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l. LA APOPTOSIS

La apoptosis o muerte celular programada (programmed cell death, PCD) fue
inicialmente descrita en 1972 por Kerr (Kerr et al, 1972), y constituye un proceso
fisiolégico que juega un papel critico en el desarrollo y mantenimiento de la
homeostasis tisular de los organismos multicelulares (Prindull, 1995). Por ejemplo,
durante el desarrollo se produce un exceso de células que la apoptosis es
responsable de eliminar para mantener constante el numero de células en cada tejido
y contribuir a estructurar los 6rganos (Meier et al, 2000). De hecho, los primeros
avances en la caracterizacion molecular del proceso de muerte apoptdtica surgieron
de los estudios genéticos en el nematodo C. elegans. La activacion y regulacion de la
apoptosis en organismos superiores depende de los correspondientes homodlogos a
los encontrados en C. elegans, pero con un grado de complejidad mayor (Liu &
Hengartner, 1999).

1. Cambios morfolégicos y moleculares caracteristicos de la
apoptosis.

Durante la apoptosis, se dan una serie de cambios en la estructura celular que
afecta dramaticamente a la morfologia de la célula. Algunos de ellos son: la
condensacion de la cromatina nuclear, la reduccién del tamafo celular y la apariciéon
de protuberancias en la membrana plasmatica, un proceso que ha sido denominado
blebbing (Kerr et al, 1972) (Wyllie et al, 1980). Asimismo, la apoptosis cursa con una
serie de procesos bioquimicos que le caracterizan, como por ejemplo la degradacién
del ADN nuclear, debido a la activacion de endonucleasas que rompen los
fragmentos internucleosomales de 80-200 pares de bases (Wyllie, 1980), o cambios
en la distribucion de la fosfatidilserina (PS) normalmente presente en la cara interna
de la membrana plasmatica, pero que durante la apoptosis se expone en la superficie
celular (Fadok & Henson, 1998). Ademas, durante la apoptosis, la endonucleasa CAD

(caspase-activated DNase) se libera de su inhibidor iCAD o DFF (DNA fragmentation
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factor), al que esta unida, gracias a que éste es procesado por las caspasas
(principales efectoras de la apoptosis) permitiendo la liberacion de la endonucleasa
activa y provocando la caracteristica rotura internucleosomal del ADN (Liu et al, 1997)
(Enari et al, 1998) (Sakahira et al, 1998). Finalmente, el contenido celular se
empaqueta en los denominados “cuerpos apoptéticos” que envian senales a sus
células vecinas y a los macrofagos para ser reconocidas y fagocitadas. Una de estas
sefales es la fosfatidilserina que se expone en la superficie de la célula durante la
apoptosis (Savill & Fadok, 2000).

2. \Vias apoptoéticas y su regulacion

El fendmeno apoptotico se puede activar a partir de eventos iniciadores que se
dan tanto en el exterior como en el interior celular. Asi, se han descrito dos vias
apoptoticas principales: la via extrinseca o de receptores de muerte, y la via
intrinseca o mitocondrial (Green & Evan, 2002). Ambas rutas de sefializacion
convergen, finalmente, en una maquinaria comun constituida por una familia de
cistein proteasas llamadas caspasas que se consideran los efectores centrales del

proceso apototico.

La apoptosis es un proceso altamente controlado. Cada paso en la cascada
apoptotica esta regulado por moléculas antiapoptéticas que reprimen la activacion de
la cascada sefalizadora (Vogelstein & Kinzler, 2004). La proteina Bcl-2 o la familia de

proteinas IAP son ejemplos de este tipo de reguladores negativos.

La apoptosis es un proceso esencial para los organismos multicelulares que esta
implicado en un gran numero de patologias. Asi, su desregulacion puede llevar a
desordenes patoldgicos (Thompson, 1995), lo que la convierte en una diana potencial
para el tratamiento de varias enfermedades. Un incremento en la apoptosis, puede
estar asociado a enfermedades como la isquemia o trastornos neurodegenerativos.
Por otro lado, una disminucidon de su activacion, se relaciona frecuentemente con

varios tipos de cancer o enfermedades autoinmunes.
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Una caracteristica comin de la mayoria de las células cancerigenas, es su
resistencia adquirida a sufrir apoptosis, ya sea como consecuencia de un bloqueo en
los sensores o en las cascadas de sefalizacion apoptotica, como por ejemplo,
mutaciones en el gen supresor de tumores, p53 (Hanahan & Weinberg, 2000), o por
una sobreactivacion de las sefiales de supervivencia celular debida a factores
extracelulares como IGF-1/2 o IL-3 (Evan & Littlewood, 1998), senales intracelulares
que provienen del gen Ras (Downward, 1998), por pérdida del supresor de tumores
pTEN (Cantley & Neel, 1999) o sobreexpresion de inhibidores apoptéticos como Bcl-2
(Hockenbery et al, 1990) (Reed, 1998). De este modo, la identificacién de moléculas
que puedan activar de manera directa procesos de muerte en células tumorales,
podria facilitar el desarrollo de nuevos tratamientos contra el cancer (Cummings et al,
2004).

3. Principales integrantes de las rutas de senalizacion
apoptoética

3.1. Efectores esenciales de la apoptosis: las caspasas

Las caspasas son una familia de cistein proteasas aspartico-especificas que
actian como reguladores criticos del proceso de muerte celular y constituyen la
principal maquinaria apoptética efectora (Thornberry & Lazebnik, 1998) (Alnemri et al,
1996).

La primera en descubrirse fue la enzima convertidora de interleuquina-1-$ (ICE),
conocida desde entonces como caspasa-1, responsable de la maduracion de la pro-

interleuquina-1-p convirtiéndola a su forma pro-inflamatoria y biolégicamente activa.

La importancia de las caspasas como responsables de los procesos de apoptosis
fue establecida por Robert Horvitz y sus colaboradores, al comprobar que el producto
del gen ced-3, una cistein-proteasa homadloga a ICE que se encuentra en C. elegans,
estaba implicada en los procesos de muerte celular que se dan durante el desarrollo
de dicho nematodo (Yuan et al, 1993). Ademas, esta proteina sobreexpresada en

mamiferos era capaz de inducir por si sola el proceso apoptético (Miura et al, 1993).
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Las caspasas son sintetizadas como formas inactivas. Asi, todas ellas poseen un
prodomino seguido de un dominio activo y otro inhibidor que, al escindirse por un
proceso autocatalitico, convierte a la procaspasa en su forma activa. Estas enzimas
finalmente activas son heterotetrameros compuestos por dos subunidades idénticas
de aproximadamente 20 kDa (p20 o subunidad grande), y otras dos de alrededor de
10 kDa (p10 o subunidad pequefia) (Walker et al, 1994) (Wilson et al, 1994) (Rotonda
et al, 1996).

Se han identificado hasta 14 caspasas en mamiferos, 11 de las cuales
corresponderian a proteinas humanas (Alnemri et al, 1996) (Kumar & Lavin, 1996)
(Nicholson & Thornberry, 1997) (Figura 1).

3.1.1. Tipos de caspasas

Las caspasas se pueden clasificar en tres grupos segun su funcion:

= Caspasas inflamatorias. Este grupo incluye a las caspasas-1, 4, 5, 11, 12,
13 y 14, que estan implicadas en inflamacion mediando la maduracién de

citoquinas pro-inflamatorias.

= Caspasas apoptoéticas iniciadoras. Poseen largos prodominios que
contienen un dominio efector de muerte (death effector domain, DED), como
la caspasa-8 y -10; o un dominio de reclutamiento y activacion de caspasas
(caspase activation and recruitment domain, CARD), como las caspasas-2 y -
9; que median la interaccion con moléculas adaptadoras localizadas corriente
arriba. Estas caspasas iniciadoras procesan y activan a las proteasas

efectoras (Nicholson & Thornberry, 1997).

= Caspasas apoptoéticas ejecutoras. A este grupo pertenecen las caspasas-3,

-6 y -7; y se caracterizan por la presencia de un prodominio corto. Proteolizan
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multiples sustratos celulares que desencadenan los cambios morfolégicos y

moleculares caracteristicos de la apoptosis (Degterev et al, 2003).
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Figura 1. Familia de caspasas.

3.1.2. Inhibidores de caspasas

Las caspasas poseen una potente actividad proapoptética que se debe mantener
inhibida para que las células sanas puedan sobrevivir. Se han identificado muchos
reguladores negativos de las caspasas, tanto en virus como en humanos. Algunos de
estos inhibidores, tales como crmA, p35, v-FLIP e IAPs , han sido utilizados por los
virus para evitar la apoptosis inducida por el hospedador como mecanismo de
defensa (Irusta et al, 2003).

Las proteinas IAPs (del inglés inhibitor apoptosis proteins), se consideran los
reguladores negativos de caspasas mas importantes. Hasta la fecha, se han
identificado ocho IAPs en humanos: incluyendo XIAP, c-IAP1, c-IAP2 y Survivina.

Estas proteinas son capaces de inhibir la apoptosis inducida por una gran variedad de
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estimulos a través de una union directa a ciertas caspasas y su consiguiente
inhibicion (LeBlanc, 2003). Todas las proteinas IAPs, contienen uno o varios dominios
BIR (baculovirus IAP repeat) a través del cual directamente inhiben a las caspasas
(Salvesen & Duckett, 2002). Los IAPs se pueden unir tanto a procaspasas como a
caspasas activadas, bloqueando su procesamiento y su actividad. Un bloqueo de
estas proteinas induce la activacién de la apoptosis. Asi, las proteinas proapoptoéticas
Smac (second mitochondria-derived activator of caspases) y HtrA2/Omi, que se
liberan de la mitocondria bajo un estimulo apoptético, promueven la activacion de las
caspasas inhibiendo a las proteinas IAPs (Suzuki et al, 2001) (Du et al, 2000).

3.2. Receptores de muerte: familia TNF-R

Los receptores de muerte se localizan en la superficie celular y pueden inducir
proliferacion, supervivencia, diferenciacion o muerte, dependiendo de las sefiales que
reciben (Nagata, 1997) (Ashkenazi & Dixit, 1998) (Wallach et al, 1998). Su funcion
proapoptética reside en la presencia de un dominio de muerte (death domain, DD) en
la region intracelular, que es esencial para inducir apoptosis (Iltoh & Nagata, 1993)
(Tartaglia et al, 1993). Estos receptores, como TNF-R o CD95, se activan por un
grupo de ligandos que estan relacionados estructuralmente entre si, y que pertenecen
a al familia de ligandos TNF (factor de necrosis tumoral). Los miembros de la familia

de receptores TNF (TNF-R) también pueden activar a NF-kB y Jun quinasa (JNK).

3.3. Proteinas adaptadoras

Las proteinas adaptadoras conectan los receptores de muerte con las caspasas y
con miembros de la familia Bcl-2. Estas asociaciones entre proteinas adaptadoras,
caspasas y receptores como los miembros de la familia TNF-R, estan
caracteristicamente mediadas por el dominio de muerte (DD), el dominio efector de
muerte (DED) y el dominio de reclutamiento de caspasas (CARD) (Ashkenazi & Dixit,
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1998) (Hofmann et al, 1997). EI DD se encuentra en la region citoplasmatica de
muchos de los receptores de la familia TNF-R, asi como en las moléculas
adaptadoras, tales como FADD/MORT1 (Fas-associated death domain
protein/mediator of receptor-induced toxicity), TRADD (TNF-R1-associated death
domain protein), y RIP (receptor-interacting protein). La interaccién entre los DD del
receptor y el adaptador, permite el reclutamiento y agregacién de las caspasas
(mediado por los dominios DED y CARD de la molécula adaptadora) y su
consecuente activacion (Boldin et al, 1995) (Chinnaiyan et al, 1995) (Medema et al,
1997) (Kischkel et al, 1995).

3.4. Familia Bcl-2

Todos los miembros de esta familia contienen al menos uno de los cuatro
dominios homodlogos relativamente conservados BH (Bcl-2 homology). Hay alrededor
de 20 miembros de esta familia Bcl-2, y pueden ser divididos en tres grupos (Figura
2).

= En primer lugar los miembros antiapotéticos, que incluyen Bcl-2, Bcl-X,, Bcl-

w, A1, Mcl-1, Boo/Diva y NR13, promueven la supervivencia celular. Se
caracterizan en su mayoria por contener cuatro dominios BH: BH1, BH2, BH3
y BH4.
= Las proteinas proapoptéticas inducen muerte celular y se dividen en 2
grupos:
- Los miembros “multidominio-BH” Bax, Bak y Bok, que comparten
tres dominios (BH1, BH2 y BH3) con Bcl-2. También pertenece a este

grupo la proteina Bcl-Xs que contiene los dominios BH3 y BH4.

- El grupo BH3-only, del que se conocen varios miembros entre los
cuales se encuentran Bid, Bad y Bim. Poseen sélo el dominio BH3,
que es necesario y, probablemente, suficiente para la induccién de
apoptosis. Se localizan por encima de Bak y Bax en la cascada

apoptotica, puesto que no son capaces de inducir apoptosis en
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células que carecen de ambas proteinas (Zong et al, 2001) (Cheng et
al, 2001).
Ambos grupos proapoptéticos, parecen ser necesarios para lanzar el

proceso de muerte celular inducido por la via intrinseca.

Antig icas

Bcl-2, Bel-XL, Bel-W BH4 BH3 BH1 BH2 ™
Boo/Diva, NR13

MCL-1

A1/BFL-1

Proapoptiticas
Multidominio

Bax, Bak, Bok

Bcl-Xs I

BH3-only

Bid, Bad, Puma, Spike, BMF

Bim/Bod, Bik/Nbk,
Bik/HrK, BNIP3

Noxa —_— T

BN

Figura 2. La famila Bcl-2

4. \Vias apoptoéticas

Como ya se ha comentado, existen 2 rutas apoptéticas principales: la via
extrinseca o de receptores de muerte y la via intrinseca o mitocondrial. (Strasser et
al, 2000) (Figura 3).

En mamiferos, hay un gran nimero de sefiales que pueden inducir ambas rutas.

Las vias extrinsecas se activan por estimulos apoptéticos externos a la célula, y
se inician por la unién de ligandos inductores de muerte a sus receptores localizados

en la superficie celular.
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En otras ocasiones, la apoptosis se inicia por sefales intrinsecas tales como
dafio en el ADN inducido por radiaciones o agentes quimicos; privacién de factores
de crecimiento, o estrés oxidativo. Generalmente, estas sefales del interior celular,
inician la via apoptodtica intrinseca, en la que esta implicada de un modo central la

mitocondria (Green et al, 2004).

Tanto las vias extrinsecas como las intrinsecas, convergen en las caspasas
ejecutoras (3, 6 y 7) que, a su vez, activan a otras proteasas y nucleasas que se
encuentran por debajo en la cascada de sefalizacion, dando lugar, finalmente, a las

alteraciones morfolégicas y moleculares caracteristicas del proceso apoptotico.

4.1. Vias apoptoéticas extrinsecas o de receptores de muerte

Las vias extrinsecas estan mediada por receptores de muerte tales como Fas
(CD95, cytotoxicity-dependent protein 95, o APO-1, apoptosis-1 protein), el receptor
del factor de necrosis tumoral, TNFR, o los receptores TRAIL. Todos ellos pertenecen
a la superfamilia de receptores TNF y estan implicados de forma fundamental en la
regulacion de la respuesta inmune e inflamatoria.

Los receptores de muerte, interaccionan a través de su dominio citoplasmatico de
muerte (DD), con el DD homdlogo que se localiza en las proteinas adaptadoras
citosolicas como TRADD (TNF receptor-associated death domain protein) o FADD
(Fas associated death domain protein). Estas moléculas adaptadoras, comunican, los
receptores de muerte, con las caspasas, y con miembros de la familia Bcl-2, a través
del dominio de muerte (DD), el dominio efector de muerte (death efector domain,
DED), y el dominio de reclutamiento de la caspasa (caspase recruitment domain,
CARD) (Ashkenazi & Dixit, 1998) (Hofmann et al, 1997).

La sefializacion por Fas es uno de los casos mejor caracterizados. La
estimulacion por el ligando de muerte, en este caso FasL, resulta en una
oligomerizacién de su correspondiente receptor, Fas, y el reclutamiento de su
proteina adaptadora homéloga, FADD a través de los DDs de ambas moléculas.

Como consecuencia de la agregacion de FADD, su DED interacciona con el dominio

11
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homologo de la procaspasa-8 (y en algunos casos la -10) formando el complejo de
sefalizacion inductor de muerte (DISC, death-inducing signaling complex). A partir de
este punto, el proceso apoptético puede seguir dos rutas alternativas: una implica la
activacion directa de otras caspasas (en células de tipo 1), mientras que en la otra
(células de tipo 2) se requiere la intervencion de la mitocondria, convergiendo por

tanto con la ya mencionada via apoptética intrinseca o mitocondrial.

En las células de tipo 1, la autoactivaciéon de la caspasa-8 (o la -10) en el DISC,
va seguida de la activacion de caspasas efectoras, incluyendo caspasa-3, -6 y -7,
que actuan como efectores corriente abajo del programa de muerte celular
(Ashkenazi & Dixit, 1998).

En las células tipo 2, se da una interaccion entre las vias apoptoéticas extrinsecas
e intrinsecas, mediada por la proteina BH3-only, Bid (Li et al, 1998). Esta proteina,
reside en el citosol como un precursor inactivo, pero después de la activacion de la
via extrinseca, es procesado por la caspasa-8 para producir un fragmento C-terminal
de 15kDa, t-Bid, que se transloca a la mitocondria y facilita la activacion, inserciéon y
oligomerizacién de Bax en la membrana mitocondrial externa. En este contexto, Bax
permite la permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa, formando un canal
que algunos autores han denominado MAC (mitochondrial apoptosis-inducing
channel) y que se describe posteriormente (Cho & Choi, 2002) (Fan et al, 2005)
(Nagata, 1997) (Scaffidi et al, 1999).

4.2. Vias intrinsecas

Las vias intrinsecas, se inician por diversos estimulos apoptéticos que provienen
del interior celular y convergen en la mitocondria. La mitocondria, ademas de ser un
importante organulo para la produccién de energia y la homeostasis de ca”, participa
en muerte celular como regulador central de las vias apoptoticas intrinsecas. La

permeabilizacion de su membrana externa (MOMP, mitochondrial outer membrane
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permeabilization) es un evento crucial en estas vias (Desagher & Martinou, 2000)
(Tsujimoto, 2003) y esta principalmente mediado y controlado por miembros de la
familia Bcl-2 (Tsujimoto, 2003) (Adams & Cory, 2001). Una vez se induce la MOMP,
se precipita el proceso de muerte celular a través de la liberacion de moléculas
proapoptoticas del espacio intermembrana (Green & Kroemer, 2004) (Green & Reed,
1998).

Entre los factores apoptogénicos que se liberan al citosol, se incluyen el
citocromo c¢ (Kluck et al, 1997) (Yang et al, 1997), un componente de la cadena de
transporte electrénico (Green & Reed, 1998), HtrA2/Omi, una serin proteasa
mitocondrial, = Smac/Diablo (Second mitochondria  derived activator of
caspase,(Verhagen et al, 2000)), AIF (Apoptosis Inducing Factor,(Joza et al, 2001))
(Susin et al, 1999) y la endonucleasa G (Parrish et al, 2001). AIF se transloca al
nucleo, donde desencadena cambios nucleares independientes de caspasas (Daugas
et al, 2000), causando condensacion de la cromatina nuclear y fragmentacion de ADN
(Susin et al, 1999). La endonucleasa G induce fragmentacion del ADN
internucleosomal, también de un modo independiente de la activacién de las
caspasas (Enari et al, 1998) (Li et al, 2001). Smac/Diablo activa apoptosis
neutralizando la actividad de las proteinas inhibidoras de apoptosis, las proteinas
IAPs. HtrA2/Omi también actia uniéndose a las proteinas IAP e inhibiendo su

accion.

4.2.1. Liberacion de citocromo ¢

La salida de citocromo c de la mitocondria, se considera como el punto de no
retorno del proceso apoptético. Una vez liberado, el citocromo c citosdlico se une a la
proteina Apaf-1 (apoptosis protease-activating factor 1) aumentando la afinidad de
ésta por el ATP (Jiang & Wang, 2000). La unién del nucleétido al complejo formado
por Apaf-1y citocromo c, induce la oligomerizacion de Apaf-1 (Zou et al, 1999) cuyo
dominio CARD queda expuesto provocando el reclutamiento de la procaspasa-9 y la

formacién del complejo proteico llamado “apoptosoma”. Dentro del apoptosoma, se
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activa la caspasa-9, permitiendo el procesamiento de la caspasa ejecutora caspasa-

3 (Shi, 2002) que procesa a su vez importantes sustratos intracelulares.

Estas rutas dependientes de caspasas actuan conjuntamente con la sefalizacion
independiente de estas proteasas (por ejemplo mediante endonucleasa G), para
producir las alteraciones celulares tipicas del proceso apoptoético ya comentadas,
como la condensacion de la cromatina, fragmentaciéon de ADN, cambios en la
membrana plasmatica o la exposicion de la fosfatidilserina en la superficie celular,

para finalmente acabar con la muerte de la célula.
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Figura 3. Vias apoptéticas
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5. Hipoétesis del mecanismo de MOMP

Aunque esta bastante establecido que la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial externa es un evento crucial en las vias apoptéticas intrinsecas, el
mecanismo detallado que subyace a este fendbmeno, y como este proceso esta
regulado por moléculas de la familia Bel-2, aiun estan por determinar. De hecho,
existe una controversia acerca del modo en el que se produce esta permeabilizacién
y sobre como se liberan las proteinas proapoptéticas del espacio intermembrana al
citosol. En este sentido, se han propuesto dos mecanismos posibles que implican la
apertura de 2 canales mitocondriales diferentes: el poro de transicion de
permeabilidad (PTP), en la membrana mitocondrial interna, y el canal mitocondrial
inducido por apoptosis (MAC, mitochondrial apoptosis-inducing channel) en la

membrana mitocondrial externa (Kinnally & Antonsson, 2007) (Figura X).

5.1. PTP (Poro de Transicion de Permeabilidad)

Este modelo se desarroll6 inicialmente para explicar el fendmeno de transicion de
permeabilidad en la membrana mitocondrial interna, MPT (mitochondrial permeability
transition) (Kroemer et al, 1995) que tiene lugar en algunas condiciones fisiolégicas y
que frecuentemente correlaciona con la apoptosis. Este proceso consiste en un
incremento de la permeabilidad de la membrana mitocondrial interna a solutos de
masa molecular hasta 1500Da, lo que resulta en un desequilibrio en el gradiente de
protones (Vinogradov et al, 1972) (Di Lisa et al, 2001), la disipacién de potencial
transmembrana mitocondrial (AY m) (Lemasters et al, 1998) y un movimiento de
agua, iones y solutos a través de la membrana mitocondrial interna que resulta en
una extensa dilatacion de este compartimiento mitocondrial, debido la presion
osmdética ejercida por las altas concentraciones de proteinas en su interior. Como
consecuencia de esta expansion de la matriz, y de acuerdo con esta hipotesis, se
producirian rupturas locales en la membrana mitocondrial externa (Vander Heiden et
al, 1997) (Zoratti & Szabo, 1995) (Halestrap et al, 2002) permitiendo la liberacion al
citosol de proteinas proapoptéticas solubles del espacio intermembrana (Kroemer &
Reed, 2000).
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Aunque el mecanismo de MPT aun no esta completamente establecido, esta
ampliamente aceptado que uno de los fendmenos que lo provocan es la apertura de
un canal inespecifico de alta conductancia llamado poro de transicion de
permeabilidad, PTP (Marzo et al, 1998b) (Marzo et al, 1998a) que es dependiente de
voltaje y de calcio, y sensible a ciclosporina A (Bernardi et al, 1999) (Crompton,
1999) (Bernardi et al, 2006).

Las moléculas que se han considerado como componentes esenciales del poro
son: VDAC (canal aniénico dependiente de voltaje); ANT (transportador del
nucledtido adenina) y CypD (ciclofilina D, una peptidil prolil-cis, trans-isomerasa
mitocondrial), aunque el papel de VDAC y ANT ha sido puesto en duda

recientemente (Kokoszka et al, 2004) (Baines et al, 2007).

5.2. MAC (mitochondrial apoptosis-inducing channel)

Se ha visto que la liberacion de citocromo ¢ puede ocurrir también conservando
el potencial de membrana intacto y sin pérdida de la integridad de la membrana
mitocondrial externa (von Ahsen et al, 2000) (Eskes et al, 2000). Estas observaciones
indican que, ademas de la ruptura propuesta en el mecanismo del PTP, esta
operando un mecanismo de permeabilizacion mas selectivo que implica la formacién
de un poro exclusivamente en la membrana mitocondrial externa: el MAC (Liu et al,
1996) (De Giorgi et al, 2002) (Dejean et al, 2005) (Guo et al, 2004) (Pavlov et al,
2001) (Wei et al, 2001). Este canal se forma durante los primeros momentos del
proceso apoptoético y proporcionaria directamente poros lo suficientemente grandes
como para permitir la liberacion al citosol de proteinas intermembrana de hasta 15
kDa, como el citocromo c (14 kDa).

Se ha visto que algunas proteinas de la familia Bel-2 (como Bcl-X,) (Green &
Reed, 1998) muestran similitud estructural con determinadas proteinas formadoras de

poros (como las colicinas o la toxina diftérica) que algunas bacterias utilizan como
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mecanismo de defensa. De hecho, se ha visto que tanto Bel-X. como Bcl-2 y Bax,
pueden formar canales iénicos cuando se afaden y oligomerizan en membranas
lipidicas sintéticas (Minn et al, 1997) (Schendel et al, 1997) (Antonsson et al, 1997)
(Schlesinger et al, 1997). Por ejemplo, cuando se afiade Bax a liposomas, éste puede
insertarse en la membrana, oligomerizar, presumiblemente en tetrameros, y formar
canales que permiten la salida de citocromo c (Saito et al, 2000). Ademas, las
caracteristicas electrofisiologicas de MAC son muy similares a estos canales
formados por Bax, y la depleciéon de esta proteina proapoptética disminuye
significativamente la actividad del canal MAC, por lo que se ha sugerido que Bax
podria ser un constituyente esencial de este canal en algunos sistemas. Asimismo,
debido a la redundancia funcional que se observé entre Bax y otro miembro de la
familia Bcl-2, la proteina Bak, con respecto a su participacion en el MAC, se han
propuesto ambas proteinas proapoptoticas como los componentes putativos del canal
(Dejean et al, 2006a) (Dejean et al, 2006b) (Martinez-Caballero et al, 2005) (Dejean et
al, 2005) (Guo et al, 2004) (Martinez-Caballero et al, 2004) (Saito et al, 2000).

5.2.1. Formacioén del poro a través de Bax o Bak

Bax reside normalmente en el citosol de células sanas como monomero inactivo
pero, bajo un estimulo apoptético, migra a la mitocondria a través de un mecanismo
que aun no esta claro. Parece ser que, en asociaciéon con la mitocondria, Bax sufre
un cambio conformacional (Nechushtan et al, 1999) que promueve su oligomerizacion
(Antonsson et al, 2001). La presencia de tBid en la mitocondria, puede favorecer la
insercion y oligomerizacion de Bax (Eskes et al, 2000) y también Bak (Wei et al,
2000), los cuales podrian formar poros independientemente de ANT o VDAC para,
finalmente, permitir la permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa.
Ademas, se ha visto que las poteinas BH3-only Bid y Bik, afiadidas a mitocondrias
aisladas, provocan una permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa que no
se ve afectada por inhibidores del PTP (Shimizu & Tsujimoto, 2000) sugiriendo que
las proteinas de la familia Bcl-2 pueden formar poros inespecificos sin necesidad de

interaccionar funcionalmente con miembros del PTP.
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5.3. Contribucion de ambos mecanismos al MPT

La apertura del PTP y MAC se puede dar aisladamente o en combinacion, y
ambos estan sujetos a intensa regulacion por las proteinas de la familia Bcl-2 (Dejean
et al, 2005) (Guo et al, 2004) (Murphy et al, 2001) (Murphy et al, 1996). Ademas,
estos dos canales se pueden diferenciar por su respuesta a inhibidores como, por
ejemplo, la ciclosporina A, que muestra capacidad para bloquear el PTP pero no el
MAC (Broekemeier & Pfeiffer, 1989). Al contrario, beci1 (Bax channel inhibitor), un
compuesto que se identificd en un screening disefiado para clonar moléculas de bajo
peso molecular con actividad inhibidora de los canales formados por Bax (Hetz et al,
2005), es capaz de bloquear MAC pero no afecta a PTP (Hetz et al, 2005). Una
posible explicacion para la existencia de ambos canales seria que, a concentraciones
fisiolégicas, las proteinas de la familia Bel-2 actuarian por sus efectos especificos
sobre el PTP, modulando la probabilidad de que se forme este canal. Pero, a altas
concentraciones, podrian oligomerizar y tener efectos auténomos. Estas dos rutas, se
podrian dar alternativamente en funcién de la abundancia local de los componentes
del PTP, sus isoformas, y los inhibidores o activadores presentes en diferentes

situaciones fisiologicas (Zamzami & Kroemer, 2001).
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N=

Figura 4. Hipotesis del mecanismo de MOMP.

6. Poro de transicion de permeabilidad: composicion vy
regulacion

6.1. Papel en condiciones normales

El PTP o PTPC (permeability transition pore complex), es un complejo
multiproteico que se localiza en los sitios de unién entre la membrana mitocondrial
externa y la interna. Este poro es capaz de controlar la homeostasis mitocondrial
favoreciendo, si es necesario, un incremento en la permeabilidad de la membrana
mitocondrial interna a los protones, agua y solutos de masa molecular menor de

1500 Da, permitiendo un balance entre la composicion y el estado de la matriz y el
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citosol. Por ejemplo, puede participar en la homeostasis de Ca®" mitocondrial, en el
mantenimiento del pH y el potencial transmembrana o en el control del volumen

celular (Crompton, 1999; Kroemer, 1999).

6.2. Composicion

En la actualidad hay un intenso debate abierto acerca la composicion molecular
del PTP. Como ya se ha comentado, clasicamente se ha considerado que esta
compuesto por el canal anidnico dependiente de voltaje (VDAC), que se localiza en la
membrana mitocondrial externa (Colombini, 2004) (Shoshan-Barmatz et al, 2006) y el
transportador del nucleétido adenina (ANT), en la membrana mitocondrial interna
(Belzacq et al, 2002). Ambas son las proteinas mas abundantes en la membrana
mitocondrial externa e interna, respectivamente. Un tercer componente seria

ciclofilina D, localizada en la matriz mitocondrial (Crompton, 2003).

6.2.1. ANT

Esta proteina es el miembro prototipico de la familia de transportadores
mitocondriales, y tiene una estructura muy conservada, con tres dominios homélogos
(Palmieri, 2004). Existen dos isoformas de ANT en ratén (ANT1 y ANT2) y 3 en
humanos, codificadas por diferentes genes (ANT1, ANT2, ANT3), aunque
recientemente se ha identificado un nuevo miembro tanto en humanos como en
ratones, el ANT4 (Dolce et al, 2005) (Brower et al, 2007) (Rodic et al, 2005) (Kim et
al, 2007). En humanos, ANT1 se expresa especificamente en el corazén, musculo
esquelético y, en menor medida, en el cerebro (Lunardi & Attardi, 1991) (Stepien et al,
1992). La expresion de ANT2 es dependiente del crecimiento (Battini et al, 1987), y
es un marcador de proliferacion celular (Barath et al, 1999) que se expresa muy
débilmente en todos los tejidos adultos (Stepien et al, 1992). ANT3 es ubicuo y sus

niveles de expresion se correlacionan con la actividad respiratoria del tejido (Stepien
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et al, 1992). ANT4 esta presente unicamente en higado, testiculo y cerebro (Dolce et
al, 2005). ANT parece actuar como una proteina bifuncional. Por un lado, en
condiciones fisioldgicas, contribuye con un paso crucial para el metabolismo
energeético aerobico: la translocacion de ADP/ATP. ANT cataliza el importe desde el
citosol de ADP y el exporte a la matriz del ATP sintetizado durante el metabolismo
energético aerobico por la Fy-F{ATPasa. Sin embargo, por otro lado, se puede
convertir en un poro proapoptético no especifico, bajo el control de proteinas pro- y

anti-apoptéticas de la familia Bcl-2 (Belzacq et al, 2002).

= Evidencias de la implicacion del ANT en el PTP

El PTP esta fuertemente modulado por ligandos del ANT indicando que este
transportador participa efectivamente en el poro. Uno de estos ligando que actua
como regulador positivo del PTP es el atractilato (o atractilésido), un glucésido
téxico de origen vegetal que impide la transferencia de ADP y ATP a través de la
membrana mitocondrial e inhibe la fosforilacion oxidativa favoreciendo la apertura del
poro (Halestrap & Davidson, 1990) (Marzo et al, 1998a). Entre los ligandos de ANT
que inhiben la apertura del PTP se encuentran el acido bongcrékico (BA) y los
nucleétidos de adenina (Haworth & Hunter, 1980) (Haworth & Hunter, 2000). Ademas,
mediante experimentos de cromatografia con extractos mitocondriales eluidos por
una columna de afinidad de CypD, se han purificado las proteinas VDAC y ANT
(Crompton et al, 1998) indicando que efectivamente los tres pueden formar un
complejo macromolecular. También se ha visto que la sobreexpresién de ANT1 vy
ANT3, pero no la de ANT2, activa el PTP e induce apoptosis en algunos tipos

celulares (Bauer et al, 1999) (Zamora et al, 2004).

Todos estos datos son consistentes con una participacion de ANT en el PTP, y
llevaron a proponer a este transportador como componente estructural del poro. Sin
embargo, recientes estudios con ratones deficientes para ANT sefalan a que éste
pudiera no ser un componente esencial del PTP, dado que las mitocondrias de
ratones deficientes en ANT aun son capaces de sufrir MPT, aunque se incrementa la
cantidad de Ca”" necesaria para activarla (Kokoszka et al, 2004). Por ello, diversos
autores apuntan a la existencia de otros transportadores mitocondriales menos

abundantes que pudieran estar supliendo la ausencia de ANT en este sistema y, en
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este contexto, seria interesante identificar otros canales en la membrana mitocondrial

interna que pudieran estar directamente implicados en el PTP.

6.2.2. VDAC

Esta proteina es una porina de la que se conocen tres isoformas en mamiferos
(VDAC1, 2 y 3), y forma un canal a través de la membrana mitocondrial externa
(Shoshan-Barmatz & Israelson, 2005). Este canal permite la difusion de pequefas
moléculas hidrofilicas y participa en la regulacién del volumen celular. Su

participacion en el PTP se ha establecido sobre la base de diversas aproximaciones:

= Las propiedades electrofisiolégicas del PTP son altamente similares a las de
VDAC incorporado en membranas lipidicas (Szabo et al, 1993; Szabo & Zoratti,
1993).

= Varios factores que alteran las propiedades del canal VDAC, como NADH, ca*, o
glutamato, asi como la union de hexoquinasa Il (Zizi et al, 1994) (Gincel et al,
2001) (Gincel & Shoshan-Barmatz, 2004) (Pastorino et al, 2002), también
modulan la actividad del PTP (Costantini et al, 1996) (Fontaine et al, 1998)
(Pastorino & Hoek, 2003).

» La cromatografia de extractos mitocondriales en una columna de afinidad de Cyp
D, otro de los considerados como componentes esenciales del PTP, permite la
co-purificacion de VDAC asociado a ANT (Crompton et al, 1998).

= Estudios utilizando 2 anticuerpos policlonales contra VDAC que reconocian
diferentes epitopos del canal (Shimizu et al, 2001) mostraron que la presencia de
estos anticuerpos podia inhibir la actividad del PTP reconstituido en liposomas
(Shimizu et al, 2001). Ambos anticuerpos también inhibian el PTP inducido por
Ca? (Shimizu et al, 2001), de nuevo indicando un papel crucial de VDAC en el
PTP.

= Se ha visto que las proteinas antiapoptéticas, Bcl-2 y Bcl-X,, bloquean el PTP
directamente inhibiendo la actividad de VDAC (Tsujimoto et al, 2006).
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Aunque todos estos datos sugieren la participacion de VDAC en el PTP, recientes
estudios en ratones nulos para la porina parecen indicar que podria no ser un

componente esencial (Baines et al, 2007).

6.2.3. Ciclofilina D (Cyp D)

Esta proteina es un miembro mitocondrial de la familia de las ciclofilinas que
muestran actividad peptidil prolil-cis trans-isomerasa (PPlasa) y tiene un papel crucial
en el plegamiento de proteinas (Galat & Metcalfe, 1995). La CypD reside en la matriz
mitocondrial (Johnson et al, 1999), aunque se asocia con la membrana mitocondrial

interna durante el fenédmeno de transicién de permeabilidad.

El supuesto papel de CypD en la regulaciéon del MPT, esta basado en la
observacion de que la ciclosporina A (CsA), un inhibidor especifico de la familia de
ciclofilinas que actua impidiendo su actividad PPlasa, bloquea el PTP (Broekemeier et
al, 1989) y, ademas, bloquea a la CypD en el mismo rango de concentraciones que
desensibilizan al PTP (Halestrap & Davidson, 1990) (McGuinness et al, 1990)
(Griffiths & Halestrap, 1991). El mecanismo que se ha sugerido para esta inhibicion
del PTP por CsA a través de CypD se basa en una interaccion con el ANT. La CypD
se une al ANT a través de su sitio activo PPlasa, induciendo en el transportador un
cambio conformacional y provocando el incremento de la permeabilidad de la
membrana mitocondrial interna. La CsA actua ocluyendo el sitio activo de la CypD y
bloqueando su unién al ANT (Woodfield et al, 1998). Ademas, se ha observado que el
complejo ANT/VDAC parece tener una afinidad mucho mayor por la CypD que
ambas moléculas por separado. Ademas, también parece actuar modulando la
afinidad del PTP por el Ca** (McGuinness et al, 1990) (Bernardi, 1992).

Recientemente han sido generados ratones deficientes para el gen de la CypD
(Nakagawa et al, 2005) (Baines et al, 2005) (Basso et al, 2005) (Schinzel et al, 2005).
Las mitocondrias aisladas del higado de estos ratones, no sufren MPT en respuesta a
varios inductores apoptéticos como atractilésido y H,O,, y acumulan tasas mucho
mayores de Ca** que las mitocondrias normales (Nakagawa et al, 2005) (Schinzel et
al, 2005). Sin embargo, la eliminacion de CypD, Unicamente incrementaba la cantidad

de Ca?" necesaria para abrir el PTP (Nakagawa et al, 2005) (Basso et al, 2005) y
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éste, se volvia insensible a los efectos de la CsA. De estos resultados, se puede
concluir que la CypD esta implicada especificamente en el MPT sensible a CsA,
actuando como diana del inhibidor dentro del poro y modulando ademas la
sensibilidad del PTP al Ca** (Basso et al, 2005).

6.3. Otras proteinas reguladoras del PTP

Existen algunas proteinas adicionales que pueden jugar un papel regulador en el
PTP, pero no se consideran parte del mismo. Estas son, aparte de los miembros tanto
proapoptoéticos como antiapoptéticos de la familia Bel-2 (Henry-Mowatt et al, 2004)

(Sharpe et al, 2004), principalmente las siguientes:

6.3.1. Hexoquinasa mitocondrial (HK,,)

Esta proteina cataliza el primer paso de la glucodlisis empleando ATP para
convertir la glucosa en glucosa-6-fosfato. HK,,, esta asociada al lado citosdlico de la
membrana mitocondrial externa (Robey & Hay, 2006) (Kokoszka et al, 2004) y
presenta dos isoformas en mamiferos, HKI y HKIl, que se encuentran
sobreexpresadas en algunos tumores (Shinohara et al, 1991) (Rempel et al, 1996)
(Azoulay-Zohar et al, 2004). Se ha visto que la HK participa en la regulacion de la
apoptosis interaccionando con las proteinas de PTP (Beutner et al, 1998) y, de hecho,
se ha demostrado que se une especificamente a VDAC1 (Wilson, 1995) con un
efecto bloqueador del poro. En un sistema reconstituido, incrementos de la asociacién
entre HK y VDAC se correlacionan con el cierre del PTP y viceversa (Beutner et al,
1998). También se ha visto que la HK previene la actividad apoptogénica de Bax
bloqueando su acceso al PTP, de modo que Bax tiene acceso a VDAC y puede
activar al PTP sélo cuando HK se disocia de VDAC (Pastorino et al, 2002) (Majewski
et al, 2004).
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6.3.2. Creatin quinasa mitocondrial (CK,)

La creatin quinasa, también conocida como fosfocreatin quinasa o creatin
fosfoquinasa (CPK), es una enzima que se expresa en multiples tejidos. Cataliza la
conversion de creatina a fosfocreatina consumiendo ATP y generando ADP. Existen
dos isoformas mitocondriales (CKy,) que se localizan en el espacio intermembrana y
producen ATP mediante la reaccion inversa al resto de creatin quinasas. Esta
proteina ha sido identificada como un inhibidor del PTP (Schubert & Grimm, 2004), y
se encuentra sobreexpresada en varios tumores (DelLuca et al, 1981) (Pratt et al,
1987) (Baines et al, 2005) (Nakagawa et al, 2005). Ademas, se ha visto que se une al

complejo ANT/VDAC en el espacio intermembrana (O'Gorman et al, 1997).

6.3.3. Receptor periférico de la benzodiacepina (PBR)

Esta molécula se localiza en la membrana mitocondrial externa y promueve el
transporte de colesterol hacia la matriz durante la esteroidogénesis (Bernardi et al,
2006), actuando como un canal translocador (Papadopoulos et al, 2006). Aunque el
PBR fue inicialmente identificado como sitio de union de la benzodiacepina, se ha
visto que es diferente del receptor central de benzodiacepina (CBR) en términos de
estructura, localizacién subcelular, distribucion tisular y funcion fisioldgica. Conforme
a estos datos y basandose en su funcion transportadora del colesterol, esta molécula
ha sido renombrada como proteina translocadora (translocator protein, TSPO)
(Papadopoulos et al, 2006), de la que se ha descrito su participacidon en respuestas
inflamatorias y en apoptosis (Papadopoulos et al, 1999). Ademas, esta proteina se
encuentra sobreexpresada en un gran numero de tejidos neoplasicos y de lineas
celulares tumorales (Hardwick et al, 1999) (Katz et al, 1990) (Miettinen et al, 1995)
(Venturini et al, 1998). Algunos ligandos de PBR pueden regular el PTP llevando a
cabo una accion proapoptética, como PK11195 (Hirsch et al, 1998), o antiapoptotica,
como Ro5-4864 (Bono et al, 1999). Estos datos indican que el PBR estaria implicado
en la regulacion del PTP en respuesta a senales inductoras de apoptosis (Casellas et
al, 2002).
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6.4. Regulacion del PTP por proteinas de la familia Bcl-2

Existen numerosas evidencias de la regulacion que ejercen las proteinas de la
familia Bcl-2 sobre el PTP.

6.4.1. Interacciones con ANT

Mediante experimentos de co-purificaciéon, co-inmunoprecipitacion y el uso del
sistema de dos hibridos en levadura, se demostrd la existencia de interacciones
directas entre el ANT y los miembros de la familia Bcl-2: Bel-X,, Bel-2, Bax y Bak
(Marzo et al, 1998b). La interaccién de Bax con ANT favorece la formacion de un
poro inespecifico que se ve inhibido por el acido bongcrékico (BA) y la ciclosporina A
(CsA), dos inhibidores conocidos del PTP. Ademas, se ha observado que la
presencia de Bax en el PTP, es necesaria para una respuesta optima al inductor
apoptotico atractilato (Halestrap & Davidson, 1990) (Marzo et al, 1998a). Bax
interacciona con ANT y permeabiliza membranas lipidicas en respuesta a atractilato
(Atr) (Marzo et al, 1998a). Bcl-2 también interacciona con ANT y podria actuar
estimulando la funcién transportadora de ADP/ATP que ANT tiene de forma natural,
mientras que Bax, después de un cambio conformacional de ANT inducido por Atr,
estaria estimulando su funcién formadora de poros. De forma inversa, Bax podria
disminuir su funcién translocadora, y ATP, ADP y Bcl-2, podrian inhibir la funcién

formadora de poros (Belzacq et al, 2002).

6.4.2. Interacciones con VDAC

Bax y Bcl-2 o Bcel-X, podrian ademas interaccionar con VDAC para abrirlo o
cerrarlo, respectivamente, sugiriendo que estos efectores apoptéticos también
modulan el PTP a través de asociaciones con VDAC (Shimizu et al, 1998) (Shimizu et
al, 1999) (Shimizu et al, 2000).
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Il. FORMAS ATIPICAS DE MUERTE CELULAR

Ademas de la apoptosis o muerte celular tipo |, existen otras categorias de

muerte celular, que se describen a continuacion.

1. Necrosis

La necrosis es el nombre que se da a la muerte celular accidental, y es un
proceso que comienza con una dilatacion de la célula, la digestion de la cromatina y
la disrupcion de la membrana plasmatica y las membranas de los organulos. Las
fases finales de la necrosis se caracterizan por una extensa hidrélisis del ADN,
vacuolizacién del reticulo endoplasmatico, rotura de los organulos vy lisis celular.
Durante la necrosis, el contenido celular se libera de modo incontrolado al exterior
celular conteniendo productos dafiinos para las células cercanas y provocando una
fuerte respuesta inflamatoria en el correspondiente tejido (Leist & Jaattela, 2001)
(Savill & Fadok, 2000).

A diferencia de la apoptosis, el reciclaje de los restos celulares por los fagocitos y
el sistema inmune se ve dificultado en los procesos necréticos porque la célula
muerta no envia sefiales a los fagocitos cercanos para ser eliminada. La pérdida de
esta sefializacion, complica la localizacion y reciclaje de las células muertas por el

sistema inmune.

2.  Otros tipos de muerte celular programada (PCD)

Aunque la apoptosis es el paradigma de la muerte celular programada, existen

otras formas de muerte celular que también estan genéticamente reguladas (Broker et
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al, 2005). Estas formas diferentes de muerte celular tienen en comin que son
ejecutadas por procesos celulares activos que pueden ser inhibidos interfiriendo en
sus rutas de sefializacion, lo que los diferencia de la necrosis accidental (Leist &
Jaattela, 2001). A diferencia de la apoptosis, estas rutas de PCD son generalmente
independientes de la activacion de caspasas. Unas de las primeras demostraciones
claras de la existencia de PCD caspasa-independiente, llegé de la mano de Xiang et
al., quien mostré que la inhibicién de la actividad de las caspasas en una linea celular
de leucemia humana, las células Jurkat, no inhibia la muerte inducida por Bax, sino
que unicamente cambiaba la morfologia asociada al proceso de muerte (Xiang et al,
1996). Ademas, se han descrito otras proteasas, diferentes de las caspasas, como
catepsinas y calpainas, que son capaces de ejecutar procesos de PCD. En estas
rutas de muerte alternativas, la mitocondria puede jugar un papel clave, como en la
apoptosis, pero también participan otros organulos, como los lisosomas o el reticulo
endoplasmatico, que desempefan una importante funcién en la activacion de estas
proteasas alternativas. Entre estos tipos de PCD, se incluyen la autofagia,
paraptosis o catastrofe mitética, aunque se pueden activar mas de uno de estos
programas simultaneamente (Broker et al, 2005).

Estas otras formas de muerte celular, aparte de basarse en mecanismos
moleculares diferentes a la apoptosis, van acompanados de cambios en la morfologia
celular que son marcadamente diferentes del blebbing y reduccién del tamano celular
que caracterizan a la apoptosis (Broker et al, 2005). Por ejemplo, la autofagia o
muerte celular del tipo Il provoca un desprendimiento de las células de su sustrato
mientras adoptan una apariencia globular (Shimizu et al, 2004). Por otro lado, la
paraptosis o muerte celular de tipo Ill, implica una extensa vacuolizacion
citoplasmatica (Van Cruchten & Van Den Broeck, 2002) (Broker et al, 2005).

2.1. Proteasas no caspasas

2.1.1. Catepsinas

Son una familia de cistein proteasas que se localizan en muchos tipos celulares

diferentes y desempenan un papel vital en la regeneraciéon celular a través de
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procesos autofagicos. Existe aproximadamente una docena de miembros de esta
familia, que se distinguen por su estructura y los sustratos que procesan. Muchas de
las catepsinas se activan a los bajos niveles de pH encontrados en los lisosomas v,
por tanto, la actividad de estas proteasas se realiza casi enteramente en estos
organulos. Estas catepsinas lisosomales adquieren un papel relevante en las rutas de
muerte celular cuando la actividad de las caspasas esta suprimida (Leist & Jaattela,
2001) (Bursch, 2001). Por ejemplo, se ha visto que la catepsina B, forma parte de la
sefalizacion de muerte celular por TNF-a (Guicciardi et al, 2000), actuando como una
molécula ejecutora e induciendo PCD en células cuya actividad caspasa esta

comprometida (Foghsgaard et al, 2001), o en necrosis (Hentze et al, 2003).

2.1.2. Calpainas

Son una familia de cistein proteasas calcio-dependientes que se expresan de modo
ubicuo en mamiferos y en muchos otros organismos (Croall & Ersfeld, 2007). Se han
secuenciado mas de una docena de isoformas, algunas de ellas con multiples
variantes de splicing. Estas proteasas han sido relacionadas con muerte celular por
apoptosis, pero también parecen ser un componente esencial de la necrosis (Golstein
& Kroemer, 2007). Las calpainas presentan su actividad éptima a pH neutro, lo que
explica que no actuen en los lisosomas, diferenciandose asi claramente de las
catepsinas. Debido a su dependencia del calcio, su localizacion intracelular y su
especificidad de sustrato, se ha propuesto que, mas que ser una proteasa digestiva,

las calpainas poseen un papel regulador (Ersfeld et al, 2005) (Pils & Schultz, 2004).

2.2. Muerte celular autofagica (lisosomal o de tipo Il)

La autofagia (Clarke, 1990) (Schweichel & Merker, 1973), es un fendémeno
fisiolégico esencial para el normal funcionamiento de la célula (Mizushima et al, 2004)
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(Yoshimori, 2004), que ayuda a eliminar componentes celulares anormales que se
acumulan durante procesos de estrés celular (Dunn, 1990) (Mortimore et al, 1989). La
autofagia se ha asociado a varios procesos fisiologicos importantes, como la
renovacion de las proteinas y organulos en respuesta al ayuno (Mizushima et al,
2004) (Mortimore & Poso, 1987) (Tsukada & Ohsumi, 1993), la remodelacion tisular
durante los procesos de diferenciacion de distintos organismos (Tsukada & Ohsumi,
1993) (Juhasz et al, 2003) (Otto et al, 2003) (Melendez et al, 2003), muerte celular
(Clarke, 1990), o varias alteraciones patolégicas como en enfermedades
neurodegenerativas (Petersen et al, 2001) (Ravikumar et al, 2002) o cancer (Qu et al,
2003). El proceso autofagico consiste en el secuestro de fracciones del citoplasma y
organulos celulares dentro de vesiculas autofagicas denominadas autofagosomas,
que se caracterizan por poseer una doble membrana (Wang & Klionsky, 2003) (Xie &
Klionsky, 2007). Posteriormente estas vesiculas se fusionan con los lisosomas donde
su contenido citoplasmatico es liberado y degradado por las enzimas lisosomales
(Klionsky & Emr, 2000) (Noda et al, 2002) (Reggiori & Klionsky, 2002).

La autofagia podria ser considerada como un mecanismo protector en situaciones
de estrés, un intento de reducir la demanda metabdlica de la célula consumiendo en
primer lugar las proteinas menos necesarias. Sin embargo, cuando la autofagia
alcanza sus limites, entonces se podria producir la muerte celular (Lockshin & Zakeri,
2004). De este modo, si se produce un fendmeno de estrés en la célula, se activa la
autofagia como mecanismo para recuperar el funcionamiento normal. Sin embargo, si
la célula esta demasiado dafiada y la autofagia no es capaz de reestablecer las
condiciones fisioldgicas, el exceso de autofagia acabaria por eliminar la célula sin
activacion de caspasas (Gozuacik & Kimchi, 2004). Por ejemplo, en respuesta a
estrés oxidativo, las células pueden protegerse a si mismas utilizando la autofagia
para eliminar los organulos dafiados, especialmente las mitocondrias que son una de
las principales dianas del estrés oxidativo (Nieminen et al, 1997). Sin embargo, si el
dafio es excesivo la autofagia podria acabar por eliminar la célula (Lockshin & Zakeri,
2004) (Levine, 2007).

En la induccién del fendmeno autofagico, ademas de moduladores relevantes
conocidos como las proteinas APG5 y Beclin, se ha visto que también participan
como reguladoras proteinas de la familia Bcl-2 (Shimizu et al, 2004), indicando un

interesante nexo entre autofagia y apoptosis.

31



Introduccion

2.2.1. Deteccion de muerte celular autofagica

El fendmeno autofagico fue inicialmente descubierto por microscopia electronica
a principios de la década de los 60 (Ashford & Porter, 1962), y la deteccion mediante
esta técnica de las caracteristicas vacuolas de doble membrana, se ha convertido en
el método mas estandarizado para detectar autofagia. Otro método muy empleado es
la deteccion mediante microscopia de fluorescencia de la proteina LC3 (proteina
asociada a mocrotubulos light-chain 3). Durante el proceso autofagico, LC3 se
concentra en la membrana del autofagosoma y, por tanto, el patréon difuso de
fluorescencia que se obtiene por la expresion en la células de GFP-LC3, se convierte
en un patrén punteado debido a la translocacion de la proteina a la vacuola (Kabeya
et al, 2000) Asimismo, durante la translocacion de LC3 a la vacuola autofagica, la
proteina sufre una adicion lipidica que se traduce en una reduccion aparente de su
peso molecular detectable mediante western blot (Mizushima, 2004). Ademas, la
autofagia se puede detectar morfolégicamente porque los procesos autofagicos se
han asociado a la aparicion de células redondeadas que adquieren un aspecto
globular (Shimizu et al, 2004).

2.3. Paraptosis o muerte celular tipo Il

La paraptosis se caracteriza por la induccidon de una intensa vacuolizacion
citoplasmatica que comienza con la progresiva dilatacion de la mitocondria y del
reticulo endoplasmatico (Van Cruchten & Van Den Broeck, 2002) (Broker et al, 2005).
Tipicamente, esta forma de muerte celular no implica la activaciéon de caspasas, por
lo que no responde a sus inhibidores. Tampoco se produce la formacién de los
cuerpos apoptéticos ni otras caracteristicas propias de la morfologia apoptotica
(Sperandio et al, 2000). Aunque aun es un proceso de muerte celular poco estudiado,
se ha descrito que la paraptosis esta mediada por MAPK (protein quinasa activada

por mitdégenos) (Sperandio et al, 2004) y puede ser inducida por el miembro de la
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familia de receptores TNF, TAJITROY (Wang et al, 2004), y el IGFR-1 (receptor del

factor de crecimiento de la insulina tipo I) (Sperandio et al, 2004).

2.4. Catastrofe mitotica

Otro tipo de muerte celular programada es la denominada catastrofe mitética.
Este proceso esta causado por un fallo mitético provocado por un defecto en los
puntos de control del ciclo celular que conlleva el desarrollo de un gran niumero de
células aneuploides que son inviables (King & Cidlowski, 1995). La catastrofe mitotica
puede ser inducida por agentes estabilizadores o desestabilizadores de los
microtubulos o por dafio en el ADN (Roninson et al, 2001). Se ha visto que esta forma
de muerte celular va acompafnada de permeabilizacion de la membrana mitocondrial y
activacion de caspasas (Castedo et al, 2004), pero se ha argumentado que es
fundamentalmente diferente a la apoptosis, ya que la inhibicién de las caspasas o la
sobreexpresion de Bcl-2 no previenen la muerte de la célula (Roninson et al, 2001)
(Lock & Stribinskiene, 1996).

En conclusion, no sélo las caspasas, sino también las calpainas, catepsinas y
otras proteasas, pueden ejecutar programas de muerte celular programada. Estas
rutas alternativas a la mitocondria se pueden solapar entre si y estan dirigidas por
varios organulos celulares como los lisosomas o el reticulo endoplasmatico. El
conocimiento de otros procesos de muerte celular independientes de caspasas puede
proporcionar avances importantes en el campo de la oncologia, ya que podrian
potencialmente ser manipulados para el desarrollo de nuevas terapias contra el

cancer.
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lll. SCREENINGS FUNCIONALES

Recientemente ha sido secuenciado el genoma completo de un gran numero de
organismos, incluido el humano (Lander et al, 2001) (Venter et al, 2001). Sin
embargo, el conocimiento de la secuencia de estos genomas constituye sélo el primer
paso para conocer la funcién de cada uno de los genes que los componen. En
consecuencia, uno de los retos de la nueva era post gendmica consiste en la
anotacién funcional de la totalidad de los genes codificados en el genoma vy, para
poder abordar este objetivo, se hace necesario el desarrollo de nuevas plataformas
experimentales de alta capacidad que permitan el manejo y andlisis simultdneo de un
gran numero de moléculas. La reciente llegada de sistemas roboéticos de alto
rendimiento ha facilitado esta masificacion, y estos sistemas se han convertido en
potentes herramientas para explorar la funcién génica en el contexto de los diferentes

genomas.

Dada la enorme complejidad del genoma de organismos superiores, se ha
realizado un esfuerzo importante para disefiar metodologias experimentales que, en
combinacion con técnicas robdticas, permitan una mayor capacidad analitica (Grimm,
2004) (Kiss-Toth et al, 2004). Una de ellas es el clonaje por expresion, donde
colecciones de ADNCc se expresan en células en cultivo y se testa su capacidad para
regular las cascadas de senalizacién que resulten de interés (Grimm, 2004) (Kiss-
Toth et al, 2004) (Ting et al, 2005). Muchos de estos métodos se basan en una
propiedad que frecuentemente comparten los mediadores de transduccién de
sefales: su capacidad para inducir la cascada de sefalizaciéon en la que estan
implicados, simplemente al ser sobreexpresados en células susceptibles. Este
principio general ha sido utilizado en el disefio de, por ejemplo, screenings para
identificar genes humanos que activan las rutas de sefializacion de NF-kB (factor

nuclear kB) (Matsuda et al, 2003). Un argumento comparable ha sido empleado para
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disefar un sistema de clonaje para la identificacién de activadores de la ruta de
MAPK (Chanda et al, 2003) (Matsuda et al, 2003) o de reguladores de la protedlisis
de la proteina amiloide (Schobel et al, 2006).

Del mismo modo, muchos mediadores de apoptosis inducen muerte celular
cuando se sobreexpresan en células susceptibles y, gracias a este principio, se han
podido establecer sistemas de screening para la identificacion de genes inductores de
apoptosis (Gewies & Grimm, 2003) (Schoenfeld et al, 2004). Por ejemplo, ya en el
2003, Albayrak y Grimm desarrollaron un sistema de screening partiendo de una
genoteca de ADNc clonada en un vector de expresion, transfectando por separado
cada uno de los clones en células HEK-293T (Albayrak & Grimm, 2003).

De forma similar, publicaciones previas sugieren que la sobreexpresion de las
moléculas implicadas en procesos de PCD no apoptéticos, también activan la
magquinaria de ejecucion de muerte celular. Por ejemplo: la proteina DAPK (death-
associated protein kinase), que desempeina un papel en la induccion de autofagia,
activa esta ruta de muerte celular cuando se sobreexpresa (Inbal et al, 2002). Otro
ejemplo es la proteina NIP (BCL2/adenovirus 19kDa-interacting protein), que media la
autofagia inducida por triéxido de arsenio y también activa este tipo de muerte celular
al ser transfectada (Kanzawa et al, 2005). De modo similar, la muerte paraptotica se

induce por la expresion del IGFR-1 (Sperandio et al, 2000).

Dadas estas premisas al inicio de este trabajo de tesis doctoral, se plante6 la
posibilidad de identificar mediadores de sefalizaciéon implicados en diferentes
programas de muerte celular, analizando genotecas de expresién de ADNc y aislando
aquellos clones cuya expresién fuera capaz de inducir las distintas modalidades de
muerte celular detectadas por sus caracteristicas morfolégicas. Puesto que, como ya
se ha comentado, una propiedad comun de la mayoria de células cancerigenas es su
resistencia adquirida a sufrir muerte celular, la identificacion de genes capaces de
inducir apoptosis u otros procesos de muerte celular en células tumorales, abre la
posibilidad de encontrar rutas de muerte que permanecen activas en células
transformadas, y que pudieran ser utiles en el desarrollo de futuras terapias en el

tratamiento contra el cancer.
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Objetivos

Identificacion funcional de moléculas cuya sobreexpresion
induce procesos morfolégicamente definidos de muerte

celular.

Estudio y caracterizacion de las moléculas clonadas, y de la

ruta a través de la cual activan el programa de muerte celular.
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l. SCREENING FUNCIONAL

El objetivo principal de este estudio consistié en la identificacion funcional de
genes implicados en procesos de muerte celular programada, con objeto de mejorar
asi la compresion de dichas vias y su compleja red senalizadora.

El analisis se fundamenté en la ya comentada propiedad, que comparten la
mayoria de las moléculas implicadas en distintas modalidades de PCD, de activar la
magquinaria de ejecuciéon de muerte celular al ser sobreexpresadas en células

susceptibles.

1. Deteccion morfolégica

Como ya se ha mencionado, los procesos de muerte celular programada, tanto
apoptoéticos como no apoptéticos, pueden ser facilmente identificados sobre la base
de los cambios morfologicos que sufren las células durante el proceso de muerte. Asi,
por ejemplo, las células apoptoticas se pueden identificar morfolégicamente porque
se muestran encogidas y con rugosidades en su membrana plasmatica (blebbing).
También se pueden detectar morfolégicamente los procesos de muerte celular
autofagica, puesto que se caracterizan por la aparicion de células redondeadas e
irregulares que adquieren un aspecto globular (Shimizu et al, 2004). Otro proceso de
PCD identificable por las alteraciones morfolégicas que provoca es la paraptosis,
caracterizada por la aparicién de células que presentan una intensa vacuolizacion
citoplasmatica (Van Cruchten & Van Den Broeck, 2002) (Broker et al, 2005). Estos
cambios morfolégicos son particularmente faciles de detectar si las células que los

sufren expresan la proteina verde fluorescente (GFP) (Figura 1).
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Células 293T

GFP + RIP

14

Figura 1. Ejemplo de deteccién morfolégica de células apoptéticas. Células

HEK-293T cotransfectadas con GFP y vector vacio (izquierda) o RIP (derecha).

En este estudio se ha abordado un cribado funcional de una genoteca de ADNc
clonada en un vector de expresion para identificar clones cuya sobreexpresién resulta
en la aparicion de alguno de estos cambios en la estructura celular caracteristicos de
diferentes modos de muerte programada. Las alteraciones morfolégicas inducidas por
la sobreexpresion de los clones relevantes se detectaron en presencia de GFP,

puesto que la presencia de esta proteina fluorescente realza dichas alteraciones.

2. Sistema de identificacion funcional

Para abordar este trabajo, se partié de una genoteca de ADNc obtenida a partir
de linfocitos T humanos “activados” y clonada en el vector de expresion pEAK (Edge
Biosystems). Con el fin de aumentar la capacidad del método de andlisis, en lugar de
transfectar clon a clon, éstos se organizaron en grupos. Para ello se emplearon

sistemas robéticos que permitieron procesar una extensa coleccion de clones.
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2.1. Optimizacién del tamaino de los grupos

En primer lugar, se establecié el tamafio 6ptimo de los grupos de clones. Para
ello, se realizaron diluciones crecientes de plasmidos que contenian moléculas
proapoptoéticas conocidas, y se transfectaron en células HEK-293T con objeto de
determinar la dilucion maxima que aun permitia la deteccion morfologica de la
apoptosis inducida por las moléculas escogidas. Para inducir apoptosis, se emplearon
las moléculas proapoptéticas RIP y FADD. Ambas proteinas, inducen apoptosis en
células de mamifero interaccionando con los receptores de la superfamilia TNF
(Baker & Reddy, 1996).

FADD (FAS-associated death domain protein) es una molécula adaptadora que
se une a Fas (CD95 o APO-1) y a TNFR1 (receptor 1 del factor de necrosis tumoral) a
través de su dominio de muerte (Death Domain, DD). Esta interaccion, provoca el
reclutamiento y activacion de la caspasa-8 (o también la caspasa-10), que a su vez
activa a caspasas efectoras, como la -3, -6 y -7, desencadenando la cascada de
acontecimientos que finalmente conducen a la apoptosis (Chinnaiyan et al, 1995)
(Boldin et al, 1995).

RIP (receptor interacting protein) es una Serin/Treonin quinasa que también se
asocia a Fas y TNFR1 a través de su dominio de muerte, y promueve apoptosis y la
activacion de NF-kappa-B (Stanger et al, 1995) (Hsu et al, 1996).

Los plasmidos que expresaban RIP y FADD, fueron progresivamente diluidos en
plasmido vacio y transfectados en células HEK-293T, mediante el método de
precipitacion con fosfato calcico, junto con un vector que expresaba GFP (Green
Fluorescent Protein). La presencia de GFP permitié la identificacion de las
caracteristicas morfolégicas asociadas a los fendbmenos de muerte celular. La
aparicion de signos apoptéticos, fue detectable, por microscopia de fluorescencia
convencional, hasta diluciones de 1/100, gracias a la presencia de GFP en las células
transfectadas.
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Vector RIP FADD
(1:100) (1:100)

Figura 2. Deteccion de la morfologia apoptoética inducida por moléculas
proapoptoticas diluidas. Células HEK-293T cotransfectadas con GFP vy las

moléculas indicadas.

Sobre la base de estos resultados, se eligié un tamafo de grupo de 96 clones por

grupo (Figura 2).

2.2. Sistema de clonaje por expresion

La genoteca de ADNc fue sembrada en placas de 22 x 22 cm y las colonias
bacterianas obtenidas se inocularon en placas de 384 pocillos utilizando un sistema
robético capaz de picar las colonias con alta eficacia (Qpixll, Genetix).
Posteriormente, cada uno de los 96 clones que se generan al dividir las placas de 384
pocillos en 4 sectores, se agruparon en un nuevo pocillo de un bloque de 96 pocillos
con 1,5 ml de medio de cultivo (grupo 1**°), usando el mismo sistema robético. En
este proceso se obtuvo un volumen suficiente de cultivo para poder extraer el ADN
plasmidico utilizando el Biorobot-3000 de Qiagen. Las placas de 384 pocillos
originales se mantuvieron congeladas a -70 °C hasta el momento de su utilizacion.

El ADN obtenido de cada grupo 1%, se cotransfecté en células HEK-293T por el
método de precipitacion con fosfato calcico, junto con un plasmido que expresaba
GFP. 24 y 36h después, las células transfectadas se analizaron in vivo utilizando un

microscopio de fluorescencia invertido, tratando de identificar pocillos que
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presentaran células transfectadas con cambios morfolégicos compatibles con muerte

celular (Figura 3).

Para identificar el clon responsable de esos cambios morfolégicos y aislarlo
dentro del grupo 1% detectado como positivo, se descongel6é de nuevo la placa
original de 384 pocillos a partir de la cual se habia obtenido ese grupo, y se reagrupé

arios

el cuadrante al que correspondia por filas y por columnas (grupos 2°°°). De estos

arios

grupos 27" se obtuvo de nuevo ADN plasmidico que fue cotransfectado con GFP
para identificar aquellos que retenian la capacidad de provocar los cambios
morfolégicos detectados originalmente. De este modo, el clon causante del fenotipo

observado estaba representado simultineamente en dos grupos 2°"°

, aquellos
formados por todos los clones de la fila y de la columna en la que se encontraba
localizado. La interseccion entre dos grupos 2°"°° positivos proporcioné la posicion
exacta del clon en cuestiéon. En el caso de encontrar mas de una fila o columna
positivas, se estudiaron todas las intersecciones posibles, puesto que podia haber

mas de un clon positivo en el sector original (Figura 3).
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Figura 3. Esquema del clonaje por expresién. Los clones de la libreria de ADNc fueron sembrados
en placas de 384 pocillos. Grupos de 96 clones fueron subsecuentemente generados a partir de cada
uno de los cuatro sectores indicados de la placa. EI ADN plasmidico obtenido de los grupos se
cotransfecté con un plasmido que expresaba GFP en células 293T, y de detectd muerte 36 h
después. El aislamiento de los clones positivos se llevé a cabo subagrupando todas las filas y
columnas del cuadrante original a partir del cual se obtuvo el grupo positivo, y cotransfectando el ADN
plasmidico obtenido de estos subgrupos con GFP. Los clones positivos se localizaban en la
interseccion entre las filas y columnas positivas.
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Positivo Positivo Positivo
Negativo (grupo primario)(grupo secundario) (clon aislado)

In vivo-20x microscopio invertido

Figura 4. Secuencia cronolégica de identificacion de uno de los clones

positivos.

Este esquema se aplicé a 135000 clones de la genoteca y se llegaron a aislar
hasta 229 ADNcs capaces de provocar, en las células transfectadas, alteraciones

morfolégicas compatibles con diversos procesos de muerte celular.

2.3. Confirmacién de la muerte celular: marcaje con IP

En primer lugar se comprobd que los cambios morfolégicos observados tras la
transfeccion con los clones positivos realmente desembocaban en la muerte de la
célula, y no eran simplemente unas alteraciones transitorias que no afectaban a la
viabilidad celular. Para ello, se utilizé una técnica muy comun para identificar muerte
celular que consiste en una tincion celular con yoduro de propidio (IP). EI IP es una
molécula fluorescente que se intercala en el ADN y también en el ARN. La membrana
celular es normalmente impermeable a este marcador, pero las células muertas
presentan sus membranas dafiadas y son incapaces de excluirlo. El IP que ha
entrado en las células se puede detectar mediante microscopia de fluorescencia por

la emisién de una sefal roja (Figura 5, panel inferior).

49



Resultados

181 clones, de los 229 totales, dieron un marcaje positivo para IP (no se
muestra), indicando que las 48 moléculas restantes inducian cambios morfolégicos
que no resultaban en muerte celular. Muchos de estos clones fueron considerados
inicialmente como “inductores débiles” de los cambios morfologicos asociados a
distintos PCD, y fueron generalmente identificados en grupos primarios que también
contenian un “inductor fuerte”. La subdivisiéon por filas y columnas de estos grupos

12" buso de manifiesto el potencial inductor débil de estos clones.

3. Secuenciacion y clasificacién

Los 181 clones identificados fueron secuenciados y la informacién obtenida se
compardé con el banco de datos del National Center for Biotechnology Information
(NCBI), utilizando el algoritmo Blast. La identificacién de todos los clones permitio
reducir la coleccion a 92 miembros no redundantes que se clasificaron en la

siguiente tabla:

3.1. Tabla 1. Lista de moléculas clonadas.

Familia Molécula® Modo de muerte® Cantidad
de muerte®
Transportadores ANT3 (FL; NM_001636) Apoptético +++
mitocondriales Transportador de fosfato (FL; | Apoptético +++
NM_002635)
MTCH1b (TR; NM_014341) Apoptético +++
MTCH2 (FL; NM_014342) Vac.(l)/Apoptético | +
Mitocondria TIMM17 (FL; NM_006335) Apoptético +
TOMM20 (FL; NM_014765) Apoptético ++
VDAC1 (FL; NM_003374) Apoptético +
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Mitoch. translation optim. homolog
(TR; NM_012123)

Apoptético

++

Senalizacion

RAS-related proto-oncogene,

Vacuolado (R)

++

celular RALB (FL; NM_002881)
GNAS-transcripto 1 Apoptoético ++
(TR; NM_000516)
RAC2 (FL; NM_002872) Globular +
TRAF3-interacting protein Apoptético +
(TR; NM_025228)
RHOA (FL; NM_001664) Apoptotico +
SAM SH3 dominios, SAMSN1 | Apoptodtico ++
(TR; NM_022136)
Proto-oncogen de sarcoma felino, | Apoptético +++
FES (TR; NM_002005)
Ras-like without CAAX-1, RIT1 | Vacuolado (R) ++
(FL; NM_006912)
Megakaryocyte assoc. kinase, | Apoptotico ++
MATK (TR; NM_139354)
FMR1-interacting protein | Apoptdético ++
2,CYFIP2 (TR; NM_014376)
RHOH (FL; NM_004310) Apoptotico +

Apoptosis RIPK3 (FL; NM_006871) Apoptotico +++
BNIP3L (FL; NM_004331) Apoptético +++
BAX (FL; NM_138761) Apoptotico +++
Caspasa-4 (FL; NM_001225) Apoptatico ++
Caspasa-1 (FL; NM_033292) Apoptoético ++
CD95 (FL; NM_152872) Apoptotico +++
Granzima B (FL; NM_004131) Apoptotico +++
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Proteinas de | MHC-I (TR; NM_002116) Apoptotico ++
membrana
Receptor cisteinil leucotrieno tipo | Vacuolado (1) +
1 (FL; NM_006639)
CD48 (TR; NM_001778) Apoptético +
CD7 (TR; NM_006137) Apoptético +
CD74 (TR; NM_004355) Vacuolado (1) +
Metabolismo GAPDH (TR; NM_002046) Apoptético +
Holocitocromo c sintasa Apoptotico +
(FL; NM_005333)
ATP-sintasa F1 Apoptotico +
(TR; NM_001686)
Glucosa fosfato isomerasa Globular +
(TR; NM_000175)
Quinolinato fosforibosil- | Apoptdtico +
transferasa (FL; NM_014298)
ATP-sintasa FO (FL; NM_006476) | Apoptotico +
Citocromo C oxidasa-subunidad | Apoptdtico ++
IV (FL; NM_001861)
Succinato deshidrogenasa C (TR; | Apoptdtico ++
NM_003001)
Cytochrome c¢ assembly 1-like, | Apoptdtico +
OXA1L (TR; NM_005015)
Elongation very long fatty acids- | Globular +
like (TR; NM_022821)
Hidroxiacil-CoA  deshidrogenasa | Globular +
(TR; NM_000182)
Fosfofructo kinasa Globular +

(TR; NM_002627)
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Diferentes

familias

Exportina 1 (TR; NM_003400)

Nucleoporina-205
(TR; NM_015135)
Miembro 7 de la familia CHMP
(TR; NM_152272)

Proteina de asociacion
microfibrilar 1, MFAP1

(TR; NM_005926)

Pharynx defective 1 homolog,
APH1b (FL; NM_031301)
Ubiquitin-conjugating enzyme E2R
(FL; NM_017811)

Proteina ribosomal larga PO

(TR; NM_001002)

Insuficiencia adrenocortical

(FL; NM_015665)

Factor traduccion elongacion 1
(TR; NM_001402)

Metionil aminopeptidasa 1

(TR; NM_015143)

MARK2 (TR; NM_017490)

Na/K transporting ATPase

(TR; NM_001001586)

Factor de iniciacién de traduccion
3 (TR; NM_003754)
ADP-ribosilation-like factor int prot.
5 (TR; NM_006407)

High  mobility  gr.-Nucleosome
binding (TR; NM_004965)

Apoptotico

Apoptético

Apoptético

Apoptético

Vacuolado (1)

Vacuolado (1)

Apoptotico

Apoptotico

Apoptético

Apoptotico

Vacuolado (R)

Apoptoético

Globular

Globular

Globular

+++

++

++

++

+++

++
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Resistencia mixovirus 1
(TR; NM_002462)
c-EBP-zeta (TR; NM_005760)

Reticulon 3 (TR; NM_006054)

Proteina de interaccién con

fosfatasa PSTPIP1

(FL; NM_003978)
Transaldolasa 1

(TR; NM_006755)

Aurora Kinasa A6

(TR; NM_198437)

Citohesina 2 (FL; NM_004228)

Proteina ribosomal L10a (TR;
NM_007104)

Branched Cain aminotransferase
2 (TR; NM_001190)

Simplekina (TR; NM_004819)

Receptor de cadenas alfa de
células T (FL; AY247836)

FUS (TR; NM_004960)

Proteina de choque térmico 70,
HSPAS8 (TR; NM_006597)

Chaperonin containing TCP1 (TR;
NM_012073)

MutS homologo 2, MSH2
(TR; NM_000251)

Apoptotico

Apoptotico

Vacuolado (1)

Vacuolado (R)

Apoptotico

Globular

Vacuolado ()

Globular

Vacuolado (1)

Apoptotico

Apoptoético

Apoptoético

Apoptoético

Apoptoético

Apoptoético

++

++

++

++
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Prot. de membrana secretora de

transportadores 3
(TR; NM_005698)
Anexina A7 (TR; NM_004034)

Sintaxina 4 (TR; NM_004604)

IL32 (FL; NM_004221)

UBX domain containing 2
(TR; NM_014607)
Beta-actina

(TR; NM_001101)
Gamma-actina

(TR; NM_001614)

Globular

Apoptético

Globular

Globular

Apoptético

Apoptético

Apoptético

++

++

Desconocido

FAM104A (FL; NM_032837)

Zn-finger containing MYMG6 (FL;
BC029439)

Deshidrogenasa putativa, CGI49
(TR; NM_016002)

Proteina hipotética

(TR; XM_941317)
DENN/MADD-containing 1A

(TR; NM_020946)

C20rf33 desconocida

(FL; NM_020194)

TBC1 domain family member 10C
(TR; NM_198517)

DDHD domain containing 2
(TR; NM_015214)

Vacuolado (1)

Globular

Apoptotico

Apoptotico

Apoptético

Apoptético

Apoptético

Apoptoético

++

+++

+++

++

++

++
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Proteina transmembrana 106C | Apoptético +
(TR; NM_024056)

Desconocida (TR; NM_014855) Apoptotico ++
Desconocida (TR; NM_025176) Apoptoético +
Hipotética (TR; XM_930748) Apoptotico ++

? Incluye el nombre de la molécula asi como la integridad del clon (FL, full length; TR, tuncado) con

respecto a la secuencia indicada (RefSeq).
R e | vacuolas regulares o irregulares, respectivamente.

° Gradacion de la induccion de muerte celular 36h después de la transfeccion. (+), por debajo del 10% de
las células transfectadas son ioduro de propidio (IP)-positivas; (+ +), entre el 10 y el 30% de las células

transfectadas son IP-positivas; (+ + +); mas del 30% de las células transfectadas son IP-positivas.

Dentro de la coleccion de moléculas clonadas se identificaron proteinas
pertenecientes a diversas familias estructurales y funcionales. Por ejemplo, un gran
numero de clones codifican moléculas implicadas en procesos metabdlicos como la
glucosa fosfato isomerasa o la ATP-sintasa F, (Tabla 1), sugiriendo la existencia de
una estrecha relacion entre pequefas alteraciones en el metabolismo y la induccion
de muerte celular. También se clonaron recurrentemente moléculas implicadas en la
formacion del citoesqueleto, como diversas formas de y-actina y B-actina, o PIR121
(cytoplasmic FMR1 interacting protein 2), una proteina inducible por p53 que inhibe la
actividad de la proteina WAVE1 (Eden et al, 2002). WAVE1 es un miembro de la
familia SCAR/WAVE (Miki et al, 1998) que regula el ensamblaje de actina por su
unién y activacion al complejo Arp2/3 (Machesky et al, 1999). Otra de las moléculas
relacionadas con el citoesqueleto es la simplekina, una proteina nuclear que
participa en el ensamblaje de la maquinaria de poliadenilacion (Takagaki & Manley,
2000), y que también se localiza en las tight junctions o uniones estrechas (Keon et
al, 1996) que conectan el citoesqueleto de células adyacentes. De forma interesante,
todas estas moléculas fueron clonadas como formas truncadas. Una posible

explicacion de este fendbmeno seria que, al tratarse de formas incompletas, estuvieran
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interfiriendo con las formas endogenas, éstas serian esenciales para la viabilidad

celular y por tanto desencadenarian un proceso de muerte.

3.2. Mediadores apoptéticos clonados

Muchos de los ADNcs clonados correspondian a moléculas conocidas por su
implicacion en vias apoptoéticas, validando asi la capacidad del sistema para
identificar reguladores significativos del proceso apoptético. A continuacion, se
describen brevemente estas proteinas:

RIP3 (o RIPK3, Receptor-iteracting serine/threonine-protein kinase 3). Pertenece
a la familia de serin-treonin quinasas RIP (receptor interacting protein), que forman
parte del complejo de sefializacion del TNFR-1. Cuando se expresa en células de

mamifero, puede inducir apoptosis y el factor de transcripcién NFkB (Yu et al, 1999).

BNIP3L (BCL2/adenovirus E1B 19kDa protein-interacting protein 3-like). Este gen
pertenece a la familia de las proteinas proapoptéticas BNIP. Esta molécula
interacciona con la proteina adenoviral E1B 19kDa, responsable de la proteccion
frente a la muerte celular inducida por virus, asi como con el homodlogo Bcl-2. Puede

desempefiar un papel como supresor de tumores (Matsushima et al, 1998).

Bax es un miembro proapoptético de la familia Bcl-2 que induce apoptosis
uniéndose y antagonizando la funcién inhibidora de Bcl-2. La relacién entre Bax y Bcl-

2 determina la supervivencia o la muerte de la célula. (Oltvai et al, 1993).

Caspasa-1, también llamada ICE o Interleukin-1 beta-converting enzyme. Media
una gran variedad de respuestas inmunes e inflamatorias. Ademas, puede promover
apoptosis y es inhibible especificamente por la proteina CrmA del cowpox virus
(Thornberry et al, 1992) (Cerretti et al, 1992).
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La caspasa-4 esta implicada en la ejecuciéon de la apoptosis. Se activa por un
proceso autocatalitico, o bien mediado por la caspasa-8, y degrada a la caspasa-1
(Faucheu et al, 1995).

Fas (también llamado CD95 o APO-1) es el miembro numero 6 de la superfamilia
de receptores del factor de necrosis tumoral (TNF-R). Contiene un dominio de muerte
(DD) y juerga un papel central en la regulacion de determinadas vias apoptéticas. En
respuesta a la interaccion con su ligando promueve la formaciéon de un complejo de
sefializacion inductor de muerte, llamado DISC, que también incluye a la molécula
adaptadora FADD (Fas-associated death domain protein) y las caspasas-8 y -10. La
activacion proteolitica de estas proteasas dentro del complejo, induce la cascada de

caspasas que dan lugar a la apoptosis (Itoh et al, 1991) (Oehm et al, 1992).

Granzima B pertenece a la familia de peptidasas S1, subfamilia de granzimas y
es necesaria para inducir lisis celular en respuestas inmunes. Esta proteasa es capaz
de procesar a las caspasas 3, 7, 9 y 10 promoviendo su activacién para provocar
apoptosis (Schmid & Weissmann, 1987), (Caputo et al, 1988) (Trapani et al, 1988).

VDAC1 (canal aniénico dependiente de voltaje isoforma 1). Pertenece a la familia
de porinas mitocondriales eucaridticas. Forma un canal a través de la membrana
mitocondrial externa que permite la difusion de pequefias moléculas hidrofilicas y
también actua en la membrana plasmatica regulando el volumen celular. Se cree que
en la mitocondria participa en la formacion del complejo del poro de transicion de
permeabilidad (PTP) responsable de la liberacion de una serie de proteinas
mitocondriales localizadas en el espacio intermembrana encargadas de inducir

apoptosis (Blachly-Dyson et al, 1993) (Verrier et al, 2003). (Ver Introduccion)
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4. Identificacion de distintos tipos de muerte celular

A través del analisis mediante microscopia de fluorescencia de los cambios
morfolégicos producidos en las células transfectadas con los clones de la genoteca,
se observé que la gran mayoria de ellos inducian las alteraciones tipicas de los
procesos apoptéticos. Sin embargo, se encontré también un considerable nimero de
clones que provocaban alteraciones atipicas que sugerian modalidades alternativas
de PCD. De este modo, se identificaron 12 moléculas que provocaban una intensa
vacuolizacion citoplasmatica (modo de muerte vacuolado, Tabla 1), y otras 14
moléculas que inducian morfologia globular y colapso del contenido celular (modo de
muerte globular, Tabla 1). Ejemplos representativos de estos fenotipos se muestran

en la Figura 5.

Apoptotico Globular
(RIP3) Vacuolado (MY MB)
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Figura 5. Identificacion de diferentes modos de muerte celular. Tres tipos de muerte celular

In vivo
Confocal

IP-10x
Invertido

diferenciables morfolégicamente: apoptético, vacuolado y globular. Las células 293T se transfectaron
con las moléculas indicadas junto con un plasmido que expresaba GFP, y analizadas in vivo por
microscopia confocal 36 h después. También fueron marcadas con IP (panel de abajo). Se muestran

ejemplos representativos.

4.1. Diferentes procesos de vacuolizacion

Ademas, dentro del fenotipo vacuolado se distinguieron dos subcategorias: la

vacuolizacion tipo | (o irregular) y tipo R (o regular) (Tabla 1).
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El modelo de vacuolizacion que se catalogdé como irregular (Tipo 1) se
caracterizaba por vacuolas de formas irregulares y que mostraban una distribucion
perinuclear. Dentro de esta categoria, se identificaron 8 clones cuya sobreexpresion
inducia este fenotipo. Como ejemplo de esta categoria se ha tomado la proteina

APH1 (vacuolado tipo |, Figura 5).

APH1 (pharynx defective 1 homolog) es una proteina transmembrana que
interacciona con presenilina y nicastrina, y presenta 2 homoélogos en humanos, a y b.
Constituye uno de los componentes esenciales del complejo presenilina-gamma-
secretasa que es necesario para la protedlisis de un gran numero de proteinas de
membrana, incluyendo Noch y el precursor de la proteina beta-amiloide (APP), que
libera un péptido neurotéxico implicado en la enfermedad de Alzheimer (Saito & Araki,
2005).

Por otro lado, las vacuolas que se denominaron regulares (Tipo R) se
caracterizaban por una forma redondeada y una distribucion homogénea a lo largo de
todo el citoplasma. Se identificaron 4 moléculas cuya sobreexpresion provocaba este
fenotipo, entre las cuales se encuentra la proteina MARK2, (vacuolado tipo R, Figura
5).

MARK2 (microtubule affinity-regulated kinase-2) forma parte de la familia EMK
(ELKL Motif Kinase). Es una pequefia familia de serin-treonin quinasas implicada en
el control de la polaridad celular, en la estabilidad de los microtubulos y en céncer.
MARK2 fosforila proteinas asociadas a microtubulos (proteinas tau) en la
degeneracion neurofibrilar de la enfermedad de Alzheimer (Panneerselvam et al,
2006) (Marx et al, 2006).

4.1.1. Origen subcelular de las vacuolas

Los fendbmenos de vacuolizaciéon citoplasmatica, se asociaron comunmente a
procesos de muerte celular tanto apoptética como atipica, y en muchos casos se ha
demostrado que el reticulo endoplasmatico (RE) es el origen de estas vacuolas (Van
Cruchten & Van Den Broeck, 2002) (Broker et al, 2005). Para comprobar si las
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vacuolas generadas por la sobreexpresion de las proteinas APH1 y MARK2
procedian del reticulo, se cotransfectaron los vectores que expresaban estas
moléculas junto con una versién de la proteina RFP (proteina fluorescente roja, del
inglés red fluorescence protein) que se expresa exclusivamente en las cisternas
reticulares, (reRFP: (Klee & Pimentel-Muinos, 2005)), y que se empled como
marcador reticular. Mediante microscopia confocal se observé que las vacuolas
irregulares (Tipo I) inducidas por la proteina APH1, se presentaban rellenas de este
marcador, revelando su origen reticular (Figura 6). Por otro lado, las vacuolas
redondeadas (Tipo R) provocadas por la sobreexpresion de MARK2 excluian la
reRFP (Figura 6), indicando que no tenian origen reticular y que ambos tipos de

vacuolizacion eran, de hecho, diferentes.

GFP erRFP Mezcla

Figura 6. Dos procesos de
vacuolizacion distinguibles por su
origen subcelular. Las células 293T
fueron transfectadas con los plasmidos
indicados y analizadas 36 h después in

vivo por microscopia confocal.

4.2. Induccién de autofagia por la expresion del clon MYM6

Otro tipo de PCD que se ha asociado a cambios morfologicos caracteristicos es la
muerte autofagica. Este tipo de muerte celular provoca la aparicion de células que se

desprenden del sustrato y adquieren una apariencia globular (Shimizu et al, 2004).
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Uno de los clones identificados cuya sobreexpresion induce este fenotipo

corresponde a la proteina MYM6.

MYM6 (o ZNF258) es un miembro de la familia MYM que se expresa a niveles
elevados en el corazén, musculo esquelético, rifion e higado (Smedley et al, 1999).
Contiene 5 dedos de Zinc, secuencias que han sido implicadas en interacciones
proteina-proteina y proteina-ADN (Heldin, 1995). MYMG6 se ha propuesto como un
posible candidato a gen supresor de tumores en estudios realizados en carcinomas

de ovario (Bandera et al, 1997).

Para evaluar si los cambios morfolégicos que se observaron por la
sobreexpresion de MYM6 realmente eran provocados por un proceso autofagico, se
realizaron una serie de experimentos empleando la molécula LC3A como marcador
de autofagia. LC3 es una proteina que se transloca especificamente al autofagosoma
durante su formacion. Simultaneamente, sufre una adicion lipidica que hace que
migre mas rapidamente en geles de poliacrilamida (Mizushima, 2004). Ademas, los
procesos autofagicos, también se caracterizan porque los autofagosomas poseen una
doble membrana (Xie & Klionsky, 2007) que se puede detectar mediante microscopia

electronica.

4.2.1. Translocacién de LC3A

Para analizar si la sobreexpresion de MYM6 provocaba la translocacion de LC3A
al autofagosoma, se cotransfectd el plasmido que expresaba MYMG6 en células
HEK-293T, junto con otro vector que expresaba una version de LC3 unida a GFP
(GFP-LC3A) para poder detectar su localizacion mediante microscopia de
fluorescencia. Este experimento mostré que, efectivamente, la sobreexpresiéon de
MYM®6 activaba la redistribucion de LC3A a las estructuras vesiculares (Figura 7,

panel superior).
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4.2.2. Adicion lipidica

Para detectar si la proteina LC3A, ademas de su relocalizacion a los
autofagosomas debida a la sobreexpresiéon de MYM®6, también sufria la adicién
lipidica tipica de los procesos autofagicos, se contransfectaron células HEK-293T con
el vector que expresa MYM®6 y otro que contenia una versién de LC3A marcada con
el epitopo HA (HA-LC3A), para su posterior inmunodeteccion. Mediante analisis por
western blot con un anticuerpo anti-HA, se observé una aparente disminucién en el
peso molecular de la proteina HA-LC3A inducida por MYMG6, compatible con el

efecto esperado por el fendmeno de adicion lipidica (Figura 7, panel central).

Tanto la redistribucion de GFP-LC3A, como la simulada reduccién en el peso
molecular de HA-LC3A, se dan a un nivel comparable al de la proteina proautofagica

conocida NIP, que se empleé como control positivo (Kanzawa et al, 2005).

4.2.3. Aparicion de vesiculas de doble membrana

Con objeto de detectar si la sobreexpresién de MYM6 induce la aparicion de
vacuolas con doble membrana que son tipicas de la autofagia, se transfectaron
células HEK-293T con un plasmido de expresion que codifica para MYM6 y se
sometieron posteriormente a microscopia electronica. Este ensayo reveld la
proliferacion de vesiculas citoplasmaticas de doble membrana confirmando Ila

existencia de un proceso autofagico (Figura 7, panel inferior).

Todos estos resultados apuntan a que la proteina MYM®6 presenta la capacidad
de inducir autofagia si se sobreexpresa, sugiriendo que podria estar implicada en las
cascadas de sefializacion que regulan el proceso autofagico de forma fisioldgica.
Ademas, estos datos indican que la morfologia globular producto de su
sobreexpresion es probablemente la consecuencia de un proceso autofagico que
resulta en muerte celular tal y como ha sido descrito previamente (Shimizu et al,
2004).
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Vector MYM6  NIP

Figura 7. La expresion de MYM6 induce
autofagia. Se transfectaron células 293T con los
plasmidos indicados junto con un vector que

expresaba GFP-LC3A (panel de arriba) o

\0\ 4\& Western: HA-LC3A (panel central), y otro plasmido que
kD \\?}o @ é\ anti-HA expresaba el inhibidor de caspasas p35 para
00 - - HA-LC3A-I reducir la apoptosis inducida por NIP. Después

_— HA-LC3A-II de 36 h, las células se fijaron y analizaron por

microscopia confocal (panel superior), fueron

lisadas para someterlas a wetern-blot (panel

central), o fijadas para microscopia electrénica
(panel inferior; el tamafio de las barras

representa 2 ym (izquierda) o 40 nm (insertos 1
y 2)).

4.3. Implicacién diferencial de las distintas

modalidades de muerte celular

las caspasas en

Los diferentes modos de muerte celular se pueden distinguir, ademas de
morfolégicamente, por sus diferentes grados de dependencia a las caspasas (Broker
et al, 2005). Para comprobar si los procesos de PCD morfolégicamente diferentes que
eran inducidos por las moléculas clonadas podian ser diferenciados también por su
susceptibilidad a inhibidores de caspasas, se trataron células HEK-293T previamente
transfectadas con estos clones, con un inhibidor de caspasas de amplio rango como
zVAD.fmk. Como cabia esperar, la muerte celular inducida por la sobreexpresion de
la molécula RIP3, que es un conocido inductor de apoptosis, se inhibié casi
completamente por el tratamiento con zVAD.fmk (Figura 8). Sin embargo, las
proteinas APH1 y MARK2, ambas inductoras de un tipo de muerte acompafado de
vacuolizacion citoplasmatica, se mostraron parcialmente resistentes (Figura 8).
Finalmente, en el caso de MYM®6, el clon que parecia estar asociado a muerte

autofagica, se observé una completa insensibilidad al inhibidor, mostrando asi que el
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proceso de muerte celular activado por la sobreexpresién de MYM6 es independiente

de las caspasas (Figura 8).

Células IP-positivas
por campo (x102)

L +| L +| L +| L +| L +| -4 z\VVAD.fmk
Vector RIP3 MARK2 APH1 MYM6

Figura 8. Implicacion de las caspasas en los diferentes tipos de muerte. Se transfectaron
células 293T como se indica y se trataron con zVAD.fmk (50 pM) 4 h después de ser
transfectadas. Pasadas 36 h, se contd el numero de células positivas para ioduro de propidio en
un ensayo ciego. Al menos se contabilizaron hasta 600 células por cada punto experimental. La
barra de errores indica las desviaciones estandar de los porcentajes obtenidos contando al

menos 8 campos diferentes.

Aunque no se analizaron sistematicamente todos los clones para evaluar la
correlacion entre las distintas morfologias mortales (apoptética, vacuolada y globular)
y los parametros estudiados (origen de la vacuolizacion, induccidon de autofagia y
dependencia de caspasas), los resultados obtenidos hasta este punto indican que se

habian clonado moléculas capaces de inducir diferentes tipos de muerte celular.
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.  FAMILIA DE TRANSPORTADORES MITOCONDRIALES

Dentro de los clones que inducian alteraciones morfolégicas tipicas de los
procesos apoptéticos se encontraron cuatro miembros de la familia de
transportadores mitocondriales (Tabla 1), un grupo de proteinas implicadas en el
transporte de metabolitos a través de la membrana mitocondrial interna. En
humanos, esta familia de moléculas esta codificada por los genes SLC25 (human

mitochondrial solute carrier gene family) (Palmieri, 2004).

Dos de los cuatro miembros clonados, el transportador de fosfato (PiC) y la
isoforma 3 del transportador del nucleétido adenina (ANT3), muestran la estructura
clasica de la familia con tres dominios homdlogos de aproximadamente 100
aminoacidos (Palmieri, 2004). Sin embargo, los otros dos, MTCH1 y MTCH2
(mitochondrial carrier homolog 1 y 2, respectivamente), presentan una estructura

atipica con un unico dominio de homologia (Yerushalmi et al, 2002).
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Figura 9. Estructura transportadores mitocondriales.
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PiC (transportador de fosfato, del inglés phosphate carrier) cataliza el
transporte de fosfato a la matriz mitocondrial, un proceso esencial para la
fosforilacion oxidativa de ADP a ATP. El PiC estd codificado por el gen
SLC25A3 y se han identificado dos isoformas en humanos generadas por
splicing alternativo, A y B (Dolce et al, 1994). Ambas isoformas muestran
propiedades similares en cuanto a especificidad de sustrato y sensibilidad a
los inhibidores. Sin embargo, la principal diferencia se localiza en los
parametros cinéticos. La afinidad de la isoforma A para transportar fosfato, es
3 veces mayor que la isoforma B. Ademas, la tasa maxima de transporte de
la isoforma B, es tres veces mayor que la de A (Fiermonte et al, 1998) La
molécula clonada en este screening corresponde a la isoforma B. Defectos en
el gen SLC25A3 causan la llamada deficiencia del transportador de fosfato
mitocondrial (MPCD, mitochondrial phosphate carrier deficiency), un
desorden patologico de la fosforilacién oxidativa. Estos pacientes presentan
acidosis lactica, cardiomiopatia hipertréfica, hipotonia muscular y mueren en

el primer afio de vida (Mayr et al, 2007).

ANT3 esta codificado por el gen SLC25A6 y es una de las 4 isoformas que se
conocen del transportador del nucledtido adenina (ANT) en humanos (ver
Introduccion). A esta isoforma se le asignd previamente una funcién
proapoptotica en experimentos de sobreexpresion, que ademas era inhibible
por el acido bongcrékico y la cliclosporina A (Zamora et al, 2004), dos
reguladores negativos del poro de transicion de permeabilidad (PTP),
sugiriendo su implicacion en dicho poro al igual que ya se habia establecida
para su homélogo y miembro prototipico de la familia de trasportadores
mitocondriales, ANT1 (Bauer et al, 1999). Esta funcion de ambas moléculas
contrasta con la falta de actividad proapoptotica de su homdlogo ANT2
(Zamora et al, 2004). En el caso de la ultima isoforma identificada, ANT4

(Dolce et al, 2005) aun no se ha descrito ningun papel en apoptosis.
MTCH1 es otro miembro de la familia de transportadores mitocondriales que

fue clonado originalmente como una proteina que interacciona con la

presenilina-1 y, por este motivo, se le conoce también como PSAP (proteina
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de asociacidon a presenilina, del inglés presenilin-associated protein). Esta
proteina presenta dos isoformas generadas por splicing alternativo: PSAP_
(isoforma larga) y PSAPs (isoforma corta). Se ha visto previamente que
MTCH1 induce apoptosis activada por sobreexpresion (Xu et al, 2002), y
posee dos regiones independientes en la zona N-terminal que son las

responsables de esta actividad proapoptotica (Lamarca et al, 2007).

= MTCH2 es un miembro de la familia de transportadores mitocondriales que se
identific6 como un ARNm inducido por el factor de crecimiento de hepatocitos
(HGF) (Yerushalmi et al, 2002). Forma un complejo proteico que, bajo la
induccion de TNF-a, recluta a las proteinas proapoptéticas Bid y Bax,
incorporacion parcialmente inhibida por Bcl-X,. Estos datos muestran una
actividad de MTCH2 como diana mitocondrial de Bid sugiriendo una posible
implicacion del transportador en la ruta apoptética mitocondrial (Grinberg et
al, 2005).

Como ya se ha comentado, estos 4 transportadores fueron identificados como
inductores de la morfologia apoptética clasica, aunque de forma interesante, en el
caso de MTCH2 se observo un proceso de vacuolizacion citoplasmatica que precedia

a la aparicion de los signos apoptéticos (Tabla 1).

1. Localizacion subcelular de los transportadores

Una caracteristica ya mencionada de los miembros de Ila familia de
transportadores mitocondriales es que se localizan en la membrana mitocondrial
interna. Para comprobar si los transportadores clonados mostraban localizacion
mitocondrial, se cotransfectaron cada uno de los vectores que expresaban estos 4
clones marcados con AU, en células HEK-293T, junto con un plasmido que contenia
una version de GFP unida a una secuencia de localizacion mitocondrial (mGFP).

Mediante inmunodeteccion con un anticuerpo anti-AU y microscopia de florescencia,
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se demostré que todos los transportadores colocalizaban con mGFP (Figura 10)
indicando que, efectivamente, se expresaban en la mitocondria.

En el caso de MTCH2, ademas de marcaje mitocondrial, se observé lo que
parecia ser un patrén reticular (no se muestra). Dado que el proceso de vacuolizacion
inducido por MTCH2 previamente a la aparicion de la morfologia apoptética, fue
catalogado dentro del tipo I, y se ha observado que estas vacuolas parecen ser
originadas por una dilatacion del reticulo endoplasmatico (ver apartado de Origen
subcelular de las vacuolas), no es de extrafiar que MTCH2 muestre localizaciéon

parcialmente reticular.

AU- AU- AU-
Vector PC-AU ANT3 MTCH1 MTCH2

mGFP

anti-AU

Mezcla

Figura 10. Localizacion subcelular de los transportadores. Células HEK-293T
cotransfectadas con mGFP junto al transportador indicado marcado con AU, y sometidas

a inmunofluorescencia anti-AU (rojo).
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2. Capacidad de los transportadores para activar las rutas
apoptéticas mitocondriales

2.1. Similitudes con ANT

El transportador del nucledtido adenina ANT1 esta codificado por el gen
SLC25A4 (Palmieri, 2004) y se ha establecido como el miembro prototipico de la
familia de transportadores mitocondriales. Ademas de transferir ATP de la matriz
mitocondrial al citoplasma, se propuso como componente estructural del poro de
transicion de permeabilidad (PTP), junto con el canal situado en la membrana
mitocondrial externa VDAC y a la proteina de la matriz mitocondrial ciclofilina D
(Zamzami & Kroemer, 2001) (Crompton et al, 2002). La participacién de estas 3
proteinas en el PTP estd apoyada por un gran numero de evidencias farmacoldgicas,
aunque datos genéticos mas recientes han abierto un intenso debate respecto a la

composicion de dicho poro (ver Introduccion).

El PTP es un complejo macromolecular mitocondrial que media apoptosis
induciendo un incremento en la permeabilidad de la membrana mitocondrial interna.
Este fenémeno permite la entrada de agua y solutos que finalmente se traduce en un
hinchamiento de la matriz, provocando la rotura de la membrana mitocondrial externa
y la salida de factores apoptogénicos (entre los cuales se encuentra el citocromo ¢)
que finalmente desencadenan todo el proceso que conduce a la muerte celular
(Brenner & Grimm, 2006). De modo consistente con esta funcién proapoptoética del
PTP y con la propuesta participacion del ANT1 en dicho poro, se ha demostrado que

la sobreexpresion de ANT1 induce apoptosis (Bauer et al, 1999).

Dado que existen -caracteristicas, tanto estructurales como funcionales,
compartidas por los transportadores mitocondriales clonados y ANT1 se planteé la
posibilidad de que todos ellos pudieran desempenar una funcién similar dentro de los
procesos apoptéticos. Asimismo, la actual controversia respecto a la composicion real
del PTP, y la inclinaciéon de diversos autores a proponer un poro de composicién

flexible en diferentes condiciones (Zoratti et al, 2005) (Halestrap, 2004), abre Ia
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posibilidad de que tanto PiC como MTCH1 y 2 pudieran representar nuevos miembros

participantes en el PTP.

2.2. La sobreexpresion de los transportadores induce apoptosis

En primer lugar, se establecié la capacidad de los transportadores para activar
apoptosis clasica. Para ello se analizaron dos fendmenos bioquimicos que son
caracteristicos del proceso apoptético: el procesamiento proteolitico del sustrato de
caspasa-3, poli-(ADP-ribosa) polimerasa (PARP), y la aparicién de la escalera de
degradacion del ADN (/ow molecular weight DNA ladder). Esta escalera se produce
debido a la liberacion de endonucleasas que cortan el ADN gendmico en multiples
fragmentos internucleosémicos de aproximadamente 200 pares de bases. Estas
fracciones de ADN, al ser resueltas en un gel de electroforesis, muestran un patron
caracteristico en escalera, con fragmentos discretos del tamafio de un nucleosoma y
multiplos (Evan & Littlewood, 1998).

Mediante transfeccion en células HEK-293T y posterior analisis por western blot,
se demostré que la sobreexpresion de todos los transportadores inducia el
procesamiento proteolitico de PARP. Para la inmunodeteccién se empleé un
anticuerpo monoclonal anti-PARP capaz de detectar tanto la forma nativa de 116
KDa, como el fragmento de 85 KDa generado tras el procesamiento llevado a cabo
por la caspasa-3 (Figura 11 b).

También se pudo observar que la capacidad de las moléculas para activar la
degradacion de PARP era mayor en todos los casos a la de ANT2, un miembro
inactivo de la familia (Figura 11 b; (Bauer et al, 1999)).

Ademas se comprobo que la sobreexpresion de todos los transportadores daba lugar
a la aparicion de la escalera tipica de degradacion de ADN (DNA ladder) ((Figura 11

a).
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1Kb & O R

ladder -1 AQ;OQ'\C) ?3\ é‘\& 'é{\ Figura 11. La expresion de los
transportadores mitocondriales activa
la apoptosis. (a) Induccion del
procesamiento de PARP. Células 293T
fueron transfectadas con los plasmidos
indicados, lisadas a los tiempos
indicados y sometidas a western blot
anti-PARP. (b) Apariciéon de la escalera
de degradacion del ADN (DNA ladder).
Las células se transfectaron como en (a)
y fueron lisadas a las 36 h. El ADN se

resolvio en un gel de agarosa al 1%.
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2.3. Susceptibilidad de diferentes tipos celulares

Para demostrar que la actividad proapoptética de los trasportadores no era
exclusiva de las células HEK-293T, linea celular en la que se habian realizado todos
los experimentos hasta el momento, se ensayaron otros tipos celulares. La
sobreexpresion de las moléculas en las lineas celulares HeLa y HCT116, reprodujo
los cambios morfolégicos observados en HEK-293T. Con el fin de obtener un analisis
cuantitativo, se cotransfectaron los transportadores junto con GFP y mediante
microscopia de fluorescencia se realizaron contajes para obtener el porcentaje de

células que mostraban morfologia apoptética respecto al total de células
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transfectadas que expresaban GFP (Figura 12). Estos resultados confirman que la
apoptosis inducida por la sobreexpresion de los transportadores no es un efecto

especifico de un unico tipo celular.

60

40 Figura 12. Susceptibilidad de
20 293T diferentes tipos celulares a la
apoptosis inducida por los

&0 transportadores. Las células se

- transfectaron con los  plasmidos
" Hela indicados mezclados con un vector que
expresaba GFP. 36 h después, la

proporcion de células que expresaban

morfologia apoptotica

40
GFP y mostraban morfologia apoptoética
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Todos los resultados anteriores, en su conjunto, confirman la capacidad de los
transportadores clonados de inducir apoptosis de forma candnica, y reproducen
estudios previos en los que ya se habia adscrito un potencial proapoptotico a MTCH1
y ANT3, (Xu et al, 2002) (Zamora et al, 2004).

2.4. Induccion de la via apoptética mitocondrial

Con el fin de investigar la via de sefializacion apoptotica en la que estan implicados
estos transportadores, se cotransfectaron en células HEK-293T junto con vectores
que expresaban inhibidores conocidos del proceso apoptético. Como inhibidores se
emplearon la proteina viral p35, inhibidora general de caspasas, y una version
mutada de la caspasa-9 (C9-DN) que presenta capacidad para actuar como

reguladora dominante-negativa. La caspasa-9 es la principal caspasa activada por la
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salida de citocromo ¢ de la mitocondria y, por tanto, esta criticamente implicada en
las vias apoptéticas intrinsecas (Green & Reed, 1998). El andlisis por western blot e
inmunodetecciéon con el anticuerpo anti-PARP, mostré que tanto C9-DN como p35,
bloqueaban el procesamiento de PARP inducido por la sobreexpresién de los

transportadores (Figura 13).

AU- AlU- Al-
Vector PiC-AU ANT3 MTCH1 MTCH2
I |l LR | L 1
A & & & & & & & &
kD A“apc"’g & Aé}cﬁp & 4““}0"’93’6’ &“\cf*p & 4&0’*9 &

97 - -o}— PARP proteolizado

Westeno' euliunasesubeseseas e
anti-PARP m PARP
— —

45 -

Western Blot: - Transportadores

anti-AU1 » Jr—— —-} marcados con AU

Figura 13. El procesamiento de PARP se bloquea por una versién de la caspasa-9 con
actividad dominante-negativa y p35. Se transfectaron células 293T con las construcciones
indicadas. 36 h después, las células se sometieron a western blot anti-PARP (panel superior) o

anti-AU (panel inferior).

2.5. Induccion de la salida de citocromo c mitocondrial por la
sobreexpresion de los transportadores

Los resultados anteriores demuestran la participacién de las caspasas en la
muerte celular activada por estos transportadores. La inhibicion por C9-DN, ademas,
revela la implicacion de la caspasa-9 en estas rutas y, por tanto, de las vias
apoptéticas mitocondriales. Dado que la salida de citocromo c de la mitocondria es
el fenomeno que activa a la caspasa-9 (Green & Reed, 1998), se estudio si la
sobreexpresion de los transportadores era capaz de inducir la liberacién de este

factor apoptogénico.
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Para ello, se transfectaron células HEK-293T con los plasmidos que contenian los
transportadores junto a un vector que expresaba GFP en la mitocondria (mGFP).
Posteriormente, mediante inmunofluorescencia con un anticuerpo anti-citocromo c, se
comprobd que la sobreexpresion de los transportadores provocaba la salida de
citocromo ¢ desde el espacio intermembrana (Figura 14). Se interpret6 como
liberacion de citocromo c, la pérdida de colocalizacién entre el anticuerpo (marcado
en rojo) y la mGFP (en verde), y la aparicién a cambio de una sefal difusa del
anticuerpo por todo el citoplasma. Finalmente se realizaron contajes para obtener el
porcentaje de células con citocromo c citoplasmatico frente al total de células

transfectadas que expresaba mGFP en la mitocondria.
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Figura 14. Induccién de la
liberacién de citocromo c. (a)
Se transfectaron células 293T
con las construcciones
indicadas junto con plasmidos
que expresaban la proteina
fluorescente mitocondrial
(mGFP) y p35, y 36 h después,
fueron marcadas con anti-
citocromo c¢. Se obtuvieron
fotografias mediante
microscopia  convocal  del
marcaje producido por los
transportadores (b) El
porcentaje de células
transfectadas que mostraban
movilizacion del citocromo ¢ se
determiné contando las células
que expresaban mGFP vy
mostraban una sefial del
anticuerpo difusa (rojo). Los
contajes y estadisticas se

llevaron a cabo de igual modo

que en la Figura 8.
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2.6. La apoptosis inducida por los transportadores es inhibible por
miembros antiapoptéticos de la familia Bcl-2

Los miembros antiapoptoéticos de la familia Bel-2 (Bcl-2 6 Bel-X,) (Green & Reed,
1998) protegen a las células de la apoptosis inducida por una gran variedad de
estimulos, incluida la muerte provocada por la sobreexpresion de ANT1, uno de los
componentes del PTP (Schubert & Grimm, 2004). Evidencia previa indica que una de
ellas (Bcl-X.) parece actuar inhibiendo el PTP a través de su union a VDAC vy
bloqueando su actividad, impidiendo asi la liberacion del citocromo c en

determinadas condiciones (Marzo et al, 1998b).

Para analizar si este inhibidor apoptético bloqueaba la muerte celular inducida por
los transportadores, éstos se cotransfectaron junto con un pladsmido que expresaba
Bcl-X., en células HEK-293T. Mediante analisis por western blot con un anticuerpo
anti-PARP, se comprobé que Bcel-X, inhibia el procesamiento de PARP inducido por
la sobreexpresion de todos los tansportadores, mostrando un efecto mas pronunciado
en el caso de PiC y MTCH2 (Figura 15).

Estos resultados muestran que los transportadores mitocondriales clonados
inducen un proceso apoptético similar al inducido por ANT1, un miembro clasico del
PTP. Asi, todos ellos provocan la salida de citocromo ¢ de la mitocondria e inducen
muerte celular inhibible, tanto por el dominante negativo de la caspasa-9, como por
un regulador negativo del PTP, la proteina antiapoptética Bel-X,.

Todos estos datos sugieren una posible participacién de los transportadores

clonados en el PTP.
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Figura 15. El procesamiento de PARP se ve inhibido por Bcl-X,. Las células 293T se
transfectaron con las construcciones indicadas y fueron procesadas como en (a). Se
muestras los western blots anti-PARP (panel superior) o anti-AU (panel inferior). Los blots
que contenian PiC y ANT3, o MTCH1 y 2 se corrieron en geles de diferente porcentaje para

maximizar la resolucion con AU-Bcl-X,.

3. Implicacion de los transportadores en el PTP

3.1. Interaccioén entre los transportadores y ANT1 o VDAC1

Para explorar si los transportadores mitocondriales clonados participan
fisicamente en el PTP, se llevaron a cabo experimentos de coinmunoprecipitacion
entre los transportadores y algunos componentes establecidos del PTP. Aunque
estudios genéticos recientes apunten a que ANT y VDAC sean moléculas
prescindibles dentro de la composiciéon del PTP (Kokoszka et al, 2004) (Baines et al,
2007), un gran numero de aproximaciones farmacoldgicas argumentan a favor de su
participacion en dicho poro (Zamzami & Kroemer, 2001) (Shimizu et al, 2001)
(Tsujimoto et al, 2006).

En primer lugar, se transfectaron células HEK-293T con vectores que codifican
para las versiones marcadas con el epitopo AU de los trasnportadores, y las
proteinas ANT1 o VDAC1 unidas al epitopo HA. Posteriormente, se lisaron las

células y se sometieron los extractos celulares obtenidos a inmunoprecipitacion con
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una matriz de agarosa conjugada a un anticuerpo anti-HA de tal modo que, HA-ANT1
o HA-VDAC1 se unian a la matriz y precipitaban con ella. Posteriormente, se
sometieron los inmunoprecipitados resultantes a un analisis por western blot con un
anticuerpo anti-AU, para detectar si los transportadores marcados con AU se habian
unido a ANT1 o VDACA1 y por tanto habian precipitado con ellos.

En estos ensayos, se detectaron grandes cantidades de PiC y ANT3
transfectados en los inmunoprecipitados con HA-ANT1 (Figura 16 a), mientras que
MTCH1 y MTCH2 fueron indetectables (Figura 16 a).

En un experimento andlogo, se observd que los inmunoprecipitados con
HA-VDAC1 contenian PiC y ANT3, aunque los niveles mas altos de sefial se dieron
con MTCH2 (Figura 16 b). De nuevo, MTCH1 fue casi indetectable (Figura 16 b).
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Figura 16. Asociacion entre los transportadores y ANT1 o VDAC1. (a)

AU- AU- AU-
PiC-AU ANT3 MTCH1 MTCH2

Coinmunoprecipitacion entre los transportadores marcados con AU y HA-ANT1. Las células
293T se transfectaron con las construcciones indicadas junto con un plasmido que
expresaba p35 y 36 h después,

sometidas a inmunoprecipitacion anti-HA. Los

inmunoprecipitados se incubaron con un anticuerpo anti-AU (panel superior), y los lisados

(b)

Coinmunoprecipitaciéon con HA-VDAC1. Las células se procesaron como en (a). El gel de

totales con anticuerpos anti-AU (panel central) o anti-HA (panel inferior).

inmunoprecipitacion fue horizontalmente dividido para eliminar la sefial irrelevante.
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De estos resultados se puede concluir que tanto PiC como ANT3 se asocian a
ANT1 y VDAC1, mientras que MTCH2 muestra habilidad para unirse unicamente a
VDACH1.

Ademas, estos complejos eran altamente estables, puesto que eran resistentes a
lavados en condiciones de elevada salinidad, empleando tampones con

concentraciones salinas de hasta 0,9 M.

Todos estos resultados llevaron a considerar que los transportadores PiC, ANT3
y MTCH2 podrian tener un papel regulador del PTP, a través del cual pudieran
controlar el fendmeno apoptético. Publicaciones previas ya habian descrito la posible
implicacion de ANT3 en el PTP, al observar que la apoptosis inducida por su
sobreexpresion era inhibible por el tratamiento con acido bongkrékico (BA) y por
ciclosporina A (CsA) (Zamora et al, 2004). Ambos inhibidores actuan sobre el PTP a
través de su interaccién con ANT1, por lo que estos datos sugerian que tanto ANT1
como ANT3 inducian apoptosis a través de un mecanismo similar (Zamora et al,
2004). Por tanto, dado que ya se habia investigado una funciéon apoptética para
ANT3, nuestros estudios posteriores se centraron en el papel de PiC y MTCH2.

3.2. Estabilizacion de la interaccion entre PiC y ANT1 en presencia de
estaurosporina (STS)

A continuacion se testd si las interacciones observadas entre estos
transportadores y las proteinas del poro aumentaban en respuesta a inductores
conocidos de apoptosis, indicando que podrian desempenar un papel relevante en
una ruta apoptética concreta inducida por un estimulo especifico. Para llevar a cabo
estos experimentos, se empleé como estimulo apoptético la estaurosporina (STS),
un inductor apoptotico cuya principal actividad biolégica es la inhibicién de protein
quinasas a través de una inhibicion competitiva de la union a ATP (Ruegg & Burgess,
1989). Publicaciones previas indican que la STS induce apoptosis a través del PTP

mitocondrial (Tafani et al, 2001).
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Experimentos preliminares indicaron que la STS promovia una liberacién marginal
de citocromo c en células HEK-293T, mientras que en la linea celular HeLa se
observd una respuesta masiva (no se muestra). Por este motivo, se eligieron estas

ultimas células para realizar los ensayos.

Para abordar el experimento, se infectaron células HeLa con sobrenadantes de
retrovirus capaces de expresar los transportadores PiC y MTCH2 marcados con el
epitopo AU, y las proteinas del poro ANT1 o VDAC1 fusionadas a HA. 36 h después,
se trataron las células con STS durante 1 h, se lisaron y los extractos totales se
sometieron a inmunoprecipitacién con una matriz de agarosa acoplada a una
anticuerpo anti-HA. Finalmente se realizé un analisis por western blot utilizando un
anticuerpo anti-AU para detectar la cantidad de PiC o MTCH2 que se habian unido a

las proteinas del PTP.

La exposicion de las células a STS durante 1 h, provocd un agudo incremento de
la cantidad de PiC que coinmunoprecipitaba con ANT1 (Figura 17 a). Sin embargo,
en condiciones similares, no se vio ningun aumento de la asociacién entre PiC o
MTCH2 con VDAC1 (no se muestra).

Esta interaccién entre PiC y ANT1 se habia analizado siempre con las proteinas
transfectadas, por lo que a continuacion se intentaron reproducir estos resultados a
nivel de las moléculas enddgenas. Desafortunadamente, en el caso del PiC que no se
disponia de un anticuerpo adecuado para su deteccion, por lo que fue necesario
recurrir a la transduccioén de las células con la construccion que expresa PiC-AU, para

su posterior deteccién mediante el anticuerpo anti-AU.

Una vez infectadas las células HeLa con sobrenadantes retrovirales que
contenian la construccién PiC-AU vy tratadas 36 h después con STS 1 uyM durante 1
h, fueron lisadas e incubadas con un anticuerpo soluble especifico para ANT que,
posteriormente, se inmunoprecipité con una matriz de agarosa acoplada a proteina G.
Finalmente, se detecté mediante wetern blot con un anticuerpo anti-AU la cantidad de
PiC que se habia unido al ANT (Figura 17 b). Este experimento reprodujo los datos
obtenidos al inmunoprecipitar el ANT1 transfectado, indicando asi que el PiC también
es capaz de unirse al ANT enddgeno incrementado su asociacién bajo el tratamiento
con STS (Figura 17 b).
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Figura 17. El tratamiento con estaurosporina (STS) potencia la asociacién entre PiC y ANT. (a)

Incremento de la coinmunoprecipitacion entre PiC y ANT1 transfectados. Las células Hela se

transfectaron con las construcciones indicadas y un plasmido que expresaba p35. Después de 36 h,

las células se trataron con STS (1 uM) durante 1 h y se sometieron a inmunoprecipitacién anti-HA.

Los inmunoprecipitados se sometieron a western blot anti-AU (panel superior). Los lisados totales se

incubaron con anti-AU y anti-HA (panel inferior). (b) Incremento en la coinmunoprecipitaciéon entre

ANT endogeno y el PiC transducido. Las células HelLa se infectaron retroviralmente con una mezcla

de sobrenadantes de virus que contenian PiC-AU y p35, fueron tratadas como en (a) y sometidas a

inmunoprecipitacion anti-ANT. Se muestran los western blots anti-AU de los inmunoprecipitados

(panel superior). Los lisados totales se incubaron con anti-ANT y anti-AU (panel inferior).

Relevancia del PiC en la apoptosis inducida por STS

Los resultados anteriores, sugieren que el PiC se incorpora al PTP durante la

apoptosis inducida por STS. Para estudiar la relevancia funcional del PiC en este

contexto, se realizaron ensayos de knock-down utilizando ARNs de interferencia

(ARNi) para silenciar la expresion del transportador. De este mismo modo se evalué

una posible funcién en este contexto de MTCH2, transportador del que se habia visto
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una fuerte interaccién con la proteina del PTP VDAC; y lo que sucedia con el
silenciamiento de ANT1, un mediador con un papel establecido en la apoptosis a
través del PTP.

3.3.1. Estudio de la salida de citocromo c en células deplecionadas para PiC

En primer lugar, se estudio el efectote la deplecion de PiC en la liberacion de
citocromo c inducida por STS. Para ello, se transfectaron células HeLa con los
diferentes ARNis y, 48 h después, se trataron con STS durante 3 h. Finalmente, las
células se sometieron a inmunofluorescencia con un anticuerpo anti-citocromo c y
se observo la salida de citocromo c de la mitocondria mediante microscopia de
fluorescencia, realizando contajes para obtener el porcentaje de células que

mostraban sefal citoplasmatica del anticuerpo respecto al total.

El silenciamiento de PiC, resulté en una disminucién de células que mostraban
movilizaciéon del citocromo ¢ después del tratamiento con STS (Figura 18 a), un
efecto que se reprodujo con diferentes especies de ARNis (Figura 18 b). Estos
resultados, apoyan la importancia funcional de PiC en la apoptosis inducida por STS.

Los niveles reducidos de ANT1 proporcionaban una proteccién similar a la de PiC
(Figura 18 a).

En el caso de la disminucion de MTCH2 en cambio, no se observd ninguna
resistencia en la salida de citocromo c (Figura 18 a), indicando que, al menos en la
induccion de apoptosis a través de STS, este transportador no parece desempenar un
papel relevante.

Como control en estos ensayos se utilizé un ARNi inespecifico que no presenta

ninguna diana conocida en el genoma humano.

Las diferentes especies de ARNis utilizados fueron capaces de disminuir
sustancialmente la expresién de las moléculas analizadas, tanto a nivel de ARNm
como de proteina. Para los ensayos a nivel de ARNm, se extrajo el ARN total de las
células que habian sido transfectadas previamente con los ARNis y se amplificaron

fragmentos especificos mediante RT-PCR semicuantitativa con oligos dirigidos a los
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diferentes transportadores. Posteriormente se resolvieron los productos de PCR y se
comprobd que, efectivamente, se habian reducido practicamente en su totalidad los
niveles de ARN de cada transportador (Figura 18 a, panel central). Asimismo, se vio
que los ARNi actuaban especificamente silenciando las dianas para las que habian
sido disefiados, puesto que los niveles de actina, que se analizaron como control, no
se vieron afectados.

Los ensayos dirigidos a demostrar una reduccion en los niveles de proteina endogena
de las células transfectadas con los RNAI, se abordaron mediante western blot con
los anticuerpos anti-MTCH2 y anti-ANT. En el caso de PiC, debido a la falta de un
anticuerpo eficaz para su deteccion, se transdujeron retroviralmente células HelLa con
un vector que expresaba PiC-HA, y posteriormente se trataron con el RNAI especifico
para PiC para analizar el nivel de proteina mediante western blot con un anticuerpo
anti-HA. Finalmente, las membranas fueron rehibridadas con un anticuerpo anti-
actina, como control de carga. Este resultado mostré que los RNAis habian
disminuido eficientemente los niveles de las proteinas a las que estaban dirigidos y
que no habian afectado a la expresion de otras proteinas como la actina (Figura 18 a,

panel derecho y 18 b panel superior derecho)
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Figura 18. Implicacién del PiC en la salida de citocromo c y apoptosis inducida por STS. (a) La
deplecion de PiC reduce la salida de citocromo ¢ inducida por STS. Las células HelLa se transfectaron
con los ARNis indicados, se trataron 48 h después con STS 1 yM durante 3 h y finalmente fueron
marcadas con anti-citocromo ¢ y contadas para establecer el porcentaje de células que mostraban
movilizacién del citocromo ¢ (panel izquierdo). Los contajes y estadisticas se realizaron como en la
Figura 8. La RT-PCR semicuantitativa (panel central) y los western blots (panel derecho) muestran la
deplecion especifica. C, P, M y A que indican las células transfectadas con el ARNi control, o ARNis
dirigidos contra PiC, MTCH2 y ANT1, respectivamente. Los western blots muestran las proteinas
enddgenas excepto el de PiC. En este caso, las células HelLa fueron retroviralmente transducidas con
PiC-HA una semana antes de la transfecciéon con los ARNis. Se muestra el western anti-HA (panel
derecho, cuadro superior). (b) Diferentes especies de ARNi contra PiC inhiben la liberacion de

citocromo c inducida por STS. Las células HelLa fueron procesadas como en (a).
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3.3.2. La deplecién de PiC disminuye otros parametros apoptéticos

Ademas de analizar el impacto que la expresion reducida de PiC tenia en la
liberacion de citocromo c durante la apoptosis inducida por STS, también se
estudiaron otros dos parametros caracteristicos de los procesos apoptoéticos: la

condensacion de la cromatina nuclear y la activacion de caspasas.

Para abordar los ensayos dirigidos a observar cambios en la cromatina se emple6

un colorante tipico para el marcaje de los nucleos, DAPI. Las células HelLa
previamente transfectadas con el RNAI especifico para PiC, se trataron con STS
durante 3 h y posteriormente se marcaron con el colorante DAPI que tifie los nucleos
de azul. Mediante analisis por microscopia de fluorescencia y los contajes
correspondientes, se demostré6 que las células deplecionadas para PiC
experimentaban una reduccién en la aparicion de nucleos apoptoticos que mostraban
la cromatina condensada en respuesta a STS, frente a células tratadas con ARNi
inespecifico (Figura 19 a).
También se observd, mediante western blot e incubacidon con anticuerpos
anti-caspasa-9 y anti-parp, el principal sustrato de la caspasa-3, que las células
HelLa deplecionadas para PiC y tratadas con STS, mostraban una disminucion en la
activacion de ambas caspasas respecto a las células tratadas con ARNi control
(Figura 19 b).
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Figura 19. Otros parametros apoptoticos reducidos por la deplecion de PiC. (a) Numero
reducido de nucleos apoptoticos inducidos por STS en células con PiC deplecionado. Las células
HelLa fueron tratadas como en la figura 18 a, marcadas con DAPI y contadas para establecer el
porcentaje de células que mostraban condensacién de la cromatina. Los contajes y estadisticas se
realizaron igual que en la Figura 8. (b) La deplecién de PiC reduce la activaciéon de caspasas inducida
por STS. Las células HelLa se transfectaron con los ARNis indicados, y 48 h después tratadas a los
tiempos mostrados con STS 1 uM antes de ser procesadas para western blot anti-PARP o anti-
caspasa-9.

3.3.3. Polarizaciéon mitocondrial normal en células deplecionadas para PiC

Esta disminucion en los parametros apoptéticos inducidos por STS debido a la
deplecion de PiC podria ser debida a un efecto inespecifico puesto que la reduccién
en los niveles de PiC podria disminuir la funcidon de la mitocondria al inhibir la
disponibilidad de Pi para la formacion de ATP, y una menor concentracion de ATP
citoplasmatico podria ejercer un efecto inhibidor de la apoptosis al tratarse de un
proceso ATP-dependiente. Con el fin de eliminar esta posibilidad, se marcaron las
células con mitotracker, un marcador sensible a la polarizacién que sélo es capaz de
entrar en la mitocondria si la membrana interna esta polarizada. Para llevar a cabo
este experimento, se transfectaron células HelLa con los correspondientes ARNis y
se trataron 48 h después con STS 1 uM durante 3 h. 72 h post-transfeccion, las
células se marcaron con mitotracker, y se sometieron a analisis por citometria de
flujo. Mediante este ensayo, se comprobd que la deplecidon de PiC no presentaba un
impacto detectable en la funcién mitocondrial, dado que la mitocondria mantenia su

capacidad para incorporar mitotracker (Figura 20).
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Por tanto, la disminucion en la aparicion de diferentes parametros apoptéticos
inducidos por STS en respuesta a la deplecion de PiC, sugiere que este transportador
participa en la vias apoptoéticas mitocondriales inducidas por STS. Estos datos, junto
con los resultados anteriores mostrando la unién de PiC a ANT y VDAC sugieren que

esta participacion se ejecuta a través de una contribucién de PiC al PTP.
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Como ya se comenté en el apartado de Introduccion, la reciente secuenciaciéon
del genoma humano ha resultado en la identificacion de una gran cantidad de nuevos
genes cuya funcion se desconoce. La anotacion funcional de todas estas nuevas
secuencias supone un trabajo masivo que no se puede abordar con técnicas
convencionales, requiriendo, por tanto, del desarrollo e implementacién de nuevas
plataformas experimentales de alta capacidad que permitan el manejo y andlisis
simultdneo de un gran niumero de genes.

En este estudio se ha abordado la identificacion a gran escala de moléculas que
albergaran el potencial de inducir muerte celular al ser sobreexpresadas, sugiriendo
que estan funcionalmente vinculadas a las cascadas de sefalizacion que regulan
estos procesos de suicidio programado. Una caracteristica comun a la mayoria de
células cancerigenas es su resistencia adquirida a sufrir apoptosis. Por tanto, la
identificacion de moléculas que puedan soslayar esta inmunidad de las células
tumorales, bien induciendo apoptosis o bien otros tipos de muerte celular,
proporcionaria un avance importante para el desarrollo de futuras terapias en el

tratamiento contra el cancer.

l. SCREENINGS FUNCIONALES DE ALTO RENDIMIENTO

Los screenings de alta capacidad que mas se utilizan actualmente para abordar la
anotacion funcional de un gran numero de moléculas se basan en el uso de cultivos
celulares. Las células en cultivo presentan ventajas obvias en este contexto. Por
ejemplo, resulta relativamente facil introducir material genético en la mayoria de las
células, y pueden ser cultivadas en condiciones definidas. Ademas, una gran variedad
de fendmenos bioldgicos interesantes pueden ser revelados mediante el uso de
plasmidos reporteros que facilitan la deteccién del fenédmeno, y la cotransfeccion de
estos reporteros junto con un exceso del ADN de interés permite la identificacion de
las células transfectadas en las que se debe esperar la aparicion del fenotipo. Con

frecuencia, sin embargo, fendmenos bioldgicos de interés pueden ser identificados de

93



Discusion

un modo sencillo simplemente por las alteraciones morfolégicas que inducen en las
células. Este es el caso por ejemplo de la senescencia o la muerte celular

programada.

1. Tipos de screening de alto rendimiento

1.1. Screenings dominantes por ganancia de funcion.

Son el tipo de screening mas usado en células de mamifero y constituyen la base
del clonaje por expresidon. Se basan en la introduccion de material genético (ADN o
ARN) en las células para posteriormente poder identificar el clon que codifica la
proteina de interés directamente a través su actividad bioldgica. Un ejemplo de una
molécula clonada mediante este método ha sido la cardiotrofina 1, una citoquina que
induce hipertrofia de los miocitos cardiacos (Pennica et al, 1995). Otro ejemplo bien
conocido de genes que han sido identificados en screenings genéticos dominantes,
son los oncogenes como por ejemplo el gen Hras (Bos, 1989) (Zarbl et al, 1985). La
mayor atraccion de los sistemas de clonaje por expresion es su potencial para revelar
proteinas de secuencia desconocida basandose en la preidentificacién de una
actividad bioldgica, este es uno de los motivos que nos llevé a elegir este método de
screening para identificar moléculas cuya sobreexpresion indujera procesos de

muerte celular.

1.1.1. Transfeccion en cultivos celulares de mamifero

En la practica, la introduccion de plasmidos de expresion constituye un obstaculo
en muchos tipos celulares, y muchos sistemas de clonaje de expresion continuan
llevandose a cabo en un numero relativamente pequefio de lineas celulares. Por
este motivo, en algunos estudios se han empleado vectores retrovirales. Asimismo,

se ha desarrollado métodos para permitir la replicacién activa de ADN en el
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hospedador. El sistema mas comunmente utilizado se basa en la introduccion en las
lineas celulares del antigeno T del virus SV40 para que pudieran posteriormente
llevar a cabo la replicacion de los plasmidos transfectados que contienen el origen de
replicacion del virus. Otro método esta basado en el origen de replicacion del virus
Epstein-Barr, en este caso la eficiencia de sintesis de ADN es menor pero se sigue
empleando debido a su potencial aplicaciéon sobre una amplia variedad de tipos
celulares. Aunque las células humanas, por norma, son soélo parcialmente permisivas
para la replicacion del SV40, se han establecido muchas lineas celulares que han
mostrado un titulo razonable de replicacion de plasmidos exégenos con el origen de
replicacion del SV40 (de Chasseval & de Villartay, 1992) como son las lineas
celulares de linfoma de Burkitt (Classon et al, 1987), neuroblastomas que expresan
altos niveles del oncogen N-myc (Lee et al, 1991), la linea celular HEK-293 de rifién
humano embrionario (DuBridge et al, 1987) o la linea celular Jurkat, procedente de

células T humanas (Clipstone & Crabtree, 1992).

1.1.2. Vectores de expresion

El empleo de genotecas de ADNc clonadas en plasmidos tipicamente ofrece
una mayor eficiencia de expresién y aislamiento que las genotecas de césmicos o la
transfeccion de ADN gendmico (Brichard et al, 1993) (Kawakami et al, 1994) (Robbins
et al, 1995).

1.2. Screenings recesivos por pérdida de funcién.

Se basan en la eliminacién de la funcidn de los genes y la posterior deteccion del
fenotipo que origina este defecto. Algunos métodos para provocar la pérdida de la
funciéon de determinados genes es la disrupcion génica mediante mutagénesis o el
empleo de ARNis que reducen considerablemente la expresion de los genes diana e
incluso a veces puede llegar a eliminarla completamente (Shuey et al, 2002)
(Dykxhoorn et al, 2003) (Denli & Hannon, 2003). El empleo de ARNi para deplecionar
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genes se testd en C. elegans (Fire et al, 1998) y se ha extendido a Drosophila
(Zamore et al, 2000) y cultivos celulares de mamiferos (Lee et al, 2002) (Kawasaki &
Taira, 2003) (Bridge et al, 2003) (Sledz et al, 2003). Un inconveniente de este tipo de
screening por pérdida de funcion es que el fenotipo inducido sélo es observable si la
pérdida de funcién del gen mutado no puede ser compensada. Aln asi es un método
ampliamente utilizado en la actualidad (Paddison et al, 2004) (Westbrook et al, 2005)
(Silva et al, 2008).

1.3. Screenings letales sintéticos.

Detectan elementos genéticos o drogas que actian de modo letal sélo en
combinacién con una mutacion genética dada (Simons et al, 2001a). Es un potente
método para desvelar interacciones funcionales entre proteinas. Este sistema de
analisis parte de una linea celular deficiente en un gen de interés que se
complementa con la presencia de un plasmido episomal que expresa dicho gen.
Seguidamente se generan condiciones letales sintéticas por ejemplo: mediante el
empleo de drogas que inhiben actividades enzimaticas particulares. La presién
selectiva impuesta por cualquiera de los varios inhibidores metabdlicos sintéticamente
letales previene la pérdida espontanea del plasmido episomal que llega a ser esencial
para la supervivencia de la célula. Las células se analizan buscando aquellas que
retienen el plasmido de supervivencia. Estas células presentan el bloqueo de una
actividad enzimatica que es incompatible con la deficiencia del gen de interés, lo que
indica una interaccion funcional entre ellos.

Este sistema ha sido empleado para la identificacién funcional de genes
implicados en las rutas de sintesis de nucleétidos (Simons et al, 2001b). También se
puede emplear para buscar ADNc, elementos genéticos con funcion dominante-
negativa o ARNis que al introducirlos en estas células sean letales en combinacion
con el gen mutado. La aplicacion de este tipo de screening permitiria la identificacion
de drogas que fueran sintéticamente letales al combinarse con un gen mutado
especifico, convirtiéndolo en un método especialmente atractivo para la busqueda de
drogas que maten células tumorales de un modo gen-especifico basado en su

genotipo celular predeterminado.
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2. Ventajas e inconvenientes del método de analisis utilizado

Nuestro objetivo principal era analizar una genoteca que fuera representativa del
genoma humano para identificar una extensa coleccion de genes implicados en
procesos de muerte celular. Ademas, como ya se ha mencionado en otros apartados,
una propiedad que comparten la mayoria de mediadores de transduccion de sefnales,
como en el caso de moléculas que participan en vias apoptética o en otras
modalidades de muerte celular programada, es que estas moléculas son capaces de
activar la cascada de sefializacion que hay por debajo de ellos, es decir, inducen
muerte celular al ser sobreexpresadas en células susceptibles. Aprovechando esta
propiedad y teniendo en cuenta el objetivo de este trabajo se eligi6 un método de
screening por ganancia de funcién basado en el sistema de clonaje por expresion

para identificar genes inductores de muerte celular a partir de una genoteca de ADNc.

En este trabajo se describe el andlisis de alrededor de 135000 clones de una
genoteca de ADNc humana. El screening resultd en la identificacion de 92 clones
capaces de inducir tres clases diferentes de muerte celular distinguibles
morfolégicamente, sélo una de las cuales es claramente muerte apoptética. El
método de deteccion se basd en la sobreexpresién del ADNc junto con GFP en
células HEK-293T. La GFP permitié la deteccién de las alteraciones morfoldgicas
producidas en las células. A través de este sistema de detecciéon se identificaron
clones capaces de inducir no sélo alteraciones morfoldgicas tipicas de los procesos
apoptoticos sino también otros fenotipos que han sido denominados “vacuolado” o
“globular”, y que en algunas ocasiones se han asociado a procesos de muerte celular

programada no apoptoticos.

= Genoteca de partida: uno de los inconvenientes de emplear una genoteca
de ADNc generada a partir de linfocitos T es que, al tratarse de células
diferenciadas, presentan un patrén de transcripcion génica estable, en el cual,
ademas de un grupo de genes universales como el citocromo c o la B-actina,
se expresa un grupo de genes especificos del tipo celular, y una gran parte

del genoma permanece permanentemente silenciado (Kiss-Toth et al, 2004).
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Ademas, dado el tamafo y la enorme complejidad del genoma humano,
posiblemente no todos los genes estén representados. Por estos motivos,
seria de gran utilidad el empleo de genotecas mas universales y
normalizadas que expresaran la gran mayoria de genes y lo hicieran a niveles
equivalentes. Asimismo, dado que muchas de las moléculas identificadas en
este trabajo se clonaron como formas truncadas, seria de gran utilidad el
empleo de genotecas de ADNc de secuencia completa, como la utilizada por
Matsuda en 2003 en un screening similar al nuestro (Matsuda et al, 2003). De
este modo, disminuiria la posibilidad de clonar versiones truncadas inductoras
de unas alteraciones celulares concretas, pero que en su forma completa no
provocaran este fenotipo. Ademas, estas genotecas no requieren un esfuerzo
adicional para aislar ADNc completos y, como su extremo 5" deberia
corresponder exactamente con el sitio de inicio del ARNm, las secuencias
promotoras adyacentes darian importantes pistas acerca de la regulacion
transcripcional de los genes. Sin embargo, el empleo de una genoteca con
formas de ADNc trucadas, nos ha permitido identificar en numerosas
ocasiones varias moléculas implicadas en la formacién del citoesqueleto,
todas ellas clonadas como formas truncadas, que inducian procesos de
muerte celular. Este resultado sugiere que estas moléculas truncadas podrian
estar interfiriendo con las proteinas enddgenas a modo de dominantes
negativos, revelando un papel esencial de las proteinas diana para la

viabilidad celular.

Células diana: es un fendmeno conocido que una misma citoquina puede
promover mitosis o apoptosis dependiendo del tipo de célula diana. De este
modo, una misma molécula de senalizacion puede tener una respuesta
celular opuesta dependiendo del tipo celular en el que se expresen, por
ejemplo: en células neuronales, p38 ejerce una funcion proapoptética (Xia et
al, 1995) mientras que en fibroblastos tratados con TNF es antiapoptoético
(Roulston et al, 1998).

ADNCc: los sistemas de clonaje por expresion no son apropiados cuando se

quieren clonar ADNc inusualmente largos o cuando la proteina diana es un
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heteromultimero que requiere cada uno de sus componentes individuales

para que su actividad se exprese.

Clonaje por sobreexpresion: la introduccion y sobreexpresion de ADN
exdgeno en la célula podria causar un desequilibrio entre los componentes de
la ruta de sefalizacion y provocar la activacion artificial de dicha via por un
gen que en realidad no es un componente de la misma. Esto implicaria que
algunos de los ADNc identificados podrian ser artefactos de la
sobreexpresién. Se requeririan analisis bioquimicos de cada uno de los
genes identificados para concluir que realmente son activadores de la ruta de
sefializacion (Matsuda et al, 2003). En cambio, en el caso de los
transportadores mitocondriales clonados, se podria afirmar que si participan
en las vias apoptéticas, puesto que su sobreexpresion fue comparada con la
de un miembro de la familia de transportadores inactivo para la induccion de
apoptosis, el ANT2. De este modo, se demostré que la sobreexpresién de los
transportadores clonados inducia muerte celular a diferencia de ANT2, y que
por tanto, la apoptosis provocada por los transportadores no era un artefacto
de la sobreexpresion (Figura11 b, pag 84). Por el contrario, también seria
posible que se perdieran ADNcs que si estuvieran implicados en las vias de
sefializacion pero que no fueran activados por sobreexpresion (Matsuda et al,
2003).

Ventajas adicionales del método de analisis empleado: Albayrak en 2003
ya realizé un screening para identificar moléculas proapoptéticas en base a
dos alteraciones morfolégicas: el blebbing de la membrana (Kerr et al, 1994)
y la pérdida de volumen celular (Bortner & Cidlowski, 1998) (Albayrak &
Grimm, 2003). Una de las ventajas del método de screening desarrollado en
este estudio frente al empleado por Albayrak, es el empleo de sistemas
robéticos para organizar los clones de la genoteca en grupos y su posterior
transfeccion. De este modo, se logré analizar un gran nimero de clones
simultaneamente. Ademas, como ya se ha comentado, la cotransfeccién con
GFP para la deteccion de alteraciones morfolégicas inducidas en las células

mediante microscopia, permitié la identificacién no sélo de clones capaces de
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inducir apoptosis sino también otros procesos de muerte celular no
apoptoticos, como la autofagia o la paraptosis, que cursan con alteraciones

morfologicas cualitativamente diferentes de las apoptéticas.

2.1. Aplicaciones

Los sistemas de clonaje por expresidon, ademas de constituir una potente
herramienta para la identificacion de genes en base a su funcién, puede ser aplicable
para esencialmente todas las vias de sefalizacion. Asimismo, los genes aislados
mediante este sistema se pueden emplear en diversas aplicaciones:

En primer lugar, los genes son herramientas mas potentes que las drogas para el
tratamiento de las enfermedades, debido a su mayor especificidad y eficiencia.
Podrian emplearse directamente como agentes terapéuticos, ademas, las proteinas
intracelulares podria usarse como herramientas farmacoldgicas altamente eficaces.
Las proteinas también se podrian emplear para definir el sensor especifico para la

induccion de apoptosis, por ejemplo, aislando proteinas de interaccion.

A pesar de las limitaciones mencionadas, el sistema de analisis empleado en este
trabajo ha identificado varios mediadores apoptéticos conocidos, validando asi su
capacidad para clonar reguladores relevantes de los procesos de muerte celular.
Ademas, ha permitido identificar una amplia coleccién de moléculas implicadas en
diversas familias moleculares y funcionales que inducen distintos procesos de muerte
celular programada, que si bien no todas ellas tiene realmente un papel fisiolégico en
estas rutas, se ha demostrado que al menos, en el caso del PiC, si poseen una papel
relevante en apoptosis, abriendo asi la posibilidad de estudiar una amplia gama de

moléculas que permitan comprender mejor los programas de muerte celular.
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Il. CONTROVERSIA RESPECTO A LA COMPOSICION DEL PTP

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la actividad proapoptética
derivada de la sobreexpresion de PiC refleja una funcién fisioldgica de esta molécula
en las vias de sefalizacion apoptoética. El trabajo realizado revela un papel de este
transportador en la regulacion activa de la liberacion de citocromo ¢ de la mitocondria
durante la apoptosis, que no habia sido descrito previamente, probablemente
ejecutado a través de una intervencion directa en el PTP. Este resultado se ve
apoyado por publicaciones recientes en las que diversos autores apuntan a una
mayor flexibilidad en la composicién de PTP, y a la posible participacion en el poro de

otros transportadores mitocondriales en ausencia de ANT.

1. EIPTP y su composicion

Aunque existe una gran controversia respecto a la universalidad del fendmeno de
transicion de permeabilidad mitocondrial (MPT) como principal mecanismo para la
liberacion de citocromo c durante la apoptosis (Garrido et al, 2006), abundantes
evidencias farmacolégicas apoyan esta idea (Zamzami & Kroemer, 2001).
Histéricamente se ha pensado que el poro que media MPT, el denominado PTP, esta
minimamente constituido por ANT, VDAC y ciclofilina D (Zamzami & Kroemer, 2001)
(Crompton et al, 2002). Sin embargo, algunos resultados mas recientes apuntan a
una estructura mas flexible de este poro (Zoratti et al, 2005). Por ejemplo, los datos
que relacionan el PTP y la apoptosis estan fuertemente basados en drogas que
actian sobre ANT, sugiriendo un papel central de este transportador (Zamzami &
Kroemer, 2001). Sin embargo, la respectiva contribucion de ANT y también de VDAC
al PTP ha sido recientemente cuestionada en diversos estudios en los que ratones
carentes de estas proteinas retenian la capacidad de sufrir mPT ((Kokoszka et al,
2004), (Baines et al, 2007)) indicando que un PTP funcional podria ensamblarse en

ausencia de ambas moléculas (Kokoszka et al, 2004) (Baines et al, 2007) y
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apuntado a la existencia de poros no canodnicos (Halestrap, 2004) (Zoratti et al,
2005). Otros datos adicionales que son compatibles con esta idea como es el hecho
de que el PTP muestra miultiples estados de conductancia, sugiriendo la
implicacion de diferentes unidades funcionales (Zoratti et al, 2005) (Brenner & Grimm,
2006). Asimismo, ANT1 se puede purificar como parte de muiltiples subcomplejos
mitocondriales cuyo estado de composicion y oligomerizacidon depende del contexto
metabdlico (Ko et al, 2003) (Faustin et al, 2004) (Brenner & Grimm, 2006). Ademas, el
patrén de proteinas que interaccionan con ANT cambia a lo largo del tiempo durante
la apoptosis inducida por quimioterapia (Verrier et al, 2004). Por tanto, ANT parece
establecer contactos flexibles modulados tanto por el estado metabdlico como por la
presion apoptética, dificultando la identificacion de un poro con una Unica

composicion molecular (Zoratti et al, 2005) (Brenner & Grimm, 2006).

1.1. Evidencias de que VDAC no es esencial para el PTP

Aunque varias evidencias apoyan la participacion de VDAC en el PTP (ver
Introduccion), recientes estudios con mitocondrias de ratones nulos para las
isoformas VDAC1 y VDAC3 muestran una inducciéon normal de MPT en respuesta a
ca” y estrés oxidativo, indistinguible a las mitocondrias salvajes y que ademas sigue
siendo inhibible por CsA (Baines et al, 2007). No obstante, la delecién de la isforma
VDAC2 en ratones no se ha podido testar puesto que resulta en letalidad
embrionaria, por lo que la delecion de VDAC1 y VDAC3 puede estar compensada por
VDAC2. Sin embargo, VDAC2 ha demostrado actuar como un agente citoprotector
secuestrando e inactivando a la proteina proapoptoética Bak (Cheng et al, 2003), y por
tanto no se puede asegurar que esta isoforma participe en la induccion del MPT.
Ademas, se ha visto que fibroblastos embrionarios murinos (MEFs) nulos para
VDAC2, mostraban un incremento de la muerte celular en respuesta a estrés
oxidativo (Baines et al, 2007), sugiriendo de nuevo que VDAC2 no funciona como un
regulador pro-muerte a través de MPT. Los efectos de la eliminacion de las tres
isoformas de VDAC se testaron generando MEFs deficientes en las tres proteinas
(Baines et al, 2007). Estos estudios demostraron que la carencia en las tres isoformas

de VDAC no evita la induccién del PTP, cuestionando el papel esencial de VDAC en
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el funcionamiento del PTP y sugiriendo la existencia de proteinas alternativas que
puedan estar jugando un papel en muerte celular mitocondrial a través del PTP en
ausencia de VDAC (Baines et al, 2007).

1.2. PTP en ausencia de CypD

La implicacion de CypD en el PTP se ha deducido de la capacidad para inhibir la
actividad del poro que tiene la CsA, un inhibidor especifico de las ciclofilinas
(Broekemeier et al, 1989). Experimentos con ratones deficientes en CypD han
demostrado que las mitocondrias carentes de esta proteina llevan a cabo MPT
insensible a CsA (Nakagawa et al, 2005). Ademas, la carencia de CypD disminuye la
sensibilidad del PTP al Ca”, por lo que se requieren altas concentraciones de ca®
para inducir su apertura. Asimismo, la respuesta de mitocondrias deficientes en CypD
a agentes como la ubiquinona u oxidantes tiol que provocan MPT insensible a CsA,
es igual a la inducida en mitocondrias salvajes (Basso et al, 2005). Todos estos datos
parecen indicar que la CypD esta implicada especificamente en el MPT sensible a
CsA, sugiriendo que la funcién de la CypD no es completamente esencial para el
PTP, como ya propuso Halestrap en 2003 (Halestrap & Brennerb, 2003), sino que
mas bien se trata de un papel regulador como receptor mitocondrial de la inhibicion
por CsA

En contraste con estos resultados, estudios realizados en diversos laboratorios
parecen indicar que el MPT dependiente de CypD juega un papel importante en
algunas formas de muerte celular por necrosis, pero no apoptosis (Tsujimoto &
Shimizu, 2007). Por ejemplo, se ha visto que MEFs deficientes en CypD son
significativamente mas resistentes a la necrosis inducida por H,O, (Nakagawa 2005)
(Baines, 2005), y que los hepatocitos deficientes en CypD presentan resistencia a la
necrosis inducida por exceso de Ca* o H,0, (Nakagawa et al, 2005) (Baines et al,
2005). Sin embargo, cuando la necrosis es inhibida por la deficiencia de CypD en
estas células, la apoptosis no ocurre como un mecanismo de muerte alternativo
(Nakagawa et al, 2005), sugiriendo que estas células de algun modo bloquean la ruta

de senalizacion apoptética activada por el exceso de Ca” o estrés oxidativo.
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Dado que la apertura del PTP se ha observado tanto en apoptosis como en
necrosis, diversos autores proponen que la intensidad del dano, la duracién de la
apertura del PTP y el nivel de ATP, podria determinar el modo de muerte celular:

apoptosis frente a necrosis.

1.3. Evidencias de que ANT no es esencial para el PTP

Como ya se ha comentado, la participacion de ANT en el PTP se fundamentaba
principalmente en la fuerte modulacion que sufre el poro por ligandos de ANT como
atractilato o atractilésido (Atr), que favorecen su apertura, o el acido bongcrékico
(BA) y los nucleétidos adenina que actuan inhibiéndolo (Haworth & Hunter, 1980)
(Haworth & Hunter, 2000). Sin embargo, en recientes experimentos, se ha visto que
las mitocondria de higado de ratones knockout para las dos isoformas que se
conocian, ANT1 y ANT2, aun son capaces de sufrir MPT dependiente de ca® y
sensible a CsA. La uUnica diferencia con mitocondrias salvajes, es que las nulas para
ANT requieren mayores cantidades de ca* para inducir PTP, y presentan
insensibilidad a los ligandos de ANT (Kokoszka et al, 2004). Este experimento sugirié
que ANT podria ser dispensable para el PTP y la apoptosis inducida por diversos
estimulos, pero no para sus propios ligandos como Atr o los nucleétidos adenina
(Kokoszka et al, 2004). Por tanto, ANT no seria esencial para el PTP pero si
contribuiria a su regulacion. Estos resultados contradicen las evidencias previas que
asighan un papel esencial al ANT en el PTP y ponen en duda el modelo
anteriormente aceptado para dicho poro (Halestrap & Brennerb, 2003) (Halestrap et
al, 2000). Recientemente, sin embargo, se ha descubierto una nueva isoforma de
ANT tanto en humanos como en ratones, el ANT4, (que se localiza en el higado,
testiculos y cerebro (Dolce et al, 2005)). Esta isoforma es sensible tanto a Atr como al

BA, por lo que podria estar supliendo la carencia de las otras isoformas.

Por tanto, estos experimentos en knockouts sugieren que ANT sdélo juega un
papel limitado en el MPT, pudiendo ser compensada su deficiencia bajo condiciones

especificas por otros canales similares de la membrana mitocondrial interna, dado
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que el MPT va acompanado de pérdida del Ay. Ademas, los miembros de la familia
de transportadores mitocondriales se caracterizan por presentar una estructura muy
conservada (Palmieri, 2004), reforzando la posibilidad de que en ausencia de ANT,
otros miembros menos abundantes de la familia puedan estar compensando su
deficiencia (Halestrap & Brennerb, 2003) (Dierks et al, 1990) (Brustovetsky et al,
2002). Estos otros transportadores también formarian canales en la membrana
mitocondrial interna, pero con una menor sensibilidad al Ca** e insensibilidad a los
ligandos del ANT (Halestrap, 2004) (Palmieri, 2004), aunque serian sensibles a CsA
(Rasola & Bernardi, 2007) (Brenner & Grimm, 2006). En este contexto, la
identificacion de canales alternativos en la membrana mitocondrial interna, formados
por otros miembros de la familia de transportadores mitocondriales que estén
directamente implicados directamente en el PTP seria de gran relevancia. De este
modo, la contribucion de formas del PTP con o sin ANT dependeria de las
condiciones especificas (Halestrap, 2004) y la prevalencia de ANT en el PTP podria
ser debida, al menos en parte, a la abundancia de esta proteina en la membrana

mitocondrial interna.

2, Evidencias que apoyan la participacion de PiC en el PTP

Los resultados obtenidos en este trabajo revelan un papel regulador en las vias
apoptoticas de uno de los miembros de la familia de transportadores mitocondriales,
el PiC, participacion que se ve apoyada por una variedad de evidencias. En primer
lugar, PiC, al igual que ANT, parece presentar una doble funcién. Por un lado, este
transportador esta implicado en regulacion metabdlica, y por el otro muestra un papel
en las vias apoptoticas. De este modo, PiC establece contactos débiles con ANT y la
ATP sintasa para formar el ATP sintasoma, un complejo proteico que
presumiblemente facilita el uso del sustrato (ADP) durante la generacion metabdlica
de ATP (Ko et al, 2003). Por otro lado, los resultados mostrados indican que la
interaccion entre PiC y ANT1 se estabiliza bajo presion apoptética, al tratar las
células con el inductor apoptotico STS, sugiriendo una transicion inducida sobre el

PiC a su “modo de muerte” que podria reflejar una participaciéon en el PTP. Mas alla
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de estos resultados, existen otras evidencias consistentes con esta implicacién de
PiC en el PTP. Un ejemplo de ello es el hecho de que el poro muestra dependencia al
Pi en algunos sistemas (Zoratti et al, 2005), sugiriendo la presencia de una subunidad
sensible al Pi. Ademas, se ha demostrado que el PiC, al igual que otros
transportadores mitocondriales, puede formar canales en membranas lipidicas (Zoratti
et al, 2005), y se ha demostrado en este trabajo que posee la capacidad de

interaccionar con VDAC1, ademas de ANT.

En conclusioén, aunque se precisarian mas estudios para demostrar formalmente
que el PiC puede contribuir al PTP y MPT, todos estos datos argumentan que ésta es
una nocion plausible. De hecho, ya se propuso anteriormente un posible papel de
PiC en la formacién de un poro no canénico que explicara como ocurre el MPT en
ausencia de ANT (Halestrap, 2004) (Zoratti et al, 2005). Asimismo, recientemente se
ha descrito otra funcién del PiC que apoya su implicacion en apoptosis, al
demostrarse que actua como diana de la proteina antiapoptética vMIA (Poncet et al,
2006). Esta es una proteina viral localizada en la mitocondria que actia como
inhibidor apoptético y es imprescindible para la replicacién del citomegalovirus
humano (CMV). vMIA recluta a Bax en la mitocondria neutralizando su actividad.
Estos autores vieron que la expresion de vMIA coincidia con una reduccion en el nivel
de ATP debido a la inhibicion selectiva de uno de los componentes del ATP

sintasoma, el PiC (Poncet et al, 2006).

Como ya se ha comentado, las mitocondrias carentes de ANT requieren altos
niveles de calcio para inducir cambios de permeabilidad (Kokoszka et al, 2004). Por
tanto, aunque no es esencial, ANT probablemente regula del algin modo MPT vy la
salida de citocromo c. De hecho, los datos obtenidos en este trabajo mediante
estudios con ARNi refuerzan la nociéon de un papel regulador de ANT, al demostrar
que la reduccién en sus niveles de expresion disminuye significativamente el nimero
de células que muestran movilizacion de citocromo ¢ en respuesta a STS (ver
Figura 18 a, pag 98). Del mismo modo, estos resultados también muestran un papel
parcial de PiC en la salida de citocromo c (Figura 18 a, pag 98). Asimismo, el hecho
de que diversas drogas que inhiben componentes particulares del PTP proporcionen

frecuentemente una protecciéon incompleta frente a la muerte celular (Zoratti et al,
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2005) (Brenner & Grimm, 2006), apoya de nuevo un papel parcial de los
transportadores en la liberacibn de citocromo c. Estas contribuciones
recurrentemente parciales al PTP podrian explicarse por la implicacion de diferentes
entidades en el poro que cooperan simultdneamente para inducir MPT. Esta vision
podria ayudar a entender porque en nuestro screening se han identificado también
otros transportadores mitocondriales. De este modo, tanto la actividad
proapoptética de ANT3, MTCH1 y MTCH2, como su variable capacidad para
interaccionar con los componentes del PTP (Figura 16, pag 92) podrian simplemente
reflejar un potencial para construir diferentes poros funcionales, capaces todos ellos
de inducir mPT vy liberacion de citocromo c. Obviamente, se precisan mas estudios
para defender esta idea, pero algunas publicaciones previas ya habian adscrito a

algunos de estos transportadores una funcion relacionada con las vias apoptoticas.
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Figura 1. Posible modelo de participacion de PiC en el PTP. PiC interaccionaria

con ANT y VDAC para inducir la apertura del poro en presencia de estaurosporina.
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3. Implicacién de los transportadores clonados en apoptosis

3.1. Implicacién de MTCH1 en apoptosis

Como ya se ha comentado, MTCH1 fue inicialmente identificado como una
proteina asociada a presenilina que se denomind PSAP cuya sobreexpresion
provocaba muerte celular por apoptosis y liberacién de citocromo ¢ independiente de
caspasas. Tanto esta actividad proapoptética de PSAP como su localizacién
mitocondrial sugeria que MTCH1 podia tener un papel importante como regulador de
la apoptosis (Xu et al, 2002). Ademas, un estudio reciente ha desvelado que la
sobreexpresion de MTCH1 (PSAP) en MEFs carentes de Bax y Bak, provoca
despolarizacion mitocondrial y apoptosis independiente de ambas moléculas
proapoptoticas (Lamarca et al, 2008). Todos estos resultados sugieren que la
apoptosis inducida por PSAP/MTCH1 implica una probable participacion en el PTP,
aunque nuestros resultados sugieren que no seria a través de una interaccién con los

miembros clasicos del poro.

3.2. Papel apoptético de MTCH2

MTCH2 fue aislado en un complejo mitocondrial junto con las moléculas
proapoptéticas tBid y Bax. TNF-a promueve el reclutamiento de tBid y Bax a este
complejo, agregacion que es parcialmente inhibida por Bel-X.. Estos resultados
apuntan a que MTCH2 podria ser una diana mitocondrial de tBid y sugieren la
posibilidad de que el complejo en el que reside MTCH2 intervenga en la apoptosis
mitocondrial (Gross, 2005) (Grinberg et al, 2005).
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3.3. Papel de ANT3 en apoptosis

Estudios previos comprobaron que la sobreexpresion de ANT3, al igual que
ANT1, induce apoptosis inhibible por los inhibidores del PTP BA y CsA, indicando
que ambas proteinas actuan a través del mismo mecanismo (Zamora et al, 2004).
Asimismo, la ausencia de apoptosis inducida por la sobreexpresién de ANT2, a pesar
de su homologia de secuencia con ANT1 y ANT3, demuestra que la apoptosis
inducida por estas dos isoformas no es un artefacto de la sobreexpresiéon (Zamora et
al, 2004).

En conclusion, a través de un programa de alto rendimiento para identificar
moléculas capaces de inducir muerte celular hemos podido extender a otros
miembros de la familia de transportadores mitocondriales una funcién apoptética que
se creia restringida a representantes especificos de este grupo. Nuestros datos
sugieren que una propiedad comun de los transportadores mitocondriales fue
explotada durante la evolucion para regular apoptosis y, ademas, ayuda a solidificar
la idea de que la mitocondria es el organulo central en el control de la muerte
apoptética. Finalmente, este protocolo de screening ha producido una amplia
coleccién de moléculas capaces de inducir tanto apoptosis como otros procesos de
muerte celular atipicos, abriendo la posibilidad de realizar analisis detallados de cada
uno de estos clones que ayudarian a obtener un mayor conocimiento de los

mecanismos moleculares que gobiernan los diferentes procesos de muerte.

Por ultimo, podemos concluir que a pesar de las discrepancias respecto a la
composicion molecular del PTP, este poro juega un importante papel en muerte
celular y, por tanto, representa una diana importante para el desarrollo de nuevas
terapias. El mayor interés en la investigacion para el desarrollo de terapias contra el
cancer consiste en encontrar componentes especificos de las células transformadas.
¢(Podria el PTP se una diana para este objetivo al presentar diferentes

composiciones?
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El protocolo de screening ha producido una amplia coleccion de
moléculas capaces de inducir tanto apoptosis como otras

modalidades de muerte celular atipica:

= La sobreexpresion de uno de los clones inductores del fenotipo
denominado globular, MYM6, provoca muerte celular por

autofagia.

= Se ha diferenciado 2 procesos diferentes de vacuolizacion.

Se clonaron cuatro transportadores mitocondriales cuya
sobreexpresion inducia alteraciones morfolégicas y moleculares

tipicas de los procesos apoptéticos.

La apoptosis inducida por los transportadores es dependiente de

caspasas y esta mediada por la via mitocondrial.

PiC interacciona tanto con ANT1 como con VDAC1, sugiriendo su

participacion en el poro de transicion de permeabilidad.

PiC incrementa su asociacion con ANT1 en presencia del inductor
apoptoético STS, y la deplecion del transportador disminuye los
parametros apoptéticos analizados, demostrando su relevancia

funcional en este contexto.
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1. Lineas celulares

Hela, procedentes de carcinoma epitelial de cérvix humano.

HCT116, obtenidas a partir de un carcinoma de colon humano.

HEK-293T, provienen de rifiédn humano embrionario (human embryonic kidney,
HEK-293). Estas células han sido transformadas con los genes adenovirales E1a y
E1b, ademas de contener inserto el antigeno T del virus SV40 (virus de simio 40), por

lo que poseen una elevada capacidad proliferativa (Graham et al, 1977).

Los sobrenadantes de virus para las transducciones retrovirales, se obtuvieron a
partir de una variante de las células HEK-293T generada en nuestro laboratorio que

expresaba diferentes inhibidores de apoptosis:

1.1. Generacion de células HEK-293 estables resistentes a apoptosis

Se transfectaron células HEK-293T mediante el método de precipitacién por
fosfato calcico con un plasmido que expresa simultaneamente p35 y el gen de
resistencia a puromicina; y otro que coexpresaba Bcl-X_, CrmA y el gen de
resistencia a higromicina. CrmA y p35 son inhibidores virales de caspasas,
producidos por cowpox virus y baculovirus respectivamente (Villa et al, 1997). Bel-X,
es una proteina de la familia Bcl-2 que también actia como inhibidor apoptdtico
regulando la permeabilidad mitocondrial (Green & Reed, 1998).

24 h después de la transfeccion, las células se sometieron al medio de seleccién
DMEM con 200 ug/ml de higromicina, 0,5 ug/ml de puromicina y 0,5 mg/ml de
neomicina (para seleccionar el antigeno T). Varios dias mas tarde, se plaquearon 10,
50 y 100 células en placas de 10 cm para diluirlas y asi poder picar las colonias
aisladas, aproximadamente 20 dias después, con los clones resistentes que habian

adquirido ambos plasmidos.
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1.2. Mantenimiento celular

Todas las lineas celulares provienen de la coleccion americana de cultivos tipo
(American Type Culture Collection, ATCC) y fueron cultivadas en medio DMEM
suplementado con un 10 % de suero fetal bovino (FBS) con el sistema del
complemento inactivado por calor a 56°C durante 40 min, 100 U/ml de
penicilina/estreptomicina y 2 mM de L-glutamina (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Los

cultivos se mantuvieron a 37 °C en atmdésfera humidificada y 5 % de CO..

2. Reactivos

zVAD.fmk (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). Es un inhibidor quimico
general de las caspasas. Se utilizé para inhibir la muerte de las células transfectadas
con moléculas proapoptéticas, lo que impediria visualizar al microscopio las
estructuras celulares en los experimentos de inmunoflourescencia. Se diluyé en

DMSO y se empled a una concentracion final de 50 pM.

Estaurosporina (STS) (Sigma, St Louis, MO, USA). Se utilizé6 para inducir
apoptosis diluida en DMSO y se trataron las células a una concentracién final de
1 uM.

loduro de propidio (IP) (Sigma, St Louis, MO, USA). Usado para evaluar muerte

celular a una concentracion final de 1 ug/mil.

Mitotracker (Molecular Probes, Invitrogen). Se empled para medir la polarizacion

mitocondrial a una concentracion final de 100 nM.
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3. Sistema de analisis de la genoteca de ADN complementario
(ADNc)

Se partié de una libreria de ADNc obtenida a partir de células T humanas y
clonada en el vector de expresion pEAK (Edge Biosystems, Gaithersburg, MD, USA).
Dicha libreria fue sembrada en placas de 22 x 22 cm con LB-Agar al 2 %, 50 pug/ml de
ampicilina (Calbiochem), 10 ug/ml de cicloheximida (Sigma) y 5 pul de Antifoam

(Sigma) para evitar la formacion de espuma.

Las colonias bacterianas obtenidas se inocularon en placas de 384 pocillos con
80 pyl de medio TB (Terrific-Broth) (1,2 % triptona, 2,4 % extracto de levadura)
suplementado con 50 ug/ml de ampicilina, 10 ug/ml de cicloheximida y glicerol al
7,5 % para protegerlas de la congelacion. Estas placas de 384 pocillos se
mantuvieron a -70 °C hasta el momento de su utilizaciéon. Se agruparon cada uno de
los 96 clones que se generan al dividir la placa original en 4 sectores, en un nuevo
pocillo de un bloque de 96 pocillos con 1,5 ml de TB por punto, 50 pg/ml de ampicilina
y 10 pyg/ml de cicloheximida usando el robot picador Qpixll (Genetix, Hampshire, UK).
De este modo, se obtuvo un volumen suficiente de cultivo para poder extraer el ADN
plasmidico utilizando el Biorobot-3000 de Qiagen. Este ADN, se cotransfecté junto
con un plasmido que expresaba la proteina fluorescente verde (green fluorescent
protein, GFP) en células HEK-293T mediante el método de precipitacion con fosfato
calcico, descrito en el apartado de transfecciones. 36h después, las células
transfectadas se analizaron in vivo utilizando un microscopio de fluorescencia
invertido (Axiovert 135; Carl Zeiss Microlmaging, Inc). Para aislar el clon responsable
del fenotipo dentro del grupo de 96 clones que se habia detectado como positivo, se
descongelo la placa original de 384 pocillos vy, el cuadrante a partir del cual se habia
obtenido el grupo de 96 clones, se reagrupo por filas y columnas. El nuevo ADN
plasmidico extraido de estos subgrupos se transfectd en células HEK-293T. De este
modo, en la interseccion entre las filas y columnas positivas se localizaban los genes

de interés.

119



Materiales y Métodos

4. Construcciones de ADN

Los ADNCc de los transportadores mitocondriales clonados fueron marcados con el
péptido AU1 (DTYRYI) en el extremo N-terminal, a excepcion del transportador de
fosfato (phosphate carrier, PiC) que se marcd en su extremo C-teminal. El marcaje de
PiC en el extremo N-terminal, impedia la deteccién de la molécula, posiblemente
debido a que, para dirigir el transportador a la mitocondria, su extremo N-terminal era

procesado.

La version truncada obtenida del MTCH1 fue completada mediante PCR por

amplificacion de su extremo 5” a partir de una libreria de ADNc.

Los ADNcs de VDAC1, NIP y ANT2 fueron clonados en el screening de la
genoteca de ADNc.

La proteina LC3A humana (NM_032514) y el ADNc de ANT1 (NM_001151)
fueron amplificados por PCR (reaccion en cadena de la polimerasa, del inglés
Polymerase Chain Reaction) a partir de una libreria de ADNc.

Todos los ADNc se secuenciaron y clonaron en el vector de expresion pEAK
(Edge Biosystems) utilizando las dianas de restriccion Hind 11l y Not I.

ANT1 y VDAC1 se marcaron con el epitopo HA (hemaglutinina del virus de la
gripe, YPYDVPDYA) para los experimentos de inmunoprecipitacion.

En los experimentos de autofagia, se utilizaron versiones de LC3A marcadas con
HA o con GFP.

Debido a que la sobreexpresion de Bcl-X, inducia muerte basal, se utilizé una
construccion AU-Bcl-X insertada en un vector con el sitio de replicacion del antigeno
T del SV40 inactivado, de modo que el antigeno T de las células HEK-293T no era
capaz de reconocerlo y la replicacion era menor; aun asi, se obtenia un nivel de
expresion suficientemente alto. Los plasmidos de expresion que contienen la versién
mutada de la caspasa-9 con capacidad dominante-negativa (C9.DN) y p35
(Rabizadeh et al, 2004) fueron cedidos por el Dr. Rabizadeh (The Buck Institute for
Age Research, Novato, CA).

La proteina fluorescente verde mitocondrial (mGFP, mitochondrial green

fluorescent protein) se construy6 fusionando, en el extremo N-terminal de la GFP, la
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secuencia de localizacion mitocondrial de la ornitina transcarbamilasa, donada por la
Dra. Ute Moll (Stony Brook University, Stony Brook, New York).

La RFP dirigida al reticulo endoplasmatico (reRFP) fue creada por PCR
introduciendo en su extremo C-terminal la secuencia de aminoacidos SEKDEL, capaz
de conferir a proteinas heterélogas la capacidad de retencién en el reticulo (Munro &
Pelham, 1987). Este fragmento fue ligado a la secuencia lider de la molécula de

superficie CD5, y clonado dentro del vector pEAK.

5. Transfecciones y transducciones retrovirales

5.1. Transfecciones transitorias

Las células se sembraron en placas de 6, 24 o 96 pocillos y placas de 10 cm.
Entre 1 y 4 horas antes de la transfeccion en placas de 6 pocillos o de 10 cm, se
procedid a cambiar el medio para inducir un aumento en la tasa de crecimiento celular
de modo que se obtuvieran unas condiciones éptimas para la transfeccion. Para las
células HEK-293T, se empled el método de precipitacion con fosfato calcico, mientras
que en HelLa y HCT116 las transfecciones se realizaron mediante los sistemas
lipidicos Fugene (Roche, Mannheim, Alemania) o jetPEIl (Polyplus, lllkirch, Francia)
respectivamente. Las células se transfectaron con vector vacio, como control
negativo, o con el ADN de interés; ademas de un plasmido que expresaba GFP como

marcador de la transfeccion.

A continuacion, se describen las distintas técnicas empleadas:

5.1.1. Método de transfecciéon por precipitacion con fosfato calcico (Ausubel
et al., 1987)

Este sistema fue descrito previamente por Van der Eb y Graham en 1980. Se
sembraron 0,24; 1,35; 8,5 y 30 x 10° células HEK-293T en placas de 96, 24 y 6

pocillos, y en placas de 10 cm de diametro respectivamente. 24 h después, y una vez
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que las células llegaron aproximadamente a un 70-80 % de confluencia, fueron
tratadas con las cantidades de reactivo que se describen a continuacién para placas
de 6 pocillos (en el resto de los formatos, se emplearon cantidades proporcionales al
tamarfio del pocillo): 112,5 yl H,O; 12,5 pyl CaCl, (2,5 M); 5 pg del plasmido con el
ADN correspondiente y 125 yl HEBS 2X a un pH de 7,05 (140 mM NaCl, 1,5 mM
Na,HPO4-2H,0 y 50 mM HEPES en agua).

5.1.2. Método de transfeccion con FUGENE 6

Se utilizé en las células HelLa debido a su dificultad para ser transfectadas
mediante precipitacién con fosfato célcico. Se realiz6é siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se sembraron 0,3 x 10° células HelLa por pocillo en placas de 24 pocillos y
1,1 x 10° células en placas de 10 cm con medio DMEM (sin suero ni antibiéticos
afnadidos). 24 h después, se procedio6 a su transfeccion. Por cada punto de las placas
de 24 pocillos, se prepar6 una mezcla con 0,6 ug del plasmido con el ADN
correspondiente y 4 ul de tampén TE. En el caso de las placas de 10cm, se
emplearon 12 ug de ADN y 120 pl de TE. Por otro lado, se mezclaron 40 yl de medio
DMEM (no suplementado con suero, ni antibiéticos) con 1,8 ul de FUGENE por cada
punto de la placa de 24 pocillos. En el caso de placas de 10 cm, se utilizaron 1164 ul
de DMEM vy 36 pl del lipido.

La dilucion con FUGENE se mezclé con la que contenia el DNA y se incubd
durante 30 min a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, el volumen final se
afiadié gota a gota sobre las células. 24 h después, se elimind todo el sobrenadante,
que contenia FUGENE, y se cambié por medio fresco con suero y antibiéticos

anadidos.

La toxicidad producida por el lipido sobre las células fue muy baja en todos los

Casos.
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5.1.3. Método de transfeccién con jetPEl

Fue empleado con las células HCT116 dado que la eficiencia de transfecciéon con
este lipido era mayor que la obtenida tanto por el método del fosfato calcico, como
por el de FUGENE. Se plaquearon 1,6 x 10° células HCT116 por pocillo de un placa
de 24 pocillos. 36 h después, se eliminaron 0,5 ml de medio para reducir el volumen y
asi mejorar la eficiencia de la transfeccion. Posteriormente, se prepararon 2 mezclas
diferentes por punto: por un lado, 50 ul de NaCl (150 mM) y 1 ug del ADN de interés,
y por el otro, 50 yl de NaCl (150 mM) y 2 pl de jetPEI. Se unié la mezcla con el lipido
a los pocillos con el ADN vy, después de incubar durante 25 min a temperatura
ambiente, se afadié gota a gota sobre las células. Entre 3 y 6 h después de la
transfeccion, o incluso al dia siguiente, se afiadieron 0,5 ml de DMEM fresco a cada

pocillo.

5.2. Transducciones mediante infecciones retrovirales

Se llevaron a cabo utilizando el plasmido P12-MMP, donado por el Dr. Randow
(MRC, Laboratorio de Biologia Molecular, Cambridge, Inglaterra). Este vector, es una
version derivada del vector pMMP, cedido por el Dr. R. Mulligan (Departamento de
Genética, Harvard Medical School y Division de Medicina Molecular, Children’s
Hospital Boston, Boston, MA, USA).

Los sobrenadantes con virus se obtuvieron transfectando las construcciones P12-
MMP junto con los plasmidos que expresan las proteinas gag-pol (pMD.gag-pol) y la
proteina de la envoltura VSV-G (pMD-G) en células HEK-293T modificadas de modo
que expresaban de forma estable p35, Bcl-X, y CrmA para hacerlas mas resistentes

a la apoptosis inducida por los genes objeto de estudio (apartado de lineas celulares).

Los virus obtenidos se utilizaron para infectar las células diana HEK-293T o HelLa
diluyéndolos 1:1 en medio fresco. Las infecciones se llevaron a cabo en presencia de
polibreno (8 pg/ml, Sigma) y las placas se sometieron a centrifugacion durante 1 h a
32 °C y 2000 rpm en ausencia de freno para evitar movimientos bruscos que pudieran

despegar las células de la placa.

123



Materiales y Métodos

6. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida e
Inmunodetecciones (western-blot)

Las células fueron sembradas en placas de 6 pocillos, o de 10 cm para los
experimentos de inmunoprecipitacion, y transfectadas al dia siguiente. Al final del
experimento, se lisaron en un tampoén constituido por un 1 % de detergente Igepal
CA-630 (Sigma-Aldrich), 150 mM de NaCl, 50 mM de tampén Tris (pH 7.5) y 5 mM de
tampén EDTA, al que se afiadieron los inhibidores de proteasas aproptinina
(10 ug/ml) y leupeptina (10 pg/ml), ademas del inhibidor PMSF (1 mM) (Roche).
Después de someterse a una centrifugacion de 5min a 4°C y 13200 rpm para
eliminar los nucleos y los desechos celulares, la concentracion de proteinas se midio
utilizando el método colorimétrico de Bradford (Bio-Rad) descrito por Bradford en
1976 (Bradford, 1976). Esta técnica se basa en la reaccion que sufre el colorante azul
de Coomassie G-250 al unirse a las proteinas. Su absorbancia pasa de 465 nm a
595 nm cuando se une a los grupos amino libres de las proteinas. La cantidad de
proteinas totales de cada muestra, se determind mediante la interpolaciéon de las
absorbancias obtenidas en una curva patron realizada con concentraciones

conocidas de albumina de suero bovino (BSA) (Sigma).

A continuacion, las proteinas fueron desnaturalizadas durante 10 min a 100 °C en
tampon Laemmli compuesto por 50 mM Tris (pH 6,8), 5 % B-mercaptoetanol, 2 %
SDS (dodecilsulfato sédico), 0,1 % Azul de bromofenol y un 10 % de glicerol (Merck),
en agua. Cantidades equivalentes de proteina se resolvieron en geles de
poliacrilamida de distinto porcentaje, en funcion del tamafio de la proteina a resolver.
Una vez separadas segun su peso molecular, se transfirieron a una membrana de
polivinilideno difluoruro (PVDF) (Immobilion, Millipore Corp.) utilizando como tampén

de transferencia 25 mM Tris, 192 mM Glicina y un 20 % (v/v) de metanol.

Posteriormente, las membranas se bloquearon con leche desnatada al 10 % (p/v)
en tampon TBS-T (25 mM Tris-HCI, 50 mM NacCl, 2,5 mM KCI, pH 8 y 0,05 % Tween-
20 (Sigma)) durante 1 h en agitacion a temperatura ambiente o durante toda la noche
a 4 °C. Después de eliminar la leche lavando 3 veces con TBS-T, las membranas se
hibridaron con anticuerpos primarios especificos contra PARP (Becton Dickinson),
caspasa-9 (Cell Signaling, Danvers, MA, USA), MTCH2 (Ab3, donado por el Dr. Atan

Gross, Departamento de Regulacion Bioldgica, Instituto de Ciencias Weizmann,
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Rehovot, Israel), actina (Sigma), ANT (Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA) AU1 o HA
(Covance, Princeton, NJ, USA) durante 1 h a temperatura ambiente o toda la noche a
4 °C en funcién del anticuerpo. Seguidamente se procedio a eliminar los restos de
anticuerpo primario mediante 5 lavados con TBS-T y se incubaron las membranas,
durante 1 h a temperatura ambiente y en agitaciéon, con el anticuerpo secundario
apropiado (anti-raton, anti-conejo o anti-cabra) acoplado a la peroxidasa de rabano
(HRP) (DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca), diluido en TBS-T con leche
desnatada al 1 %, excepto para los experimentos de inmunoprecipitacién, donde se
utilizo un 5% de leche para bloquear mejor los sitios de unién inespecificos y
disminuir asi la senal de fondo. Se eliminaron los restos de anticuerpo secundario
mediante 5 lavados con TBS-T y se procedié a la deteccion de las proteinas por
quimioluminiscencia utilizando el sustrato ECL (enhanced chemiluminescence) o ECL
plus (GE Healthcare). El peso molecular aparente de las proteinas, se estimé
utilizando el marcador estandar de peso molecular Rainbow (Amersham,
Biosciences).

En el caso de las membranas que fueron reutilizadas, previamente se
deshibridaron con una solucion de guanidina 7 M en agua (Sigma-Aldrich) durante
15 min en agitacion, para eliminar los restos del anticuerpo anteriormente unido v,
tras 4 lavados con TBS-T, las membranas quedaban listas para el bloqueo e

inmunodeteccién con un nuevo anticuerpo.

7. Coinmunoprecipitaciones

Se plaquearon 3 x 10° células HEK-293T y1,1x 10°® HeLa por placa de 10 cm. Al
dia siguiente, se transfectaron las células con los ADNc correspondientes por el
método de precipitacion con fosfato calcico para las células HEK-293T o mediante el
lipido FUGENE en el caso de las Hela (para la coinmunoprecipitacion con ANT
endogeno las células HelLa fueron transducidas retroviralmente). 36 h después de la
transfeccion, las células se lisaron como se describe en el apartado de western blot.
Tras sustraer una alicuota de cada sobrenadante para analizar la expresion de las
proteinas en los lisados totales, el resto se prelavé para eliminar posibles uniones

inespecificas con 15 pl de la matriz de sefarosa unida a proteina G en rotacion a 4 °C

125



Materiales y Métodos

durante 3 h, en el caso de células HEK-293T, y 1 h para las HelLa. Sin embargo,
antes de ser utilizada, la resina de sefarosa unida a proteina G (GE Healthcare, Little
Chalfont, UK) y la unida al anticuerpo anti-HA monoclonal (Roche) se bloquearon
durante toda la noche en rotacién a 4 °C con tampon de lisis (composicion descrita en
el apartado de western blot) con BSA al 3 % (p/v) y sin inhibidores de proteasas

anadidos.

Las inmunoprecipitaciones se llevaron a cabo a 4 °C y en rotacion durante 1 h en
el caso de HEK-293T, o 3 h en el de Hela, utilizando 10 pl de la matriz de agarosa

conjugada a un anticuerpo anti-HA monoclonal.

En los experimentos de inmunoprecipitacion de la proteina ANT enddgena, se
incubaron las muestras durante 3 h con 3 ug de un anticuerpo anti-ANT soluble
(Santa Cruz). Este, una vez unido a su diana, se precipité gracias a una incubacién
con 15 yl de resina de sefarosa acoplada a proteina G durante 1 h. Seguidamente,
se efectuaron 5 lavados con tampédn de lisis en el caso de las células HelLa, o tampdn
con un conteniendo de NaCl 0,9 M en el de HEK-293T. Finalmente, las muestras
fueron resuspendidas en 25 pl de tampén Laemmli (2X), desnaturalizadas durante
10 min a 100°C vy, desechando la matriz precipitada, volumenes iguales de
sobrenadante fueron resueltos en geles de poliacrilamida y posteriormente incubados

con un anticuerpo policlonal anti-AU (Covance).

La deteccion de los niveles de expresion de las moléculas en los lisados totales,
se realiz6 mediante incubaciéon con los anticuerpos anti-AU policlonal (Covance)
diluido 1:1000, anti-HA monoclonal 1:1000 (Covance) y anti-ANT policlonal hecho en
cabra a concentracion 1:250 (Santa Cruz). Todos los anticuerpos empleados se

detallan en la siguiente tabla:
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Tabla 1. Anticuerpos utilizados para los analisis por western blot e
inmunofluorescencias.

Especificidad

Dilucion

Tipo

Casa comercial

Anti-PARP 1:2000 Monoclonal BD Biosciences
ref. 556362
Anti-caspasa 9 1:1000 Monoclonal Cell Signaling
ref. #9508
Anti-MTCH2 (Ab3) 1:600 Policlonal Dr. A. Gross
(conejo)
Anti-ANT 1:250 Policlonal Santa Cruz
(cabra) ref. $c-9299
Anti-actina clon AC- 1:1000 Monoclonal Sigma ref. A4700
40
Anti-AU1 1.1000 Policlonal Covance
(conejo) ref. PRB-130P
Anti-HA 1:1000 Monoclonal Covance
ref. MMS-101P
Anti-citocromo c (IF) 1:200 Monoclonal Becton Dickinson
ref. 556432
Anti-AU (IF) 1:500 Monoclonal Covance
ref. MMS-130P
Matriz de afinidad 10 yl/punto  Monoclonal Roche ref. 11 815
anti-HA (rata) 016 001
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Tabla 2. Anticuerpos secundarios.

ario

Anticuerpo 2 Dilucién Casa Comercial
Policlonal DakoCytomation
HRP/anti-ratén 1:5000
(cabra) ref. P0447
Policlonal DakoCytomation
HRP/anti-conejo 1:5000
(cabra) ref. P0448
Policlonal Santa Cruz ref.
HRP/anti-cabra 1:2500
(burro) sc-2020
Cy3/anti-raton Jackson ImmunoResearch
1:200 Policlonal (cabra)
(IF) ref. 115-165-003

(IF, inmunofluorescencia; ref, referencia)

8. Ensayos de muerte celular

8.1. Aislamiento de fragmentos apoptéticos: escalera de degradacién
de ADN (DNA ladder)

El ensayo de fragmentacion del ADN, desarrollado por Herrmann en 1994
(Herrmann et al, 1994), se realiz6 como describieron en 1999 Pimentel-Muifios y
Seed (Pimentel-Muinos & Seed, 1999). Este método se basa en un proceso de
degradacion del ADN de tal modo que éste puede salir a través de los poros
nucleares. Posteriormente, mediante centrifugacion, los nucleos sedimentan mientras
que los fragmentos de ADN permanecen en el sobrenadante.

Para evaluar el potencial apoptético derivado de la expresion de las diferentes
moléculas, se sembraron 5 x 10° células HEK-293T por punto en placas de 6 pocillos,
y al dia siguiente se transfectaron con los diferentes plasmidos por el método de

precipitacion con fosfato calcico.
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36 h después, las células se recogieron y centrifugaron durante 10 min a 4°C y
1900 rpm. A continuacién, se lavaron con PBS frio (tampdn fosfato salino), se
centrifugaron de nuevo y los precipitados celulares se lisaron en 100 ul de tampén de
lisis, compuesto por 1 % Igepal CA-630 (Sigma-Aldrich) en 20 mM EDTA y 50 mM
Tris-HCI a pH 7,5. Después de centrifugar los tubos durante 5 min a 1600 g para
precipitar los nucleos, se recogieron los lisados celulares en un nuevo tubo. Los
nucleos se volvieron a tratar con tampdén de lisis y se unieron los nuevos
sobrenadantes a los extraidos en el paso anterior. Posteriormente, se les afiadié SDS
a una concentracion final de 1 % y se trataron durante 2,5 h a 56 °C con 0,2 mg/ml de
ARNasa por punto para eliminar el ARN. Seguidamente, se eliminaron las proteinas
con 0,25 mg/ml de proteinasa K por tubo durante 3 h a 37 °C. El siguiente paso
consisti6 en afadir la mitad de volumen de acetato de amonio 10M, vy, a
continuacion, 2,5 volumenes de etanol, incubando a -70°C entre 1,5h y toda la
noche, para precipitar el ADN. Después de centrifugar las muestras durante 40 min a
4 °C y 16100 g, se lavaron los precipitados dos veces con 1 ml de etanol al 70 % para
eliminar los restos de sales del acetato de amonio y se dejaron secar en la estufa a
65 °C. Finalmente, se resuspendieron en 25 pl de TE vy, los fragmentos de ADN de
bajo peso molecular, se resolvieron en un gel de agarosa al 1% (p/v). La
visualizacion se realizd con un transiluminador de luz ultravioleta Gel Doc 2000 (Bio-
Rad).

8.2. Permeabilidad celular: marcaje con IP

Para evaluar la integridad de la membrana, los cultivos se trataron con yoduro de
propidio (IP) (1 ug/ml) durante 5 min a temperatura ambiente y en oscuridad, y se
analizé el marcaje nuclear in vivo mediante un microscopio de fluorescencia invertido.
Se realizaron contajes de las células positivas para IP en al menos 8 campos

diferentes y se contabilizaron un minimo de 600 células por punto experimental.
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8.3. Tincién nuclear con DAPI

Se observo la condensacion de la cromatina nuclear, caracteristica de los
procesos apoptoéticos, mediante fijacion y marcaje de los nucleos con 1 ug/ml de
DAPI (4°,6-diamidino 2-fenilindole). Se anadieron 0,5 ml de DAPI (1 ug/ml en PBS)
(Roche) incubando durante 5 min. Finalmente, los cubreobjetos se lavaron vy
montaron con mowiol (Calbiochem) como se describe en el apartado de

Inmunofluorescencias.

8.4. Citometria de flujo: marcaje con Mitotracker

Este método se empled para medir la polarizacién mitocondrial en condiciones de
bajos niveles de PiC. Para ello, se transfectaron células HelLa con los RNAI
correspondientes, 48 h después se trataron durante 3 h con STS1 yMyalas 72 h de
la transfeccion se marcaron con Mitotracker (Molecular Probes, Invitrogen) a una
concentracion final de 100 nM durante 30 min a 37 °C. Posteriormente, se reemplazé
el medio para eliminar el marcador y se analizaron las muestras mediante citometria
de flujo (FACScalibur, Becton Dickinson). Los controles no transfectados con RNAI se

trataron con STS 1 pyM durante 6 h.

9. Técnicas de microscopia

9.1. Inmunofluorescencias

Las células fueron sembradas sobre cubreobjetos tratados con poli-L-lisina
(Sigma) colocados en placas de 24 pocillos. En el caso de Hela, se utilizaron
cubreobjetos pretratados para cultivo celular (TC, tissue culture, Fisher Scientific). Se
plaquearon 1,35 x 10° células HEK-293T y 0,3 x 10° HelLa por pocillo y al dia

siguiente fueron transfectadas con los ADNs correspondientes. 36 h después, los
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cubreobjetos se lavaron con PBS vy las células fueron fijadas durante 15 min con
paraformaldehido (PFA) al 4 % (p/v) (Sigma-Aldrich). Tras 2 lavados con PBS, las
células se permeabilizaron mediante 30 min de incubacion con el detergente Igepal
CA-630 (Sigma-Aldrich) al 0,5 % y 100 mM Glicina (1 %) en PBS 1X, para bloquear
los grupos aldehido libres. Se lavaron de nuevo 2 veces con tampdn salino vy,
posteriormente, se bloquearon los sitios inespecificos de unién incubando las células
durante 30 min en una solucién de bloqueo con 3 % BSA en PBS. A continuacion, se
hibridé con un anticuerpo anti-citocromo c (Becton Dickinson) diluido 1/200 o anti-
AU (Covance) a una dilucién 1/500, durante 1 h y seguidamente, se incub6é 1h
utilizando una dilucién 1/200 de un suero anti-ratén hecho en cabra y acoplado al
marcador fluorescente rojo Cy3 (Jackson ImmunoResearch Laboratories). Los
anticuerpos utilizados se detallan en las Tablas 1 y 2 (pags 139-140). Finalmente, los
cubreobjetos se montaron en un medio que contenia Mowiol 4-88 (Calbiochem)
preparado como se describieron previamente Harlow y Lane en 1988 (Harlow & Lane,
1988).

Para la visualizacion del reticulo endoplasmatico (RE) mediante microscopia de
fluorescencia, utilizamos una versién modificada de la proteina fluorescente roja
(RFP, red fluorescent protein) que se expresa exclusivamente en el RE (reRFP),

descrita en el apartado de Construcciones de ADN.

Para la tincion de los nucleos, se afiadié el marcador DAPI (como se describe en

el apartado de Ensayos de muerte celular).

La vacuolizacién citoplasmatica se evalué in vivo al microscopio de
fluorescencia invertido (Axiovert 135; Carl Zeiss Microlmaging, Inc.) utilizando el

objetivo de 20x.

En los estudios de microscopia confocal se utilizaron las bandas de 488 y
543 nm del laser de Argdn y de Helio-Nedn, respectivamente, de un microscopio
confocal modelo LSM-510 (Carl Zeiss Microlmaging, Inc.). Las imagenes se

importaron utilizando el software SLM-510 (Carl Zeiss Microlmaging, Inc.).
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La microscopia confocal in vivo se llevd a cabo segun lo descrito por Klee y
Pimentel-Muifios (Klee & Pimentel-Muinos, 2005). Los cubreobjetos con las células
transfectadas se colocaron en una placa con fondo de cristal especial para
microscopia (WillCo, Amsterdam, Holanda) donde fueron analizadas con el mismo
sistema confocal. La barra de escala representa 10 ym, a menos que se indique otro

valor (microscopia electronica).

La movilizacion del citocromo c se cuantific6 marcando las células con un
anticuerpo  anti-citocromo ¢ (como se describe en el apartado de
Inmunofluorescencias). Posteriormente, se evalud el porcentaje de células por campo
que mostraban un patrén de marcaje difuso, acompafiado de una sefial mitocondrial
débil. Se contaron al menos 600 células por cada punto experimental. Las barras de
error indican las desviaciones estandar de los porcentajes obtenidos contando al

menos 8 campos diferentes.

9.2. Microscopia electrénica

Las células se fijaron a las 24 y 36 h de la transfeccion con glutaraldehido al
2,5 % seguido de tetroxido de osmio al 1 % y con un contenido en ferricianuro
potasico del 0.8 %. Después de la posterior deshidratacion e inclusién en resina, se
marcaron secciones ultrafinas con acetato de uranilo al 2 % y citrato de plomo, y se
observaron con un microscopio electrénico JEM-1010 (Jeol, Tokio, Japon).
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10. Estudios con ARN de interferencia (ARNi)

10.1. Transfecciones con ARNi

Se plaquearon 1,7 x 10° células Hela por punto en placas de 6 pocillos con
DMEM sin antibidticos. Al dia siguiente, cuando los cultivos llegaron a un 60-70 %
aproximadamente de confluencia, se transfectaron con grupos predisefiados de ARN
de doble cadena (On-TargetPlus, Dharmacon, Lafayette, CO, USA) usando
DharmaFECT1 (Dharmacon), de acuerdo con las instrucciones del producto. Los
ARNi individuales dirigidos contra PiC también provenian de Dharmacon y sus
secuencias eran: PiC1: gggcauauuuaacggauucuu; PiC2: gccaacacuuugagggauguu.
Para abordar la transfeccion, en primer lugar, se prepararon 2 mezclas por punto, una
de ellas contenia una diluciéon 2 yM del ARNi en tampdén comercial para ARNi 1X
(Dharmacon) y 125 yl de DMEM, sin antibiéticos, glutamina ni suero afadidos. La
segunda mezcla contenia 240 yl de DMEM, también sin aditivos, y 10 pl del lipido
DharmaFECT1. Ambas soluciones se incubaron durante 5 min a temperatura
ambiente y, posteriormente, se afadié la mezcla con el oligo sobre la del lipido.
Pasados 20 min, el volumen total se diluyé en 2 ml de DMEM sin antibiéticos y se

pipeted sobre las células, obteniendo una concentracion final de ARNi de 100 nM.

10.2. Protocolo de aislamiento de ARN

La extraccion del ARN total se realizé con el kit RNeasy (Qiagen). Este método,
se basa en un sistema de tampones especiales altamente salinos que permiten la
union preferente a la resina de moléculas de ARN mayores de 200 bases,
produciendo por tanto un enriquecimiento en ARN mensajero (ARNy, dado que
muchos de los ARNs, como los ribosémicos 5.8S y 5S, o el ARN de transferencia,

que comprenden el 15-20 % de ARN total, son menores de ese tamafio.

Para abordar la purificacion de ARN, se sembraron 5 x 10° células Hela por cada
placa de 10 cm. Al final del experimento, se recogieron y lisaron en 350 ul de tampdn

RTL (Qiagen), una solucién altamente desnaturalizante gracias a su contenido en

133



Materiales y Métodos

B-mercaptoetanol al 1 % y guanidin-isotiocinato (GITC) que inactiva las ARNasas
para asegurar el aislamiento del ARN intacto. A continuacion, se afadieron 350 ul de
etanol al 70 %, que proporciona las condiciones apropiadas para la union del ARN, y
se aplicé cada muestra de lisado a la columna de RNeasy mediante dos adiciones de
700 pl, seguidas cada una de 1 min de centrifugacion a 10000 rpm. EI ARN total se
unié a la resina de silica-gel y los contaminantes fueron eficientemente eliminados
con el tampodn de lavado RW1 (Qiagen). Seguidamente, la columna se traté con 80 pl
de una solucién que contenia DNasa | (Roche) (70 pl tampdén RDD, 7,5 pl agua libre
de RNasa y 2,5 yl de DNasa |) durante 15 min y posteriormente se lavd con 350 pl de
tampon de lavado. A continuacion se afnadieron dos volumenes de 500 ul de tampén
RPE (Qiagen) seguidos de 1min de centrifugacion. Finalmente, se colocé la columna
sobre un tubo eppendorf tratado con silicona y libre de RNasa, y se pipetearon 30 pl
de agua libre de RNasas sobre la columna. Después de centrifugar 1 min a 1000 rpm

y repetir el proceso, se obtuvo el ARN eluido en un volumen final de 60 pl.

Para determinar la concentracion exacta de ARN, se midi6 la absorbancia a 260 y

280 nm, utilizando Agilent 2100 Bioanalyzer.

10.3. Sintesis de ADNc a partir de ARN: RT-PCR

Con objeto de obtener el ADNc para posteriormente poder amplificar por PCR
especificamente las moléculas en estudio, se transcribieron 5 ug de ARN total a

ADNc mediante la transcriptasa reversa SuperScriptT"'I |

(Invitrogen, san Diego, CA,
USA) con el siguiente procedimiento:

Desnaturalizacion: se incubd el ARN con 0,05 ug/ul de oligo(dT)2.1 (0,5 pg/uL)
y 1 mM de desoxinucleétidos trifosfato (ANTPs) en un volumen final de 10 pyl durante
5 min a 65 °C, seguido de al menos 1 min en hielo.

Anillamiento: Se mezclaron 2 yl de tampon para la RT 10X, 4 yl de MgCl,
25mM, 2ul de DTT (1,4-Ditiotreitol) 0,1 M y 1 pul del inhibidor de ARNasa
RNAseOUT™ (40 U/ul, Invitrogen). Se afadié sobre la solucién con el ARN
incubandose durante 2 min a 42 °C.

Sintesis de ADNc: Se anadio 1 ul de la enzima retrotranscriptasa SuperScriptT'VI

Il'y se incub6 durante 1 h a 42 °C.

134



Materiales y Métodos

Fin de la reaccion: la reaccion de sintesis se detuvo incubando a 70 °C durante
15 min y, posteriormente, se eliminé el ARN sin transcribir incubando durante 20 min
a 37 °C con ARNasa H. Finalmente, el ADNc obtenido se sometié a PCR o se guardo

a -20 °C hasta su utilizacion.

10.4. Amplificacion de ADNc mediante la Reacciéon en Cadena de la
Polimerasa (PCR)

Los niveles de ADNc de las moléculas analizadas, se estimaron mediante PCR
semicuantitativa sobre ADN total. Para generar la reaccion de PCR, se adicionaron

los reactivos en el siguiente orden:

- H,O

- Tampodn comercial que contiene 150 yM MgCl,, 1 mM Tris-HCI (pH 8,3) y 5 mM
KCl

-Oligo1 0,5uM

-Oligo2 0,5uM

- Molde de ADNc 1 ug

- Mezcla de nucledtidos (ANTPs) 200 uM

- Taq polimerasa 2,5 U (ADN polimerasa de Thermus aquaticus, Roche, Basilea,

Suiza)
Los oligonucleétidos empleados fueron:
PiC: directo, tgcttctctggtcctcaagagact, reverso, cagattcagtccacatttgctitg.
ANT1: directo, gcttggagcttcctaaaggacttc, reverso, agggattctcaccacacaatcaat.
MTCH2: directo, ggtgaggagttaggacctggaaat, reverso, cgaaaaatcctagaatgccctctt.

Actina: directo, agatcaagatcattgctcctcctg, reverso, cttgttttctgcgcaagttaggtt.

La mezcla se introdujo en un termociclador iCycler (Bio-Rad) y las condiciones

para la PCR fueron:
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Desnaturalizacion: 4 min a 96 °C.

Ampilificacion: 22 ciclos para PiC, 24 para MTCH2, 26 para ANT1 o 21 para

actina.
Desnaturalizaciéon: 1 min a 95 °C.
Anillamiento: 1 min a 66 °C.
Extension: 1 mina 72 °C.

Extension final: 15 min a 72 °C.

El analisis de los productos de PCR, se realizé mediante electroforesis en geles
de agarosa al 1 % (p/v) en tampon TAE 1X con 0,5 pg/pl de bromuro de etidio. Las
bandas correspondientes a los fragmentos amplificados fueron visualizadas en un
transiluminador de luz ultravioleta (Bio Rad).

Los tamanos de los diferentes fragmentos, fueron determinados gracias al

marcador de peso molecular 1Kb ladder (Invitrogen).
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Abreviaturas

Ab
ADNc
AIF
ANT

Apaf-1
APH1
APP
ARNi
ARNm
Arp2/3
ATCC

Atr

BA
Bci1
BH

BIR
BNIP3L

BSA
C9.DN
CAD
CARD

CBR

CD5

CKm o CPK
cmv

CrmA

CsA

Antibody (anticuerpo)

ADN complementario

Apoptosis Inducing Factor (factor inductor de apoptosis)

Adenine

Nucleotide

nucleotidos adenina)

Translocase

Apoptosis protease-activator factor 1

Pharynx Defective 1 Homolog

Precursor de la proteina beta-amiloide

ARN de interferencia

ARN mensajero

Actin-related proteins 2/3

(transportador

de

American Type Culture Collection (Coleccién Americana de

Cultivos Tipo)

Atractilato o Atractilésido

Bongkrekic Acid (acido bongcrékico)

Bax channel inhibitor (inhibidor del canal de Bax)

Bcl-2 Homology

Baculovirus IAP repeat

BCL2/adenovirus E1B 19kDa protein-interacting protein 3-

like

Bovine Serum Albumin (seroalbumina bovina)

Caspasa-9 Dominante-Negativa

Caspase-Activated DNase (DNAsa caspasa-activada)

Caspase Activation and Recruitment Domain (dominio de

reclutamiento y activacion de caspasas)

Receptor Central de Benzodiacepina

Cluster of Differentiation 5 molecule

Creatin quinasa mitocondrial o creatin fosfoquinasa

Citomegalovirus

Cytokine response modifier A

Ciclosporina A
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C-terminal
CypD
CytC

DAPI
DAPK

DD
DED
DFF

DISC

DMEM

dNTP

DTT

ECL

EDTA

EMK

FACS
FADD/MORT

Fas/CD95/APO-1
FasL

FBS

FL

GFP

GITC

HA

HCT116

HEBS

HEK-293

180

Carboxilo terminal
Cyclophilin D (ciclofilina D)
Cytocrome c (citocromo c)

4, 6-diamidino 2-phenylindole

Death-Associated Protein Kinase (protein quinasa asociada

a muerte)

Death Domain (dominio de muerte)

Death Effector Domain (dominio efector de muerte)

DNA Fragmentation Factor (factor de fragmentacion del

ADN)

Death-Inducing  Signalling  Complex  (complejo
sefalizacién inductor de muerte)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

desoxinucleétido trifosfato

1,4-Ditiotreitol

Enhanced Chemiluminiscence
Etilen-diamino-tetra-acetato

ELKL Motif Kinase

Fluorescence Activated Cell Sorting (citometria de flujo)

FAS-Associated Death Domain  Protein/Mediator
Receptor-Induced Toxicity

Cytotoxicity-Dependent protein 95/Apoptosis-1 protein
Fas ligand

Fetal Bovine Serum (suero bovino fetal)

Full Length

Green Fluorescent Protein (proteina fluorescente verde)
Guanidin-istiocinato

Hemaglutinina

Human Colon Cancer cells 116

Hepes Buffered Saline

de

of

Human Embryonic Kidney 293 cells (células embrionarias

de rifdn humano)



Abreviaturas

HelLa Células de adenocarcinoma de cérvix de Henrietta Lacks

HEPES Acido N-(2-hidroxietil)piperazina-N"-(2-etanosulfénico)

HGF Hepatocyte Growth Factor (factor de crecimiento de
hepatocitos)

HKm Hexokinasa mitocondrial

HRP Horseradish Peroxidise (peroxidasa de rabano)

| Irregular

IAP Inhibitor Apoptosis Protein (proteina inhibidora de apoptosis)

iCAD Inhibitor Caspase-Activated DNase

ICE Interleukin-1 beta-converting enzyme

IF Inmunofluorescencia

IGF-1/2 IL-3 Insulin-like Growth Factor 1(factor de crecimiento de la

insulina tipo 1)
IGFR-1 Insulin-like Growth Factor Receptor 1 (receptor del factor de

crecimiento de la insulina tipo 1)

IL-3 Interleuquina 3

IP loduro o Yoduro de Propidio

JNK Jun Kinase

LB Luria-Bertani

LC3 Light-Chain 3 (cadena ligera 3)

MAC Mitochondrial Apoptosis-inducing Channel (canal inducido

por apoptosis mitochondrial)

MAPK Mitogen-Activated Protein Kinase (protein quinasa mitogen-
activada)

MARK2 Microtubule Affinity-Regulated Kinase-2

MEF Mouse Embryonic Fibroblast (fibroblastos embrionarios
murinos)

mGFP mitochondrial Green Fluorescent Protein

MME Membrana Mitocondrial Externa

MMI Membrana Mitocondrial Interna

MOMP Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization

(permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa)
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MPCD Mitochondrial Phosphate Carrier Deficiency (deficiencia del
trasportador mitocondrial de fosfato)

MPT Mitochondrial Permeability Transition (transicion de
permeabilidad mitocondrial)

MTCH1/PSAP(L 6 Mitochondrial Carrier Homolog 1/Presenilin Associated

S) Protein (Large or Short isoform)

MTCH2 Mitochondrial Carrier Homolog 2

N-terminal Amino terminal

NCBI National Center for Biotechnology Information (Centro

Nacional de Investigacion Biotecnoldgica)

NF-kappa-B Nuclear Factor kB (factor nuclear kB)

(NF-kB)

NIP BCL2/adenovirus 19kDa-intereacting protein

p10 subunidad pequefia de las caspasas

p20 subunidad grande de las caspasas

PARP poli-(ADP-ribosa) polimerasa

PBR Peripheral Benzodiazepine Receptor (Receptor periférico de

la benzodiacepina)

PBS Phosphate Buffered Saline (tampdn fosfato salino)

PCD Program Cell Death (muerte celular programada)

PCR Polymerase Chain Reaction (reacciéon en cadena de la
polimerasa)

PFA Paraformaldehido

Pi Inorganic Phosphate (fosfato inorganico)

PiC Phosohate Carrier (transportador de fosfato)

PIR121 Cytoplasmic FMR1 interacting protein 2

PMSF Phenylmethyl sulphonyl fluoride (fluoruro de
fenilmetilsulfonilo)

PPlasa Peptidil prolil-cis trans-isomerasa

PS Fosfatidilserina

PTP o PTPC Permeability Transition Pore Complex (poro de transicién de

permeabilidad)
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Abreviaturas

plv
PVDF
R

RE

Ref
RefSeq
reRFP
RFP
RIP
RIPK3
RT-PCR
SDS
SLC25

Smac/Diablo

STS
SV40
TAE
Taq polimerasa
B
tBid
TBS-T
TC

TE

™
TNF
TNFR1

TR
TRADD
TSPO

viv

peso/volumen

Polivinilideno difluoruro

Regular

Reticulo Endoplasmatico

Referencia

Reference Sequence

Red Fluorescent Protein reticulo endoplasmatico
Red Fluorescent Protein (proteina fluorescente roja)
Receptor Interacting Protein

Receptor-iteracting serine/threonine-protein kinase 3
Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction
Dodecilsulfato sddico

Human mitochondrial solute carrier gene family
Second Mitochondrial-derived Activator Caspase/Direct
linhibitor of Apoptosis-Binding protein with low pl
Estaurosporina

Simian Vacuolating Virus 40

Tris-Acetato-EDTA

polimerasa de Thermus aquaticus

Terrific Broth

Bid truncado

Tris Buffered Saline-Tween

Tissue Culture

Tris EDTA

Transmembrana

Tumor Necrosis Factor (factor de necrosis tumoral)
Tumor Necrosis Factor Receptor 1 (receptor 1 del factor de
necrosis tumoral)

Truncado

TNF Receptor-Associated Death Domain protein
Translocator Protein

volumen/volumen
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VDAC Voltage-Dependent  Anion  Channel (canal anionico

dependiente de voltaje)

WB Western Blot
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A high-throughput screening for mammalian cell death effectors identifies
the mitochondrial phosphate carrier as a regulator of cytochrome c release
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Instituto de Biologia Molecular y Celular del Cdncer, Centro de Investigacion del Cdncer, CSIC-Universidad de Salamanca,

Campus Miguel de Unamuno, Salamanca, Spain

Functional annotation of complex genomes requires the
development of novel experimental platforms with in-
creased capacity. Here, we describe a high-throughput
system designed to identify cDNAs whose overexpression
induces morphologically distinct cell death modalities. The
methodology incorporates two robotized steps, and relies
on coexpression of library clones with GFP to reveal the
morphological features presented by the dying cells. By
using this system we screened 135000 cDNA clones and
obtained 90 independent molecules. Interestingly, three
death categories were identified, namely; apoptotic, vacuo-
lated and autophagic. Among the pro-apoptotic clones,
we found four members of the mitochondrial carrier
family: the phosphate and adenine nucleotide (type 3)
transporters, and the mitochondrial carrier homologs
(MTCHs) 1 and 2. Expression of these molecules induced
cytochrome c release and caspase-9-dependent death. One
of them, the phosphate carrier, was able to interact with
members of the permeability transition pore complex
ANT1 and VDACI, and its binding to ANT1 was
stabilized in the presence of apoptotic activators. Deple-
tion of this carrier by siRNA delayed cytochrome c¢
mobilization and apoptosis. These results attribute a
previously undescribed apoptotic function to the phosphate
carrier and, more generally, suggest that a common
property of various mitochondrial transporters was
exploited during evolution to regulate apoptosis.
Oncogene (2008) 27, 44-54; doi:10.1038/sj.onc.1210600;
published online 9 July 2007

Keywords: high-throughput screening; atypical cell death;
apoptosis; permeability transition; phosphate carrier

Introduction

The complete genomes of a number of organisms have
been recently sequenced and functional annotation of all
genes uncovered constitutes one of the challenges of the
post-genomic era. To address this issue, a substantial
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effort has been made to design experimental methodo-
logies with increased analytical capacity (Grimm,
2004; Kiss-Toth et al., 2004). One of them is a variation
of expression cloning where cDNA collections are
expressed in cultured cells and tested for their ability
to regulate simple readout reporters (Grimm, 2004;
Kiss-Toth et al., 2004; Ting et al., 2005). The recent
advent of high-throughput robotic systems facilitates
massification of these approaches, turning them into
powerful tools for functional gene discovery. Most of
these methods rely on a property that signal trans-
duction mediators often share: the ability to induce
downstream signaling upon overexpression in suscep-
tible cells. For example, transfection of molecules
involved in nuclear factor-kB (NF-kB) activation
stimulates the signaling pathway, a feature that has
been exploited in screenings aimed at finding NF-xB
inducers (Matsuda et al., 2003). A comparable rationale
has supported the design of cloning systems to identify
activators of the MAPK pathway (Chanda et al., 2003;
Matsuda et al., 2003) or modifiers of amyloid protein
shedding (Schobel et al., 2006). Similarly, expression of
apoptotic mediators activates the death program and,
based on this, massive screenings to find pro-apoptotic
clones have been developed (Albayrak and Grimm,
2003).

Although apoptosis is the paradigm of programmed
cell death, other forms of cell demise are also genetically
regulated (Broker et al., 2005). Apart from relying on
alternative molecular mechanisms, these atypical death
modes are accompanied by changes in cellular morphol-
ogy that are markedly distinct from the blebbing and
cell shrinkage that characterize apoptosis (Broker ez al.,
2005). For example, autophagic (Type II) cell death
causes cells to detach from the substrate and adopt a
ballooned appearance (Shimizu et al., 2004). In turn,
paraptosis, or Type III death, involves extensive
cytoplasmic vacuolization (Van Cruchten and Van
Den Broeck, 2002; Broker et al., 2005). Several examples
suggest that overexpression of molecules involved in
atypical death also activates the execution machinery.
Death-associated protein kinase plays a role in auto-
phagic death, and its expression induces this type of cell
demise (Inbal et al., 2002). BCL2/adenovirus 19 kd-
interacting protein (NIP) mediates arsenic trioxide-
induced autophagy and activates autophagic death
upon transfection (Kanzawa et al., 2005). Similarly,



paraptotic death is induced by expression of insulin-like
growth factor-I receptor (Sperandio et al., 2000).

Given these premises, we reasoned that we could
identify signaling mediators involved in a variety of
death programs by screening cDNA expression libraries
for clones capable of inducing morphologically distinct
cell death modalities. To design this cloning system, we
relied on robotic devices able to handle an extensive
collection of clones. Co-transfection of library DNA
with a plasmid expressing green fluorescent protein
(GFP), facilitated identification of the morphological
features associated with cell death. The library was
divided in pools of an optimized size to increase the
capacity of the system.

We describe here the completion of this cloning
scheme over 135000 clones of a human cDNA library.
The screening resulted in the identification of 90 clones
able to induce three different morphological classes of
cell death, only one of them being clearly apoptotic. We
also show that one of the confirmed pro-apoptotic
molecules, the mitochondrial phosphate carrier (PiC),
has a previously undescribed role in the release of
cytochrome ¢ from mitochondria during apoptosis.

Results

To develop a screening system based on the analysis of
pooled library clones, we first established the optimal
pool size. Plasmids expressing known pro-apoptotic
molecules were progressively diluted in empty plasmid
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DNA, mixed with a vector expressing GFP and
transfected into 293T cells. The appearance of apoptotic
signs was detectable even at dilutions as low as 1/100,
owing to the presence of GFP in transfected cells (not
shown). On the basis of these results, we chose a pool
size of 96 clones for the initial screening step of a high-
throughput protocol designed to identify molecules
whose expression induces cell death (Figure 1).

By applying this scheme to 135000 clones of a human
expression library, we isolated 229 cDNAs able to
provoke morphological alterations in transfected cells
that were compatible with cellular demise. To confirm
the loss of viability, we verified the induction of an
increased permeability to propidium iodide (PI). A total
of 181 clones caused positive PI staining (not shown),
indicating that 48 molecules triggered morphological
changes that did not result in actual death. Most of these
were ‘weak inducers’ of cell death, usually identified in
primary pools also containing a ‘strong inducer’.
Sequencing of the killer clones reduced the collection
to 90 non-redundant members (Table 1). Several cDNAs
were established apoptotic mediators, such as BAX,
caspase-4, the voltage-dependent anion channel-1
(VDACI1) or CD95 (Table 1), thus validating the
capacity of the system to identify meaningful regulators.

Although most clones induced the canonical apopto-
tic morphology, a number of them provoked atypical
alterations suggestive of alternative death modalities.
Thus 12 molecules caused cytoplasmic vacuolization,
while 14 induced collapse of the cellular content inside
ballooned, floating structures (Table 1). Representative
examples of these phenotypes are shown in Figure 2a.
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Figure 1 Expression-cloning scheme. cDNA library clones were arrayed into 384-well plates. Ninety-six colony pools were
subsequently generated from each of the four indicated plate sectors. Pool plasmid DNA was then cotransfected with a plasmid
expressing GFP into 293T cells, and death was detected 36 h later. Isolation of positive clones was carried out by subpooling all rows
and columns of each positive pool and cotransfecting the resulting 24-plasmid preparations with GFP. Positive clones were located at

the intersection between positive rows and columns.
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Table 1 List of cloned molecules

Family Molecule* Death mode® Score*
Mitochondrial carriers ANT3 (FL; NM_001636) Apoptotic ++ +
Phosphate carrier (FL; NM_002635) Apoptotic +++
MTCHI1b (TR; NM_014341) Apoptotic +++
MTCH2 (FL; NM_014342) Vac.(I)/Apoptotic +
Mitochondria TIMMI17 (FL; NM_006335) Apoptotic +
TOMM?20 (FL; NM_014765) Apoptotic ++
VDACI (FL; NM_003374) Apoptotic +
Mitoch. translation optim. homolog (TR; NM_012123) Apoptotic ++
Cell signaling Ras-related proto-oncogene, RALB (FL; NM_002881) Vacuolated (R) ++
GNAS-transcript 1 (TR; NM_000516) Apoptotic + +
RAC2 (FL; NM_002872) Ballooned +
TRAF3-interacting protein (TR; NM_025228) Apoptotic +
RHOA (FL; NM_001664) Apoptotic +
SAM SH3 domains, SAMSNI (TR; NM_022136) Apoptotic ++
Feline sarcoma proto-oncogene, FES (TR; NM_002005) Apoptotic +++
Ras-like without CAAX-1, RIT1 (FL; NM_006912) Vacuolated (R) + +
Megakaryocyte assoc. kinase, MATK (TR; NM_139354) Apoptotic ++
FMR l-interacting protein 2, CYFIP2 (TR; NM_014376) Apoptotic ++
RHOH (FL; NM_004310) Apoptotic +
Apoptosis RIPK3 (FL; NM_006871) Apoptotic +++
BNIP3L (FL; NM_004331) Apoptotic +++
BAX (FL; NM_138761) Apoptotic +++
Caspase-4 (FL; NM_001225) Apoptotic + +
Caspase-1 (FL; NM_033292) Apoptotic ++
CD95 (FL; NM_152872) Apoptotic +++
Granzyme B (FL; NM_004131) Apoptotic +++
Membrane proteins MHC-I (TR; NM_002116) Apoptotic ++
Cysteinyl leukotriene receptor-1 (FL; NM_006639) Vacuolated (I) +
CD48 (TR; NM_001778) Apoptotic +
CD7 (TR; NM_006137) Apoptotic +
CD74 (TR; NM_004355) Vacuolated (I) +
Metabolism GAPDH (TR; NM_002046) Apoptotic +
Holocytochrome ¢ synthase (FL; NM_005333) Apoptotic +
ATP-synthase F1 (TR; NM_001686) Apoptotic +
Glucose phosphate isomerase (TR; NM_000175) Ballooned +
Quinolinate phosphoribosyl-transferase (FL; NM_014298) Apoptotic +
ATP-synthase FO (FL; NM_006476) Apoptotic +
Cytochrome ¢ oxidase-subunit IV (FL; NM_001861) Apoptotic ++
Succinate dehydrogenase C (TR; NM_003001) Apoptotic + +
Cytochrome ¢ assembly 1-like, OXAIL (TR; NM_005015) Apoptotic +
Elongation very long fatty acids-like (TR; NM_022821) Ballooned +
Hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (TR; NM_000182) Ballooned +
Phosphofructo kinase (TR; NM_002627) Ballooned +
Miscelaneous Exportin 1 (TR; NM_003400) Apoptotic +
Nucleoporin-205 (TR; NM_015135) Apoptotic +++
CHMP family member 7 (TR; NM_152272) Apoptotic + +
Microfibrillar-assoc. prot. 1, MFAP1 (TR; NM_005926) Apoptotic ++
Pharynx defective 1 homolog, APH1b (FL; NM_031301) Vacuolated (I) + +
Ubiquitin-conjugating enzyme E2R (FL; NM_017811) Vacuolated (1) +
Ribosomal protein large PO (TR; NM_001002) Apoptotic +
Adrenocortical insufficiency (FL; NM_015665) Apoptotic +++
Translation elongation factor 1 (TR; NM_001402) Apoptotic +
Methionyl aminopeptidase 1 (TR; NM_015143) Apoptotic +
MARK?2 (TR; NM_017490) Vacuolated (R) +
Na/K transporting ATPase (TR; NM_001001586) Apoptotic + +
Translation initiation factor 3 (TR; NM_003754) Ballooned +
ADP-ribosylation-like factor int prot. 5 (TR; NM_006407) Ballooned +
High mobility gr.-Nucleosome binding (TR; NM_004965) Ballooned +
Myxovirus resistance 1 (TR; NM_002462) Apoptotic +
c-EBP-zeta (TR; NM_005760) Apoptotic + +
Reticulon 3 (TR; NM_006054) Vacuolated (I) +
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Table 1 (continued)

Family Molecule* Death mode® Score*
Phosphatase-interacting prot. PSTPIP1(FL; NM_003978) Vacuolated (R) +
Transaldolase 1 (TR; NM_006755) Apoptotic +
Aurora kinase A6 (TR; NM_198437) Ballooned +
Cytohesin 2 (FL; NM_004228) Vacuolated (I) +
Ribosomal protein L10a (TR; NM_007104) Ballooned + +
Branched chain aminotransferase 2 (TR; NM_001190) Vacuolated (I) +
Symplekin (TR; NM_004819) Apoptotic + +
T cell receptor alpha chain (FL; AY247836) Apoptotic + +
FUS (TR; NM_004960) Apoptotic +
Heat shock protein 70, HSPAS8 (TR; NM_006597) Apoptotic +
Chaperonin containing TCP1 (TR; NM_012073) Apoptotic +
MutS homolog 2, MSH2 (TR; NM_000251) Apoptotic +
Secretory carrier membr. prot. 3 (TR; NM_005698) Ballooned +
Annexin A7 (TR; NM_004034) Apoptotic +
Syntaxin 4 (TR; NM_004604) Ballooned +
IL32 (FL; NM_004221) Ballooned +
UBX domain containing 2 (TR; NM_014607) Apoptotic + +

Unknown FAMI104A (FL; NM_032837) Vacuolated (I) +
Zn-finger containing MYMG6 (FL; BC029439) Ballooned + +
Putative dehydrogenase, CGI49 (TR; NM_016002) Apoptotic + 4+ +
Hypothetical protein (TR; XM_941317) Apoptotic ++ +
DENN/MADD-containing 1A (TR; NM_020946) Apoptotic +
Unknown C2orf33 (FL; NM_020194) Apoptotic + +
TBC1 domain family member 10C (TR; NM_198517) Apoptotic + +
DDHD domain containing 2 (TR; NM_015214) Apoptotic ++
Transmembrane protein 106C (TR; NM_024056) Apoptotic +
Unknown (TR; NM_014855) Apoptotic + +
Unknown (TR; NM_025176) Apoptotic +
Hypothetical (TR; XM_930748) Apoptotic + +

Includes the molecule name as well as the integrity of the clone (FL, full length; TR, truncated) with respect to the indicated RefSeq sequence.
"R and I denote round or irregular vacuolae, respectively. “Scale of cell death 36 h post-transfection. (+), below 10% of transfected cells are
Pl-positive; (+ +), between 10 and 30% of transfected cells are PI-positive; (+ + +), more than 30% of transfected cells are PI-positive.

Two vacuolization subcategories were further distin-
guishable (Table 1). A total of eight clones induced
irregular and perinuclear vacuolae (for instance, a
homolog of the anterior pharynx defective protein-1,
APHI1; Figure 2a), whereas four molecules provoked
round and evenly distributed ones (for example, the
microtubule affinity-regulated kinase-2 (MARK2);
Figure 2a). Cytoplasmic vacuolization is frequently
observed during nonapoptotic death, and it is sometimes
caused by dilation of the endoplasmic reticulum (Van
Cruchten and Van Den Broeck, 2002; Broker et al.,
2005). Co-transfection with a version of RFP targeted to
reticular cisternae (erRFP; Klee and Pimentel-Muifios,
2005) showed that the irregular vacuolae induced by
APHI1 appeared filled with this marker, thus revealing
their reticular origin (Figure 2b). On the contrary, the
round vacuolae provoked by MARK?2 excluded erRFP
(Figure 2b), indicating that both vacuolization processes
are, in fact, different.

Detachment from the substrate and ballooned
appearance have been associated with autophagic cell
death (Shimizu et al., 2004). To evaluate if MYMO6
(an unknown Zn-finger-containing protein representa-
tive of this morphological type) was able to induce
autophagy, we used human LC3A as a reporter system. LC3
translocates to autophagosomes upon their formation
while undergoing a concomitant lipid addition that
reduces its apparent molecular weight (Mizushima,

2004). Overexpression of MYMG6 activated both the re-
distribution of LC3A to vesicular structures (Figure 2c,
top panel) and a decrease in its molecular weight
(Figure 2c, middle panel), in both cases to an extent
comparable to NIP, a known pro-autophagic protein
(Kanzawa et al., 2005). Electron microscopy studies
revealed the proliferation of double-membrane vesicles,
an additional feature of autophagy (Figure 2c, bottom
panel). Therefore, MYMG6 induces autophagy, suggest-
ing that the ballooned morphology caused by its
expression is the consequence of autophagic death.

Different modes of cell death are further distinguish-
able by their variable reliance on the caspase apoptotic
machinery (Broker ez al., 2005). As expected, death
induced by RIP3 was blocked by the pan-caspase
inhibitor zVAD.fmk (Figure 2d), whereas both mole-
cules causing vacuolization were partially resistant
(Figure 2d) and the autophagic clone showed complete
insensitivity (Figure 2d). Therefore, although we have
not systematically analysed all clones to evaluate how
general is the correlation between the different morphol-
ogies and the other parameters evaluated, all these data
suggest that we have cloned molecules capable of
inducing different types of cell death.

Four of the identified clones are known members of
the mitochondrial carrier family (Table 1), a group of
proteins involved in metabolite transportation across
the inner mitochondrial membrane (Palmieri, 2004).
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Figure 2 Different types of cell death are represented in the clone collection. (a) Three morphological death types: apoptotic,
vacuolated and ballooned. 293T cells were transfected with the indicated molecules mixed with a plasmid expressing GFP, and
analysed in vivo by confocal microscopy 36 h later. Shown are representative examples. (b) Two vacuolization processes distinguished
by their subcellular origin. 293T cells were transfected with the indicated plasmids and analysed 36h later by in vivo confocal
microscopy. (¢) Expression of MYMG6 induces autophagy. 293T cells were transfected with the indicated plasmids, mixed with a
plasmid expressing GFP-LC3A (top panel) or HA-LC3A (middle panel), and a plasmid expressing the caspase inhibitor p35 to reduce
NIP apoptosis. After 36 h, cells were fixed and analysed by confocal microscopy (top panel), lysed for anti-HA western-blot (middle
panel), or fixed for electron microscopy (bottom panel; size bars represent 2 um (left) or 40nm (1 and 2 insets)). (d) Caspase
involvement in the different death types. 293T cells were transfected as indicated and treated with zVAD.fmk (50 uM) 4h post-
transfection. Thirty-six hours later, the number of propidium iodide (PI)-positive cells per field was blindly counted. At least 600 cells
were scored for each experimental point. Error bars indicate standard deviations of percentages obtained by counting at least eight

different fields.

Two of them, the PiC and the adenine nucleotide
transporter 3 (ANT3), show the classical structure with
three homology domains (Palmieri, 2004), while the
other two, MTCHI1 and 2, have only one family domain
(Yerushalmi et al., 2002). ANT3 is known to be pro-
apoptotic (Zamora et al., 2004). MTCH1 is a mitochon-
drial pro-apoptotic molecule cloned as a presenilin-1
interactor (Xu et al., 2002). MTCH?2 was identified as an
mRNA induced by the hepatocyte growth factor
(Yerushalmi et al., 2002), and is involved in a protein
complex with the apoptotic effectors Bid and Bax
(Grinberg et al., 2005). All these carriers were inducers
of the classical apoptotic morphology, although
MTCH2 provoked some cytoplasmic vacuolization that
preceded the appearance of apoptotic signs (Table 1).

Oncogene

ANT, the prototypical member of the carrier family
(Palmieri, 2004), is believed to participate in the
permeability transition pore complex (PTPC), a mito-
chondrial assembly also including the outer membrane
protein VDAC and matrix cyclophilin D (Zamzami and
Kroemer, 2001; Crompton et al., 2002). This pore
mediates apoptosis by causing a permeability increase of
the inner mitochondrial membrane that results in matrix
swelling, outer membrane rupture and release of
cytochrome ¢ (Brenner and Grimm, 2006). Consistent
with the apoptotic function of the PTPC, overexpression
of ANT (isoform 1) induces apoptosis (Bauer et al.,
1999). Thus, there are both structural and functional
characteristics shared by the cloned carriers and ANT,
raising the possibility of a similar function in apoptosis.



To test this notion, we first established the ability
of the carriers to activate canonical apoptosis. Expres-
sion of all molecules in 293T cells induced both the
proteolytic processing of the caspase-3 substrate poly-
(ADP-ribose) polymerase (PARP; Figure 3a) and a low
molecular weight DNA ladder (Figure 3b), two apopto-
tic features. Their capacity to activate PARP cleavage
was higher than that of ANT2, an inactive member of
the family (Figure 3a; Bauer et al., 1999). This pro-death
activity was reproduced in other cell lines (Figure 3c).
Some of these results confirm previous studies ascribing
an apoptotic potential to MTCH1 and ANT3 (Xu et al.,
2002; Zamora et al., 2004).

To investigate the signaling pathway involved, we
co-transfected the molecules with known inhibitors
of apoptosis. Both a dominant-negative version of
caspase-9 and the caspase inhibitor p35 blocked PARP
processing induced by carrier expression (Figure 4a).
This result points to the implication of caspase-9, the
main protease activated by cytochrome ¢ release (Green
and Reed, 1998). Consistent with this, transfection of all
clones provoked the liberation of cytochrome ¢ from
mitochondrial stores (Figure 4b). Antiapoptotic members
of the BCL-2 family are known to protect cells from
apoptosis induced by a variety of stimuli, including
expression of the PTPC component ANT1 (Schubert
and Grimm, 2004). Coexpression of the carriers with
BCL-XL, a protective BCL-2 homolog (Green and
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Figure 3 Expression of the mitochondrial carriers activates
apoptosis. (a) Induction of PARP processing. 293T cells were
transfected with the shown plasmids, lysed at the indicated times
and subjected to anti-PARP immunoblotting. (b) Induction of
a low-molecular-weight DNA ladder. Cells were transfected as in
(a) and lysed 36h later. DNA was resolved in a 1% agarose gel.
(c¢) Susceptibility of different cell types to apoptosis induced by
the carriers. Cells were transfected with the indicated plasmids
mixed with a plasmid expressing GFP. Thirty-six hours later, the
proportion of GFP-expressing cells showing apoptotic signs was
determined in vivo. Counts and statistics were performed as in
Figure 2d.
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Reed, 1998), inhibited PARP processing, with the most
pronounced effect in the cases of PiC and MTCH2
(Figure 4c). These results show that the cloned
mitochondrial carriers induce apoptosis in a manner
reminiscent of PTPC components, suggesting a possible
participation in the pore.

To explore this idea, we turned to coimmunoprecipita-
tion experiments. Large amounts of transfected PiC and
ANT3 could be detected in HA-ANT1 immunoprecipi-
tates (Figure 5a), whereas MTCH2 and MTCH1 were
undetectable (Figure 5a). Similarly, HA-VDAC1 immu-
noprecipitates contained PiC and ANT3, although the
highest signal was present in the MTCH2 lane
(Figure 5b). Again, MTCH1 was barely detectable
(Figure 5b). Therefore, both PiC and ANT3 can associate
with ANT1 and VDACI, whereas MTCH2 shows the
ability to bind VDACI1. Complexes were strikingly stable,
as they were resistant to washes in high salt conditions.
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Figure 4 Carrier expression activates the mitochondrial apoptotic
pathway. (a) PARP processing is blocked by dominant-negative
caspase-9 and p35. 293T cells were transfected with the indicated
constructs. Thirty-six hours later, cells were subjected to anti-
PARP (top panels) or anti-AU (bottom panels) immunoblots.
(b) Induction of cytochrome ¢ release. 293T cells were transfected
with the indicated constructs mixed with plasmids expressing mito-
chondrial green fluorescent protein (mGFP) and p35, and stained
for cytochrome ¢ 36h later. The percentage of transfected cells
showing cytochrome ¢ exit was determined by counting mGFP-
expressing cells with diffuse cytochrome ¢ (red) signal (left panel).
Counts and statistics were performed as in Figure 2d. A confocal
picture of the signal provided by PiC is shown (right panel).
(¢) PARP processing is inhibited by BCL-XL. 293T cells were
transfected with the indicated constructs and processed as in (a).
Anti-PARP (top panel) or anti-AU (bottom panel) immunoblots
are shown. AU blots containing PiC and ANT3, or MTCHI1 and 2
were run in different percentage gels to maximize resolution with
AU-BCL-XL.

49

Oncogene



d

Role of the phosphate carrier in cytochrome c release
S Alcala et al

50

These data prompted us to consider a regulatory role
in apoptotic pathways of the carriers involved in these
contacts. Since an apoptotic function for ANT3 had
already been investigated (Zamora et al., 2004), we
focused on PiC and MTCH2. We first tested if their
interaction with PTPC components increases in response
to apoptotic inducers. Preliminary experiments indicated
that staurosporine (STS), a well-known apoptotic stimu-
lus, induced marginal cytochrome ¢ release in 293T cells,
while HeLa cells responded strongly (not shown). In light
of this, we chose the latter for this assay. Exposure of
HeLa cells to STS provoked an early increase in the
amount of transfected PiC coprecipitating with either
transfected ANT1 (Figure 6a) or endogenous ANT
(Figure 6b). No increased binding of PiC or MTCH2
to VDACI was seen in similar conditions (not shown).

These results suggest that PiC incorporates to the
PTPC during the onset of STS-induced apoptosis. To
explore a possible function in cytochrome c exit, we per-
formed knock-down assays using small interfering RNAs
(siRNAs). Silencing of PiC resulted in a decreased
fraction of cells showing cytochrome ¢ mobilization
after STS treatment (Figure 7a), an effect reproduced
by different PiC siRNA species (Figure 7b). Reduced
levels of the established mediator ANTI rendered a
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Figure 5 Interaction of the carriers with ANT1 and VDACI. (a)
Coimmunoprecipitation of AU-tagged carriers with HA-ANTI.
293T cells were transfected with the indicated constructs mixed
with a plasmid expressing p35 and subjected to anti-HA
immunoprecipitation 36 h later. Immunoprecipitates were blotted
with an anti-AU antibody (top panel), and total lysates with anti-
AU (middle panel) or anti-HA (bottom panel) antibodies. (b)
Coimmunoprecipitation with HA-VDACI. Cells were processed as
in (a). The immunoprecipitation gel was horizontally divided to
remove irrelevant signal.
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similar protection (Figure 7a), while MTCH2 diminution
provided almost no resistance (Figure 7a). PiC depletion
had no gross impact on mitochondrial function since
mitochondria kept their ability to incorporate mito-
tracker, a polaritation-sensitive dye (Figure 7c). Reduced
PiC expression also inhibited other STS-induced apoptotic
parameters like chromatin condensation (Figure 7d) or
caspase activation (Figure 7e).

Discussion

Results shown here indicate that the pro-apoptotic
activity of overexpressed PiC reflects a physiological
function in apoptotic pathways. Evidence presented
proves that this carrier has an active role in regulating
the liberation of cytochrome c¢ from mitochondria,
perhaps through a direct intervention in the PTPC.
Although there is an ongoing controversy regarding
the universality of mitochondrial permeability transition
(mPT) as the main mechanism for cytochrome ¢ release
(Garrido et al., 2006), abundant pharmacological
evidence links both phenomena in a number of systems
(Zamzami and Kroemer, 2001). It is believed that a pore
minimally built by ANT, VDAC and cyclophilin D
mediates mPT (Zamzami and Kroemer, 2001; Crompton
et al., 2002). However, some contradicting results point

a PiC-AU
' HA-
L ANTA
% —— STS
kD % "o+ e
IP: anti-HA
Blot: anti-AU 30 - - -
- w
Total lysate
Blot: anti-AU 30 - -
Total lysate
Blot: anti-HA 30 - — -
b L PIC-AU
kKD % STS
Al - + - (1uM)
IP: anti-ANT

Blot: anti-AU 30 -

Total lysate
Blot: anti-ANT

Total lysate
Blot: anti-AU 30-

Figure 6 Staurosporine (STS) treatment potentiates the inter-
action between PiC and ANT. (a) Increased coimmunoprecipita-
tion between transfected PiC and ANTI1. HeLa cells were
transfected with the indicated constructs and a plasmid expressing
p35. After 36h, cells were treated with STS (1 uM) for 1h and
subjected to anti-HA immunoprecipitation. Anti-AU western blots
of the immunoprecipitates (top panel) are shown. Total lysates
were subjected to anti-AU and anti-HA immunoblotting (bottom
panels). (b) Increased coimmunoprecipitation between endogenous
ANT and transduced PiC. HeLa cells were retrovirally transduced
with a mixture of viral supernatants carrying PiC-AU and p35,
treated as in (a) and subjected to anti-ANT immunoprecipitation.
Anti-AU western blots of the immunoprecipitates (top panel) are
shown. Total lysates were subjected to anti-ANT and anti-AU
immunoblotting (bottom panels).
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Figure 7 PiC involvement in STS-induced cytochrome ¢ release
and apoptosis. (a) PiC depletion reduces cytochrome ¢ release
induced by STS. HeLa cells were transfected with the indicated
siRNAs, treated 48 h later (1 uM STS, 3 h), stained for cytochrome
¢ and counted to establish the percentage of cells showing
cytochrome ¢ mobilization (left panel). Counts and statistics were
as in Figure 2d. Semi-quantitative RT-PCR (middle panel) and
western blots (right panel) show specific depletion. C, P, M and
A indicate cells transfected with control siRNA, or siRNAs target-
ing PiC, MTCH2 and ANTI, respectively. Western-blots show
endogenous proteins except for PiC. In this case, HeLa cells were
retrovirally transduced with PiC-HA 1 week before siRNA
transfection. Shown is an anti-HA immunoblot (right panel, top
slot). (b) Different siRNA species against PiC inhibit STS-induced
cytochromec release. HeLa cells were processed as in (a). (¢) Normal
mitochondrial polarization in cells treated with PiC siRNAs. HeLa
cells were transfected as in (a), stained with mitotracker 72 h post-
transfection and analysed by flow cytometry (bottom panel). As a
control, untransfected cells were either treated with STS (1 uM, 6 h)
or left untreated (top panel). (d) Reduced number of apoptotic
nuclei induced by STS in PiC-depleted cells. HeLa cells were
treated as in (a), stained with 4',6-diamidino 2-phenlmdole (DAPI)
and counted to establish the percentage of cells exhibiting
chromatin condensation. Counts and statistics were performed as
in Figure 2d. (e) PiC depletion reduces caspase activation induced
by STS. Hela cells were transfected with the indicated siRNAs,
and 48 h later treated for the shown times with STS (1 uM) before
processing them for PARP and caspase-9 immunoblots.

to a more flexible structure (Zoratti et al., 2005). For
example, data relating mPT and apoptosis are strongly
based on drugs targeting ANT, suggesting a central role
for this carrier (Zamzami and Kroemer, 2001). On the
contrary, recent studies indicate that a functional PTPC
can assemble in the genetic absence of ANT (Kokoszka
et al., 2004), raising the notion that alternative, non-
canonical pores may exist (Halestrap, 2004; Zoratti
et al., 2005).
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Additional data are also compatible with the existence
of different PTPCs. For example, the pore shows
multiple conductance states, suggesting the involvement
of several functional units (Zoratti et al., 2005; Brenner
and Grimm, 2006). In addition, ANT1 can be purified as
part of multiple mitochondrial subcomplexes whose
composition and oligomerization state depend on the
metabolic context (Ko et al., 2003; Faustin et al.,
2004; Brenner and Grimm, 2006). Also, the pattern of
ANT-interacting proteins changes over time during
chemotherapy-induced apoptosis (Verrier et al., 2004).
Therefore, ANT appears to engage in flexible contact
networks that are modulated by both the metabolic
status and apoptotic pressure, making it difficult to
identify a pore complex with a unique molecular
composition (Zoratti et al., 2005; Brenner and Grimm,
2000).

Coincidentally, PiC seems to participate in similar
interaction networks doubly involved in metabolic
regulation and apoptosis. Thus, this carrier establishes
weak contacts with ANT and ATP synthase to form the
‘ATP synthasome’, a complex that presumably faci-
litates substrate usage during the metabolic generation
of ATP (Ko et al., 2003). Results shown here now
indicate that the interaction between PiC and ANTI
is stabilized under apoptotic pressure, suggesting an
induced transition to a ‘death mode’ that might reflect a
participation in the PTPC. Further evidence is consis-
tent with this involvement. For example, the pore shows
Pi dependency in some systems (Zoratti et al., 2005),
pointing to the presence of a Pi-sensitive subunit. In
addition, PiC (like other carriers) can form channels in
planar bilayers (Zoratti et al., 2005), and our data also
reveal both the ability of PiC to interact with VDACI
and its role in cytochrome c¢ release. Although obviously
more studies are needed to formally demonstrate that
PiC can contribute to the PTPC and mPT, all these data
argue that this is a plausible notion. In fact, a possible
role for PiC in a non-canonical pore that explains how
mPT occurs in the absence of ANT has already been
proposed (Halestrap, 2004; Zoratti et al., 2005). Also
supporting a function in apoptosis, PiC has recently
been described as a target of the anti-apoptotic protein
vMIA (Poncet et al., 2006).

ANT-devoid mitochondria require higher calcium
levels to trigger permeability changes (Kokoszka et al.,
2004). Thus, although not essential, ANT likely
regulates mPT and cytochrome ¢ exit, a view now
reinforced by our siRNA results (see Figure 7a). Data in
the same figure also ascribe a partial role to PiC in
cytochrome c release. In fact, drugs inhibiting particular
pore components often yield incomplete cell death
protection (Zoratti et al., 2005; Brenner and Grimm,
2006). These recurrent partial contributions might be
explained by the involvement of different pore entities
simultaneously cooperating to induce mPT. This view
could also help understand why we have identified other
mitochondrial carriers in our screening. Thus, both the
pro-apoptotic activity of ANT3, MTCH1 and MTCH?2
as well as their variable ability to interact with PTPC
components might simply reflect a potential to build a
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variety of functional pores. Again, more studies are
needed to sustain this idea.

In summary, through the use of our cloning system,
we have expanded to other members of the carrier
family a function believed to be restricted to specific
molecules. These results suggest that a common
property of a number of mitochondrial transporters
was exploited during evolution to regulate apoptosis,
and further support the notion that mitochondria are
central to the control of apoptotic death. Finally, our
screening protocol has produced a wide collection of
molecules capable of inducing both apoptotic and
atypical death processes. We anticipate that a close
scrutiny of these clones will help us gather more insight
into the molecular mechanisms that govern both death
modalities.

Materials and methods

Cell lines and reagents

293T, HeLa and HCT116 cells (ATCC) were cultured at 37°C
and a humidified 5% CO, atmosphere, in DMEM plus 10%
FBS and 100 U/ml of penicillin/streptomycin (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). zVAD.fmk was from Becton Dickinson
(San Jose, CA, USA). STS and PI were from Sigma (St Louis,
MO, USA).

Screening methods

Bacterial clones of a cDNA expression library from activated
human T cells (Edge Biosystems, Gaithersburg, MD, USA)
were picked and pooled using the QpixIl robot (Genetix,
Hampshire, UK). Plasmid DNA was obtained using a Qiagen
Biorobot-3000. Transfections were performed with the calcium
phosphate precipitation method. Transfected cultures were
scored in vivo using an inverted fluorescence microscope.

DNA constructs, transfections and retroviral transductions
cDNAs were N-terminally tagged by PCR, with the exception
of PiC (C terminus). Truncated MTCHI1 was completed by
amplification of the missing 5 part from a cDNA library.
VDACI1, NIP and ANT2 cDNAs were screening clones.
ANT?2 was a weak inducer that did not provoke PI intake
(see results). Human LC3A (NM_032514) and ANTI1
(NM_001151) cDNAs were amplified from a cDNA library.
All ¢cDNAs were sequenced and cloned into the pEAK
expression plasmid (Edge Biosystems). Mitochondrial GFP
(mGFP) was built by fusing the mitochondrial localization
sequence of the ornitine transcarbamilase (a gift from Dr Ute
Moll) at the N terminus of GFP. Other constructs were
described elsewhere (Pimentel-Muifios and Seed, 1999; Klee
and Pimentel-Muifios, 2005).

293T cells were transfected with the calcium phosphate
precipitation method; HelLa and HCTI116 with Fugene
(Roche, Mannheim, Germany) and JetPEI (Polyplus, Illkirch,
France) respectively. Retroviral transductions were carried out
using the vector P12-MMP (a gift from Dr F Randow), a
derivative of the pMMP vector (Dr R Mulligan). Virus-
containing supernatants were generated by cotransfecting
293T cells with the P12-MMP construct and plasmids
expressing the gag-pol (pMD.gag-pol) and envelope (VSV-G;
pMD-G) helper activities. Infections were carried out in the
presence of polybrene (8 ug/ml, Sigma).

Oncogene

Western blotting

Cell lysis and immunoblotting were performed as described
(Klee and Pimentel-Muifios, 2005). Membranes were probed
with antibodies against PARP (Becton Dickinson), caspase-9
(Cell Signaling, Danvers, MA, USA), MTCH2 (Ab3, a gift
from Dr A Gross), actin (Sigma), ANT (Santa Cruz, Santa
Cruz, CA, USA), AUI1 or HA (Covance, Princeton, NJ, USA).

Death assays

The formation of an apoptotic DNA ladder was assayed as des-
cribed (Pimentel-Muifios and Seed, 1999). For the evaluation
of membrane integrity, cultures were treated with PI (1 ug/ml)
and scored in vivo for nuclear staining using an inverted fluore-
scence microscope. Chromatin condensation was revealed
by DAPI staining (1 ug/ml). To measure mitochondrial polari-
zation, cells were stained with Mitotracker (100 nM; Molecular
Probes) and analysed by flow cytometry (FACScalibur, Becton
Dickinson).

Immunofiluorescence

Cells were seeded onto poly-L-lysine (Sigma)-treated cover-
slips, stained with an anti-cytochrome ¢ antibody (Becton
Dickinson) and mounted as described (Klee and Pimentel-
Muiios, 2005). For confocal studies, we used the 488- and/
or 543-nm bands of a Zeiss LSM-510 microscope. In vivo
confocal microscopy was performed as described (Klee and
Pimentel-Muifos, 2005). Scale bars represent 10 um unless
otherwise indicated (electron microscopy).

Electron microscopy

Transfected cells were fixed with 2.5% glutaraldehyde followed
by 1% osmium tetroxide containing 0.8% potassium ferricya-
nide. After dehydration, ultrathin sections were stained with
2% uranyl acetate and lead citrate and observed under a JEM-
1010 electron microscope (Jeol, Tokyo, Japan).

Coimmunoprecipitation

Cells were lysed as described above (western blotting). After
taking a sample as total lysate, post-nuclei supernatants were
precleared with 15ul of packed Sepharose beads (GE
Healthcare, Little Chalfont, UK). Immunoprecipitations were
performed for 1h (293T) or 3h (HeLa) using 10 ul of agarose
beads coupled to an anti-HA mAb (Roche), or for 3h with
3 ug of an anti-ANT antibody (Santa Cruz) followed by a 1 h
incubation with 15 ul of packed Sepharose beads coupled to
protein G (GE Healthcare). Beads were washed five times with
lysis buffer containing 0.9M NaCl (293T) or lysis buffer
(HeLa) and resuspended in sample buffer. Equal volumes were
then subjected to anti-AU1 immunoblotting.

SIRNA studies

HeLa cells were transfected with predesigned pools of RNA
duplexes (On-TargetPlus, Dharmacon, Lafayette, CO, USA)
using DharmaFECT1 (Dharmacon), according to product
instructions. Individual siRNAs targeting PiC were also from
Dharmacon and their sequences were: PiCl: gggcauauuuaacg
gauucuu; PiC2: gccaacacuuugagggauguu. For semiquantita
tive PCR, cDNA was generated using the SuperscriptIl kit
(Invitrogen). PCR conditions were: 95°C, 1’; 66°C, 1’; 72°C, 1’;
for 22 (PiC), 24 (MTCH2), 26 (ANT1) or 21 (Actin) cycles.
Oligonucleotides were: PiC: fw, tgcttctctggtcctcaagagact, rev,
cagattcagtccacatttgetttg; ANTI: fw, gcttggagcttcctaaaggactte,
rev, agggattctcaccacacaatcaat; MTCH2: fw, ggtgaggagttagga
cctggaaat, rev, cgaaaaatcctagaatgecectett; Actin: fw, agatcaagat
cattgctcctectg, rev, cttgttttctgegecaagttaggtt.
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