamiento con roscovitina, por lo que estos datos en conjunto confirman que la

activacién del complejo Cdkl1-ciclina B1 tras un estrés excitotéxico, fosforila a la proteina

BelxL y provoca su disociacion de la subunidad B de la Fi-Fo-ATP sintasa.

HEK293T cells Neurons
Input IP: Bel-xL Input IP: Bel-xL
MW - + + - + +Cyclin B1 MW - + + - + + Glutamate
(kba) - - + - - +Rosc (kDa) - - + - - +Rosc

50 - e | | o wm|0ATPase oo [l L SR Ul Cycin B1
30 | = | PP Bc XL 30 - K“ Bcl-xL
55 - -E Cyclin B1

Figura 40. El complejo Cdkl1-ciclina B1 provoca la disociacién de Bcl-xL y la subunidad B de la F-F-ATP
sintasa tras una expresion exogena de ciclina B1 o la acumulacion exégena tras estimulacién con glutamato.
Las células HEK-293T se transfectaron € inmunoprecipitaron igual que en la Figura 37. En los extractos se
analizaron mediante transferencia tipo western los niveles proteicos de la subunidad B de la Fi-F.-ATP
sintasa (BATPasa) y BelxL. Del total del extracto celular recogido, el 10% se cargdé en un SDS-PAGE
como Input. Las neuronas fueron tratadas de la misma forma que en la Figura 37, realizindose el ensayo

de co-inmunoprecipitacién de igual forma que en el caso anterior.

Para dilucidar s1 dicho mecanismo implica alguna consecuencia funcional en la
actividad de la ATP sintasa, disenamos una mutagénesis dirigida para generar mutantes
de BclxL. respecto a la fosforilacion de Cdkl [Abbott, 1986], un fosfomimético [Bcl-
xL(D), en el que cambiamos la Ser62 por un aspartato] y un fosfodefectivo [Bcl-xL (A),
en el que la Ser62 se ha cambiado por una alaninal, basindonos en que la Ser62 en Bcl-

xL es el sitio de fosforilacion de alta afinidad para Cdkl1 [Terrano, 2010].

Nuestro primer paso tras realizar la mutagénesis dirigida fue confirmar que la

forma fosfodefectiva , Bel-xL. (A), no se fosforilaba por el complejo Cdk1-ciclina B1. Para
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ello, como se muestra en la Figura 41, se co-transfectaron células HEK-293T con el
plasmido de sobreexpresion de ciclina B1 y nuestras formas mutantes de Bel-xL [Bel-xLL

(A) y BclxLL (D)] y se observé que funcionaron segtn lo esperado.

HEK293T cells "~ HEK293T cells
- + +Cyclin B1 - + + Cyclin B1

MW - 4+ - BclxL(A) MW + - +BclxL
(kDa) - -+ Bcl-xL(D) (kDa) - + -BclxL(A) _
=
55 -|= sl Cyclin B1 30 -] BolxL |
30 - [ &= & GAPDH 55 -[ s Cyciin B1| 5
o
30 - M-t |2

Figura 41. El complejo Cdk1- ciclina B1 no fosforila a la forma mutante fosfodefectiva de BclxL. Las

células HEK-293T se co-transfectaron con 0,8 pg/ 10°células del plaismido pIRES2-EGFP vacio (control) o

con el cDNA de la ciclina B1 humana (Cyclin B1) y por otra parte con 0,8 ug/ 10" células del plasmido p8

vacio (control) o con el ¢cDNA de BclxLL o los mutantes de Ser 62 fosfodefectivo Bcl-xIL(A) o
fosfomimético Bel-xL (D). Tras 24 horas post-transfeccion, se obtuvieron los extractos celulares y se
mmunoprecipitaron con el anticuerpo anti-Bcl-X, v se analizaron mediante transferencia tipo western los
niveles proteicos de Pser y Bel-xL.. Del total del extracto celular recogido, el 10% se cargd en un SDS-

PAGE como Input.

A continuacion, decidimos estudiar con estas nuevas herramientas como influye la
fosforilacion de Bel-xLi en su interaccion con la subunidad B de la Fi-Fo-A'TP sintasa, algo
que ya habiamos miciado con los resultados de la Figura 40. Como se refleja en la Figura
42, la subunidad B de la Fi-Fo-ATP sintasa interacciona con la forma fosfodefectiva de
Bcl-xL,, pero no asi con el fosfomimético. Ademds, en neuronas observamos como la
expresion de la forma fosfodefectiva restaura la interaccion entre Bel-xL. y la subunidad 3
de la Fi-Fo-ATP sintasa tras un estimulo excitotoxico, lo que no ocurre con la expresion

del fosfomimético. Estos resultados demuestran que la fosforilacion de la ser62 de Bel-xLL

inducida por la estimulacion con glutamato, desacopla la interaccion existente entre ésta y
la subunidad B de la Fi-Fo-ATP sintasa, explicando por tanto el mecanismo que sigue la

anteriormente expuesta inhibicion, de la ATP sintasa [Alavian, 2011].
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Figura 42. La fosforilacién de BclxL mediada por ciclina Bl provoca la ruptura en la interacciin entre la
subunidad B de la F-F-ATP sintasa y BclxL. Las células HEK-293T se transfectaron e

inmunoprecipitaron al igual que en la Figura 41, y se analizaron mediante transferencia tipo western los

niveles proteicos de BATPasa y Bel-xL.. Las neuronas, fueron tratadas o no (control) con glutamato (100
uM, 5 min) y transfectadas con 0,8 pg/ 10°células del plasmido p8 vacio (control) o con el cDNA de los
mutantes de BelxL. fosfodefectivo BelxI(A) o fosfomimético BelxL. (D), con un tiempo de post-
estimulacion de 20 horas. El ensayo de inmunoprecipitacion  se realizdé con el anticuerpo BATPasa y se
analizaron mediante transferencia tipo western los niveles proteicos de BATPasa y Bel-xL.. En ambos casos,

del total de extracto celular recogido, el 10% se carg6 en un SDS-PAGE como Input.

Para corroborar esta hipotesis, seguidamente pretendimos volver a determinar la
actividad de los complejos de la cadena transportadora mitocondrial para comprobar

c6mo la fosforilacion de Bel-xL afectaba a su actividad.

Como se refleja en la Figura 43, la expresion de la forma fosfodefectiva de Bel-xLL
crea un efecto dominante negativo, siendo mcapaz de inhibir la actividad de la ATP
sintasa tras la sobreexpresion con ciclina B1l. Sin embargo, la expresion de la forma
fosfomimética imita el efecto del Bel-xL enddgeno al inhibir la actividad de la ATP

sintasa. Este resultado nos indica que la fosforilacion de Bel-xL en la Ser62 mediada por
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el complejo Cdkl-ciclina B1 y que ocasiona su separacion de la subunidad B de la Fi-Fo-

ATP sintasa, es suficiente para inhibir la actividad de este complejo enzimatico.

Asi mismo, quisimos dilucidar si esta mnhibicion de la ATP sintasa afectaba de
alguna manera a la actividad del complejo I. Como vemos, la inhibicion de la actividad
del complejo I causada por ciclina Bl es anulada por la co-expresion del mutante
fosfodefectivo de Bcel-xL,, pero no asi por el fosfomimético. Por lo tanto, también
podemos concluir que la inhibicion de la ATP sintasa por medio del complejo Cdkl-

ciclina B1 es suficiente para provocar el desacoplamiento en la actividad del complejo 1.
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Figura 43. La fosforilacién de Bcl-xL. mediada por ciclina Bl provoca la ruptura en la interaccion entre la
subunidad B de la F-F.-ATP sintasa y BclxL. Las células HEK-293T se transfectaron al igual que en la
Figura 41. Las actividades del complejo I y ATP sintasa se midieron mediante espectrofotometria a las 24

horas post-transfeccion. Los datos son expresados como la media £S.E.M, * p<0,05 vs control (test t-

Student; n=4 experimentos independientes).

6. La estimulacién de los receptores de glutamato promueve la fosforilacién
de Bcl-xLL mediada por el complejo Cdkl1/Ciclina B1, lo que provoca estrés
oxidativo y disfuncién mitocondrial

Por ultimo quisimos conocer si la fosforilacion de Bcel-xL. era esencial en la
cascada de senalizacion que determina el estrés oxidativo, la despolarizacion de la

membrana mitocondrial y la apoptosis, que sigue a un estimulo excitotoxico.

126



Para ello, utilizamos los dos modelos realizamos en neuronas, de generaciéon de
una acumulacién de cichna Bl, es decr, la expresion de cichina Bl exdgena y la
acumulacion endogena que sigue a la estimulacion con glutamato. Los resultados, que se
recogen en la Figura 45, nos indican que la expresion del mutante fosfodefectivo de Bel-
xLL previene completamente el incremento en la produccion de anion superédxido, la
despolarizacion de la membrana y la muerte neuronal por apoptosis provocada por

ciclina B1. Sin embargo, la expresion del mutante fosfomimético de Bel-xL. no interviene

de ninguna manera en este fenémeno.

Por otra parte, el aumento de produccion de aniéon superoxido, la despolarizacion
de la membrana y la muerte por apoptosis mediada por la estimulacién con glutamato, se
previnieron al expresar el mutante fosfodefectivo de Bcl-xL,, pero no asi por su forma
fosfomimética. Estos resultados nos indican que la fosforilacion de Bcl-xL. en la Ser62
explica convenientemente el estrés oxidativo, la disfuncion mitocondrial y el efecto pro-

apoptotico del complejo Cdk1-cichna B1 en excitotoxicidad.

Para confirmar esta hipoétesis, proyectamos estudiar si los mutantes de Ser62
afectaban al efecto anti-apoptotico de Bel-xL.. Para ello, como se muestra en la Figura 44,
expresamos en neuronas el mutante fosfodefectivo, que previno completamente la
apoptosis neuronal inducida por el tratamiento con etopdsido. Como era de esperar, la
expresion del mutante fosfomimético no protegiéo a las neuronas de la neurotoxidad
causada por el etopoésido. Estos resultados estin en consenso con la bibliografia que
muestra como el Bel-xLL se fosforila en su Ser62, y por lo tanto pierde su funcion anti-
apoptoética, en células cancerosas en respuesta a farmacos antimitoticos [Schmitt, 2007;
Antony, 2010; Upreti, 2008].

Apoptosis

in GFP* neurons
Figura 44. La expresion del mutante fosfodefectivo de

la Ser62 de Bcl-xL. bloquea la apoptosis mediada por % i
etoposido. Las neuronas, fueron transfectadas con 0,8 CT’\E i =
ug/ 10°células del plasmido p8 vacio (control) o con el 230-

c¢DNA de los mutantes de BclxL fosfodefectivo Bcl- *E

xL(A) o fosfomimético BclxL. (D), y estimuladas '% 151

posteriormente con etoposido (10 uM) durante 24 §:

horas. Los datos son expresados como la media 04 L
+S.EM, * p<0,05 vs control (test t-Student; n=3 EBt(():E)?EI(%; N ; N 'i' : *_‘
experimentos independientes). BERXL(D) = = s = = ok
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Figura 45. La fosforilacion de Bcl-xL en la Ser62 es la responsable del aumento de produccién de anién

superéxido, la despolarizacion de la membrana y la muerte neuronal por apoptosis mediada por la

actividad del complejo Cdkl-ciclina B1. (A) Las neuronas se co-transfectaron con 0,8 ug/ 10°células del

plasmido pIRES2-EGFP vacio (control) o con el cDNA de la ciclina B1 humana (Cychn B1) y por otra

parte con 0,8 ug/ 10°células del plasmido p8 vacio (control) o con el cDNA de Bcl-xL. o los mutantes de

Ser62 fosfodefectivo BelxI.(A) o fosfomimético Bel-xL. (D). La produccion de anion superoxido, la

determinacion del potencial de membrana y la muerte neuronal por apoptosis fueron determinadas

.
mediante citometria de fluyjo en neuronas GFP . (B) Las neuronas fueron estimuladas y transfectadas como

en la Figura 42 y se hicieron las determinaciones de la misma manera que en el apartado anterior. En todos

los casos los datos son expresados como la media £S.E.M, * p<0,05 vs control; # p<0,05 vs glutamato (test

t-Student; n=3 experimentos independientes).
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DISCUSLON






1. TRAS UN ESTIMULO EXCITOTOXICO TIENE LUGAR UN
NORMAL DESARROLLO DEL CICLO CELULAR HASTA QUE SE
PRODUCE LA ESTABILIZACION DE CICLINA B1

En resultados previos de nuestro grupo, hemos mencionado cémo un estimulo
excitotoxico que produce una activacién de los receptores NMDA de glutamato provoca

la estabilizacion de la ciclina B1, siguiendo una cascada de eventos que comienzan con la
. ., , . . 2+ . .,

activacion de la calpaina mediada por un aumento en el flujo de Ca . Esta activacion

conduce a la ruptura de la proteina p35 anclada a la membrana en p25, que activa

mtensamente la actividad de la quinasa Cdk) en el nacleo [Maestre, 2008].

La activacion de Cdk) produce una hiperfosforilacion de Cdhl que conlleva su
disociaciéon del complejo APC/C y por lo tanto inhibe su capacidad para producirse una
co-activacioén [Jaquenoud, 2002; Maestre, 2008]. Al tratarse Cdhl de un regulador del
ciclo celular, nos era desconocido si la acumulacion de ciclina Bl se producia tras un
desarrollo normal del ciclo celular. Asi, nosotros ahora hemos demostrado que tras el
estimulo excitotoxico nuestros resultados son compatibles con un comienzo y evolucion
del ciclo completamente normal hasta la consecucion de la acumulacion aberrante de
cichna Bl durante la fase G2. Nos interesaba caracterizar nuestro modelo de
excitotoxicidad respecto a Cdkd, que como recordamos es la quinasa con mayor
presencia en el cerebro, y a la vista de nuestros resultados pudimos comprobar como en
ausencia de Cdk) no se producia la entrada en ciclo celular ni se fosforilaba Cdhl, por lo
que la actividad del complejo APC/C-Cdhl era restablecida y no se producia la

acumulacion de ciclina B1.

2. LA ESTABILIZACION DE CICLINA Bl TIENE LUGAR
ESPECIFICAMENTE EN LA MITOCONDRIA

Se conoce la necesidad de que la ciclina B1 se trasloque fuera del nicleo para que
en células en division tenga lugar la parada del ciclo celular en G2 [Miillers, 2014].
Intentando dilucidar que ocurria con la localizacion de la ciclina Bl tras el estimulo
excitotoxico, nuestros resultados muestran que la estabilizacion ocurre de manera
selectiva en la mitocondria. En un trabajo previo, se determiné cémo la expresion forzada
de una forma mutante de ciclina Bl que portaba una secuencia para dingirla a la

mitocondria en células en division, ejercia la coordinacion de la respiracion mitocondrial
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con la progresion del ciclo celular, especialmente referido a la transicion G2/M [Wang,
2014]. Sin embargo, la localizacion mitocondrial de la ciclina B1, como mostramos aqui,
no habia sido mostrada hasta este momento. Este resultado es interesante, dado que
aparentemente la ciclina Bl carece de una secuencia que le pueda dirigir a la
mitocondria. Ademds, las neuronas post-mitdéticas no necesitarian coordinar el
metabolismo que se describe en [Wang, 2014], ya que esto es algo caracteristico de
células proliferativas. En consecuencia de todo ello, el mecanismo por el cual la ciclina
B1 se dirige especificamente a la mitocondria y la(s) consecuencia(s) de dicha localizacion

subcelular permanecen ain desconocidas.

3. EL. COMPLEJO CDKI-CICLINA Bl FOSFORILA BCL-XL E
INHIBE LA ACTIVIDAD ATP SINTASA

En nuestros resultados mostramos que Cdk1 es responsable del reclutamiento de
la cichna B1 por parte de la mitocondria, ya que ambas proteinas co-localizan en dicho
organulo. Ademas, los resultados que muestran a Bcl-xLL fosforilado en su Ser62, son
compatibles con la formacion de un complejo Cdkl-ciclina B1 activo en la mitocondria,

va que la Ser62 es el residuo de fosforilacion de mayor afinidad para dicho complejo

[Terrano, 2010].

BcelxI. es una proteina anti-apoptética que se sabe que nteracciona con la
subunidad B de la F\F-ATP sintasa, formando un complejo estable [Alavian, 2011].
Nosotros hemos demostrado que la fosforilacion de Bel-xL. en su Ser62 es suficiente para
producir la disociacion de la subunidad B de la FF-ATP sintasa, provocando la

mhibicion de actividad enzimatica de la ATP sintasa.

4. LA INACTIVACION DE LA ACTIVIDAD ATP SINTASA
DESENCADENA LA DISFUNCION A SU VEZ EN LA ACTIVIDAD
DEL COMPLEJO 1

Se sabe que esta mhibicion de la actividad afecta al potencial de membrana
mitocondrial [Brand, 2004; Sanchez-Cenizo, 2010; Formentini, 2014]. De hecho, segun
nuestros resultados, la estimulacion con glutamato ejerce en el potencial de membrana un
efecto bifasico mediado por la ciclina B1, con una hiperpolarizacion transitoria seguida

de una despolarizacion tardia. Durante la hiperpolarizacion, se sabe que la cadena
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transportadora de electrones mitocondrial estimula la produccion de aniéon superoxido
(Os7)[Sanchez-Cenizo, 2010; Formentini, 2014], que encontramos en neuronas tras el

estimulo excitotoxico.

El complejo I de la cadena transportadora de electrones mitocondrial contiene
centros Fe-S sensibles al anion superoxido [Sazanov, 2014] y residuos especificos de
cisteina [Chouchani, 2013] esenciales para la 6ptima transferencia electronica hacia la
ubiquinona. En consecuencia, un incremento en la producciéon de anién superoxido
tanto por el complejo I como por el III de la cadena transportadora [Murphy, 2009],
causa en ambos casos un dano oxidativo retardado en el complejo I y una disfuncion en

la transferencia electrénica responsable de la inhibicién que su actividad.

5. EL COLAPSO DE LA CADENA TRANSPORTADORA
MITOCONDRIAL DESENCADENA LA MUERTE NEURONAL POR
APOPTOSIS

Este efecto tiene consecuencias funcionales para la integridad celular,
produciendo tanto la despolarizacion tardia de la membrana mitocondrial como la
drastica caida en el consumo de oxigeno. El colapso del potencial de membrana que
observamos bajo nuestras condiciones es debido a la ineficacia del complejo I a bombear
protones hacia el espacio intermembrana, y desencadena la formacion del poro de

transicion de la permeabilidad mitocondrial, que se sabe que estd formado por la
dimerizaciéon de dos subunidades B de la FF-ATP sintasa [Carraro, 2014]. Asi, la
disociacion del BelxL fosforilado de la subunidad B de la F.F-ATP sintasa que nosotros
describimos debe de ser un importante paso en este proceso que permite a las
subunidades B dimerizarse. La subsiguiente apertura del poro de transicion mitocondrial,
micia la permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial favoreciendo la
liberacién de factores pro-apoptoticos [Galluzzi, 2009; Bernardi, 2013], sensibles a la
unién de BelxL con la subunidad B de la F.F-ATP sintasa [Chen, 2011; Alavian, 2014].
Este mecanismo puede dar cuenta de los efectos perjudiciales de la acumulacion de
ciclina Bl en las zonas de neurodegeneracion de algunas enfermedades neurologicas

[Vincent, 1997; Love, 2003; Yang, 2003].
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6. POSIBLE IMPLICACION DE LA VIA CDKI1-CICLINA B1-BCL-XL
EN CANCER

Ademas, la regulacion negativa de la funcion mitocondrial sometida por la
actividad del complejo Cdkl-cichna Bl que describimos en el presente trabajo podria
tener implicaciones mas alli del tejido neural. Por ejemplo, se sabe que en células
cancerosas regulan de manera positiva el metabolismo glucolitico aerobio para favorecer
la proliferacion celular aberrante [Vander Heiden, 2009], lo que va unido a una

disminucién de la actividad del complejo APC/C-Cdhl [Almeida, 2010; Moncada, 2012].

La acumulacion aberrante de ciclina Bl en la mitocondria provoca la inhibicion
del complejo I, disminuyendo drasticamente la eficienca energética de la mitocondria, lo
que podria estimular la glicolisis en células proliferativas. La combinacion de este hecho
junto con la capacidad anormal de las células cancerosas para formar el poro de
transiciéon mitocondrial [Brenner y Grimm, 2006; Javadov, 2011] podria representar un
mecanismo ain no descrito donde el complejo Cdk1-cichna B1 favorece la progresion de

las células cancerosas.
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CONCLUSTONES






A la vista de los resultados presentados en este trabajo, se obtuvieron las siguientes

conclusiones:

Tras un estimulo excitotoxico, en las neuronas se produce una entrada en ciclo
celular que sigue un desarrollo normal y que culmina antes de la entrada en
mitosis con una acumulacién aberrante de ciclina B1, que desencadena la muerte

celular por apoptosis.

La activacion fisiologica de los receptores NMDA, asi como la sobreexpresion
artificial de ciclina B1, provoca una estabilizacion de la ciclina B1 que tiene lugar
especificamente en la mitocondria, donde se forma un complejo Cdkl1-ciclina B1

activo.

El complejo Cdkl-ciclina Bl fosforila a la proteina anti-apoptética Bel-xL,
provocando su inactivacion y disociacion de la subumidad f de la FiF-ATP

sintasa, lo que conduce a una inhibicion de la actividad de la enzima.

La pérdida de actividad de la F.F-A'TP sintasa produce una despolarizacion de la
membrana interna mitocondrial y un aumento en los niveles de O,
desencadenando el fallo del complejo I debido al incremento del estrés oxidativo.
La subsiguiente disfunciéon mitocondrial y la disociacion de BelxL. de la
subunidad B de la FIF.-ATP sintasa, favorece la apertura del poro de transicion

mitocondrial que culmina con la apoptosis.
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