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NOMBRE

SIGNIFICADO

K9

uM

AMBRA-1

AMP

AMPK

APP

APS

ATCC

ATG X

ATP

Microgramos.

Microlitros.

Micromolar.

Activating molecule in Beclin1-regulated autophagy, molécula
activadora en la autofagia regulada por Beclin1.

Adenosine monophosphate, adenosin monofosfato.

AMP-activated protein kinase, proteina quinasa activada por
AMP.

Amyloid precursor protein, proteina precursora amiloide.

Ammonium persulfate, persulfato amonico.

American Type Culture Collection.

Autophagy-related gene X, proteina X relacionada con

autofagia.

Adenosine triphosphate, adenosin trifosfato.
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NOMBRE

SIGNIFICADO

BCL-xL

BNIP3

BNIP3L

BSA

cAMP

Cas9

CASM

CCT2

CD

CD16/CD7

CIP

20

B-cell lymphoma-extra large, proteina de linfoma de células B
extra-grande.

BCL-2 interacting protein 3, proteina 3 de interaccién a BCL-2

BCL-2 interacting protein 3 like, proteina similar 3 de interaccién
a BCL-2

Bovine serum albumin, seroalbimina bovina.

Cyclic AMP, AMP ciclico

CRISPR associated protein 9, proteina 9 asociada a CRISPR.

Conjugation of LC3 at single membranes, conjugacion de LC3 en
membranas sencillas.

Chaperonin  containing TCP1  subunit 2,
contenedora de la subunidad 2 de TCP1.

chaperonina

Crohn's disease, enfermedad de Crohn.

Cluster of differentiation 16y 7, clister de diferenciaciéon 16y 7.

Calf-intestinal alkaline phosphatase, fosfatasa intestinal alcalina
de ternero.



NOMBRE

SIGNIFICADO

CMA

colP

CRD

CRISPR

CrmA

DAPI

DEPTOR

DMEM

DMSO

dNTP

ECL

Chaperone-mediated autofagia mediada

chaperonas.

autophagy, por

Co-immunoprecipitation, co-inmunoprecitipacion.

Carbohydrate recognition domain, dominio de reconocimiento
de carbohidratos

Clustered regularly interspaced short palindromic repeats,
repeticiones cortas y palindromicas agrupadas regularmente
espaciadas.

Cytokine response modifier A, modificador A de respuesta a
citoquinas.

4',6-diamidino-2-phenylindole; 4',6-diamidino-2 fenilindol.

DEP domain containing mTOR interacting protein, proteina
interactora de mTOR contenedora de dominio DEP.

Dulbecco's modified Eagle's médium, medio de Eagle

modificado por Dulbecco.

Dimethyl sulfoxide, dimetilsulféxido.

Deoxynucleotide triphosphates, desoxirribonucleétido trifosfato.

Enhanced chemiluminiscence, quimioluminiscencia aumentada.
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NOMBRE

SIGNIFICADO

22

EDTA

EF1-a

ER

ERAD

ERES

ERGIC

ESCRTs

FAM134B

FBS

FIP200

Ethylenediaminetetraacetic acid, acido

etilendiaminotetraacético.

Human elongation factor-1 a, factor 1 a de elongacién humano.

Endoplasmatic reticulum, reticulo endoplasmatico.

Endoplasmatic reticulum associated degradation, degradacién
asociada al reticulo endoplasmatico.

Endoplasmatic  reticulum  specialized

especializadas del reticulo endoplasmético.

regions,  regions

Endoplasmatic reticulum golgi intermediate compartment,
compartimento intermedio entre el aparato de Golgi y el reticulo
endoplasmatico.

Endosomal sorting complexes required for transport, complejos
de sorting endosomal requeridos para el transporte.

Extracelullar, extracelular.

RETREG1, Reticulophagy regulator 1.

Fetal bovine serum, suero bovino fetal.

FAK family kinase-interacting protein 200 kDa, proteina de 200
kDa de interaccién con la familia de las FAK quinasas.



NOMBRE

SIGNIFICADO

FL

FoxO3

FUNDC14

FZD

GBL

GABARAP

GFP

GSH

GSK-3p

GST

HA

Full length, longitud completa.

Forkhead box protein O3, proteina O3 forkhead box.

FUN14 domain-containing protein 1, proteina 1 contenedora de
motivo FUN14.

Receptor Frizzled de la via Wnt.

G protein B-subunit-like, proteina similar a la subunidad B de la
proteina G.

Gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein, proteina
asociada al receptor del 4cido gamma-aminobutirico.

Green fluorescent protein, proteina verde fluorescente.

Glutathione, glutation.

Glycogen synthase kinase 38, quinasa glucégeno sintasa 33

Glutathione S transferase, glutation S-transferasa.

Influenza  virus hemagglutinin 1, hemaglutinina 1 de

Influenzavirus.
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NOMBRE

SIGNIFICADO

HCT116

HEK-293T

Hela

HOPS

HRP

HSC70

IBD

IL-Xs

IL-XRs

IMM

24

Human colon cancer cell 116, células de carcinoma de colon
humano 116.

Human embryonic kidney 293 cells transformed with large T
antigen (SV40, simian virus 40), células 293 embrionarias de rindn
humano transformadas con el antigeno T del virus SV40 (virus 40
del simio).

Henrietta Lacks cells, células de Henrietta Lacks.

Homotypic fusion and protein sorting, proteina de fusién
homotipica y clasificaciéon de proteinas.

Horseradish peroxidase, peroxidasa de rabano.

Heat-shock protein of 70 kDa, proteina de shock térmico de 70
kDa.

Inflammatory bowel disease, enfermedad inflamatoria intestinal.

Immunoglobulin G, inmunoglobulina G

Interleukin-X, interleuquina-X.

Interleukin-X receptor, receptor de interleuquina-X.

Inner mitochondrial membrane, membrana mitocondrial interna.



NOMBRE

SIGNIFICADO

IMPasa

IP3

IRES

Jak

kB

KCI

kDa

KH2PO,

KO

LAMNB!1

Inositol-1-monophosphatase, monofosfatasa de inositol 1

Immunoprecipitation, inmunoprecipitacion.

Inositol-1,4,5-triphosphate, inositol-1,4,5-trifosfato.

Internal ribosome entry site, sitio interno de entrada al ribosoma.

Janus kinase, Janus quinasa.

Kilobase, kilobase.

Potassium chloride, cloruro de potasio

Kilodalton, kilodalton.

Monopotassium phosphate, fosfato monopotasico

Knock-out, knock-out.

Lamin B1, lamina B1
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NOMBRE

SIGNIFICADO

26

LAMP1A

LAMP2A

LAP

LB

LC3

LIR

LMP

LRP6

LTR

MEF

MFN1/2

Lysosomal-associated membrane protein 1, proteina 1 asociada
a la membrana lisosomal.

Lysosomal associated membrane protein 2, proteina 2A asociada
a la membrana lisosomal.

LC3 associated phagocytosis, fagocitosis asociada a LC3.

Luria Bertani.

Microtubule-associated protein light chain 3, proteina de cadena
ligera 3 asociada a microtubulos.

LC3 interacting domain, dominio de interaccién a LC3

Lysosomal membrane permeabilization, permeabilizacién de la
membrana lisosomal

LDL receptor related protein 6, proteina 6 relacionada con
receptor de lipoproteinas de baja densidad

Long terminal repeat, repeticiones terminales largas.

Mouse embryonic fibroblasts, fibroblastos embrionarios de
raton.

Mitofusins 1/2, mitofusinas 1y 2.



NOMBRE | SIGNIFICADO
ml | Mililitre, mililitro.
mM [ Milimolar, milimolar.
MOI | Multiplicity of infection, multiplicidad de infeccién.
REP Monomeric red fluorescent protein, proteina roja fluorescente
monomérica.
MTOC I\/I‘icrotL,Jbule organizing centre, centro organizador de
microtubulos.
TOR Mammalian target of rapamycin complex 1/2, diana de
rapamicina en mamiferos complejo 1/2.
MVB | Multi vesicular body, cuerpo multivesicular.
Mvd8s Myeloid differentiation primary response protein 88, proteina de
Y respuesta primaria a la diferenciacion mieloide
NaCl [ Sodium chloride, cloruro sédico.
NAFLD Non-alco,hF>||c fatty liver disease, enfermedad de higado graso
no alcohdlico.
NBR1 | Next to BRCA1 gene 1 protein, proteina 1 junto al gen BRCAT.
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NOMBRE | SIGNIFICADO
NBRF2 | ATG38
NDP52 | Nuclear dot protein 52, proteina de puntos nucleares 52.
NLRX1 [ NOD-like receptor X1, receptor X1 similar a NOD.
nM | Nanomolar, nanomolar.
Nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein
NOD1/2 | 1/2, proteina 1/2 que contiene el dominio de oligomerizacién

NUFIP1

OD600

OMM

OPTN

PAS

PBS

por unién de nucleétidos.

Nuclear FMR1 interacting protein 1, proteina 1 de interaccion a
FMR1 nuclear.

Optical density 600 nm, densidad éptica a 600 nm.
membrane, membrana mitocondrial

Quter mitochondrial

externa.

Optineurin, optineurina.

Phagophore assembly site, sitio de ensamblaje del fagéforo.

Phosphate buffered saline, tampdn fosfato salino.



NOMBRE

SIGNIFICADO

PCR

PE

PEX X

PFA

PHB2

Pl

PlsK

PIsP

PIC

PINK1

PLIN

Polymerase chain reaction, reaccién en cadena de la polimerasa.

Phosphatidylethanolamine, fosfatidiletanolamina.

Peroxin X, peroxina X.

Paraformaldehide, paraformaldehido

Prohibitin 2, prohibitina 2.

Phosphatidilinositol, fosfatidilinositol.

Phosphatidylinositol ~ 3-kinase,
fosfatidilinositol 3-quinasa.

fosfoinositol-3-quinasa o

Phosphatidylinositol 3-phosphate, fosfatidilinositol-3-fosfato.

Protease inhibitor cocktail, cocktail de inhibidores de proteasas.

PTEN-induced kinase 1, quinasa inducida por PTEN 1.

Perilipin, perilipina.
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NOMBRE

SIGNIFICADO

30

PMSF

PRAS40

PRKN

PS

PURO

PVDF

Rab X

RAPTOR

RCF

RICTOR

ROS

Phenylmethylsulfonyl fluoride, fluoruro de fenilmetilsulfonilo

Proline-rich Akt substrate of 40 kDa, substrato de Akt de 40 kDa
rico en prolinas.

Parkin, parkina.

Phosphatidilserine, fosfatidilserina.

Puromycin, puromicina.

Polyvinylidene fluoride, polifluoruro de vinilideno.

Ras-associated binding protein X, proteina de unién X asociada
a Ras.

Regulatory associated protein of mTOR, proteina reguladora
asociada a mTOR.

Relative centrifuge force, fuerza centrifuga relativa.

Rapamycin-sensitive companion of mTOR, proteina de mTOR
sensible a la rapamicina.

Reactive oxygen species, especies reactivas de oxigeno.



NOMBRE

SIGNIFICADO

RPM

RSB

RTN3L

RUBCN

SARM

SB

SDS

SDS-PAGE

SEC62

SIN-1

SLE

Revolutions per minute, revoluciones por minuto.

Reducing sample buffer, buffer reductor para muestra.

Reticulon-3 like protein, proteina similar a reticulén 3.

Run domain Beclin-1-interacting and cysteine-rich domain-
containing protein, proteina de interaccién con el dominio
ejecutor de Beclin-1 con dominios ricos en cisteina.

Sterile alpha and armadillo repeat protein, proteina contenedora
del motivo estéril y motivo armadillo.

Sample buffer, buffer para muestra.

Sodium dodecyl sulfate, dodecilsulfato sédico.

Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis,
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico.

Translocation protein SEC62, proteina translocadora SEC62.

SAPK-interacting protein 1, proteina 1 interactora de la quinasa
SAP.

Systemic lupus erithematosus, lupus eritematoso sistémico.
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NOMBRE

SIGNIFICADO

32

SMPD1

SNARE

SQSTM-1

Stbd1

STX17

Sv40

TAE

TAX1BP1

TBK1

TBS

TBS-T

sphingomyelin phosphodiesterase 1, esfingomielina
fosfodiesterasa 1.

Soluble NSF attachment protein receptor, receptor de proteinas
de unién de NSF soluble.

Sequestosome 1 or ubiquitin-binding protein pé2, proteina de
unién a ubiquitina p62.

Starch binding domain 1, dominio 1 de union a almidén.

sintaxine 17, sintaxina 17.

Simian vacuolating virus 40, virus 40 vacuolado del simio.

Tris acetate-EDTA buffer, buffer tris acetato-EDTA.

Tax1 binding protein 1, proteina de unién a Tax1.

TANK1 binding kinase 1, quinasa de unién a TANKT.

Tris-buffered saline, solucién salina tamponada con tris.

Tween tris-buffered saline, solucién salina tamponada con tris y
Tween.



NOMBRE

SIGNIFICADO

TE

TEMED

TEX264

TFEB

THB

TIMM23

TIR

TIRAP

TL

TLR

™

Buffer tris-EDTA, tampdn tris-EDTA.

N, N, N’ N'-Tetramethylethylenediamine, = N,N,N’,N’-
tetrametiletilendiamina.
Testis expressed 264, ER-phagy receptor, receptor de

reticulofagia 264 expresado en testiculo.

Transcription factor EB, factor de transcripcién EB.

Todd-Hewitt Broth, caldo Todd-Hewitt.

Translocase of inner mitochondrial membrane 23, translocase 23
de la membrana mitochondrial interna.

Toll-interleukin-1 receptor domain, dominio homélogo de

receptor de la interleuquina 1y receptores Toll.

TIR adaptor protein, proteina adaptadora contenedora de
dominio TIR

Total lysate, lisado total.

Toll-like receptor X, receptor de tipo Toll X.

Transmembrane, transmembrana.
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NOMBRE

SIGNIFICADO

34

TMEMS59

TOMM

TRAM

TRIF

TRIM16

TSC1/2

uc

ULK1/2

UPR

UPS

VAIL

Transmembrane protein 59, proteina transmembrana 59.

Translocase of outer mitochondrial membrane, translocasa de la
membrana mitocondrial externa.

TRIF related adaptor protein, proteina adaptadora relacionada
con TRIF.

TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-beta,
proteina adaptadora contenedora de dominio TIR inductora de
interferén B.

Tripartite motif 16, motivo tripartito 16.

Tuberous sclerosis complex 1/2, complejos 1/2 de esclerosis
tuberosa.

Ulcerative collitis, colitis ulcerosa.

Unc-51 like autophagy activating kinase 1/2, quinasa 1/2
activadora de la autofagia similar a unc-51.

Unfolded protein response, respuesta a proteinas mal plegadas.

Ubiquitin/proteasome system, sistema ubiquitina/proteasoma.

v-ATPase/ATG16L1-induced lipidation, lipidacion
mediada por la unién de la v-ATPasa y ATG16L1.

de LC3



NOMBRE | SIGNIFICADO

Vesicle-associated membrane protein 8, proteina 8 de

VAMS . .
membrana asociada a vesiculas.

VDAC Voltagejdependent ‘anlon channel, canal de aniones
dependiente de voltaje.

VPSX Vacuolar protein sorting-associated protein X, proteina X
asociada a la clasificacion de proteinas vacuolares.

WDD | WD domain, dominio WD.

WIPI1/2 WD-repeat protein interacting with phosphoinositides, proteina

con repeticiones WD que interacciona con fosfoinositol.
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La autofagia es una conjunto de procesos catabdlicos encargados de la
degradacién y reciclaje de material celular, como orgéanulos danados,
agregados proteicos o entidades provenientes del exterior celular como
microorganismos. Existen tres tipos principales de autofagia segun la modalidad
por la que el cargo a degradar es secuestrado: macroautofagia, microautofagia
y autofagia mediada por chaperonas (CMA de sus siglas en inglés Chaperone
Mediated Autophagy). En esta tesis doctoral nos centraremos en el proceso de
macroautofagia (entendido como autofagia en este estudio). La autofagia puede
ser no especifica (lo que en inglés se denomina “bulk autophagy) o especifica
(autofagia selectiva). El termino autofagia selectiva implica el reclutamiento de
maquinaria especifica del cargo a degradar. Asi los procesos de autofagia
selectiva son: mitofagia, pexofagia, agrefagia, lipofagia, nucleofagia, lisofagia,
reticulofagia o xenofagia. La desregulacién de los distintos procesos autofagicos
conduce a la aparicion de enfermedades neurodegenerativas, céncer o
enfermedad inflamatoria intestinal entre otras.

En el contexto de la enfermedad inflamatoria intestinal, parece ser que la
proteina autofagica ATG16L1 podria jugar un papel fundamental. En concreto,
una regién que se encuentra en el dominio C-terminal de ATG16L1, presente
solo en eucariotas: el dominio WD. Este nuevo dominio se ha visto involucrado
en funciones autofagicas no convencionales (lo que denominaremos a partir de
ahora como autofagia no canédnica), un tipo de autofagia cuya finalidad no es
meramente degradativa y que parece tener un papel particularmente relevante
en la homeostasis intestinal y en la defensa contra la infeccién bacteriana.

Estudios previos en el laboratorio mostraron una interaccién entre el
dominio WD de ATG16L1 y la proteina transmembrana TMEM59, a través de la
cual TMEMS59 produce una respuesta autofagica del tipo “no candnico” en la
que se marcan con LC3 los endosomas de membrana sencilla en los que se

encuentra. El motivo aminoacidico interactor de ATG16L1 presente en TMEMS59
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(denominado motivo pro-autofagico en esta tesis) se sometié previamente a un
estudio de mutagénesis exhaustiva con el fin de mejorarlo para incrementar su
utilidad en la identificacién de otras proteinas que lo contengan y sean por tanto
posibles interactores del dominio WD. Asi fue identificada una coleccion de
receptores de interleuquinas que fueron analizados en el Capitulo 1 de
Resultados de esta tesis doctoral.

Estudios previos indican que TMEMS59 juega un papel en xenofagia en
respuesta frente a infecciones por S. aureus. En el Capitulo 2y en el Capitulo 3
de Resultados se estudid su funcidén xenofagica frente a otra bacteria gram
positiva: Streptococcus pyogenes, asi como los mecanismos moleculares a

través de los cuales induce su actividad autofagica y funciones xenofagicas.
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1.;QUE ES LA AUTOFAGIA?

Se denomina autofagia a todo un conjunto de procesos catabdlicos que
tienen como finalidad el transporte de material citopldsmico como orgéanulos
danados, proteinas mal plegadas, o incluso agentes exdgenos como
microrganismos’ hacia el lisosoma para su consecuente degradacion y reciclaje.
Este reciclaje resulta esencial para mantener el balance entre sintesis y
degradacion celular, convirtiendo a la autofagia en un proceso clave para una
correcta homeostasis, asi como para el desarrollo y crecimiento celular®. Fue
Christian de Duve, bioquimico belga, el que en 1963 observé vesiculas de doble
membrana y membrana sencilla con material celular en diferentes estados de
degradacion?, acufando por primera vez en la historia el término autofagia,
formado por la unién de los vocablos auto- y -phagos y que significa “auto-
ingesta”3.

La autofagia es un proceso altamente conservado desde levaduras hasta
mamiferos y si bien hay diversos estudios que hablan sobre procesos similares
en bacterias y arqueas**¢, actualmente no se ha demostrado que exista
autofagia en procariotas. Incluso hay numerosas investigaciones en las que se
describen genes homdlogos ancestrales bacterianos de las actuales proteinas
relacionadas con autofagia o ATGs’#. Todo esto sugiere que la aparicién de la
autofagia podria estar relacionada con la aparicién de la vida eucariota, lo que
la convertiria en una via catabdlica exclusiva de éstas?.

Aunque la autofagia siempre se ha entendido como un proceso de
degradacion exclusivamente no selectivo, recientemente han aparecido
estudios que observaron diferentes tiempos de degradacién de proteinas y
organulos celulares. Esto apuntaba a la idea de que existian procesos
autofdgicos mas selectivos de lo que se postulé en un principio®. Actualmente
se conocen varios modelos de autofagia selectiva clasificados segun el cargo a

degradar (véase Introduccién 3. Autofagia selectiva). Para designar los
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diferentes tipos de autofagia selectiva, normalmente se utiliza el cargo como
prefijo (mito-, ER-, lipo-, nucleo-, pexo-, ribo-, agre-) seguido de fagia'™. Por lo
tanto, la clasificacion se divide en: mitofagia'’ (degradacién de mitocondrias),
ribofagia’ (degradacion de ribosomas), reticulofagia™ (degradacién del reticulo
endoplasmatico), pexofagia (degradacion de peroxisomas), lisofagia™
(degradacién de lisosomas) e incluso agrefagia’ (degradaciéon de agregados
proteicos). En estos procesos selectivos, existe un marcaje diferencial de los
cargos, lo que hace que las moléculas encargadas de la degradacion sean
especificas de cada tipo concreto.

Dada la importancia de este proceso en el mantenimiento del bienestar
celular y tisular, la autofagia debe estar finamente regulada. Por ello, cualquier
tipo de alteracion o descompensacién puede causar una gran variedad de
problemas como cancer, enfermedades neurodegenerativas, metabdlicas,
cardiovasculares o desdrdenes inflamatorios (véase Introducciéon 5.
Fisiopatologia asociada a autofagia). También se ha visto que juega un papel
importante en el envejecimiento, la proteccién frente a patdégenos y la

autoinmunidad'’'°,

1.1. TIPOS DE AUTOFAGIA

La clasificacion mas extendida de los tipos de autofagia se basa en la
modalidad por la cual el potencial cargo de degradacién entra en el
compartimento lisosomal'. Asi actualmente se conocen tres tipos de autofagia:
macroautofagia, autofagia mediada por chaperonas y microautofagia."

En primer lugar, la macroautofagia (entendida como autofagia en este
estudio) puede ser un proceso selectivo (selective autophagy) o no selectivo
(bulk autophagy). En ambos casos, el material a degradar viene empaquetado
en una vesicula de doble membrana (autofagosoma). Mas tarde, éste se fusiona

o bien directamente con lisosomas, o bien con endosomas o endosomas tardios
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dando lugar a unas estructuras llamadas anfisomas''. En cualquiera de los
casos, la membrana externa de autofagosomas y anfisomas, se fusiona con la
membrana lisosomal (autofagolisosoma), dejando la membrana interna con el
material a degradar dentro. En el siguiente apartado se tratara con mas detalle
el proceso y la maquinaria necesaria para que se produzca este tipo de
autofagia. El autofagolisosoma se forma por la fusiéon de un autofagosoma o un
anfisoma con un lisosoma. Este constituye el organulo final en el que ocurriré la
degradacion gracias a su contenido en enzimas hidroliticas como proteasas,
lipasas, fosfatasas, nucleasas y glicosidasas provenientes del lisosoma®. Dado
que el autofagosoma no tiene capacidad degradativa per se, necesita la fusién
con el lisosoma para que este proporcione tanto las enzimas indispensables
como el contexto acido (ya que todas esas enzimas degradativas tienen su punto
6ptimo de actividad a pH 5) para que se produzca la degradacion del cargo.

El segundo tipo es la autofagia mediada por chaperonas (Chaperone-
Mediated Autophagy or CMA), un proceso selectivo que se encarga de la
degradacion especifica de proteinas que contengan alguna version del motivo
aminoacidico KFERQ presente en alrededor de un 20-35% de las proteinas
citosdlicas?'. Estas proteinas, una a una, son reconocidas por la proteina de
shock térmico HSPA8/HSC70 que se encuentra constitutivamente activa®. La
HSC70 reconoce proteinas desnaturalizadas (condicién estrictamente necesaria
para la CMA) y las dirige a la membrana lisosomal. Aqui, el complejo formado
por la HSC70 y la proteina a degradar se une a mondémeros de la proteina
asociada a la membrana lisosomal (LAMP2A). Esta unién produce la
multimerizacién de LAMP2A en un complejo de hasta 700 kDa, encargado de
translocar la proteina cargo al lumen lisosomal para su degradacién®. La propia
HSC70 es también la responsable del proceso de desensamblaje del multimero
de LAMP2A para que ésta vuelva a su disposicién monomérica y continuar

secuestrando proteinas para su futura degradacion?®.
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Por otro lado, la microautofagia se caracteriza por la entrada del material a
degradar a través de diferentes tipos de invaginaciones de la membrana
lisosomal (o de la membrana vacuolar en el caso de levaduras). Se ha visto que
en levaduras, este proceso puede ser selectivo y reconocer pequefios organulos
como mitocondrias (micromitofagia)?*, peroxisomas (micropexofagia)??¢, lipidos
(microlipofagia)?’ o porciones de nucleo (micronucleofagia)®®#; o no selectivo y
capturar pequefias proteinas o moléculas a partir de invaginaciones tubulares®
o moléculas mas grandes a través de protrusiones en forma de dedo (finger-
like)**. Dado que la macroautofagia genera gran cantidad de membranas, se
postula que la microautofagia podria compensar este superavit mediante la
degradaciéon de sus propias membranas, asi como participando en el
mantenimiento de éstas, manteniendo la ratio entre lipidos y proteinas,
recogiendo estos Ultimos para llevarlos a degradacion®'. A pesar de que se
hayan observado mitocondrias y peroxisomas dafiados en lisosomas de células
de mamifero, actualmente hay poca evidencia de que hayan entrado por
microautofagia selectiva y no por macroautofagia convencional.

Independientemente del tipo de autofagia candnica que sea, existen dos
caracteristicas que todos los procesos autofagicos poseen que son i) englobar
substratos citosélicos (endégenos o exdgenos, siempre y cuando estén
accesibles en el citoplasma para la maquinaria autofagica) y ii) el paso final es la

degradacion por parte del lisosoma.?

2. MAQUINARIA DE GENERACION DEL
AUTOFAGOSOMA

A pesar de todo el conocimiento generado sobre la autofagia durante afios,
no fue hasta 1993, cuando Yoshinori Ohsumi caracterizé 77 mutantes de unas

15 proteinas en levaduras (apg proteins) cuyos mutantes mostraban una
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degradacion defectiva de proteinas englobadas en vacuolas autofagicas
inducidas por ayuno®. Ademéas de Ohsumi, otros investigadores empezaron a
descubrir y nombrar otras proteinas cuyas mutaciones también eran defectivas
en autofagia®*?***, o que obligd a renombrar todas ellas bajo un mismo nombre:
ATGs o autophagy related proteins®.

Actualmente, en mamiferos se conocen 41 ATGs diferentes, de los cuales
solo 17 forman lo que se conoce como “core ATG genes”. Estos 17 participan
en el proceso de autofagia candnica y se subdividen en cinco grupos

funcionales®.

Atg1 (ULK1/2), Atg13 (ATG13), Atg17 (FIP200), Atg101

El complejo de ULK/ATG!
(ATG101).

Sistema de conjugacién de ATG8 Atg3 (ATG3), Atgd (ATG4-A/B/C/D), Atg7 (ATG7), Atg8 (LC3)

Complejo conjugador del
Atg5 (ATGS), ATG7, ATG10, Atg12 (ATG12), Atg16 (ATG16L1)
complejo de ATG12

El complejo | de la Pls quinasa de Vps15 (p150), Vps34 (VPS34), ATG6 Vps30 (Beclin-1), Atg14
clase Il (ATG14L), Atg38 (NBRF2).

ATG2 complex Atg2 (ATG2), Atg9 (ATGY9), Atg18 (WIP11/2)

Tabla 1. Clasificacién de las diferentes proteinas relacionadas con autofagia (ATGs). En la
primera columna se muestran los nombres de las familias o complejos en los que se engloban
cada una de las proteinas autofagicas (columna derecha). Los nombres de éstas son los

usados en levaduras mientras que su homologo en mamiferos se muestra entre paréntesis.

2.1. INDUCTORES

El inductor de autofagia mas ampliamente estudiado es la deprivacion de
nutrientes, factores de crecimiento o energia. Ademas, el sensor més conocido
ante este déficit energético es el complejo de mTOR, que constitutivamente

reprime la ruta autofdgica. En este apartado se explicard tanto la ruta de
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induccion mTOR-dependiente como aquellas vias de activacién de la autofagia

que son mTOR-independientes’.

2.1.1. EL COMPLEJO mTOR Y VIAS DEPENDIENTES

La via de mTOR se activa a través de hormonas, factores de crecimiento,
aminoacidos, niveles de energia y estrés celular entre otros. Esta ruta regula
funciones muy importantes dentro de la célula como la autofagia, la proliferacion
celular o la generacion de ribosomas®. Se compone de dos complejos con
diferentes subunidades. Por un lado, la serin/treonin quinasa mTOR, GBL (G
protein p-subunit-like), DEPTOR (DEP Domain Containing MTOR Interacting
Protein) y Tti1/Tel2 son comunes en ambos complejos. Por otro lado, mTORC
contiene raptor (regulatory associated protein of mTOR) y PRAS40 (proline-rich
Akt substrate of 40 kDa) y mTORC2 tiene rictor (rapamycin-sensitive companion
of mTOR) y SIN1 (SAPK-interacting protein 1)*.

Los mecanismos por los que mTORC1 inhibe la autofagia son varios y
mientras que algunos estan bien descritos, otros necesitan mas revisién. Uno de
los que esta bastante establecido es la fosforilacion de ULK1%° (Atg1) y ATG13*
por parte de mTORC1. ATG13 necesita estar desfosforilada para iniciar el paso
de nucleacién (véase apartado 2.2.1 Iniciacién), por lo que su fosforilacion
implica la inactivacién del complejo de ATG1 y por tanto la autofagia. También
se ha observado una inhibicién mTOR-dependiente a nivel transcripcional,
donde la serin/treonin quinasa es capaz de fosforilar la serina 211 de TFEB. Este
factor de transcripcién queda secuestrado en el citoplasma sin poder ser
transportado al nicleo, donde iniciaria la transcripcién de genes relacionados
con la formacién de lisosomas y demas estructuras autofagicas*’. También
mTORC2 es capaz de inhibir la autofagia a nivel transcripcional bloqueando la
activacion de FoxO3, un factor de transcripcién que induce la transcripcién de

genes relacionados con autofagia como LC3B, Beclin1l, ATG4B o ATG12
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(aunque esto se ha visto en levaduras, en mamiferos solo se ha demostrado en
células musculares)®.

También existen otras vias que regulan indirectamente la autofagia de
manera mTOR-dependiente. Por ejemplo, ante un estrés metabdlico o falta de
energia, los niveles intracelulares de ATP descienden, aumentando asi los
niveles de AMP. Este desbalance es reconocido por la proteina quinasa activada
por 5'-AMP (AMPK) que se encarga de controlar el balance entre ATP:AMP.
Cuando esto ocurre, la AMPK fosforila al complejo de proteinas de esclerosis
tuberosa (TSC1/2), potentes inhibidoras de mTORC1. La primera fosforilacion
sirve de base para que otra quinasa, la glucégeno sintasa 3p (GSK-3/) las active
a través de una segunda fosforilacién, inhibiendo, por tanto, el complejo de
mTORC1%. También se ha visto que la activaciéon de la AMPK puede inhibir
directamente a mTOR a través de la fosforilacién de Raptor®.

Las especies reactivas de oxigeno (ROS a partir de ahora, de sus siglas en
ingles “Reactive Oxygen Species”) son moléculas altamente reactivas que
surgen a partir de la incompleta reduccién del oxigeno*. La lipidacién de ATGS8
(LC3) es esencial para iniciar la autofagia (véase el apartado 2.2.3 Elongacién) y
ATG4 es el encargado de delipidarlo para su posterior reciclaje?. Hay estudios
que demuestran que el estado oxidativo de ATG4 interviene en su actividad.
Asi, cuando ATG4 se encuentra en un estado oxidado (especificamente en la
Cisteina 81) es inactivo y, por tanto, permite la lipidacién de LC3 y la activacién
de la ruta autofagica. Por el contrario, ATG4 en un estado reducido se
encontraria activo y, por tanto, capaz de delipidar LC3, inhibiendo asi la
autofagia®.

Esto indica que, ante la apariciéon de ROS, ATG4 se encontraria en un estado
inactivo y por tanto LC3 no se delipidaria, manteniendo la autofagia activa.
Ademas, ROS también activa factores de transcripciéon como el previamente

citado FoxO3 entre otros¥.
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2.1.2. INDUCTORES mTOR INDEPENDIENTES

Se ha observado que el litio es un gran inductor de autofagia debido a la
inhibicion de enzimas encargadas del reciclaje del inositol libre como la inositol
monofosfatasa (IMPase). Esta enzima se encarga de desfosforilar el inositol
monofosfato en inositol libre (sustrato para formar el IPs (inositol 1,4,5-
triphosphate) con el consecuente descenso de los niveles de este y la activacion
de la autofagia®. También se ha observado como todos los inhibidores del
adenosin monofosfato ciclico (c-AMP) son inductores de autofagia ya que altos
niveles de esta molécula, inhiben la via autofdgica®'. Los niveles de Ca?*
intracelular también inhiben la autofagia por lo que antagonistas de canales de
calcio como verapamilo o amiodarona inducen autofagia’. Todos estos
inductores basan su actividad en la reduccién de los niveles de IP3 para inducir
autofagia.

Todas estas actividades son simplemente un breve resumen de la variedad
y cantidad de estimulos diferentes que pueden iniciar el proceso autofagico. Se
utilizard la deprivacién de nutrientes como estimulo modelo para explicar el

proceso completo de formacién de autofagosomas.

2.2. GENERACION DEL AUTOFAGOSOMA

La estructura principal de la ruta autofagica es el autofagosoma, una vesicula
de doble membrana que encierra en su interior los cargos a degradar. Esta
estructura no puede degradar per se y por tanto requiere su fusién en algin
punto con los lisosomas, estructuras fundamentales en la degradacién debido a
su alto contenido en enzimas hidroliticas (véase apartado 1.1. Tipos de
autofagia). Todo esto es un proceso altamente dindmico, debido a las
deformaciones que tiene que ir sufriendo la membrana para elongarse y
secuestrar el cargo o para fusionarse con otros compartimentos como

endosomas o lisosomas®. El proceso desde que el fagdforo comienza a
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formarse hasta que el cargo viene degradado, se muestra en la siguiente figura

a modo de esquema (Figura 1).

a) c)

( OO
- O OO ENDOSOMA
QO
MEMBRANA DE '
AISLAMIENTO _
@
=S 5 d) \V
- AUTOFAGOSOMA ANFISOMA

‘.As. L |

LISOSOMA

AUTOLISOSOMA

Figura 1. Esquema general con las diferentes etapas de la macroautofagia, cominmente
denominada como autofagia. a) Iniciacion. b) Nucleacién del fagéforo. ¢) Elongacién del
fagéforo. d) Maduracion del fagosoma: cierre y transporte. €) Fusion con el lisosoma. f)

Degradacién del cargo contenido.

2.2.1. INICIACION

La iniciacién de la ruta comienza con el reclutamiento de las proteinas
autofagicas a lo que en levaduras se vio que era una estructura perivacuolar con
funciones no degradativas®. Esta se denominé estructura pre-autofagosomal,
sitio de ensamblaje del fagéforo o PAS. A pesar de las homologias entre la
autofagia en levaduras y mamiferos, actualmente no existen indicios que
confirmen la existencia de esta estructura en mamiferos®. Se postula que, en

mamiferos, la iniciacién de la autofagia podria tener origen en diferentes
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compartimentos que funcionarian como donadores de membrana como la
mitocondria®, el compartimento intermedio entre el reticulo y Golgi
(Endoplasmatic Reticulum Golgi Intermediate Compartment or ERGIC)*, el
propio reticulo endoplasmatico®, la membrana plasmatica® o endosomas
reciclados®.

El complejo de Atg1 (levaduras) o ULK1 (mamiferos) (ULK1, ATG13, FIP200
(FAK family kinase-interacting protein of 200kDa) y ATG101) se encuentra
potentemente inhibido por mTORC1 debido a la fosforilaciéon de Atg1 y Atg13
(véase apartado 2.1.1. El complejo mTOR y vias dependientes). La
desfosforilaciéon de éstos es el evento que da paso al reclutamiento del resto de
la maquinaria para empezar la formacién del fagéforo. En el proceso de
iniciacién en levaduras se han visto implicadas Atg11y Atg17, diversos estudios
han demostrado que, ambas dos en su conjunto, son indispensables para la
localizaciéon y movilizacién ordenada del resto de ATGs al PAS, funcionando
como proteinas andamio (scaffold proteins)®®¢'“2. Se hipotetiza que Atg13
necesita a Atg17 para acudir al PAS y posteriormente unir Atg1 de manera
Atg13-dependiente y comenzar asi la cascada de activacion. Este proceso
jerarquico de ensamblaje y desensamblaje de las diferentes ATGs parece estar
regulado por el complejo de Atg1, sugiriendo la idea de que este complejo
podria ser el responsable de la regulacién del tamafio de los futuros
autofagosomas®, dejando a Atg11 y Atg17 como los protagonistas iniciales de
la formacién del fagéforo.

Se postula que la iniciacién en mamiferos ocurriria de manera similar,
funcionando el complejo ULK1 como activador del resto de la maquinaria
encargada de la formacién del fagéforo. La activacion del complejo ULK-1
comprende una serie de autofosforilaciones, asi como la activacién de la PIsK
que dan lugar al siguiente paso de nucleacién. Ademas, existe una accién

cooperativa del complejo de ULK1 con el de ATG2-ATG18 (WIPI1/2) y ATG?,
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funcionando este Ultimo como posible plataforma de ensamblaje de otros
complejos. Estudios recientes postulan que compartimentos ATG9 positivos
interaccionan con regiones especializadas del reticulo endoplasmatico (ERES),
pudiendo ser este Ultimo un donador de membrana esencial en el proceso de

nucleacién, elongacién y maduracién del fagéforo®4o.

2.2.2.  NUCLEACION

Una vez generado el origen del fagéforo, se reclutan diferentes complejos
que comenzaran el proceso de formacion del fagédforo. Se ha observado que la
formaciéon de la membrana comienza en dominios del reticulo ricos en
fosfatidilinositol trifosfato (PI:P), que comunmente se denominan como
omegasoma®. Aqui entra en juego el complejo de la fosfatidilinositol-3- quinasa
(PIsK) que estad formado por Beclin-1, ATG14, VPS34 y p150. Este complejo se
acumula en el fagéforo, y gracias a la fosforilacion ULK1-dependiente a Beclin-
1, ATG14 y a la propia VPS34%, se activa esta Ultima cuya actividad quinasa
fosforila el fosfatidilinositol (Pl) convirtiéndolo en fosfatidilinositol trifosfato
(PIsP)®8, molécula esencial en el proceso. También ULK1 es capaz de fosforilar
AMBRAT1 y liberar la VPS34 del citoesqueleto para que se transporte al reticulo
endoplasmatico®’.

Tanto la activacién del complejo de ULK1, como el complejo PI:K tienen
como funcién enriquecer el omegasoma con PIsP y elongarlo’.

Recientemente se ha descubierto que Atg38 (NBRF2 en mamiferos),
homodimeriza en su regién C-terminal y parece tener un papel fundamental en
la estabilizacién y cohesion del complejo’.

El complejo de la PIsK también coopera con el complejo de ATG2-WIPI1/2-
ATG9, concentrandolo en el omegasoma’. PlsK promueve la movilizacién de
proteinas de unién a PIsK como WIPI1/2, que presumiblemente se encuentra

unida a ATG2 de manera PI:K independiente’?. Estas dos proteinas, WIPI1/2 y
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ATG2 son las encargadas del reciclaje del anteriormente mencionado ATG973.
El complejo de la PlsK no participa en la interaccion entre WIPI1/2 y ATG2, pero
si en dirigir y marcar el sitio de unién de este complejo hacia el PIsP que se
encuentra en membranas autofdgicas para comenzar la elongacién del
omegasoma’?’4, La union de WIPI1/2 a las membranas se realiza de forma ATG9-
dependiente y servirad de plataforma para unir los dos complejos de conjugacién
similares a ubiquitina: el complejo de ATG12-ATG16L1-ATG5 y el complejo de

ATGS8 del que trataremos a continuacion.

2.2.3.  ELONGACION DEL FAGOFORO

Una vez terminado el proceso de nucleacién, el fagéforo se elonga hasta
alcanzar un tamano adecuado para poder encerrar el cargo. En este punto,
WIPI1/2 se encuentra en el omegasoma donde reclutard a ATG16L1 y su sistema
de conjugacioén similar a ubiquitina. La uniéon de ATG16L1 a WIPI1/2 se produce
a través de un dominio adyacente al motivo de unién a FIP200 (FBD) contenido
en ATG16L1. Se ha observado que ambas regiones interactoras se encuentran
separadas por un codo generado por una prolina, lo que sugiere que ATG16L1
interaccionar simultdneamente con WIPI1/2 y con FIP2007°. Posteriormente
entra en juego el segundo sistema similar a ubiquitina cuya finalidad es la
conjugacion de ATG8 o LC3 con fosfatidiletanolamina (PE a partir de ahora, por
sus siglas en ingles “phosphatidilethanolamine”). Se han descubierto varias
isoformas de LC3 que se subdividen en la familia de LC3 y GABA receptor-
associated protein (GABARAP)’.

La finalidad de estos dos sistemas de conjugacion es lipidar LC3/GABARAP
en compartimentos de doble membrana (marca caracteristica y Unica de la
autofagia candnica) a través de la conjugacion de una glicina C-terminal a un
fosfolipido de membrana que suele ser fosfatidiletanolamina (PE)”’, permitiendo

asi el reconocimiento del cargo a degradar’®. La lipidaciéon de LC3 funciona
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como uno de los sistemas reporteros mas usados para estudiar autofagia,
debido a que el LC3 lipidado (LC3-1l) posee mayor movilidad electroforética que
el LC3 sin lipidar (LC3-l). Esto, por tanto, es facilmente visible en geles de
acrilamida’. La lipidacién de LC3 (con respecto a la de GABARAP) parece ser
mas importante en la elongacién y transporte del fagosoma hacia el lisosoma®.
Por otro lado, la lipidacion de GABARAP podria ser un proceso clave en los
pasos de maduracién y fusion®' que veremos mas adelante (véase 2.2.4.
Maduracién: Transporte y cierre del autofagosoma y 2.2.5. Fusién y
degradacion).

El primer sistema de conjugacién es el formado por ATG12, ATGS vy
ATG16L1, asi como por dos enzimas que funcionan como proteinas de
activacion de ubiquitina E1 (ATG7) y conjugadoras de ubiquitina E2 (ATG10).
ATG12 se unird a ATG7 de manera ATP-dependiente (ATG7 hidroliza ATP,
formando un enlace tioester de alta energia entre una glicina C-terminal de
ATG12 y la cisteina 507 de ATG7), activando ATG12 y transfiriéndola y
uniéndola a la cisteina 133 de ATG10. Esta ultima, al funcionar como enzima
conjugadora conseguira formar el dimero ATG12-ATG5 mediante un enlace
isopeptidico entre la glicina C-terminal de ATG12 y la lisina 149 de ATG5%. Este
dimero serd capaz de unirse de forma no covalente al tercer miembro del
complejo: ATG16L1. Esta proteina tiene la capacidad de oligomerizar formando
complejos de hasta 350 kDa en levaduras® y hasta 800 kDa en mamiferos®.
Como se explicé anteriormente, ATG16L1 se une a la membrana externa del
autofagosoma gracias a WIPI1/27>. Este primer sistema de conjugacion es
esencial para que se produzca el segundo. Por un lado, el dimero ATG12-ATG5
funciona como E3 ligasa’® activando la funcién de conjugacién de ATG3 (que en
este segundo sistema tendra la misma funciéon que ATG10 en el anterior sistema:
conjugadora de ubiquitina o E2), promoviendo asi la lipidacién de LC3 a PE o

fosfatidilserina (PS). Por otro lado, ATG16L1 funciona dirigiendo este dimero
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(ATG12-ATG5) a la membrana fagosomal y por tanto marcando el sitio de
lipidacién de LC38%.

El complejo de LC3 es el segundo sistema de conjugacién existente en el
proceso de generacién del fagosoma. La enzima ATG7, al igual que en el
complejo de ATG12-ATG15-ATG16L1, funciona como E1. Por otro lado, ATG3
tendrd la funcidon conjugadora (E2). Ademas, como se ha explicado
anteriormente, necesitamos el complejo previamente formado (ATG12-ATG5-
ATG16L1) que funcionard como complejo ligasa E3 para poder conjugar PE o
PS al LC37°. Primeramente, LC3 sufre un procesamiento por parte de ATG4 en
la arginina 117, dejando disponible una glicina C-terminal que seré capaz de
interaccionar con la cisteina 507 de ATG7. Esta unién media la transferencia de
LC3 a la cisteina 234 de ATG3 (E2). Después de la activacion ATG12-ATG5-
dependiente de ATG3, se formara un enlace de tipo amida entre el C-terminal
de LC3 y el grupo amino de PE*. Este proceso, al contrario que el anterior
sistema de conjugacién, es reversible gracias a la cistein proteasa ATG4 que sera
capaz de disociar el LC3-Il de la membrana cuando el proceso autofagico
finalice®.

Actualmente no hay un consenso sobre como la célula es capaz de movilizar
tanta cantidad de lipidos formadores de membranas. Por ello, se han descrito
tres posibles teorias: i) envio de lipidos mediado por vesiculas ricas en ATG9, ya
que se ha visto que en el proceso de formacién del fagosoma, ATG9 trafica
desde el reticulo hasta las membranas autofagicas en ambos sentidos, lo que
podria indicar que funcione como transportador llevando el material necesario
para la biogénesis autofagosomal®. Incluso hay numerosos estudios que lo
relacionan con ERGIC* y con endosomas de reciclaje?. ii) directa extrusién de
orgéanulos ya formados como mitocondrias’ vy iii) proteinas transportadoras de

lipidos.
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A pesar de que no estd demostrado que esta teoria actle en la expansion
de membrana, hay dos proteinas que podrian estar implicadas en la biogénesis
del autofagosoma: GRAM domain-containing 1A (GRAMD1A)® y VPS13A. Esta
ultima tiene gran homologia con ATG2, y algunos estudios recientes hipotetizan
sobre la posibilidad de que ATG2 pudiese tener una funcién parecida de
transportadora de lipidos®?°. Ademas, se ha observado la presencia de ATG2
en los sitios de unién entre el reticulo y el fagéforo, donde también se encuentra
ATG9?". También se ha visto unido a la translocasa de la membrana externa
mitocondrial 40 (TOM40)??, en sitios de union del fagéforo y las mitocondrias.
Estos estudios sugieren que ATG2 podria ser esencial en la expansiéon de la

membrana.

2.2.4. MADURACION: CIERRE Y TRANSPORTE DEL AUTOFAGOSOMA
Una vez madurado el autofagosoma, éste ha de cerrarse antes de su fusién
con el lisosoma. A pesar de que toda la literatura apela a un mecanismo de
fusién de membranas, se postula que este proceso de cierre ocurre por escision
de las membranas del autofagosoma®™. Se ha observado que unos de los
complejos claves son los complejos de sorting endosomal necesarios para el
transporte (Endosomal Sorting Complexes Required for Transport o ESCRTSs).
Estos complejos de escision y ligacion de membranas se han observado a lo
largo del tiempo en la ruta endosomal. Algunos estudios recientes han
conseguido ver que el proceso de cierre del fagéforo tiene similitudes con
procesos que, de manera tradicional, se han adscrito a la maquinaria ESCRT
como la citoquinesis o la formacién de cuerpos multivesiculares (multivesicular
bodies o MVB)**%. También se ha observado cémo células carentes de alguna
subunidad de la maquinaria ESCRT acumulan fagéforos que no se han cerrado
del todo?. Esta convergencia de la ruta endosomal y la autofagica parece tener

como nexo de unién la Rab GTPasa 5 (RAB5)”. Esta recluta a la subunidad
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CHMP4 de la ESCRT-III para unirse a ATG17 (en autofagia no selectiva) o ATG11
(en autofagia selectiva)”® que se encuentra en los bordes de los fagdforos
abiertos™.

Una vez cerrados los autofagosomas, se disocian casi todas las ATGs del
fagdforo, excepto el LC3 lipidado®® y se transportan hacia el lisosoma, donde
ocurre la fusién. También se han visto implicadas en el cierre otras proteinas
como ATGs (LC3, GABARAP, ATG2, ATG3, ATG4, ATGS), receptores de
proteinas de fijacion soluble de NSF (SNAREs) o Rab GTPasas, aunque éstas
juegan un papel mas importante en la fusion con el lisosoma® (véase apartado
2.2.5. Fusién y degradacion).

El transporte de los fagosomas hacia los lisosomas es dependiente del
centro organizador de microtibulos (MTOC) que se encuentra en las
inmediaciones del nucleo (localizacion perinuclear). Diversos estudios postulan
que la maduracion y transporte del fagosoma ya cerrado se produce de manera
pH-dependiente. Los procesos de acidificacion y fusién ocurren en la region
perinuclear: los autofagosomas formados en la periferia celular se mueven al
MTOC, donde se fusionan con lisosomas formando autolisosomas y acidificando
su interior”. Por su parte, los lisosomas de la periferia celular son alcalinos, lo
que conllevard un transporte de éstos hacia la regiéon perinuclear en su

maduracidn, acidificando su interior'®

y fusiondndose con autofagosomas. Esta
acidificacién lisosomal es necesaria dado que la actividad de la mayoria de las

enzimas de este organulo funcionan a un pH &cido (alrededor de 5).

2.25.  FUSION Y DEGRADACION

Una vez el fagosoma estd cerrado, éste puede fusionarse o bien con
endosomas tardios (formando anfisomas que se podrian fusionar més tarde con
lisosomas)'? o bien con lisosomas (formando autolisosomas, la estructura final

donde se degradan los cargos). Dado que puede ser dificil conocer el origen
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del autolisosoma, muchas veces se emplea el término “vacuolas autofdgicas”
para designar cualquiera de los compartimentos®*.

Como se discutié en el apartado anterior (véase 2.2.4. Cierre y transporte
del lisosoma), en la fusién intervienen el sistema de microttbulos, LC3, proteinas
SNARE, ESCRTs, Rab GTPasas y moléculas adaptadoras. Aprovechando el
sistema de transporte de la periferia nuclear al MTOC previamente citado,
fagosomas y lisosomas unidos a quinesinas o dineinas respectivamente
permiten que las vacuolas autofadgicas se mantengan proximas a esta red de
microtUbulos y entre ellas. Complejos de andamiaje como el complejo de fusién
homotipica y sorting de proteinas (HOPS) pueden mantener los compartimentos
potenciales de fusién bastante cerca. Se ha demostrado que el LC3 presente en
las membranas del fagosoma es capaz de unir el complejo HOPS'"'. Como se
explicd anteriormente (véase apartado 2.1.1. El complejo mTOR y vias
dependientes) LC3 se une a ATG4 para su reciclaje. Este LC3 debe ser eliminado
de las membranas del fagosoma antes de la fusién debido a que la presencia
del dimero LC3/ATG4 genera restricciones espaciales que impiden la fusién con
el lisosoma'®. Las Rab GTPasas también son moléculas clave en este proceso.
En concreto Rab7 puede interaccionar con compartimentos Rab2 o Rab7
positivos como endosomas o lisosomas'®. Se ha observado otras Rab GTPasas
que pueden participar en este proceso como Rab2'®, Arl8B'®, Rab24'® o
Rab33B'” mediante su interaccién con el complejo HOPS.

Gracias al complejo de andamiaje HOPS™%19%.110 se ensamblaran complejos
de proteinas SNARE. Por ejemplo, la sintaxina 17 (STX17) se puede unir a
ATG14, reclutando otras proteinas SNARE como SNAP29 y VAMS8, moléculas

. Una vez formado el autolisosoma, se

implicadas en la fusion de membranas
degrada la membrana interna, permitiendo la digestién del cargo por las

enzimas contenidas en el lisosoma.
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A continuacién se muestra un esquema representativo de los pasos y
sistemas claves del proceso de formacién del autofagosoma antes de su

transporte y fusién con el lisosoma (Figura 2).
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Figura 2. Esquema de la formacién del autofagosoma antes de transportarse y fusionarse
con los lisosomas. a) Algunos de los inductores o inhibidores mas estudiados de la autofagia.
b) El complejo de ULK1 (proteinas en tonos rojos) es el encargado del proceso de iniciacion
en el PAS (estructura preautofagosomal). ¢) ULK1 fosforila AMBRA y otras proteinas
pertenecientes al complejo de la PIsK de clase Ill (mostradas en tonos verdes) como ATG14,
Beclin-1y VPS34, haciendo que esta Ultima convierta el Pl del omegasoma en PIPs. d) El PIPs
funciona como plataforma para que WIPI1/2 se reclute en la membrana en expansion, esto
funciona a su vez de plataforma a su vez para que ATG9 vaya trayendo membrana desde el
reticulo (aunque esto no estd demostrado), asi como para que el complejo de conjugacién
de ATG12 se ancle en la membrana. e) Mediante ATG7 y ATG10, se genera el complejo
ATG12-ATG5-ATG16L1 (mostrado en tonos azules) que servira a su vez de E3 ligasa para el
otro sistema de conjugacion de LC3 (a su derecha, en tonos naranjas). ATG7 funciona como
E1 activadora de ubiquitina en ambos sistemas y por ello aparece en gris f) El LC3 conjugado
a PE (LC3-PE) se ancla al autofagosoma en formacién. g) Tras el cierre del autofagosoma,
todas las proteinas autofagicas (ATGs) se desvinculan de este, excepto el LC3-PE. Este hecho
es el que hace al LC3 uno de los marcadores mas utilizados en el estudio de vacuolas

autofagicas.
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3. AUTOFAGIA SELECTIVA

Numerosos estudios han demostrado la existencia de un tipo de autofagia
que degrada cargos especificos como pueden ser microorganismos invasores,
orgéanulos dafiados o agregados proteicos. Se ha visto que, dependiendo del
tipo de cargo, la maquinaria reclutada es diferente en cada caso. Estos procesos
se englobaran bajo el término autofagia selectiva, ya que son especificos del
cargo que incorporan para degradar.

Ademas de su funcion en la formacién del fagosoma en la autofagia no
selectiva (véase apartado 2.2.3. Elongacién), LC3-PE tiene un papel fundamental
en el secuestro de cargos en la autofagia selectiva cuando éste se encuentra
unido a la membrana interna del fagéforo (lo que ayudara en la encapsulacion
del cargo)''?. Este proceso esta mediado por unas proteinas adaptadoras
contenedoras de un dominio de interaccién a LC3 (LIR). Este motivo se
descubrié por primera vez en p62 (también conocido como sequestosoma-1 o
SQSTM1)"3. Aunque inicialmente se encontré6 un dominio de unos 15
aminodcidos, estudios posteriores consiguieron encontrar el motivo minimo
necesario para que el LIR se mantuviese funcional: un triptéfano seguido de una
leucina con una separacién de dos aminoacidos, preferentemente &cidos,
(WXXL)". Las proteinas adaptadoras funcionan como nexo entre el cargo a
degradar marcado con ubiquitina y el LC3 lipidado. Todas las proteinas
adaptadoras poseen tres dominios: i) dominio LIR ii) dominio de unién a
ubiquitina y iii) dominio de dimerizacién o multimerizacion'.

Desde entonces, se han descubierto gran cantidad de proteinas que
contienen este motivo, como son p62/SQSTM1"¢'7  proteina de puntos
nucleares 52 (NDP52)"'®'"?, optineurina (OPTN)'?'?", proteina 1 junto al gen
BRCA1 (NBR1), proteina de unién a Tax1 (Tax1 binding protein or TAX1BP1)'%,
dominio 1 de unién a almidén (Stbd1)'%, receptor de reticulofagia 264

expresado en testiculo (TEX264)'* o el receptor X1 similar a NOD (NLRX1)'%.
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Cada una de ellas funciona en un proceso de autofagia selectiva diferente y
también cargo-dependiente. Recientemente se ha descubierto que la
degradacion selectiva de proteinas implicadas en el inflamasoma o en la
sefalizacién por interferén son reconocidas por GABARAP, en este caso se ha
visto que la proteina adaptadora es TRIM16 y funciona de manera pé62-
independiente'?.

A continuacion se clasificaran los distintos tipos atendiendo al cargo que

engloban.

MITOFAGIA PEXOFAGIA RETICULOFAGIA

(2

~:¢. —a )
88

“-// ) ( \ .
NUCLEOFAGIA / LIPOFAGIA \ RIBOFAGIA

D @

ﬁk.a

Figura 3. Tipos de autofagia selectiva dependiendo del cargo a degradar. A) Degradacion
de mitocondrias o mitofagia. B) Degradacién de peroxisomas o pexofagia. C) Degradacion
de reticulo plasmatico o reticulofagia. D) Degradacién de los propios lisosomas o lisofagia.
E) Degradacion de microorganismos potencialmente patégenos como virus, bacterias o
parasitos o xenofagia. F) Otros tipos de autofagia como la nucleofagia, la lipofagia o la

ribofagia.
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3.1. MITOFAGIA

La degradacion selectiva de mitocondrias (Figura 3a) es un fenédmeno
bastante estudiado dada la funcién tan importante que cumplen en el estado
metabdlico y energético de la célula, asi como su papel en muerte celular
programada’®'?’1%, Estimulos de estrés celular como hipoxia, aparicion de ROS
o inhibidores de la cadena respiratoria mitocondrial pueden promover la
mitofagia. Hay dos proteinas que estdn implicadas en este proceso: la
serin/treonin quinasa PINK1 (quinasa 1 putativa inducida por PTEN) y la E3 ligasa
de ubiquitina PRKN (proteina RBR E3 ubiquitina ligasa de parkina). Las vias de
la mitofagia pueden clasificarse entonces como PINK1-PRKN-dependiente o
independiente.

De manera fisioldgica, PINK1 se asocia a la membrana externa de las
mitocondrias (OMM) para su posterior translocacién a la membrana interna
(IMM) por las translocasas TOMM y TIMM23. La despolarizacién de la membrana
inhibe esta translocacién de PINK1. Esto promueve tanto su autofosforilacion
como la fosforilacion de residuos de ubiquitina que, posteriormente reclutaran
a PARK2. Esta ultima se transporta a la OMM donde se fosforila y se activa.
Comenzard entonces a afnadir fosfo-ubiquitinas a proteinas de la membrana

129 o las

externa como son el canal de aniones dependiente de voltaje (VDAC)
mitofusinas (MFN1/2)'*°. Estas poli-ubiquitinaciones acaban por reclutar a p62 y
OPTN entre otras proteinas adaptadoras que posteriormente reclutaran LC3™".
Estas proteinas adaptadoras también son activadas para inducir mitofagia
gracias a la activacion de la quinasa de unién a TANK1 (TBK1)'*2. Recientemente
se ha visto que proteinas de la IMM como prohibitina 2 (PHB2) también median
mitofagia de una manera PARKN dependiente'®.

Por otro lado, la via independiente se produce a través de proteinas BH3-

only como proteina similar 3 de interaccion a BCL2 (Nix/BNIP3L), proteina 1

contenedora de motivo FUN14 (FUNDC14) o proteina de interaccién a BCL2
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(BNIP3). Estas interactUan directamente a través de su dominio LIR con LC334,
El regulador de autofagia y beclin-1 (AMBRAT) puede funcionar en ambas vias

135

ya que, ademas de ser un interactor de parkina'®, contiene un motivo LIR™®.

3.2. PEXOFAGIA

El peroxisoma es el organulo encargado del metabolismo de ROS y del
metabolismo de lipidos. Estas Ultimas son moléculas indispensables para la
formacién de membranas entre otras funciones. Por tanto, es fundamental que
haya una estricta regulacion en la biogénesis y degradacion de este organulo
(Figura 3b). Aunque actualmente no se ha encontrado ninguna proteina
especifica de pexofagia en mamiferos, si se ha demostrado la participacién de
algunos factores de biogénesis peroxisomal PEX2'¥’, PEX3'3%, PEX5'? o PEX14'%
en procesos de degradacién selectiva de este organulo. Todos los estudios
realizados indican una intervencién esencial de las proteinas adaptadoras NBR1

y SQSTM1141,

3.3. AGREFAGIA

Hay tres principales sistemas encargados de la degradacién de proteinas: la
autofagia mediada por chaperonas o CMA (véase apartado 1.2. Tipos de
autofagia), el sistema de proteasoma-ubiquitina o UPS y la autofagia selectiva

de agregados proteicos o agrefagia'

. El sistema de proteasoma ubiquitina
(UPS) se encarga de la degradacién de proteinas de vida media corta mal
plegadas o dafiadas. Cuando estas proteinas contienen secuencias, por
ejemplo, de poli-glutamina o poli-alanina, se forman estructuras aberrantes que
son proclives a formar agregados que seran reconocidos por el sistema de
degradacion lisosomal para ser eliminados. En ambos casos, las proteinas son

previamente marcadas con cadenas de ubiquitina. Estos agregados pueden ser

mondmeros solubles o pequenos agregados e incluso llegar a convertirse en
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verdaderos cuerpos insolubles en el citoplasma que pueden ser citotéxicos. De
hecho, muchos agregados proteicos son responsables de diversas patologias
como enfermedades neurodegenerativas, musculares o del higado entre otras
(véase apartado 5. Fisiopatologia asociada a la autofagia).

El agregado proteico también puede denominarse agresoma, una
estructura que se encuentra en el MTOC (véase apartado 2.2.4. Cierre y
transporte del fagosoma), cuyas proteinas estan ubiquitinadas y rodeadas de

43 También se han

filamentos intermedios como vimentina o queratina
encontrado en este agresoma proteinas como p62, NBR1, OPTN o TAX1BP1 lo
que hace pensar que estas proteinas participan tanto en la creacién como en la
degradacion de estos agregados. El proceso clave en la agrefagia es la
interaccion de p62 con FIP200, la cual forma parte del complejo de ULK1 y que
por tanto, formara el autofagosoma directamente en los agregados proteicos'.
Recientemente se ha encontrado una chaperonina denominada CCT2, la cual
funciona como proteina adaptadora (se une a LC3 a través de un motivo LIR),

sin necesidad de que el cargo este ubiquitinado y por tanto de manera NBR1 o

p62-independiente’®.

3.4. RETICULOFAGIA

El reticulo endoplasmatico es el principal encargado de la biosintesis de
lipidos y del plegamiento y modificaciones de las proteinas y membranas
celulares. Funciona también como reservorio de calcio celular'.

Los mecanismos mas estudiados de degradaciéon del reticulo son: i)
Degradacién asociada al ER (ERAD): un proceso que involucra la traslocacion de
proteinas defectuosas al citoplasma para su degradacion por el sistema de
ubiquitina-proteasoma (UPS) y ii) La respuesta a proteinas mal plegadas (UPR):
proceso en el que participa la maquinaria autofagica y que actia como un

segundo mecanismo en caso de fallar el primero™’.
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Las principales proteinas adaptadoras implicadas en reticulofagia (Figura 3c)
son FAM134B que se encarga de las regiones mas planas del reticulo™, un
splicing alternativo de la proteina reticulén 3 (RTN3L) que, por el contrario se

encarga de las regiones tubulares’?®

y la proteina translocadora SEC62 que se
encarga del exceso de membrana producido tras la UPR™ y la degrada por
microautofagia’™®. Ademas, se ha visto que la proteina FAM134B juega un papel
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fundamental en xenofagia’™' (véase el apartado 3.7. Xenofagia).

3.5. FAGOCITOSIS ASOCIADA A LC3 (LAP)

La fagocitosis asociada a LC3 es un tipo de autofagia no candnica observado
en células fagociticas como macréfagos o células dendriticas. En estas células
se observan autofagosomas marcados con LC3 que contienen material
fagocitado. Este proceso se ha visto implicado en la eliminacién de bacterias
fagocitadas, funcionado al igual que la xenofagia como una barrera
antimicrobiana celular’2. LAP comparte muchas caracteristicas con la autofagia
candnica ya que los dos sistemas de conjugacién de ubiquitina encargados de
la lipidacion y anclaje del LC3 a las membranas son los mismos'*. Las diferencias
entre la autofagia candnica y LAP radican en la activacién de los sistemas de
conjugacién: a pesar de que ambas utilizan la maquinaria del complejo de la
PIsK, en LAP al contrario que en la autofagia candnica, la activacion de éste se
produce de manera ULK-1 independiente. La activacién de la PIsK en LAP viene
determinada por la estimulacién de diferentes receptores de superficie como
receptores de tipo Toll (TLRs), receptores de inmunoglobulina G (IgG) o
lectinas'*™>>. La estimulacién de estos receptores genera el PlsP necesario para
activar la PIsK y comenzar la elongacién del autofagosoma. Una de las marcas
distintivas del complejo de la PIsK en LAP es la asociacion de la proteina

Rubicon, dicha interacciéon no ocurre en la autofagia candnica.
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3.6. LISOFAGIA

El lisosoma a pesar de funcionar como principal organulo degradativo
también puede dafarse y por tanto ser susceptible a autofagia selectiva. Este
proceso se denomina lisofagia y comienza con la permeabilizacion de la
membrana lisosomal (referida como LMP a partir de ahora). La LMP es el proceso
por el cual se pierde la integridad de la membrana lisosomal con la consecuente
traslocacion de proteinas luminales al citoplasma. Esto da lugar a la pérdida de
la funciéon lisosomal debido tanto a la fuga de los protones (encargados de
mantener el lumen lisosomal en un pH acido para la correcta actuacién de las
proteasas) como a la liberacion de enzimas (como las catepsinas) al citoplasma.
Esto no solo afectaria negativamente a todos los procesos autofagicos de
degradacion y reciclaje (ya que la propia herramienta del sistema autofagico esta
danada), sino que también podrian causar la muerte de la célula™é'>"%8, Asi, el
término lisofagia se presenta como un proceso para el control de calidad del
orgénulo principal de la autofagia: el lisosoma™ (Figura 3d).

Numerosos estudios observaron la translocacion de diferentes galectinas a
vesiculas autofagicas contenedoras de microorganismos patégenos'*'. Por
ello, se empezaron a desarrollar los ensayos basados en el uso de galectinas
como reporteras de dafio lisosomal'!. Estas son unas proteinas solubles
pertenecientes a la familia de las lectinas, capaces de interaccionar con
carbohidratos como los B-galactésidos gracias a unos dominios llamados CRDs
(carbohidrate recognition domains)®?. Ante la pérdida de permeabilidad
lisosomal las galectinas serdn capaces de reconocer la f-galactosidasa
previamente translocada en el citoplasma debido a la ruptura de la

¢33, Una vez unida la galectina al lisosoma dafiado, se formara un

membrana
complejo con la proteina de motivo tripartito 16 (TRIM16)'** o se degradaran

por el complejo de las ESCRTe>1¢4,
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Otros inductores de lisofagia pueden ser entidades vivas como infecciones
bacterianas™’'*® o viricas™?'’® o entidades inertes como compuestos
quimicos'"172173asi como la exposicion de las células a cambios bruscos de
osmolaridad en el medio son capaces de producir dafio lisosomal, confirmado
por la formacién de vesiculas de diferentes galectinas vistas por microscopia

confocal™’.

3.7. XENOFAGIA

Hasta hace poco menos de 20 afios, la autofagia solo parecia encargarse de
reciclar el material celular dafiado, pero fue en 2004 cuando un estudio reveld

la implicacién de esta via en el control de la infeccién por Mycobacterium

174

tuberculosis en macréfagos'*. Esto hizo posible la caracterizacién de la

autofagia como mecanismo de defensa innata frente a patégenos. Se denomina

xenofagia al proceso por el cual la autofagia actia en la eliminaciéon de

175 176

microorganismos invasores potencialmente dafinos como parasitos'’®, virus'’® o

bacterias'’®

, evitando asi su replicacién y colonizacién celular’’ (Figura 3e).
No obstante, algunos microorganismos son capaces de evadir estos

sistemas y utilizar la maquinaria autofagica en su propio beneficio. Este es el

178 1179

y Trypanosoma cruzi 180

caso de parasitos como Leishmania spp , coronavirus

y flavivirus como el virus del Dengue o el virus del Nilo Oriental™' o bacterias
como Listeria monocytogenes'®, Shigella flexneri'® y Staphylococcus aureus'’.

Otros microorganismos, por el contrario, utilizan el reticulo endoplasmético
como lugar de replicacién, asi que no es de extrafiar que proteinas como
FAM134B, encargadas del reciclaje de las zonas planas del reticulo™ (véase
apartado 3.4. Reticulofagia) sean claves en la degradacién de virus con tropismo

por el reticulo como el virus del Ebola™'. Por ello, muchos flavivirus han

desarrollado mecanismos para contrarrestar el efecto xenofédgico de FAM1348B,

68



inactivandola y, por tanto, inhibiendo la reticulofagia, pudiendo asi usar el
sistema de endomembranas del reticulo para su replicacion y supervivencia™'.
Como en el resto de tipos de autofagia selectiva, aqui participan también
proteinas adaptadoras como p62'’, NOD1/2'®>, NDP52"%, TAX1BP1'%122 o
OPTN™' que reconoceran las cadenas de ubiquitina asociadas al
microorganismo cuando éste es liberado al citosol. Por otro lado, las membranas

159 (véase

lisosomales rotas que lo contenian serén reconocidas por galectinas
apartado 3.6. Lisofagia). Previo trabajo del laboratorio estudié el papel de una
proteina transmembrana llamada TMEM59 (véase apartado 4. Autofagia no
candnica). Esta contiene un dominio de unién a ATG16L1 a través del que
promueve la lipidacién de LC3 en las propias membranas donde se encuentra'®.
Este fenédmeno ha sido observado en procesos de xenofagia en respuesta a
infecciones de Staphylococcus aureus'®. En estos estudios se observé una fuerte
co-localizacion entre TMEM59 y compartimentos LC3 positivos que contenian la
bacteria. Esta co-localizacion no se observé en infecciones con bacterias Gram
negativas (Gram -) como Salmonella (no publicado). Ademés, en infecciones con
S. aureus, la deplecion de TMEMS59 bloqueaba la lipidacién de LC3-Il producida
como respuesta ante esta infecciéon. Estos resultados sugerian un papel
degradativo de TMEM59 mediante el marcaje con LC3-Il de las vesiculas que
contenian S. aureus. Una parte de este trabajo se centrard en averiguar si
TMEMS59 pudiera estar involucrado también en la respuesta autofagica frente a

otras bacterias Gram + como Streptococcus pyogenes (véase Resultados

Capitulo 3: TMEMS59 y su papel en xenofagia).

3.8. OTROS TIPOS

A pesar de que el nicleo (Figura 3e) es un organulo fundamental en la
célula, la degradacién y reciclaje de éste es un proceso muy poco estudiado en

mamiferos. Solo se ha descrito la degradacién de lamina B1 (LAMNBT) a través
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de la interaccién con LC3 en un proceso protector contra la senescencia y la
tumorogénesis'®. La degradacién del nicleo se ha observado mas
detalladamente por procesos de microautofagia (véase el apartado 1.2. Tipos
de autofagia).

La lipofagia es otro tipo de autofagia selectiva que se encarga de la
degradacion de gotas lipidicas libres en el citoplasma como colesterol o
triglicéridos entre otros (Figura 3e). Se ha observado que una de las familias de
proteinas clave en este proceso son las perilipinas (PLINs)'®. También se han

observado fendémenos de microlipofagia’¢

(véase apartado 1.2. Tipos de
autofagia).

En el proceso de sintesis de proteinas, los ribosomas juegan un papel
fundamental, por lo que la degradacién de estos afectara directamente a la
regulacion de la sintesis y degradacion de proteinas. El proceso de eliminacion
selectiva de ribosomas se conoce como ribofagia'® (Figura 3e). Pese a que este
proceso no ha sido muy estudiado hasta la fecha, se ha descubierto que la
proteina de interacciéon a FMR1 nuclear (NUFIP1) es capaz de interaccionar con
LC3 e inducir ribofagia de las subunidades 60S de los ribosomas, aunque no se
conozca exactamente el ligando'.

Otros tipos de autofagia selectiva podrian ser la ferritinofagia o la

glicofagia'®.

4. AUTOFAGIA NO CANONICA

Toda la maquinaria anteriormente descrita (véase apartado 2. Maquinaria de
generacion del fagosoma) refiere a los procesos de autofagia candnica, cuya
finalidad es conjugar LC3 al PE de las membranas del autofagosoma
(compartimentos de doble membrana) para eliminar el cargo contenido en
estos. Es decir, ya sea autofagia selectiva o no selectiva, la funcién que cumple

es meramente degradativa®. No obstante, se han descrito diferentes fenémenos
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no relacionados con autofagia pero si dependientes de proteinas autofagicas,
en los que compartimentos ya formados de la ruta endolisosomal como
endosomas o fagosomas, siempre de membrana sencilla™', se decoran con LC3
lipidado. La finalidad de estos procesos puede ser degradativa (ante infecciones
viricas por el virus Influenza A, fagocitosis asociada a LC3 (LC3 associated
phagocytosis o LAP)™>* o procesos de entosis o micropinocitosis'®) o tener un
objetivo completamente independiente de degradacién como ante
determinados patégenos (véase apartado 3.7. Xenofagia). Dentro del término
“autofagia no candnica” se engloban tanto los procesos degradativos en
vacuolas autofagicas de membrana sencilla, como los procesos no degradativos
en vacuolas autofagicas de doble membrana™’.

Ademéds, la participacidon jerdrquica de todas las diferentes proteinas
autofagicas no se cumple en los procesos no canénicos debido a que ocurren
en una vacuola preexistente. Por esto, los efectores autofagicos como el nodo
de ATG16L1 o el complejo de lipidacion de LC3 (ATG3, ATG4, ATG7 y LC3) son
capaces de dirigir la conjugacién de LC3 a compartimentos de membrana
sencilla (CASM). Por el contrario, en la autofagia candnica, la generacién de novo
del fagosoma exige la participacion de los reguladores implicados en la
formacién de autofagosomas. Estos son los complejos que se encuentran
regulados por mTOR como WIPI1/2 (ATG18)'”* o el complejo ULK1 (FIP200-
ULK1T-ATG13)192194,

Histéricamente, la conjugacion del LC3 se ha producido a
fosfatidiletanolamina (PE), aunque estudios recientes abogan que LC3 podria
conjugarse a fosfatidilserina (PS) en la CASM. Esto convertiria al LC3 conjugado
con PS en otra marca distintiva mas de la autofagia no candnica. Si bien es cierto
que esto solo se ha demostrado in vitro como respuesta a LAP, infeccién por
influenza virus tipo A o inducido farmacolégicamente por drogas como la

monensina'™'?, hay otros procesos de autofagia no candnica que todavia
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deberian ser revisados para observar si el LC3 se conjuga con PE o PS™* Otra
prueba mas de que podria existir esta dicotomia es la delipidacién especifica
que observamos con las isoformas de ATG4 (enzima deconjugadora que libera
el LC3 del lipido en cuestién). Mientras que LC3-PE es sensible a las cuatro
isoformas conocidas de ATG4 (ATG4A/B/C/D), la delipidacién de LC3-PS parece
ser ATG4D dependiente, con cierta contribucion por parte de ATG4B también.
Esto implica cierto grado de especificidad en comparacién con la delipidacion
de LC3-PE™.

Como se explicd anteriormente (véase apartado 2.2.3. Elongacion), la
proteina autofagica Atg16 en levaduras (Figura 4a) forma complejos de unos
350 kDa, mientras que su homoélogo en mamiferos (ATG16-like protein 1 o
ATG16L1) es capaz de formar los mismos complejos, aunque estos son de 800
kDa. Ademas, se ha observado la existencia de un dominio C-terminal exclusivo
de mamiferos que se denominé WDD (WD40-repeat domain, dominio WD o
WDD)® (Figura 4b). Este dominio parece estar involucrado en mecanismos mas
especializados e independientes de la ruta candnica, ya que formas truncadas

carentes del WD40 no impactan en este tipo de autofagia'®

, pero si afectan a la
Snica'”’. Ademas, las levad d t fe ti

no candnica'”. Ademas, las levaduras carecen de esta region y mantienen una

correcta autofagia candnica'®. Asimismo, mutaciones en el dominio FBD de

unién a FIP200 desestabilizan la autofagia candnica'

(véase apartado 2.2.3.
Elongacién) mientras que esta autofagia no convencional se mantiene intacta.
Esto sugiere que estos dos tipos de autofagia (candnica y no candnica) estan
controladas por regiones diferentes de ATG16L1. Muy cerca de este dominio se
encuentra el residuo treonina 300 (T300), cuya mutacion a alanina incrementa el
riesgo de sufrir la enfermedad de Crohn ?®. Esta mutacion hace més susceptible
a ATG16L1 al procesamiento por caspasas en una diana vecina. este corte

desestabiliza la ruta no candnica, sugiriendo que a pesar de que estén presentes

ambos fragmentos aislados entre si (N-terminal y C-terminal o WDD), es
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necesario que ATG16L1 se mantenga intacta para soportar esta via?®'. Esta
inhibicién de la ruta no candnica se traduce en una pérdida de xenofagia y
aumento de la respuesta inflamatoria?®?. Dado el fenotipo que presenta el alelo
A300, se postula que el dominio WD de ATG16L1 podria haber aparecido en
eucariotas superiores para regular funciones mas especificas como la

eliminacién de microorganismos patégenos.

VNG (Rl D

T300

I - D G D T T —

T300

c)

POSIBLE ESTRUCTURA
TRIDIMENSIONAL DEL
DOMINIO WD

Figura 4. Estructura del dominio WD de ATG16L1. a) Esquema representativo de la proteina
Atg16 en levaduras. b) Esquema representativo de la proteina ATG16L1 (homologa de
Atg16) en eucariotas con el dominio WDD en su regién C-terminal. ¢) Disposicion
tridimensional del dominio WDD. Los nimeros indican el nimero de repeticiones del WD40.
Los colores representan las diferentes superficies interactoras que podrian funcionar

simultdneamente.

El dominio WD se encuentra en todos los eucariotas y parece funcionar como
plataforma de interaccién para proteinas y ligandos. Consiste en 7 repeticiones
de dominios WD40 dispuestos todos enfrentados formando una estructura tipo
barril con un poro central. Cada dominio estd formado por cuatro hebras 3 (B3-
strands) unidas por laminas-3 antiparalelas?®. Su disposicién de barril y el hecho
de que haya siete repeticiones de WD40, sugiere que podria unir numerosas

moléculas de manera simultdnea debido a la gran superficie potencialmente
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interactora (Figura 4c). La identificacion de proteinas capaces de interaccionar
con este dominio serviria para dilucidar las posibles funciones especificas
anteriormente mencionadas.

Recientemente se ha descrito un fenémeno de lipidaciéon de LC3 como
mecanismo de “defensa” ante un desbalance de protones, y por tanto, de pH
en algun compartimento de la via endolisosomal?®®. Este fendmeno es
independiente de los procesos de autofagia candnica y ocurre en
compartimentos de membrana sencilla (CASM). Se ha observado que este
proceso depende de la ATPasa vacuolar, v-ATPasa o H*-ATPasa: un complejo
multimérico en el que se diferencian dos grandes porciones: i) uno citoplasmico
llamado V, (Figura 5b) con funcién catalitica de ATP que contiene sitios de unién
a este (ATP binding sites) y ii) otro embebido en la membrana lisosomal
denominado V, (Figura 5a) que actla como rotor para la translocacién de
protones al interior gracias a la energia proporcionada por la hidrolisis del ATP

25 De manera fisioldgica, la Vi se encuentra soluble en el

por parte de la V;
citoplasma, y ante ciertos estimulos como la necesidad de acidificacién de los
lisosomas, se recluta a la membrana lisosomal y se acopla la subunidad VO
(Figura 5c). Una vez ensamblada, es capaz de unir ATP a través de los dominios
previamente citados para hidrolizarlo, generando una energia capaz de iniciar la
rotacion del subcomplejo Vo para que comience la entrada de protones. Por un
lado, la Vi forma un hexdmero que consta de tres copias de la subunidad V1A 'y
otras tres copias de la subunidad V1B dispuestas alternamente formando un poro
central donde encaja la subunidad V;C. Esta junto con la subunidad F y la
subunidad “d” de la Vo forman el tronco de unién de ambos subcomplejos?®.
Por otro lado, tenemos la porcién Vo que consta de otro hexdmero embebido
en la membrana formando un poro central. Este hexdmero esta constituido por

las subunidades c, ¢’ y ¢’ (Figura 5a). Asociado a esta estructura encontramos la

subunidad Voa, la cual contiene dos prolongaciones, una que contacta con las
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subunidades C y H, que a su vez estan unidas a la subunidad F formadora del

tronco central?®® (Figura 5d), y otra que contacta con una regién distal de la

subunidad V4

A llamada regién no homédloga®’. En la subunidad Vea se

encuentra el poro por el que se produce la translocacién de los protones?®.

a)

PORCION V1

PORCION VO
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b)
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Figura 5. V-ATPasa. a) Se muestran todas las subunidades conocidas de la porcién Vo, la cual
est4 anclada a la membrana lisosomal. Esta consta de una subunidad Voa grande a la que
estd unida la subunidad Voe. El rotor central estd formado por un hexamero que contiene dos
copias de cada una de las subunidades Voc, Voc' y Voc™. Por Ultimo, tenemos la subunidad
Vod la cual se encuentra dispuesta encima del poro central formado por el hexdmero
previamente citado. Todas las subunidades de la Vo se nombran con letras minusculas. b) Se
muestran todas las subunidades conocidas de la porcién Vi, la cual se encuentra libre en el
citoplasma. Esta consta de un hexadmero central que contiene tres copias de cada una de las
subunidades V1A y V;B. El eje o rotor central lo forman las subunidades ViD y ViF, este eje
es el encargado de acoplarse a la Vo, la estabilizaciéon de este acoplamiento se produce
gracias a las subunidades ViC y ViH que son las encargadas de interactuar con la Voa en el
proceso. Por Ultimo, nos encontramos con otras proteinas estabilizadoras como son las V1G
y ViE. Todas las subunidades de la Vi se nombran con letras mayusculas. ¢) Esquema de
ambas porciones desensambladas en su estado natural. El acoplamiento se produce ante
una necesidad fisiolégica o un estimulo como podria ser la monensina, droga que se utilizd
como activador de autofagia no candnica en el Capitulo 2 de Resultados. d) Esquema final

de la v-ATPasa ensamblada.

La consecuencia més inmediata para la célula ante el desbalance de pH es
intentar combatirlo mediante el ensamblaje de las dos porciones de la v-ATPasa
(Vo y V1), de manera independiente a la actividad acidificadora de esta (pump
activity). Esto se ha visto al estudiar que algunas drogas como la cloroquina
elevan el pH luminal®? pero no inhiben la CASM, sino que la potencian'®. Esta
asociacion, independientemente de la pump activity promueve lo que se conoce
como lipidacién de LC3 mediada por la unién de la v-ATPasa y ATG16L1 (VAIL).
Se postulan asi el WDD de ATG16L1 y la v-ATPasa como reguladores universales
de la autofagia no canoénica?'®. Este mecanismo ha sido ampliamente estudiado
en los Ultimos afios?''?'? y se ha observado que el dominio interactor de
ATG16L1 con la v-ATPasa es el anteriormente mencionado WDD. Se conocen
varios residuos de este dominio que estan implicados en la interaccién con la v-

ATPasa y, por tanto, en VAIL como la asparagina 453 (N453), la fenilalanina 467
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(F467) y la lisina 490 (K490)?'°. La mutacién de estos residuos mantiene intacta
la autofagia candnica, mientras que surgen defectos de la ruta no canénica como
los observados en LAP o en la activacion del LC3 inducido por
monensina'?21324  Ademas, la estructura cristalografica del WDD?* ha ayudado
a averiguar que a pesar de estar separados por 23 aminoacidos en la estructura
primaria, la estructura terciaria enfrenta estos aminoacidos formando una
especie de bolsillo en la parte superior del dominio’* donde podrian asociarse
diversos interactores, entre ellos, la ya demostrada v-ATPasa.

Hasta la fecha, la evidencia més clara en cuanto a la funcidn de esta
interaccién la proponen Yue Xu et. al, al descubrir una proteina bacteriana en
Salmonella llamada SopF que parece capaz de abrogar la interaccién entre v-
ATPasa y ATG16L1, ribosilando la glutamina 124 (Q124)*'? de la subunidad Voc

de la v-ATPasa, y por tanto, inhibiendo la autofagia no candnica.

5. FISIOPATOLOGIA ASOCIADA A AUTOFAGIA

Dada la cantidad y diversidad de procesos en los que la autofagia esta
implicada, es légico pensar que su desregulacién intervenga en la aparicién de
numerosas enfermedades como enfermedades cardiovasculares?'>?',
respiratorias?'’?'®, cancer?'???, neurodegenerativas, metabdlicas o infecciosas
entre otras'. También se ha observado un papel fundamental de la autofagia
en la fibrosis quistica por defectos en xenofagia y secuestracién de Beclin1 y su

interactoma.

5.1. CANCER

A pesar de que, de manera natural, la autofagia parece jugar un rol
protector ante los diversos estimulos pro-oncogénicos que pueden darse en la
célula debido a su funcién de reciclaje y degradacién de productos nocivos para

221

la célula®®’, la autofagia también parece ayudar a determinados tipos de cancer
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en su progresién???2. Se sabe que la autofagia tiene una doble funcién
dependiendo del estadio de la enfermedad. Asi, en estadios tempranos del
proceso cancerigeno, la autofagia tendria un papel de supresiéon de tumores?®.
Por otro lado, en fases mas avanzadas de la enfermedad tiene una funcién pro-
tumorigénica®?2223224_En este Ultimo caso, se ha observado como la autofagia
podria estar involucrada en ayudar a células con baja disponibilidad de recursos
energéticos y oxigeno a mantenerse dentro del nicho del tumor?>?? También
se ha observado como la autofagia podria aumentar tanto la resistencia a la

227

quimioterapia??’ como la agresividad de los tumores, promoviendo procesos

metastdsicos??®?%7.

5.2. INMUNIDAD INNATA'Y AUTOINMUNIDAD

En términos de inmunidad, se han visto gran variedad de reacciones
inmunes innatas dependientes de autofagia. Por ejemplo, como se ha explicado
antes, la autofagia juega un papel fundamental tanto en la defensa como en la
progresién de la infeccion de microrganismos patégenos (véase apartado 3.7.
Xenofagia) como Listeria monocytogenes, Shigella flexneri o Staphylococcus
aureus entre otros.

Recientemente y en conexién con este papel en xenofagia, numerosos
estudios postulan que el intestino funcionaria como érgano inmune ya que actua
como primera barrera ante microorganismos potencialmente patégenos, tanto
comensales propios como exdgenos ingeridos a través de la comida®??*'. Esto
se explicard con méas detalle en el apartado 5.5. Enfermedad Inflamatoria
Intestinal.

La autofagia no solo tiene una funcién ante antigenos exégenos, sino que
también tiene competencias en enfermedades autoinmunes. Se han observado
mutaciones en los genes de proteinas autofdgicas como ATG5, ATG7 o
ATG16L1 en pacientes con lupus eritematoso sistémico (SLE)?*2. También se ha

visto que muchos pacientes de esclerosis multiple poseen elevados niveles de
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ATGS5, parkina® o ULK1%4, asi como bajos niveles de ATG16L2 (una isoforma
de ATG16L1 que inhibe la formacién del complejo ATG5-12-16).

También se ha visto asociacién de defectos en la ruta autofagica con otras
enfermedades autoinmunes como artritis reumatoide?®23¢, asma?¥’238 o diabetes

tipo 11237,

5.3. SINDROMES METABOLICOS

Se ha observado una relacién entre autofagia y la enfermedad de higado
graso no alcohdlico (NAFLD)*, donde la autofagia parece jugar un papel
protector®'. También en cirrosis hepatica y algunos sindromes metabdlicos*2.

Los efectos anti-obesogénicos de la inhibicion de la autofagia®*24424
podrian deberse a un defecto en mitofagia ya que se ha visto gran acumulacién
de mitocondrias en el tejido adiposo blanco?®. Se ha observado que deficiencias
de ATGS5 y ATG7 promueven la inhibicién de la adipogénesis y promueven el
“browning” del tejido adiposo blanco?*. También se ha observado que una
correcta mitofagia, promueve la transicién de grasa beige a blanca por lo que la
inhibicién de esta ruta podria tener algin potencial terapéutico contra la
obesidad o ciertos sindromes metabdlicos?’. Deleciones en la parkina, proteina
relacionada con la mitofagia (véase apartado 3.1. Mitofagia) reduce la
degradacion mitocondrial por mitofagia, manteniendo los adipocitos beige?*.

Otras mutaciones descritas impactan directamente en alguno de los pasos
de formacién del autofagosoma, como ocurre en la enfermedad de Nieman
Pick, una enfermedad metabdlica en la que el organismo no consigue
metabolizar muchos tipos de lipidos. Se han descrito mutaciones en una
proteina encargada del metabolismo de la esfingomielina (esfingomielina
fosfodiesterasa 1 o SMPD1) cuyo fenotipo se caracteriza por acumulacién de
esfingomielina y estructuras autofadgicas elongadas incapaces de cerrarse, asi

como autofagosomas anormalmente grandes y con bajos niveles de ATG9?%.
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5.4. NEURODEGENERACION

Al contrario que en el cancer o en xenofagia, donde la autofagia puede
jugar papeles opuestos, en términos de enfermedades neurodegenerativas la
autofagia estd ampliamente catalogada como un proceso protector. El dogma
parece ser que la mayoria de las enfermedades neurodegenerativas son
causadas por acumulaciéon de agregados proteicos, los cuales deben ser
eliminados por un tipo de autofagia selectiva que se ha discutido previamente
(véase apartado 3.3. Agrefagia). Entre las enfermedades neurodegenerativas
mas estudiadas encontramos: i) el Parkinson cuyos agregados proteicos,
compuestos casi en su totalidad por alfa-sinucleina, forman los llamados cuerpos
de Lewy. Estos agregados son degradados por autofagia gracias al papel
fundamental de la proteina adaptadora p62#°#' (véase apartado 3. Autofagia

252

selectiva), ii) el Alzheimer, con unos depdsitos de proteina B-amiloide®? que

253

parecen ser sensibles a la autofagia no candénica®?® y depdsitos de la proteina

tau, los cuales podrian degradarse por autofagia mediada por chaperonas

24y iii) la enfermedad de Huntington, la cual se

(CMA) o por macroautofagia
caracteriza por tener agregados proteicos de una versiéon mutada de la proteina
huntingtina, la cual sufre una expansién de glutaminas en su extremo amino
terminal®> (cadena de poli-glutamina o polyQ), sefial para que estos sean
degradados por autofagia (véase apartado 3.3. Agrefagia).

Se han descrito diversas mutaciones tanto en proteinas autofagicas
(ATGs)*%2* como en proteinas adaptadoras de ciertos tipos de autofagia
selectiva. En este Ultimo caso, encontramos mutaciones en parkina®’ y PINK##
que inhabilitan la degradacién de mitocondrias dafiadas (véase el apartado 3.1
Mitofagia), aumentando los niveles de ROS intracelular y promoviendo una
forma temprana de la enfermedad de Parkinson®?. También se ha observado

que mutaciones en FAM134B (véase apartado 3.4. Reticulofagia) estén

relacionadas con diversas neuropatias®®.
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5.5. ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL

En los Ultimos afos, son muchos los estudios que han caracterizado el papel
de la autofagia como nodo fundamental en el desarrollo de enfermedades
inflamatorias, como la enfermedad inflamatoria intestinal o IBD (Inflammatory
Bowel Disease)?®02¢1:262.263 Esta categoria incluye dos enfermedades de origen
principalmente idiopatico que se caracterizan por una inflamacién sostenida en
el tiempo y que acaba cronificandose: la colitis ulcerosa (UC o Ulcerative Cholitis)
y la enfermedad de Crohn (CD o Crohn Disease)**.

Nuestro laboratorio se ha centrado en investigar el papel que tiene el
anteriormente citado alelo T300A de la proteina autofagica ATG16L1, el cual se
ha postulado como uno de los alelos de riesgo principales para desarrollar
enfermedad de Crohn?® (véase apartado 4. Autofagia no canodnica).

A pesar de que uno de los factores mas importantes para la apariciéon de
esta enfermedad sea el componente genético, parece que es una enfermedad
multifactorial en la que también intervienen otros elementos como cambios en
la composicién o disbiosis de la microbiota intestinal**** (que a su vez puede
verse alterada por causas ambientales como el tipo de dieta®®) o una respuesta
inmune alterada ante microorganismos patdégenos (véase apartado 5.2.
Respuesta inmune y adaptativa).

Dentro del intestino se encuentran tres capas de proteccién ante
microorganismos patégenos que son: i) una capa superficial de moco denso
formada por glicoproteinas que contienen péptidos secuestradores y
agregadores de bacterias. Esta capa separa pasiva y activamente la microbiota
de la segunda capa®’ ii) las propias células del epitelio intestinal dénde se
encuentran enterocitos, células de Paneth o células de Globet (productoras del
moco previamente nombrado) entre otras®? iii) las células del sistema inmune

de la submucosa como macréfagos, linfocitos o neutréfilos son las encargadas
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de desencadenar la respuesta inmune mediante procesos como la presentacién
de antigenos o la secrecién de interleuquinas pro- y anti-inflamatorias?’.

En resumen, etiolégicamente la enfermedad inflamatoria intestinal surge en
un marco de susceptibilidad genética en la que un desbalance de la microbiota
junto con una barrera intestinal debilitada permite la infiltracién de ciertos
microorganismos, generando una respuesta inmune e inflamatoria

exacerbada?’®.

6. TRABAJO PREVIO DEL LABORATORIO

Anteriormente, el laboratorio identificd un motivo aminoacidico de unidn al
dominio WD de ATG16L1 a partir de una proteina transmembrana de tipo |
llamada TMEMS59. Esta apareci6 originariamente en un screening de proteinas

involucradas en muerte celular?’’

. Trabajos adicional previo revelaron una
secuencia de 13 aminoacidos en la regién intracelular o citosdlica (residuos 260-
281) encargada de la lipidaciéon de LC3 a través de la unién al dominio WD del
efector autofadgico ATG16L1. Se generd una secuencia consenso en la que los
residuos Y268, E272, Y277 y L280 (Figura 6a) eran criticos e indispensables para
soportar la unién al dominio WD de ATG16L1 y por tanto la lipidacién de LC38¢
(Figure 6b). Este motivo resulté ser demasiado degenerado para realizar
comparaciones productivas con el banco de secuencias de proteinas, analizado
con el algoritmo on-line ProSite Expasy. Por ello, se decidié refinar este motivo
mediante la utilizacién de microarrays. Estos ensayos fueron realizados por el Dr
Emilio Boada Romero y se basaron en mutar cada uno de los 13 aminoacidos
formantes del potencial motivo (que a partir de ahora denominaremos péptido
pro-autofagico) a todos los aminoacidos posibles, generando asi un panorama
mucho mas complejo (véase Figura 1b de la referencia 199): mientras que

determinadas posiciones (como la 270 o la 279) eran mas permisivas (el residuo

original se podia intercambiar por casi cualquier aminoacido), otras posiciones
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(como la 268 y la 277) eran maés restrictivas y el aminoacido original no permitia
el cambio a otros aminoacidos??. Ademas, se analizd la relevancia de otro
parametro: la flexibilidad de distancias. Se midié la capacidad de unién de este
péptido a TMEMS59 cambiando el nimero de aminoécidos originales existentes
entre las cuatro posiciones criticas.

Tras todo este refinamiento, se llegd a un motivo (Figure 6¢) mas detallado
que el inicial (Figure 6b). Este motivo fue utilizado en comparaciones
bioinforméaticas para encontrar proteinas que contuviesen alguna version de esta
secuencia refinada. Esta blsqueda realizada a través del algoritmo online
ProSite Expasy, enfrenté el motivo refinado frente a un banco de secuencias de
moléculas transmembrana de tipo | (cuyo N-terminal se encuentra en la regién
extracelular y el C-terminal se encuentra en el citoplasma) con el fin de mantener
la similitud estructural con TMEM59, |a proteina donde encontramos el motivo

original.

a) - V269 - P270 - S271 -- K273 - L274 - S275 - 276 -- G27s - D279 -

b) X (3) {[EDlr2}- X (4) {YWFLzr) - X (2) ~{L2so)

[FGILWY] - [AFGHIKLPRSVWY] - X ,, - [AEGHIKLNPQRSTVWY] - [DE] - [FIKLVWY] -
[AFGHIKLMNRSTVWY] - X, 5, - [AFGHIKLNPQRSTVWY] - [AEFHIKLMNPQRSTVWY] - [FWY] -
[DEFGHKNPRSTWY] - X - [AEFGHILPQRVWY]

Figure 6. Secuencias de aminoacidos de TMEM59. a) Secuencia del dominio intracelular de
TMEM5?9 (residuos 268-280) encargado de interaccionar con ATG16L1 y por tanto de lipidar
LC3. Rodeados en rojo se encuentran los cuatro aminoacidos minimos que se necesitan para
soportar esta actividad previamente descrita. b) Tras el refinamiento del motivo pro-
autofagico anadiendo posibles residuos intercambiables y flexibilidad de distancias,
obtenemos esta secuencia que fue la utilizada para iniciar el escaner de posibles proteinas

transmembrana de tipo | contenedoras de este motivo.
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TMEMS59 participa en procesos de autofagia no candnica, ya que mediante
esta union a ATG16L1 es capaz de decorar con LC3 los propios compartimentos
de membrana sencilla donde se encuentra. Ademas, su sobreexpresién y su
deplecién no parecen impactar demasiado en sustratos clasicos de autofagia
candnica como pb2 o LC3™¢. A pesar de que el motivo de unién estd bastante
caracterizado'®?", no estd muy clara la funcién de TMEMS59. No obstante, existe
algun estudio que postula que TMEM59 podria ser un regulador positivo de la
via de sefnalizacion de Wnt y la catenina B. En estos estudios se ha observado
que la regién transmembrana de TMEMS9 interacciona con proteinas de esta
cascada sefializadora como FZD (Frizzled) o lipoproteina de baja densidad 6
(LRP6) formando macrocomplejos llamados sefialosomas (signalosomes) que
potencian la sefalizacién?’?. También se ha visto que inhibe la glicosilaciéon y por
tanto la maduracion del precursor de la proteina amiloide (APP) en su paso por
el aparato de Golgi, asi como la formacién de la proteina amiloide B al interferir
con las proteasas encargadas de esto (a-secretasa y B-secretasa)?’*.

En el screening inicial donde se usé el motivo “pro-autofagico” encontrado
en TMEM59 como patrén para identificar mas moléculas que contuviesen este
potencial motivo, se identificaron diversos receptores de interleuquinas (IL-xRs),
sugiriendo que éstos podrian ser posibles interactores del dominio WD40 de
ATG16L1 ya que todos contenian alguna versién del motivo en su dominio

intracelular?’?.

Las interleuquinas son pequefios péptidos secretados tras la
activacién de ciertas células inmunes y estan involucradas en la regulacion tanto
de la respuesta inmune e inflamatoria como en el control de la activacion,
diferenciacion, maduracién, proliferacién, migracion y adhesion de diversos
tipos de células del sistema inmune. Actualmente se conocen 40 interleuquinas
diferentes (siendo la Ultima la IL-40 en 201727°), y muchas de éstas necesitan uno

0 mas co-receptores para sefalizar (dimeros o trimeros), se ha observado que

no existen tantos receptores como interleuquinas hay, y esto es debido a que
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muchos receptores funcionan también como co-receptores, sefalizando para
mas de una citoquina como ocurre con el receptor gamma de la interleuquina 2
(IL-2Ry) a través del cual sefializan las interleuquinas 2, 4, 9 o 21 entre otras?®.
Este también es el caso de las interleuquinas 18 (IL-18) y 37 (IL-37), donde
encontramos 2 co-receptores el IL-18R1 y el IL-18RAP. Mientras que la IL-18
sefializa a partir de un homodimero (IL-18R1/IL-18R1), la IL-37 lo hara a partir de
un heterodimero (IL-18R1/IL-18RaP)¥’. Los receptores de interleuquinas se han
clasificado en la literatura de diversas maneras, aunque la mas utilizada podria
ser atendiendo a su estructura?®. En la tabla 2 (véase Resultados Capitulo 1

apartado 1. Seleccién de moléculas candidatas: Los receptores de

interleuquinas) se presentan todos los receptores utilizados en esta tesis.
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1.

CULTIVOS CELULARES

1.1. LINEAS CELULARES

Las lineas que se han utilizado en esta tesis doctoral son las siguientes:

Las HEK-293T son una variante de las células embrionarias de rinén humano
(HEK-293) que se han transformado con el antigeno T del virus SV40. Estas
células fueron utilizadas en casi todos los experimentos de co-
inmunoprecipitacién de esta tesis. Fueron adquiridas en la ATCC (American
Type Culture Collection).

Hela (células de adenocarcinoma de cérvix humano) fueron adquiridas en la
ATCC (American Type Culture Collection).

La estirpe HEK-293T-AU:BCL-xL-CrmA-p35 fue una modificacién creada en
el laboratorio por la Dr. Martina Klee. En esta linea celular se generaron los
virus que se utilizaron para transducir retroviralmente o lentiviralmente. Son
unas HEK-293T que expresan de manera estable (véase apartado 2.7.
Transduccién mediante via retroviral) inhibidores apoptéticos (p35, CrmA y
BCL-xL), lo que les confiere una mayor resistencia a la toxicidad producida
por la generacién de los virus.

Fibroblastos embrionarios de ratén (MEFs) provenientes de ratones WT o
deficientes en TMEMS59 generados por la Dra. Inmaculada Serramito Gémez
utilizando la técnica de CRISPR/Cas9. Se generaron dos estirpes diferentes:
una que produjo el “knock-out” de TMEM59 mediante una delecién de 8
nucledtidos (denominada en este trabajo como estirpe MEFs -8) y otra a
partir de una insercién de 8 nucledtidos (denominada en este trabajo como
estirpe MEFs +8).

Células de carcinoma colorrectal humano HCT116 deficientes en ATG16L1
(hombradas en este trabajo como HCTs ATG16L1 -/-) procedian del
laboratorio del Dr. David Boone (Universidad de Chicago, lllinois, USA).
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1.2. CONDICIONES DE CULTIVO

Todas las estirpes celulares fueron cultivadas con DMEM Gibco-Invitrogen)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS, Gibco-Invitrogen). Este
suero fue previamente inactivado (56°C durante 30 minutos). Al medio también
se le afadieron 2 mM de L-glutamina (Gibco-Invitrogen) y antibiéticos: 100 U/ml
penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina (Gibco-Invitrogen).

Para los ensayos de infecciones bacterianas, las células fueron sembradas
con DMEM con suero y glutamina, pero sin antibiético. Esta condicién se
mantuvo asi durante todo el transcurso del experimento (véase apartado 9.
Infeccién de células de mamifero con S. pyogenes).

Todas las estirpes celulares se mantuvieron a 37°C y 5% CO. en una

atmésfera himeda en un incubador Steri-cycle CO, (Thermo Fischer Scientific).

1.3. MANTENIMIENTO DE CELULAS EN CULTIVO

Todas las lineas celulares se diluyeron y transfirieron a placas de cultivo cada
2 o 3 dias. Tras aspirar el medio de cultivo, se realizé un lavado con 5 ml de PBS-
1X Na*/K* (8.5 mM KCI, 1.47 mM KH:POs y 137 mM NaCl en agua MiliQ,
generado por el Servicio de Lavado y Esterilizacion del Centro de Investigacién
del Céncer) para la eliminacién de FBS remanente. Después se afiadié una
solucién de 0.25% tripsina-EDTA (Gibco-Invitrogen) durante 5 minutos a 37°C.
Para neutralizar el efecto de la tripsina, se anadieron entre 5y 7 ml de DMEM
completo, seguido de un pipeteo repetido en la propia placa con el fin de
disgregar los agregados celulares. Se transfirié esta mezcla a un tubo cénico de
15 ml (Falcon) para someterlo durante 5 minutos a 500 rcf de centrifugacion. Al
pellet celular resultante se le sustituyé el medio antiguo por DMEM completo
fresco.

La cantidad afiadida dependié de la diluciéon requerida hasta el siguiente

pase de mantenimiento y esta, a su vez, del estado del cultivo. Normalmente,
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las células Hela se diluyeron 1:4 para pases de 2 dias y 1:8 para pases de 3 dias,
las HEK-293T y sus derivadas, asi como las HCTs116 se diluyeron 1:5 para pases
de 2 dias y 1:10 para pases de 3 dias. Por ultimo, los MEFs se diluyeron 1:10
para pases de 2 dias y 1:20 para pases de 3 dias.

1.4. SIEMBRA DE CELULAS EN PLACA

Una vez despegadas las células por la accion de la tripsina y la neutralizacion
de esta, se contd el nimero de células presentes en el cultivo con el fin de
calcular las densidades y los formatos necesarios para cada uno de los diferentes
experimentos. A un eppendorf de 1,5 ml se aparté alrededor de medio mililitro
de la solucién neutralizada. Para poder discriminar entre células vivas y muertas
se utilizd el colorante vital azul de tripan (Sigma-Aldrich), el cual se mezclé en
dilucién 1:1 con la solucién que previamente se apartd en el eppendorf. Se
cargd esta solucion en una camara de contaje o cdmara de Neubauer. Al nimero
obtenido se le aplicé el factor de correccién de la cdmara (10%), el factor de
dilucién del azul de tripan y el nimero de cuadrantes contados. Los formatos
utilizados en esta tesis fueron: placas multipocillo p24 (1,9 cm2), multipocillo pé

(9,5 cm2) y placas de 60 mm o p60 (21 cm?2).

1.5. CONGELACION Y DESCONGELACION DE CELULAS

Con el fin de mantener stocks de todas las lineas celulares que se generaron,
estas se almacenaron a -180°C en tanques de nitrégeno liquido de las
instalaciones de Crioconservacion del Centro de Investigacion del Cancer. Para
este proceso, se utilizé DMSO (Sigma-Aldrich) como agente crioprotector. Este
se afiadié al 10% (v/v) a FBS (en el caso de los MEFs) o a DMEM completo para
generar el medio de congelacién. Después de centrifugar el medio neutralizado
al realizar el mantenimiento, el pellet de células fue resuspendido en el medio

de congelacién. Esta mezcla fue transferida a criotubos (CryoKING-Biologix) con
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cierre de rosca para permitir la esterilidad del contenido. El paso de congelacién
fue gradual: los criotubos se mantuvieron unos minutos a 4°, posteriormente se
transfirieron durante una o dos semanas a -80°C para su posterior almacenaje
de largo recorrido a 180°C.

Por el contrario, el proceso de descongelacion es rapido debido a la
toxicidad celular del DMSO a temperatura ambiente. Los criotubos se
dispusieron en un bafio a 37°C y se transfirié su contenido a tubos cénicos de
15 ml (Falcon). Tras esto, se anadieron unos 10 ml de DMEM fresco completo
gota a gota (con el fin de no producir un shock osmético en las células recién
descongeladas). Después se sometieron a una centrifugacién de 500 rcf durante
5 minutos. El volumen celular se dispuso en una o dos placas de 10 cm:

dependiendo de la linea celular y se completé hasta los 10 ml de DMEM fresco.

2. LINEAS CELULARES TRANSDUCIDAS

2.1. TRANSDUCCION MEDIANTE RETROVIRUS

Esta técnica ha sido ampliamente utilizada para expresar transgenes de
manera estable. Consiste en la generacién de virus contenedores de un transgén
a partir de unas células productoras. El sobrenadante de estas células con las
particulas viricas es el que se utilizé para infectar las células diana.

Los vectores contenedores del transgén de interés que se utilizaron son los
p12-MMP. Este vector se produjo mediante la insercion del pMMP en el p12
que comlUnmente se utiliza en el laboratorio (véase apartado 3.1. Sistemas de
expresion). En estos plasmidos, el transgén se expresa usando directamente la
LTR del virus como promotor. En paralelo con el transgén de interés en el vector
p12-MMP, se transfectaron los plasmidos encargados de generar las particulas
viricas  (pMD-MLV-OGP y pMD-VSV-G) (véase apartado 3.1.2 Sistema
p12/MMP).
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Primero se realizd la transfeccion de las células productoras a un 75% de
confluencia, previamente plaqueadas en placas multipocillo de 6. Las HEK-
293T-AU:BCL-xL-CrmA-p35, debido a su mayor resistencia a la citotoxicidad
fueron las utilizadas en el laboratorio. Entre 12-24 horas post-transfeccién se
sustituyd el medio por DMEM fresco y se sembraron las células diana.

36-48 horas después de la transfeccién, el sobrenadante se sometié a dos
procesos de “depuracién” para evitar contaminaciones entre lineas celulares.
Primero se sometié a una centrifugaciéon de 10 minutos a 700 rcf para después
filtrarlo con acetato de celulosa de 0,45 uM. El sobrenadante resultante se diluyé
con DMEM fresco a la dilucién requerida. A esta mezcla diluida se le afiadio un
polimero catiénico, el polibreno (8 pg/ml, Sigma-Aldrich) cuya funcién es facilitar
la entrada de las particulas viricas a la célula.

Esta mezcla final se utilizdé para infectar las células diana a una confluencia
del 20-25%. Las células diana junto con el sobrenadante viral se sometieron a
una centrifugacion (centrifuga Eppendorf) de 2000 rpm durante 1 hora, sin freno
en aceleracion y deceleracion. La gran eficiencia de esta técnica hace posible
no utilizar antibidticos de resistencia. En los casos requeridos se utilizé

puromicina (1 pg/ml, Sigma-Aldrich).

2.2. TRANSDUCCION MEDIANTE LENTIVIRUS

El proceso de transduccién lentiviral se desarrolla igual que la transduccién
retroviral salvo una excepcion: los plasmidos que generan las particulas viricas y
el vector en el que se inserta el transgén. En este caso, los plasmidos pCMV-
VSV-G y psPAX son los encargados de las actividades gag y pol. Por otro lado,
el vector utilizado es el vector lentiviral lentiCRISPR-v2, que contiene tanto la
guia que define el sitio de corte por Cas? como la Cas? (véase apartado 3.1.3.

Sistema CRISPR/Cas?9).
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3. PROCEDIMIENTOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

3.1. SISTEMAS DE EXPRESION

3.1.1. SISTEMA PEAK8 Y PEAK12

Estos plasmidos proceden del laboratorio del Dr. Brian Seed (Harvard
Medical School, Boston, Massachusetts, USA). Ambos pldsmidos pueden
considerarse iguales a pesar de que el p12 (7kb) es ligeramente mayor que p8
(6,1kb). Los insertos clonados funcionan bajo un fuerte promotor: el EF1-a, que
es tejido-independiente. Esto hace facil la expresion de cualquier inserto en
cualquier tipo de célula. Ademas, contiene el origen de replicaciéon del SV40 y
por tanto replican grandes cantidades en células poseedoras del antigeno T de
este virus, como son nuestras HEK-293T. Contiene genes de resistencia a
puromicina (controlado por un promotor eucariota) y resistencia a ampicilina
(controlado por un promotor bacteriano).

En este trabajo se ha utilizado la construccion p12-poly o p8-poly como
control negativo o como vector vacio. Este vector no contiene ningln inserto
codificante y por tanto funcioné como relleno en las transfecciones.

A continuacién, se muestra una lista de los plasmidos usados en esta tesis
doctoral:

* Los receptores de interleuquinas tagueados con HA, GST o FLAG: Todos los
receptores de interleuquinas (IL-1R1, IL-1RAP, IL-2RG, IL-4RA, IL-6R, IL-10RB,
IL-12RB2, IL-17RD, IL-18RAP, IL-20R, IL-21RA, IL-31RA y IL-33R (IL-1RL1), asi
como sus respectivos mutantes fueron clonados a un vector fresco y
secuenciado p12 mediante la digestion Hind Ill / Not I. El vector nuevo al
que se clonaron llevaba ya asociados los diferentes tags o etiquetas (HA, GST
o FLAG). EI' IL-18R1 fue la excepcién y sus clonajes se realizaron Eco / Not I.

= Deleciones C-terminales (p12-IL-18R1-HA, p12-IL-18RAP-HA, p12-IL-33R-
HA): El producto de PCR de cada una de las deleciones del IL-18R1 (p12-IL-

18R1-HA) fue clonado a un vector fresco p12 con las enzimas Eco y Bsp HI.
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Para las deleciones del IL-18RAP y del IL-33R el clonaje se realizé con las
enzimas Hind Il y Not I.

Las construcciones de ATG16L1 (WDD, AWDD y ATG16L1-"full length")
etiquetadas con GST y HA (p12-HA-WDD, p12-HA-AWDD, p12-HA-
ATG16L1 y p12-GST-WDD, p12-GST-AWDD, p12-GST-ATG16L1): Estas
construcciones fueron generadas previamente en el laboratorio enmarcadas
en otros proyectos ya pre-existentes.

Los mutantes del WD (p8-HA-WD40-F467A, p8-HA-WD40-K490A y p8-HA-
WD40-F467A + K490A): Se realizé mediante ligacién a tres partes: esto es
un vector y dos insertos. Por un lado, un vector p8-HA se digirié con Spe |y
Not |. Por otro lado, el WD fue digerido en un sitio interno Bam HI, lo que
produjo dos insertos: el primero digerido con Spe | y Bam HI vino de un
vector p8-HA-WD secuenciado y validado, los segundos insertos fueron los
diferentes productos de PCR del WDD mutado, los cuales fueron digeridos
con Bam Hl'y Not I.

Los mutantes del WD en ATG16L1 (p8-HA-ATG16L1-F467A, p8-HA-
ATG16L1-K490A y p8-HA-ATG16L1-F467A+K490A): Estas construcciones se
realizaron mediante triple ligacién: un vector y dos insertos. Por un lado, un
vector p8-HA se digirié con Pci | y Not I. Por otro lado, el ATG16L1 fue
digerido en un sitio interno Bam HlI, lo que produjo dos insertos: el primero
digerido con Pci | y Bam HI vino de un vector p8-HA-ATG16L1 secuenciado
y validado, los segundos insertos fueron los diferentes productos de PCR del
ATG16L1 mutado, los cuales fueron digeridos con Bam HI 'y Not I.

Los mutantes del WD en ATG16L1 (p8-GST-ATG16L1-F467A, p8-GST-
ATG16L1-K490A y  p8-GST-ATG16L1-F467A+K490A): En  estas
construcciones, se digirié con un sitio interno existente en ATG16L1, por lo
que el inserto se limité a las 0,8 kb que contenian las diferentes mutaciones.

El vector que contenia el GST completo y gran parte de ATG16L1 (p8-GST-
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ATG16L1) fue digerido con Kpn |y Not I. Los insertos contenedores de las
diferentes mutaciones del WD (p8-HA-ATG16L1-F467A, p8-HA-ATG16L1-
K490A y p8-HA-ATG16L1-F467A+K490A) fueron digeridos Kpn |y Not I.
Las construcciones de las subunidades de la v-ATPasa (Voc y V1A): Estas
construcciones fueron cedidas por el Dr. Feng Shao?'. Se clonaron mediante
una digestion con Pci | 'y Not | usando como vector un p12-HA-ATG16L1,
generando asi las construcciones p12-HA-ATP6-Voc y p12-HA-ATP6-V4A.
Adicionalmente, dado que la construcciéon de la Voc venia etiquetada con
FLAG, se pas6 a un vector p12 fresco secuenciado con el fin de tener cada
subunidad etiquetada con un tag diferente.

p12-GFP-SopF: Esta construccion se clondé mediante una digestion Pci |y
Not | del vector (p8-GFP-LC3) y del inserto (M6P-Blast-GFP-SopF). Esta
construccién fue cedida por el Dr. Félix Randow, LMB, Cambridge).

Las quimeras CD16:CD7 de TMEMS59 (p12-CD16:CD7-GST, p12-CD16-
TMEMS59 TM-GST, p12-TMEMS59 EXT-CD7-GST): La construcciéon p12-16:7-
GST fue generada a partir de un p12-CD16-CD7-STOP digerido con Mlu |y
Not | para anadirle el GST. La construccion p12-CD16-TMEM59 TM-GST se
realizé6 mediante triple ligacién: un vector y dos insertos. Por un lado, un
vector p12 digerido con Hind Il y Not I. El primer inserto (p12-CD16-CD7-
STOP) se digirié con Hind Ill y Bam HI para obtener el CD16. El segundo
inserto (p12-TMEM59-GST) fue digerido con Bam HI y Not | para obtener
TMEM59-GST. Por ultimo, la tercera construccidon también se realizd
mediante triple ligacién: un vector y dos insertos. Por un lado, un vector p12
digerido con Hind Ill y Not I. El primer inserto (p12-TMEM59-HA) se digirié
con Hind Il y Bam HI para obtener el dominio extracelular de TMEM59. El
segundo inserto (p12-CD16:CD7-GST) fue la primera construccién generada
de este bloque, la cual se digiri6 con Bam HI y Not | para poder obtener

CD7-GST.



3.1.2. SISTEMA p12/MMP

Estos vectores fueron una modificacién de los vectores p12, en los que se
ha insertado el pMMP. El vector p12 es necesario para la propagacion en
bacterias y para la adquisicion de resistencia a ampicilina (bajo el promotor
procariota citado en el apartado anterior). EIl pMMP contiene los elementos
necesarios para empaquetar los transgenes de interés en las particulas viricas.

Como se explico previamente (véase 2.1. Transduccién mediante
retrovirus), el transgén utiliza las LTRs como promotor. Para formar las capsides
se necesitan también el pMD-MLV-OGP y el pMD-VSV-G. Mientras que el
primero codifica la proteina gag, el segundo codifica para la retro-transcriptasa
pol. Ambos dos, junto con el p12-MMP provienen del laboratorio del Dr. Richard
C. Mulligan (Harvard Medical School, USA).

A continuacién, se muestra una lista de los plasmidos usados en esta tesis
doctoral:

=  MMP-p12-LAMP1-GFP: El clonaje se realiz6 mediante la digestion tanto
del vector (MMP-p12-GFP) como del inserto (eGFP-N1-LAMP1-GFP) con Hind
ly Not 1.

*  MMP-p12-TMEM59-WT/4M-mRFP-IRES-PURO: Estas construcciones se
realizaron mediante triple ligacién: un vector y dos insertos. El vector MMP-p12-
GFP-IRES PURO fue digerido Hind Ill y Bsp HI manteniendo la resistencia a
puromicina. El primer inserto fue digerido (MMP-p12-TMEM59-WT/4M-mRFP)
Hind Il y Not | de donde se obtuvo TMEM59-WT/4M-mRFP. El segundo inserto
MMP-p12-GFP-IRES PURO fue digerido con Bsp Hly Not | con el fin de obtener
el IRES.

= Los mutantes del WD en ATG16L1 (MMP-p12-HA-ATG16L1-F467A-
IRES-PURO, MMP-p12-HA-ATG16L1-K490A-IRES-PURO y MMP-p12-HA-
ATG16L1-F467A+K490A-IRES-PURQ): Estas construcciones se realizaron

mediante triple ligacién: un vector y dos insertos. El vector (MMP-p12-HA-
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ATG16L1-IRES-PURQO) fue digerido con las enzimas Agel y Not |,
manteniendo el IRES-PURO. El primer inserto (MMP-p12-HA-ATG16L1-
IRES-PURQ) fue digerido con Agel y Pci | de donde se obtuvo el tag HA.
Los segundos insertos (p8-HA-ATG16L1-F467A, p8-HA-ATG16L1-K490A y
p8-HA-ATG16L1-F467A+K490A) generados previamente (véase apartado
3.1.1. Sistema PEAK8 Y PEAK12) fueron digeridos con Pci | y Not | de donde

se obtuvo la secuencia completa de los distintos mutantes de ATG16L1.

3.1.3. SISTEMA CRISPR/Cas?

El vector empleado fue el lentiCRISPR-v2 que contiene tanto la
resistencia a puromicina (bajo un promotor eucariota) como la secuencia
diana donde ha de cortar la Cas9. Esto permite prescindir de otro vector
para la Cas9, ya que esta se encuentra también insertada en los vectores
previamente descritos.

En este caso, para formar los lentivirus se necesitan otros dos
plasmidos: uno que codifica para la gag (pCMV-VSV-G) y otro para la
actividad retro-transcriptasa y otras proteinas estructurales necesarias
(psPAX). A continuacién, se muestra una lista de los plasmidos usados en
esta tesis doctoral:

= CRISPR de ATG16L1 (lentiCRISPR-v2 ATG16 humano): Este
plasmido fue previamente generado en el laboratorio en el marco de otros

proyectos pre-existentes.

3.1.4. ETIQUETAS O TAGs UTILIZADAS

Para marcar las proteinas se utilizaron dos tipos de tags: los proteicos y
los peptidicos. Los tags proteicos usados en esta tesis son GFP y GST.
Ambos provienen de microorganismos (Aequorea victoria y Schistosoma

japonicum respectivamente).
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Por otro lado, los tags peptidicos son pequefios péptidos derivados de
proteinas viricas u originados artificialmente. En este estudio se utilizaron el HA1

y el AU1 con origen virico y el FLAG con origen artificial.

3.2. AMPLIFICACION DEL ADN MEDIANTE PCRs

3.2.1. DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS

Para disefiar los oligonucleétidos se tuvo en cuenta que estos debian
contener secuencias reconocibles por enzimas de restriccién en el extremo 5’
con el fin de poder posteriormente subclonar el producto de PCR en los vectores
de expresion necesarios. Ademas, se afiadieron unas secuencias espaciadoras
(gggccc) para facilitar el corte de estas enzimas, ya que la eficiencia de corte de
estas en los extremos del ADN es mas baja. También se tuvo en cuenta que al
menos 25 nucledtidos tendrian que hibridar, siendo estos, alrededor de un 50%
de guaninas y/o citosinas (Gs y Cs).

Todos los oligonucledtidos fueron expedidos por Thermo Fischer Scientific
o Sigma-Aldrich y se recibieron de forma liofilizada. Se resuspendieron en TE-
1X (Tris-EDTA solucién 1x, pH 8.0; generado por el Servicio de Lavado y
Esterilizacion del Centro de Investigacion del Céancer) hasta conseguir una
concentracion de 1 pg/ml. Todos ellos figuran en el Anexo I: Oligonucledtidos

para PCR.

3.2.2. CONDICIONES DE PCR

Habitualmente, cada PCR se realizd en dos condiciones: ausencia y
presencia de DMSO (-/+DMSO). Este ayuda a generar una hebra molde més
laxa, sin estructuras demasiado complejas para que la enzima encargada de
amplificar pueda leer bien la secuencia nucleotidica. Todos los reactivos
detallados a continuacién se adquirieron en Promega. En tubos de PCR de tapa

plana se generé una mezcla de PCR que contenia 0,5 ng del ADN que funcioné
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como molde de la reaccién, 50 pmoles de los oligonucledtidos forward y
reverse, 10 nmoles de un céctel de dNTPs (Thermo Fischer Scientific)y 1.5 U de
Pfu, asi como el buffer de esta enzima (Pfu buffer) a concentracién 1X (v/v).

Tras un suave pipeteo y un spin para homogeneizar esta mezcla, se
transfirieron todos los tubos a un termociclador iCycler (BioRad) con las

siguientes condiciones:

l. Un ciclo de desnaturalizacion: 4 minutos a 96°C.
Il. Numero variable de ciclos de amplificacion (12-14 ciclos):
» 1 minuto a 95°C (desnaturalizacion).
» 1 minuto a 56°C (anillamiento).
= 2 minutos a 72°C (extension).
. Un ciclo de extensién final: 10 minutos a 72°C.

V. Un ciclo de mantenimiento: tiempo infinito a 4°C.

3.2.3. PROCESAMIENTO DEL PRODUCTO DE PCR

Una vez terminado el proceso, se separaron 10 pl para correrlos en un
gel de agarosa, con el fin de comprobar la amplificacién de nuestra
construccién. A estos 10 ul se anadieron 1.5 pl de buffer de carga Orange
G (Sigma-Aldrich). La agarosa (Pronadisa) se prepard al 1% (m/v) en TAE 1x
(tampdn tris acetato-EDTA: 40 mM Tris, T mM EDTA en agua MiliQ,
generado como solucion TAE-50X por el Servicio de Lavado y Esterilizacion
del Centro de Investigacion del Cancer). Para ello se disolvieron 20 ml del
reactivo TAE-50X en 980 ml de H,O MiliQ. A esta mezcla se le afiadid
bromuro de etidio a 50 pg/ml (Sigma-Aldrich).

El buffer que se utilizoé para correr este tipo de geles fue el propio TAE-

1X sin bromuro de etidio.
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Se utilizé el marcador de peso molecular GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen) y las bandas se observaron en el transiluminador GelDoc2000
(BioRad) presente en el Centro de Investigacién del Cancer.

Los 40 pl restantes se procesaron con el kit de purificacion QlAquick PCR
Purification Kit (Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Tras eluir en
31 ul de TE-1X, se sometieron 13,5 ul a la digestiéon con enzimas de restriccién

(véase apartado 3.4. Digestion con enzimas de restriccién).

3.3. MUTACION DEL ADN MEDIANTE PCRs MUTAGENICAS
(MUTAGENESIS DIRIGIDA)

Este protocolo de mutagénesis dirigida fue utilizado para generar mutantes
puntuales en determinados pldsmidos de interés. Los reactivos utilizados
(Agilent) son similares a los de una PCR convencional. Una de las diferencias es
la enzima. La enzima utilizada en este protocolo es la versién Turbo de la Pfu
(Pfu Turbo), la cual es altamente procesiva y puede procesar todo el plasmido
entero. El resto de la reaccién se mantuvo igual: se realizaron dos condiciones
(-/+DMSQO) en H.O MiliQ a las que se incorporaron 50 ng del ADN molde (10
veces menos que en las PCRs convencionales), 5 pmoles de los oligonucleétidos
forward y reverse (también 10 veces menos que en las PCRs convencionales), 10
nmoles del coctel de dNTPs (Thermo Fischer Scientific) y 2.5 U de Pfu Turbo, asi

como el buffer de esta enzima (Pfu Turbo buffer) a concentracién 1x (v/v).

3.3.1. DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS

Al disefiar estos oligonucleétidos se hizo un cambio de ciertos codones para
que el producto amplificado contuviese la mutacién deseada. La longitud debe
de ser de unos 30 pares de bases, dejando siempre los codones mutados en el
centro de este. A la hora de cambiar de coddn, se intentdé cambiar el minimo

nimero de bases posible. También se intentd elegir un codén que tuviese la
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misma frecuencia de aparicién en la naturaleza de la especie en concreto
(ya que el codén mas frecuente para alanina en humano puede no ser el
mas frecuente en ratén y por tanto causar alteraciones de los niveles de

expresion posteriores).

3.3.2. CONDICIONES DE PCR
Al igual que las PCRs convencionales, esta reaccién se realizé en un
termociclador iCycler (BioRad). A pesar de que los pasos son esencialmente
los mismos (desnaturalizacién inicial seguido de ciclos de desnaturalizacién,
anillamiento y elongacién), los tiempos y temperaturas pueden variar segun
el tamano de la construcciéon sujeta a mutagénesis.
A continuacién, se muestra el programa utilizado para las PCRs
mutagénicas.
l. Un ciclo de desnaturalizacion: 30 segundos a 95°C.
ll.  Numero variable de ciclos de amplificacion (entre 16y 18):
» 30 segundos a 95°C (desnaturalizacién).
» 1 minuto a 55°C (anillamiento).
= 6 minutos a 72°C (o 90 segundos por kilobase (extension)).

1. Un ciclo de mantenimiento: tiempo infinito a 4°C.

3.3.3. PROCESAMIENTO DEL PRODUCTO

Del producto final se utilizd una quinta parte para correr un gel de
agarosa al 1% (véase apartado 3.7.2. Digestion diagnéstica) y confirmar la
amplificacién del vector mutado. El volumen restante se digirié durante dos
horas a 37°C con 20 unidades de la enzima Dpn |. Esta enzima es capaz de
digerir el ADN metilado y por tanto es la responsable de eliminar la hebra
de ADN molde que no contiene la mutacién. Tras esto, se aplicéd el

protocolo establecido para la generacion de ADN plasmidico de mini
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preparaciones (véase apartado 3.6. Transformacion de bacterias competentes).

Una vez generadas las mini-preparaciones, éstas se sometieron a
secuenciacién con el fin de confirmar los mutantes generados, asi como de
analizar otras posibles mutaciones que la Pfu Turbo haya realizado (lo que fue
motivo de descarte de esa colonia concreta). Ademas, antes de generar las midi-
o maxi-preparaciones, se confirmé que la enzima Pfu Turbo no muté ningdn
coddén mas dentro del vector, lo que podria afectar a la futura expresién de
nuestro transgén. Para ello, se digirié6 el producto mutado y secuenciado
mediante enzimas de restriccion (véase apartado 3.4. Digestion con enzimas de
restriccion) para ligarlo posteriormente sobre un vector del mismo tipo que esté

validado y secuenciado.

3.4. DIGESTION CON ENZIMAS DE RESTRICCION

Tras purificar las bandas obtenidas de la PCR, se sometieron a una digestion
con enzimas de digestién con el fin de obtener extremos potencialmente
ligables en vectores de expresion (véase 3.1. Sistemas de expresion). A la mezcla
final, ademas de la banda purificada, se afadié un buffer salino de restriccion
enzima-dependiente con una concentracion final 1x (v/v). A esta mezcla también
se le incorporaron las enzimas de restriccién pertinentes en iguales cantidades
sin superar el 10% del volumen final. Esto se debe a que el glicerol en el que
vienen conservadas las enzimas puede inactivar la actividad enzimética. Tras un
suave pipeteo y un spin para homogeneizar esta mezcla, las digestiones se
llevaron a una estufa a 37°C (Memmert) al menos durante 2 horas, aunque de
manera habitual la digestion se realizdé durante toda la noche.

Una vez los plasmidos fueron digeridos, se bloqued la capacidad de
religaciéon en aquellas digestiones de las que se obtendrén los vectores. Esto fue

posible mediante la eliminacién del grupo fosfato en el extremo 5’ gracias a la
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incorporacién de 6 U de una fosfatasa denominada CIP (New England
Biolabs). La CIP se incubd a 37°C durante 30 minutos.

Al finalizar la incubacién con CIP, se procesé todo en un gel de agarosa
de bajo punto de fusién al 1,2%. La agarosa utilizada es Nusieve® GTG®
Agarosa (Lonza), cuyas propiedades hacen posible el uso de los fragmentos
cortados de ésta, directamente en el proceso de ligacién de fragmentos de
ADN. Al tener bajo punto de fusién, esta agarosa es muy fragil y tarda en
polimerizar, por lo que los geles se prepararon unos 40 minutos antes de
comenzar a correr las muestras.

Para el procesado de muestras, se afadieron 1,5 pl del colorante
Orange-G a cada digestion para que las muestras pudiesen seguirse
durante el proceso.

Siempre que sea posible, al principio y al final del gel se cargaron unos
5 ul de marcador de peso molecular. Ademas, entre el vector y las muestras
inserto, asi como entre los diferentes insertos, se dejé un pocillo libre con
el fin de evitar contaminaciones cruzadas de construcciones. En un
transiluminador, se cortaron con un punzén los fragmentos relevantes y se

transfirieron a un eppendorf para la posterior ligacion.

3.5. LIGACION DE FRAGMENTOS DE ADN

Para la reaccion de ligacion se preparé un mezcla comudn. Este mix
comun contenia la enzima ligasa, T4 DNA ligasa buffer 1X (New England
Biolabs) y 1 pg/pl de BSA (New England Biolabs), en un volumen final de 10
pl en agua MiliQ que se dispuso en el mismo nimero de tubos como
ligaciones hubiese en un bloque a 37°C (Grant Boekel). Mientras tanto, las
bandas cortadas de la agarosa NuSieve se dispusieron en un bloque a 65°C

(Grant Boekel) con el fin de fundir la agarosa y que esta fuese pipeteable.
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Para ligaciones sencillas (un vector y un inserto), a la mezcla a 37°C se
anadieron 1,5 pl del vector y 2,2 ul del inserto. En el caso de ligaciones
complejas (un vector y dos o mas insertos), a la mezcla a 37°C se anadieron
1,5 pl del vector y 1,5 pl de cada inserto. Se puso un control por cada ligacion:
en el caso de ligaciones sencillas (un vector y un inserto) el control sera el vector
con CIP aislado. En el caso de ligaciones complejas (un vector y dos o mas
insertos) la ligacion control sera la formada por el vector con CIP junto con el
inserto mas pequeno. Después de un pequefio spin, se dejaron minimo dos
horas (para ligaciones sencillas) o toda la noche (para ligaciones complejas) a

16°C.

3.6. TRANSFORMACION DE BACTERIAS COMPETENTES

Tanto el producto de ligacién como otro ADN plasmidico susceptible de
amplificacién pueden ser sometidos a transformacién de bacterias. La finalidad
de este proceso fue generar unas bacterias resistentes a ampicilina que llevasen
incorporado nuestro pldsmido de interés mediante un shock térmico. Las
bacterias utilizadas para este proceso fue la cepa DH5-a de Escherichia coli, las
cuales fueron generadas por el Servicio de Lavado y Esterilizacién del Centro de
Investigacién del Céncer. Estas bacterias son capaces de formar hasta 5-10’
colonias por pug de pldsmido transformado. Ademas, carecen de los sistemas de
recombinacion tipicos de bacterias, lo que permite que repliquen fielmente el
plasmido incorporado. Dependiendo de la dificultad de la ligacién o de la
concentraciéon del ADN plasmidico que se quiera amplificar, se utilizaron 50 pl
de estas bacterias con 2,4 pl de la solucién plasmidica (re-transformaciones de
un ADN plasmidico ya generado o ligaciones faciles) o 100 pl de estas bacterias
con 4,5 pl de la solucién plasmidica (ligaciones dificiles). Esta mezcla se incubo
durante 30 minutos en hielo antes de darles un shock térmico en un bafio a 42°C

(Grant Boekel) durante 47 segundos. Tras esto permanecieron dos minutos a
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4°C para luego sembrarlas en placas de 10 cm? de LB (Luria-Bertani) con 2%
agar (m/v) y 100 ng/ml de ampicilina generadas por el Servicio de Lavado y
Esterilizacion del Centro de Investigacién del Cancer.

Durante los 30 minutos de incubacién de las bacterias competentes con
los plasmidos a incorporar, se afiadié a las placas de LB-agar una fina capa
de LB-agar sin antibiético al 1,5% fundido. Esto permitié a las bacterias que
habian incorporado el plasmido darles el suficiente tiempo para empezar a
producir la B-lactamasa presente en los vectores. Esta enzima es capaz de
romper el antibidtico y, por tanto, solo las bacterias que hayan incorporado
el plasmido fueron capaces de formar colonias. Las placas se incubaron en

una estufa a 37°C (Memmert) durante toda la noche.

3.7. GENERACION DE DNA PLASMIDICO

Para poder obtener suficiente ADN plasmidico para luego poder
transfectar las diferentes construcciones en los experimentos, se necesité
crecer las bacterias en grandes cantidades con previa comprobacién que
tanto el peso molecular como la secuencia de los insertos incorporados en

los vectores transformados fuese el correcto.

3.7.1. MINIPREPRACIONES

Se procedié a inocular colonias en tubos de vidrio con 5 ml de LB
liquido suplementado con 100 pg/ml de ampicilina (preparada en agua
MiliQ y posteriormente filtrada, Sigma-Aldrich). Mientras que en re-
transformaciones y digestiones sencillas se inocularon 4 colonias, para
construcciones mas complejas se inocularon hasta 8 colonias. Los tubos de
vidrio estériles cuyo tapén permitia algo de aireacién se incubaron durante

toda la noche en agitacién a 220 rpm a 37°C.
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Al dia siguiente (20-23 horas), se centrifugaron las colonias durante 7-8
minutos a 16.100 rcf para formar un pellet bacteriano y luego aspirar el
sobrenadante. Este proceso se repitid6 hasta tres veces para conseguir un
volumen bacteriano considerable. Estos pellets bacterianos fueron procesados
con el kit QlAprep Spin Miniprep Kit ® (Qiagen) siguiendo las instrucciones de
fabricacién. Tras obtener un eluido de ADN plasmidico con 30 ul de TE-1X, las
muestras fueron medidas con el equipo NanoDrop2000® (Thermo-Fisher) que
se encuentra en el Servicio de Gendémica y Protedmica del Centro de

Investigacion del Cancer.

3.7.1. DIGESTION DIAGNOSTICA

Se procedié a digerir la mini-preparacién obtenida previamente con las
mismas enzimas de restriccion que se utilizaron a la hora de clonar el inserto en
el vector. Esto garantizé que los sitios de corte se mantuvieron intactos tras la
ligacidn sin alterar la secuencia o el orden de lectura. La digestion se realizd
como se ha explicado previamente (véase apartado 3.4. Digestion con enzimas
de restriccion). Una vez digeridas las mini-preparaciones se procesaron en un
gel de agarosa al 1% (véase apartado 3.2.3. Procesamiento del producto de

PCR).

3.7.2. SECUENCIACION

Se generarad una mezcla de unos 300 ng de la muestra a secuenciar, junto
con 25 nmoles de los oligonucledtidos necesarios para secuenciar la regién
problema, esta mezcla se completd hasta 10 pl con H2O MiliQ. Tras un suave
pipeteo y un pequefio spin, estas muestras fueron transferidas al servicio
General de Secuenciacion de la Universidad de Salamanca, donde fueron
procesadas por el equipo 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystem, Hitachi).

El andlisis posterior de homologia de secuencias se realiz6 tanto con el
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programa SnapGene Viewer (GSL Biotech, disponible en snapgene.com)

como con la herramienta online BLASTn del NCBI.

3.7.3. MIDIPREPARACIONES Y MAXIPREPARACIONES

Una vez las mini-preparaciones fueron validadas por completo, se
realizé el indculo de medio mililitro de las mini-preparaciones en 100 ml
(para midi-preparaciones o “midipreps”) o en 400 ml (para maxi-
preparaciones o “maxipreps”) de LB liquido suplementado con 100 png/ml
de ampicilina. Se incubaron a 37°C en agitacién a 220 rpm durante toda la
noche.

Al dia siguiente fueron procesadas con sus respectivos kits (ambos
Qiagen) Qiagen Plasmid Midi Kit ® y Qiagen Plasmid Maxi Kit ®. Se
eluyeron en 56 pl (en el caso de las midipreps) o en 360 pl (en el caso de las

maxipreps) y se validaron al igual que se ha explicado anteriormente.

4. TRANSFECCION DE CELULAS

Tanto los ensayos de sobreexpresiéon, como los ensayos de co-
inmunoprecipitaciéon realizados en esta tesis doctoral partieron de una
transfeccién basada en lipidos. En este caso, se usé el reactivo JetPEl
(Polyplus). Este reactivo forma liposomas que engloban los vectores de ADN
y penetran en la célula. Mas tarde se incorporaran al nicleo y se traduciran
los transgenes de interés. 24 horas antes de la transfeccién se sembraron
las células en el formato adecuado para cada experimento. La densidad
optima para realizar la transfeccién es de un 75%. Unas dos horas antes de
la transfeccion se sustituyd el medio por DMEM fresco para ayudar al
crecimiento activo celular, debido a que la transfeccién implica cierto grado

de toxicidad.
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El medio en el que se preparé el medio transfectante con JetPEl, al igual
que el medio en el que se incorporaron los plasmidos a transfectar fue un medio
150 uM de NaCl (generado a partir de H:O libre de endotoxinas y NaCl 5M,
ambos reactivos de Sigma-Aldrich).

Por un lado, se generd un tubo con la mezcla de los plasmidos a transfectar.
Por otro lado, se generd otro tubo con el JetPEl. Este dltimo se incorporé al
primero con una ratio 1:1. Tras homogeneizarlo pipeteando suavemente, se
dejo incubar durante 40 minutos. Después se incorporé a las células de cada
pocillo gota a gota.

Las cantidades (ug) de ADN transfectado dependieron del formato de la
placa. Siempre se cumplié que la ratio JetPEI:ADN fue de 3:1. En los diferentes
experimentos realizados en esta tesis las cantidades fueron las siguientes: en las
placas multipocillo de 6 se transfectaron 5 ug de ADN con 15 pg de JetPEl en
un volumen final de 250 pl y en las pé0 se transfectaron 10 pg de ADN con 30
ug de JetPEl en un volumen final de 500 pl.

Se cambid el medio unas 18 horas después de la transfecciéon con el fin de
reducir la posible toxicidad generada por la transfeccion. La lisis se efectud a las
36 horas post-infeccién coincidiendo con el pico de expresidn de los diferentes

plasmidos en el sistema de p8/p12.

5. LISIS CELULAR

En esta tesis se han usado dos métodos diferentes de lisis: la lisis en NP40
(Igepal, Sigma-Aldrich) y la lisis en SB2X (Sample Buffer 2x). La lisis en NP40 no
rompe membranas celulares ni interacciones proteina-proteina, por lo que todos
los experimentos de co-inmunoprecipitacion se realizaron con este método.

Por otro lado, tanto las sobreexpresiones como los ensayos de LC3, asi

como para el resto de los experimentos cuya finalidad no fue estudiar la
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interaccioén entre proteinas, se realizd la lisis en SB2X. Este detergente es

mas agresivo y rompe también las membranas nucleares.

La composicion del SB2X es la siguiente:
- 100 mM Tris-HCl pH 6.8
4% de SDS (v/v)

- 20% de glicerol (v/v)

Enrasado con agua MiliQ.

La composiciéon del buffer preparado con NP40 es la siguiente:
- 50 mM Tris-HCl pH 7.5

- 150 mM NaCl

- 5mMEDTA

- 1% de NP40(v/v)

- Enrasado con agua MiliQ.

Ambos buffers de lisis fueron suplementados con los siguientes
inhibidores de proteasas: fluoruro de fenilmetilsulfonilo PMSF (10 pg/ml,
Roche) y coctel de inhibidores de proteasas PIC (1%, v/v, Sigma-Aldrich).

El proceso de lisis celular se realizé siempre en frio con el fin de evitar
la degradacién proteica. Mientras que las HEK-293T se despegaron de la
placa mediante pipeteo repetido sobre esta, el resto de las células (MEFs y
HCTs) se despegaron mediante el uso de un raspador o “scraper”. Tras un
lavado de la placa con PBS-1X Na*/K*, se transfirié todo a un tubo cénico
de 15 ml (Falcon) previamente enterrado en hielo que se sometié a una
centrifugacion de 700 rcf durante 5 minutos a 4°C en una centrifuga
Eppendorf. Se aspir6 el sobrenadante, se volvieron a lavar con 1ml de PBS-

1X Na*/K* y se transfirieron a un eppendorf de 1,5 ml. Estos eppendorf se
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volvieron a centrifugar en una microcentrifuga Eppendorf a 500 rcf durante 5
minutos a 4°C. Después de esta centrifugacion se aspird el sobrenadante y se

anadié el correspondiente buffer de lisis al pellet celular

5.1. LISIS EN SB2X

El SB2X en contacto con las proteinas forma una solucién viscosa dificil de
disgregar por ello se utilizaron puntas amarillas cortadas que facilitasen su
disgregacion. Tras esto, se aplicd un vigoroso vértex a maxima agitacién y se
incubaron en un bloque a 100°C (Grant Boekel) durante 15 minutos. Después se
centrifugaron a 16.100 rcf durante 5 minutos y se transfirié cada muestra a un
tubo nuevo con el fin de eliminar cualquier residuo que hubiese formado pellet

en esta Ultima centrifugacion.

5.2. LISIS EN NP40

Tras anadir el buffer de lisis, se homogeneizé una primera vez con puntas
amarillas sin cortar. Este proceso ha de ser rdpido con el fin de que estén el
menor tiempo posible fuera del hielo. Una vez homogeneizadas, se mantuvieron
en hielo durante 30 minutos, ejerciendo un vértex medio cada 5-7 minutos.

Una vez transcurrido este tiempo, se centrifugaron en una centrifuga
Eppendorf a 16.100 rcf durante 5 minutos a 4°C. Tras esto, se transfirieron a

nuevos tubos (véase apartado 7. Co-inmunoprecipitaciones).

5.3. CUANTIFICACION DE PROTEINAS

Se utilizé el kit DC Protein Assay (BioRad) para la cuantificacion de proteinas.
Este determina la concentracién total de estas mediante el método de Lowry,
una técnica bioquimica que, por colorimetria, mide la reaccién de residuos
aromaticos presentes en las proteinas con una solucién alcalina de tartrato de

cobre y el reactivo de Folin.
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El producto resultante es un color azulado cuya intensidad correlaciona
con la cantidad de proteina presente en la muestra. La concentracién total
de proteina se extrapolé a partir de la realizacién de una curva patrén con
BSA (Pierce), vélida en el intervalo de concentraciones de 0 a 1.8 ug/l,
previa dilucién de los extractos proteicos con diluciones 1:6 en agua MiliQ.
Se realizaron cuadruplicados de cada muestra para minimizar errores
experimentales. Todas las mediciones se realizaron en placas de 96 pocillos
(Falcon), cuya deteccidén se procesé en un espectrofotbmetro Ultra

Evolution (Tecan) ligado al software XFluor, a 690 nm.

6. WESTERN BLOT

6.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Una vez obtenido el resultado de la medicién de proteinas, se calculd
la cantidad de proteina necesaria para generar las muestras (la cantidad de
microgramos que necesitaremos para cada muestra dependerd de los
detalles experimentales de cada ensayo). Las muestras se prepararon con el
buffer de carga RSB2X (100 mM Tris-HCI pH 6.8, 4% de SDS (m/v), 10% de
B-mercaptoetanol (v/v, Sigma-Aldrich), 0.2% de azul de bromofenol (Sigma-
Aldrich) y 20% de glicerol (v/v)) y se completé el volumen cuando fue
necesario con buffer de lisis.

Las muestras preparadas se incubaron durante 10 minutos en un bloque
a 100°C para después centrifugarlas a temperatura ambiente a 16.100

durante 5 minutos antes de cargarlas en los geles de acrilamida.

6.2. ELECTROFORESIS SDS-PAGE

Las muestras se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida

con SDS (electroforesis SDS-PAGE). Los geles se generaron empleando una
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mezcla comercial de 30% acrilamida/bisacrilamida (37:5:1 (2.7% de agente
entrecruzador, BioRad) y dos soluciones Tris: una para el gel de resolucién
o Lower y otra para el gel de empaquetamiento o Upper. Ambas fueron
generadas en el Servicio de Lavado y Esterilizacién del Centro de Investigacién

del Céncer.

Los componentes del Lower-Tris fueron:
- 0.375 mM de Tris-HCl pH 8.8
- 3.5mM SDS
- Agua MiliQ

Los componentes del Upper-Tris fueron:
- 0.125 mM de Tris-HCl pH 6.8
- 3.5mM de SDS
- Agua MiliQ.

Primero se polimerizé el gel de resolucién utilizando APS al 0.1% (m/v,
Sigma-Aldrich) y TEMED al 0.1% (v/v, Sigma-Aldrich). El porcentaje de
poliacrilamida del gel de resolucién se selecciond segin las condiciones del
experimento, asi como del tamano de las proteinas problema: En general, este
oscilé entre los experimentos desde un 7% hasta un 14%. Al afiadir el gel de
resolucién, se recubrié con H:O MiliQ para aislarlo del oxigeno y permitir la
polimerizaciéon. Transcurridos 40 minutos, se polimerizé de igual manera el gel
empaquetador, el cual se mantuvo en un porcentaje constante del 5% de
poliacrilamida en todos los experimentos.

Una vez polimerizados los geles, se dispusieron en el sistema Mini-
PROTEAN |l (BioRad). Se cargaron los extractos proteicos previamente

preparados, en paralelo con un marcador de peso molecular de proteinas
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(Precision Plus Protein™ Dual Color Standards, BioRad). La electroforesis se
efectud a 90 voltios en voltaje constante durante 2 horas. El buffer utilizado para
rellenar la cubeta se generé con 25 mM Tris, 200 mM glicina y 0.05% SDS
(m/v) en agua MiliQ, generado en forma de solucién stock 10X por el
Servicio de Lavado y Esterilizaciéon del Centro de Investigacién del Cancer.
Se diluyeron 100 ml de este reactivo en 900 ml de agua MiliQ con el fin de

obtener el buffer de correr o “Running buffer” a concentracion 1X.

6.3. TRANSFERENCIA HUMEDA

Los geles posteriormente se transfirieron a una membrana de PVDF
(Immobilon, Millipore) usando el sistema Mini-Trans Blot® (BioRad). Los
geles, una vez el frente habia avanzado lo suficiente como para separar
correctamente las proteinas, se lavaron en buffer de transferencia frio
durante 20 minutos para eliminar el SDS remanente. Durante estos 20

minutos se procedié a la activacién de la membrana:

- 5 minutos en metanol.

5 minutos lavada en agua MiliQ.

- 10 minutos en buffer de transferencia.

El buffer de transferencia fue generado como una solucién stock 10x
por el Servicio de Lavado y Esterilizacién del Centro de Investigacién del
Céncer y contenia 25 mM Tris, 192 mM glicina y 20% metanol (v/v) en agua
MiliQ. Se diluyeron 100 ml de este reactivo en 900 ml de agua MiliQ con el
fin de obtener el buffer de transferencia o ” Transfer buffer” a concentracion
1X.

La transferencia se efectud a voltaje constante (100 V) durante dos horas

en una camara fria con una temperatura de 4°C. Ademas, a la cubeta de
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transferencia se le affiadié un imén o mosca. El ambiente frio y la agitacién
favorecieron la disipacion del calor generado, contraproducente en las

transferencias.

6.4. BLOQUEO Y ANTICUERPOS

6.4.1. BLOQUEO

Una vez transferido el gel a la membrana, esta se colocé en cubetas con una
disolucion de leche (Nestlé) al 10% (m/v) en TBS-T. Este fue preparado a partir
de TBS (5 mM Tris-HCI pH 8.8, 50 mM NaCl y 2.5 mM KCI en agua MiliQ) y
Tween20 0.05% (v/v, Sigma-Aldrich). EI TBS fue preparado como solucién stock
20X por el Servicio de Lavado y Esterilizacién del Centro de Investigacion del
Céncer). Las cubetas fueron sometidas a agitacién constante durante 1 hora con
el fin de bloquear sitios inespecificos. Tras esto, fueron lavadas entre 3y 5 veces

durante 30-40 minutos con TBS-T frio también en agitacion constante.

6.4.2. ANTICUERPOS PRIMARIOS

Una vez lavado el bloqueo, se cambiaron a una cubeta limpia con el fin de
evitar al maximo posible la presencia de leche en los anticuerpos primarios. En
las cubetas se dispusieron los anticuerpos primarios necesarios para el
experimento. Estos fueron disueltos con la dilucién pertinente en una solucién
que llevaba 2% BSA (Sigma-Aldrich) y 0.1% de azida sédica NaN3 (m/v, Sigma-
Aldrich), en TBS-T. Las cubetas fueron tapadas y llevadas a la cdmara fria donde
se mantuvieron en agitaciéon constante (50 rpm) durante toda la noche. En
algunos casos, se mantuvieron durante 1 hora a temperatura ambiente en
agitacion. En el Anexo I: Anticuerpos primarios, se organizan todos los que se

han utilizado en esta tesis.
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6.4.3. ANTICUERPOS SECUNDARIOS

Una vez terminado el tiempo de incubaciéon del anticuerpo primario, se
recuperd éste en un tubo cénico de 50 ml (Falcon) para el almacenamiento
de largo recorrido y futuros usos. Las membranas se lavaron 3 veces durante
30 minutos antes de afadir el anticuerpo secundario. Este fue preparado en
una disolucién de leche al 5% en TBS-T. En el Anexo II: Anticuerpos

secundarios, se organizan todos los que se han utilizado en esta tesis.

6.5. REVELADO

El revelado de las membranas se realizd por métodos
quimioluminiscentes, ya que los anticuerpos secundarios utilizados se
encontraban conjugados con la peroxidasa HRP. Los reactivos empleados
fueron tanto el ECL (GE Healthcare) como el ECL-Clarity (BioRad) en funcién
de la sefnal esperada. En un primer momento, se visualizaron en una
reveladora automatica AGFA 1890 Classics E.O.S., mediante el uso de
peliculas SuperRX (Fuji Medical X-Ray Film, Fuijifilm). Estas se escanearon a
600 dpi y se seleccionaron las bandas relevantes que se incluyeron en las
figuras correspondientes. Mas tarde se sustituyd la cdmara oscura por el
revelado electrénico que se realizé con un revelador Amersham (Amersham
Imager 680). Los Western-Blot realizados en este trabajo son

representativos de al menos tres repeticiones.

7. CO-INMUNOPRECIPITACIONES (colPs)

7.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Se sembraron células HEK-293T (1.2:10%) o HCT116 (1.5-10%) (véase
apartado 1.4. Siembra de células en placa). A las 24 horas se transfectaron

con el lipido JetPEl y las construcciones correspondientes (véase apartado
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4. Transfeccion de células). 36 horas post-transfeccion se pusieron las placas en
hielo para proceder a su lisis con NP40 1% (véase apartado 5.2. Lisis en NP40).
Para las co-inmunoprecipitaciones normalmente utilizamos 180 ul de volumen
de lisis por punto.

Una vez lisadas, se recogid el sobrenadante y se separé en dos tubos

diferentes:

= 30 pl en lo que se denomind lisado total (TL en las figuras en Resultados)
que funcioné como control de transfeccion de los distintos plasmidos

= 150 pl que se diluyeron con cuatro volimenes de buffer sin detergente
con el fin de bajar el porcentaje de este en el buffer de lisis del 1% al

0,2%.

7.2. PRE-LAVADO

Una vez las muestras estan diluidas al 0,2% de NP40, estas se sometieron a
una matriz de proteina G-sefarosa (GE Healthcare) durante 1 hora para poder
eliminar interacciones inespecificas que se pudiesen producir entre las proteinas
y la matriz de sefarosa. Esta matriz fue previamente bloqueada el dia anterior a
la co-inmunoprecipitaciéon con BSA al 2% en buffer de colP. Tanto el bloqueo
de esta matriz como todos los pasos posteriores de lavado se realizaron con un
“buffer de IP". Este buffer se realizé como un buffer de lisis con cinco veces

menos detergente (0,2%).

7.3. CO-INMUNOPRECIPITACION Y LAVADOS

Tras haberse lavado las muestras en la matriz de proteina G, se
centrifugaron los eppendorf con el fin de formar un pellet con la matriz de

proteina G, recuperando el sobrenadante y transfiriéndolo a otros eppendorf
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que contenian una matriz de GSH. Esta matriz también fue bloqueada el dia
anterior con BSA al 2% en buffer de IP.

El tiempo que estuvo incubando la muestra en esta matriz de GSH varié
entre 1y 4 horas, siendo lo mas habitual 1 hora. Esta matriz fusionada con
GSH posee gran afinidad por el tag GST. Esto permitié una fuerte
interaccion con las proteinas que contuvieran GST (precipitacién) asi como
todas las proteinas unidas a las contenedoras de GST (co-
inmunoprecipitacién). Tanto esta incubacién con la matriz de GSH, como el
pre-lavado (véase apartado 7.2. Pre-lavado) se realizaron en la cdmara fria
(4°C) en una noria (Stuart SB3 Rotator) con rotacién constante a 20 rpm.

Una vez terminada la incubacién con la matriz de GSH, se procedié a
lavar las muestras. Este paso es bastante variable; ya que el nimero de
lavados varia entre 2 y 5 veces; el tiempo de lavado varia entre 10, 20
segundos o 1 minuto; el buffer utilizado varia también (de manera habitual
se ha utilizado el buffer de IP (NP40 al 0,2%) aunque algunas colPs en este
trabajo se han realizado lavando con buffer de lisis (NP40 al 1%)).

Tras lavar, se centrifugd la matriz por Ultima vez y se aspird el
sobrenadante. Se afadieron 25 pl de RSB2X y se incubaron durante 10
minutos en un bloque a 100°C. Tras esto, se centrifugaron a 16.100 rcf
durante 5 minutos y se cargé el sobrenadante en un gel de acrilamida (véase

apartado 6. Western-Blot).

7.4. CO-INMUNOPRECIPITACIONES CON ANTICUERPO

Existe una alternativa metodoldégicamente casi idéntica: en lugar de
capturar proteinas tagueadas con GST con una matriz de agarosa fusionada
a GSH, se capturd la proteina utilizando un anticuerpo especifico, cuyas
cadenas pesadas y ligeras seran reconocidas por una matriz de agarosa con

proteina G.
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En esta variante, tras el pre-lavado, se incubaron las muestras durante 2-4
horas con el anticuerpo pertinente. Después, esta soluciéon de someterd a una
matriz de proteina G. Esta matriz de proteina G, reconocera las cadenas pesadas
y ligeras del anticuerpo y por tanto serd capaces de unir fuertemente tanto el
anticuerpo, como la proteina que reconoce, como los potenciales interactores
de esa proteina.

A partir de aqui, se procedié igual que con el resto de protocolo de lavados
y desnaturalizacién previamente citado. Los anticuerpos usados aparecen en el

Anexo lI: Anticuerpos primarios.

8. INMUNOFLUORESCENCIAS

Para los experimentos de inmunofluorescencia, se sembraron placas segin
se describié previamente (véase apartado 1.2. Siembra de células en placa). En
el caso de las inmunofluorescencias destinadas a observar la co-localizaciéon de
S. pyogenes, este protocolo se fusiond con el descrito en el apartado 9.
Infeccién de células de mamifero con S. pyogenes. Por lo tanto, dichas

inmunofluorescencias fueron sembradas en DMEM sin antibidtico.

8.1. PREPARACION DE CELULAS

El proceso de siembra se desarrollé en placas de multipocillo de 24, donde
se colocaron cubreobjetos de 10 mm de didmetro (Thermo Scientific). El proceso
de adhesién de las células al vidrio de los cubreobjetos se facilité mediante la
previa incubacién de estos con 50 pl de poli-L-lisina 0,01% (Sigma-Aldrich)
durante 30 minutos. Esto ocurre gracias a que la membrana plasmatica cargada
negativamente interactia con la poli-L-lisina, poliaminoacido cargado
positivamente. Tras esta incubacién, los cubres fueron lavados dos veces con

PBS-1X Na*/K* frio y una vez con H.O MiliQ fria.
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8.2. INMUNOFLUORESCENCIA

Una vez finalizado el experimento o tratamiento concreto, se aspiré el
medio de los pocillos y se procedié a lavar dos veces con PBS-1X Na*/K".
Tras esto se produjo la fijacion de las células con el fin de mantener mas o
menos intactas las estructuras subcelulares. Para esto se incubaron los
cubres con paraformaldehido al 4% en PBS-1X Na*/K* (m/v, Sigma-Aldrich)
durante 12 minutos. El paraformaldehido o PFA es un polimero que
funciona como agente fijador que ademés preserva las estructuras
subcelulares. Posteriormente se lavé el PFA dos veces con PBS-1X Na*/K*
frio.

Dado que las células estan transducidas con proteinas con etiquetas
fluorescentes como GFP (“green fluorescent protein”) o mRFP (“monomeric
red fluorescent protein”), no fue necesario el uso de anticuerpos, por lo que
tras lavar dos veces con PBS-1X Na*/K* frio, se tind el nicleo mediante la
incubacién de una soluciéon de DAPI 0,1 pg/ml (Sigma-Aldrich) en PBS-1X
Na*/K*. Se repiti6 el proceso de lavado una dltima vez antes de montar los
cubreobjetos sobre los portas. Este proceso de montaje se realizd
colocando 4 pl de la resina PROLONG GOLD (Invitrogen) en portaobjetos
(LineaLab) sobre los que se colocaron los cubreobjetos boca abajo.

Todo este proceso de principio a fin se realizé en atmdsfera oscura y

hiumeda. Finalmente se sellaron con laca de unas.

8.3. VISUALIZACION POR MICROSCOPIA CONFOCAL

Las muestras se analizaron en un microscopio confocal Leica (Servicio
de Microscopia del Centro de Investigacion del Cancer), utilizando los
laseres de excitacién 405 (azul), 488 (verde), 561 (rojo) y/o 633 (rojo lejano).
Las ventanas de emisién se establecieron en valores suficientemente

distantes para eliminar la posible existencia de superposiciones entre
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canales. Las imagenes se visualizaron tanto con el objetivo 63x como con el
objetivo 100x, ambos con el uso de aceite especifico para microscopia.

Los andlisis se realizaron con Fiji (Rasband W., National Institute of Health,
Bethesda, Maryland, USA), programa de acceso libre que se encuentra
disponible en linea. Para el analisis de las co-localizaciones se empled la
extensién JaCOP perteneciente al software de ImageJ. Esta extension, analiza
la co-localizacion entre dos colores mediante el establecimiento de un umbral a
partir del cual, calcula el coeficiente de Manders. Este valor varia entre O (no hay
co-localizaciéon) y 1 (co-localizacién completa). Este coeficiente se calculé para
estudiar cuanta sefial del primer canal solapaba con el segundo y viceversa.

El tratamiento estadistico de los datos se efectué segun lo descrito en el

apartado 10. Analisis estadistico de los datos.

9. INFECCION DE CELULAS DE MAMIFERO POR S.
PYOGENES

Para los experimentos de infecciéon se utilizé la bacteria Streptococcus
pyogenes, asi como su versiéon que expresa GFP. Ambas cepas presentan
resistencia a espectinomicina y fueron donadas por Michael Wessels (Harvard).

Esta bacteria crece en el medio de cultivo Todd Hewitt Broth (THB,
Condalab) por lo que se generaron tanto placas THB-agar al 2% como THB en
formato liquido. Ambas fueron complementadas con un 0,2% de extracto de
levadura (Condalab) con el fin de enriquecer el medio y facilitar el crecimiento
de la bacteria. En los casos en los que estas placas fueron utilizadas con
antibidtico, este se afiadié a una concentraciéon de 100 pg/ml.

El medio THB, en ambos casos fue preparado por el Servicio y Lavado y
Esterilizaciéon del Centro de Investigacion del Cancer. Este fue preparado

mediante la disolucién de 30 gramos de este en agua MiliQ.
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9.1. PREPARACION DE CELULAS EUCARIOTAS

Justo 24 horas antes del experimento en cuestién, se sembraron las
células relevantes en el formato de placa deseado: para los experimentos
de citometria de flujo e inmunofluorescencias se emplearon placas de
multipocillo de 24 (véase apartados 8. Inmunofluorescenciasy apartado 9.4.
Medicién de la infeccién bacteriana por citometria de flujo). Todos los
experimentos de infecciéon bacteriana fueron realizados en MEFs. Estos
fueron sembrados en DMEM completo sin antibiéticos a una densidad de
1,4-10° para placa multipocillo de 6 o de 3,3:10* para placa de multipocillo
de 24. Las células se incubaron como se describié previamente (véase
apartado 1.2. Condiciones de cultivo)

Para asegurar la ausencia total de antibiético en las células destinadas
a los experimentos de infeccién, empleamos DMEM completo sin

antibidtico desde el paso de la neutralizacién de la tripsina.

9.2. CRECIMIENTO BACTERIANO

Entre dos o tres dias antes (nunca menos) se extiende la bacteria
congelada en stocks con glicerol con asas de siembra en placas de THB-
agar + espectinomicina 100 pg/ml. La placa se incubé durante al menos 48
horas en la estufa a 37°C (Memmert).

Para los experimentos de infeccion se usaron dos modalidades de
crecimiento bacteriano: crecimiento en agitacion (“shaking”) o crecimiento
en estatico (“static”).

Para el crecimiento en agitacién: el dia anterior por la tarde se
inocularon las maximas colonias posibles en 5 ml del THB liquido en
matraces de 25 ml con el fin de obtener cultivos saturados a la mafiana
siguiente. Estos matraces se incubaron en un bano de agua (Infors AG CH-

4103 Bottmingen) con agitacion constante 220 rpm a 37°C. Al dia siguiente
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se midi6 la densidad éptica a 600nm, la cual se encontraba en el entorno de 1,2.
Se transfirié parte del cultivo con el fin de crecer un segundo maxi-cultivo en
dilucién 1:100. Este maxi-cultivo se incubd también en un bano de agua (Infors
AG CH-4103 Bottmingen) con agitacién constante 220 rpm a 37°C durante 7-8
horas hasta llegar a |la densidad 6ptica requerida (0,85 OD¢oo).

Para el crecimiento en estatico, el dia anterior por la tarde se inocularon
tubos coénicos de 15 ml (Falcon) con 14 ml de THB previamente caliente. Los
tubos se sellaron con Parafilm y se incubaron inclinados toda la noche a 37°C. A
la manana siguiente se invirtieron varias veces los tubos con el fin de
homogeneizar el pellet bacteriano formado. Una vez hecho esto, se midié su
densidad éptica a 600 nm (ODeoo). Las colonias elegidas fueron aquellas que
presentaron una densidad optica de 0,85. En este caso no es necesario la
realizacion de un cultivo intermedio. Con el fin de obtener una relacién entre la
densidad optica a 600 nm y el nimero de bacterias, se realizé una titulacién
bacteriana en la que se calculé que en una densidad 6ptica de 0,85 hay 8-108
bacterias.

Una vez se alcanzé la densidad optica deseada, se dispusieron varios
eppendorf con 1 ml del medio con bacterias y se centrifugaron a 9000 rpm
durante 5 minutos. Se aspird el sobrenadante y se lavé con 1 ml de PBS-1X
Na*/K*. Se pipeted suavemente para disgregar el pellet bacteriano en el PBS y
se repitié el proceso con el fin de eliminar cualquier resto del THB. Tras esto, se

anadié 1 ml de DMEM sin antibidtico.

9.3. INFECCION CELULAR.

Se realizé el contaje de cada estirpe celular involucrada en el experimento
en curso (véase apartado 1.4. Siembra de células en placa) con el fin de poder

calcular correctamente la multiplicidad de infeccién (MOI, de sus siglas en inglés
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“multiplicity of infection”). El valor de la MOl indica el niUmero de bacterias
que se infectaron por cada célula eucariota.
Se aplico la siguiente férmula con el fin de calcular el volumen necesario

de bacterias requerido para cada experimento:

<(n0mero de puntos+1)-X (MOD-Y (nimero de células por pocillo)) .

8-10®

Tras generar el medio de infeccién, se eliminé el medio de los pocillos
sujetos a infeccion. El tubo se invirtié cada 4-5 pocillos con el fin de infectar
de manera homogénea todos los pocillos. Una vez repartido el medio
infectivo, las placas multipocillo se sometieron a una centrifugacion de 7
minutos a 500 rcf eliminando el freno de aceleracién y deceleracién con el
fin de facilitar el proceso infectivo. Esta centrifugacién se realizd en una
centrifuga Eppendorf.

Después fueron incubadas durante 45 minutos en un incubador de
células a 37°C con 5% de CO.. Una vez transcurrido este tiempo, se
realizardn dos lavados con DMEM sin antibidtico. Luego se incubaron
durante 1 hora con DMEM sin antibiético suplementado con gentamicina a
una concentracion de 100 ug/ml. Esta incubacién mata todas las bacterias
extracelulares que no hayan sido capaces de entrar en la célula.

Al final de esta incubacién se le denominé tiempo O (t=0) para todos
los experimentos desarrollados en esta tesis. En este punto, se procesaron
las condiciones control (células no infectadas) y t=0.

En los siguientes puntos temporales, se volvié a lavar dos veces con
DMEM sin antibiotico para eliminar el exceso de gentamicina. Cada tiempo
concreto fue incubado con DMEM sin antibidticos suplementado con
gentamicina a una concentracién de 10 pg/ml. Esta incubacion evita la

reinfeccion entre las células, asi como el traspaso de bacterias entre unas
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células y otras. Los distintos puntos temporales fueron procesados dependiendo

de la naturaleza del experimento en el momento oportuno.

9.4. MEDICION DE LA INFECCION BACTERIANA POR
CITOMETRIA DE FLUJO

Para los experimentos de citometria de flujo, las células fueron sembradas
en placas multipocillo de 24. El procesamiento comenzé eliminando el medio a
cada tiempo oportuno. Se realizé un lavado de PBS-1X Na*/K* antes de anadir
250 pl de tripsina. Esta se incubd durante 5-7 minutos a 37°C. Esta tripsina se
neutralizé con 800 ul de DMEM sin antibidtico y la mezcla se transfirié a un
eppendorf de 1,5 ml. Se sometieron las muestras a una centrifugacién a 1.500
rcf durante 5 minutos, tras la cual se afnadieron 200 ul de PBS. Una vez
homogeneizados los pellets en estos 200 pl, se afiadieron otros 200 ul de PFA
al 4% para fijar las células. Las muestras se incubaron durante 12 minutos en
oscuridad. Se centrifugaron las muestras a 1.500 rcf durante 5 minutos.
Transcurrido este tiempo, se eliminé el sobrenadante y se resuspendié en un
volumen de PBS-1X Na*/K* que dependié del volumen celular observado tras la
centrifugaciéon. Estas muestras se conservaron en la nevera a 4°C (no mas de 24
horas).

El procesamiento se realizd6 con un citémetro Becton Dickinson. Las
condiciones fueron ajustadas para que la velocidad de flujo fuese rapida. En
cuanto al nimero de eventos, a pesar de que fue variando a lo largo de los
experimentos, la mayoria fueron realizados a 20.000 eventos. Dado que los
porcentajes de infecciéon en MEFs eran bastante bajos, las muestras se pasaron
en modalidad lineal, ya que se creyé mas conveniente para poder ver cambios
sutiles. El analisis posterior se realiz6 mediante el software FlowJo que se
encontraba disponible y de distribucion limitada. Se analizaron los siguientes

parametros: porcentaje de células vivas, porcentaje de células positivas y media
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de fluorescencia de células vivas. Ademads, las células positivas se
subdividieron a su vez en cuatro ventanas que recogian los diferentes
grados de infeccién (low, médium, high y over 250) que fueron segregados
a nuestra discrecién. El anélisis estadistico de los datos se realizé acorde a

lo descrito en el apartado 10. Anélisis estadistico de los datos.

10.ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Los anélisis estadisticos se realizaron mediante el Software GraphPad
Prism versién 8 para MacOS (GraphPad Software, La Jolla California, USA)
de distribucion limitada.

En las graficas de box-plot, la linea central representa la mediana. La
parte inferior de la caja simboliza el percentil 25 mientras que la parte
superior el 75. Los bigotes sefialan los valores minimo y méaximo.

Para las graficas de cinéticas de infeccidn, se representd la media de los
triplicados de cada condiciéon experimental, asi como su desviacién
estandar.

El estadistico utilizado en todos los andlisis fue el t-test de muestras
pareadas. Dado que el nivel de significacion se fij6 en 5%, los valores de
referencia son los siguientes: n.s. indica un p-valor>0,05; * indica un p-
valor<0,05; ** indica un p-valor<0,01; *** indica un p-valor<0,001; ****

indica un p-valor<0,0001.
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OBJETIVOS



128



1. Estudio de potenciales interactores especificos del dominio WD de

ATG16L1 que contienen un motivo previamente identificado en TMEM59.

2. Estudio de las funciones autofdgicas no candnicas de TMEM59 y

caracterizacién del mecanismo por el cuél es capaz de lipidar LC3-II.

3. Analisis del posible papel de TMEM59 en xenofagia frente a la infeccién

por S. pyogenes.
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RESULTADOS
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CAPITULO 1. ANALISIS DE
POTENCIALES INTERACTORES DEL
DOMINIO WD DE ATG16L1
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1. SELECCION DE MOLECULAS CANDIDATAS: LOS
RECEPTORES DE INTERLEUQUINAS

Como se explicé previamente en la Introducciéon (véase 3. Autofagia no
canodnica), la obtencidn de la versién refinada del motivo de interaccidon con el
dominio WD permitié realizar comparaciones bioinformaticas productivas contra
el banco de secuencias de moléculas transmembrana. En estos ensayos se
identifico una amplia coleccién de receptores de interleuquinas cuyo dominio
intracelular presentaba alguna versiéon del motivo. Estas moléculas resultaron
interesantes a la hora de intentar atribuir nuevas funciones al dominio WD. Este
tipo de dominio es ampliamente conocido por su versatilidad, y es eje
fundamental del trabajo del laboratorio.

A continuacién, en la Tabla 2, se muestran todos los receptores
identificados en estos ensayos junto con algunos datos relevantes sobre ellos:
el nombre de cada uno de los receptores (primera columna) junto con la longitud
de aminoacidos de la proteina completa, asi como de su dominio intracelular
(segunda columna). También aparecen las interleuquinas para las que sefializan
(tercera columna), asi como la posiciéon del aminoacido inicial y final de los
diferentes potenciales motivos que se han reconocido como similares al péptido
pro-autofagico encontrado en TMEM59 (cuarta columna). Por Ultimo, se detalla
la secuencia de todos los motivos encontrados en los microarrays (Ultima
columna).

El cédigo de colores indica la familia a la que pertenece cada receptor
segln su estructura: receptores de citoquina de tipo | (azules), receptores de
citoquina de tipo Il (amarillos), receptores de la familia de la IL-1 (verdes) y

receptores de la IL-17 (rojos) (Tabla 2).
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NOMBRE DEL | LONGITUD INTERLUQUINA POSICION POTENCIAL MOTIVO
RECEPTOR TOTALYID | QUESERNALIZAN | DEL MOTIVO
406-423 DIYVSYARNAEEEEFVLL
570 aa IL-1B, IL-33, 528-541 GEKSKYPQGRFWKQ
IL-1RAP 181 aa IL-36 524-536 IKWKGEKSKYPQG
524-541 IKWKGEKSKYPQGRFWKQ
293-310 LKNLEDLVTEYHGNFSAW
IL-2RG 38659;"" -2, ||LL:§ 1 =7, 299-313 LVTEYHGNFSAWSGV
296-310 LEDLVTEYHGNFSAW
780-798 LAPSGISEKSKSS.SSFHPA
605 on 785-798 ISEKSKSS.SSFHPA
LARA cep o IL-4, IL-13 258-266 IKKEWWDQ
356-368 ISVWRCVELFEAP
445-451 WDEFPSA
016 an 638-655 LFCFNKRDLIKKHIWPNV
IL6RE 76 o IL-6, IL-11 708-717 LKSLDLFKKE
711-717 LDLFKKE
325 aa IL-10, IL-22,
IL-10RB 82 aa IL-26, IL-28, IL-29 283-295 FPLSDENDVFDKL
662 705-721 LVISEVLHQVTPVFRHP
aa
L12RB2 15 o IL-12 707-721 ISEVLHQVTPVFRHP
763-770 LVDLYKVL
552-570 FIDEEPDWFEKQFVPFHPP
718-732 GSCKADLGCRSYTDE
739 aa L1y 552-563 FIDEEPDWFEKQ
IL-17RD 418 aa 574-585 YREPVLEKFDSG
391-397 LDLWEDF
579-585 LEKFDSG
41 o 350-362 IYRVDLVLFYRHL
18R] 100 oo IL-18, IL-37 498-511 LKWKADKSLSYNSR
350-361 IYRVDLVLFYRH
co0 380-395 LLYRHWIEIVLLYRTY
aa
L 18RAP oo oo IL-37 385-395 WIEIVLLYRTY
386-395 IEIVLLYRTY
o3 388-406 LSRTIPPDKTVIEYEYDVR
aa
L20RA ool IL-19, IL-20, IL-24 296-303 FDKRFFVP
399-406 IEYEYDVR
453-468 LADGEDWAGGLPWGGR
456-468 GEDWAGGLPWGGR
538 aa Lot 298-309 GSSLELGPWSPE
IL-21R 284 aa 267-279 IWAVPSPERFFMP
301-309 LELGPWSPE
314-320 LEVYSCH
554-571 WPTVPNPAESSIATWHGD
732 aa Lat 605-615 IDKLWNFGNV
IL-31RA 191 aa 612-623 FGNVLQEIFTDE
616-623 LQEIFTDE
IL-33R 556 aa L3 359-371 LLWRDIAKPYKTR
(IL-1RL1) 206 aa 361-371 WRDIAKPYKTR
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Tabla 2. Lista de receptores de interleuquina obtenidos en los arrays. Se muestra en la tabla
el nombre de cada uno de los receptores (primera columna) junto con la longitud de
aminoacidos de la proteina completa, asi como de su dominio intracelular (segunda
columna). También aparecen las interleuquinas para las que sefializan (tercera columna), asi
como la posicion del aminoacido inicial y final de los diferentes potenciales motivos que se
han reconocido como similares al péptido pro-autofagico encontrado en TMEM59 (cuarta
columna). Por Gltimo, se detalla la secuencia de todos los motivos encontrados en los arrays
(Gltima columna). En esta Ultima, aparecen en negrita las secuencias de los receptores que
posteriormente se someteran a mutaciones puntuales con el fin de inactivar el motivo (véase
Tabla 3). El cédigo de colores de la primera columna indica la familia a la que pertenece cada
receptor seguiin su estructura: receptores de citoquina de tipo | (azules), receptores de
citoquina de tipo Il (amarillos), receptores de la familia de la IL-1 (verdes) y receptores de la

IL-17 (rojos).

Los receptores de interleuquinas son moléculas transmembrana que
constan de tres partes: un dominio extracelular que se encarga de unir los
diferentes ligandos, un dominio transmembrana y otro intracelular que se
encarga de iniciar el proceso de sefializacién mediante la unién a diferentes
proteinas como pueden ser Myd88 o las Jak.

Los receptores de tipo | (Figura 7a) son proteinas transmembrana de tipo |,
es decir que tienen su N-terminal en la regién extracelular y su C-terminal en el
interior celular. Su parte extracelular estd formada por dos modulos de
fibronectina tipo lll unidos por un conector (“linker”). Estos receptores se activan
tras la uniéon del ligando a un monémero para después homodimerizarse. Este
proceso de dimerizacion se ve fortalecido a través de los dos mddulos de
fibronectina previamente citados. Por un lado, gracias a unos puentes disulfuro
formados a partir de cuatro cisteinas en el médulo méas N-terminal. Por otro lado,
a partir del motivo WSXWS que se encuentra en el otro médulo, en posicién

mas C-terminal?’?.
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Los receptores de tipo Il (Figura 7b) forman una familia de 10 miembros
con dominio transmembrana y 2 miembros solubles. Todos forman
heterodimeros o multimeros y normalmente una de las cadenas es larga y
otra corta. Por ejemplo, el IL-10RB (receptor pequefio) se puede asociar a
otros mas grandes como el IL-10RA, el IL-22R (o su version soluble, la IL-
22BP) o el IL-28R#°. La principal diferencia con los de tipo | es que a pesar
de poseer también los dos médulos de fibronectina y poseer las cuatro
cisteinas, los de tipo Il carecen del motivo WSXWS presente en el segundo
modulo de los receptores de tipo I.

Por Ultimo, los receptores de la familia de la IL-1 (Figura 7c). En cuanto
a su region extracelular estd formada por dominios similares a IgG cuya
longitud es variable. Al igual que la IgG, mantiene puentes disulfuro en su
estructura. La regién intracelular de estos receptores posee un dominio
altamente conservado de unos 100-200 aminoacidos llamado dominio TIR.
Este dominio se ha observado en receptores de tipo Toll (TLRs), receptores
de la familia de la IL-1 y también en proteinas adaptadoras como la proteina
de respuesta primaria a la diferenciacién mieloide (Myd88), proteina
adaptadora que contiene dominio TIR inductora de interferén B (TRIF),
proteina adaptadora relacionada con TRIF (TRAM o TICAMT), proteina
adaptadora que contiene dominio TIR (TIR adaptor protein o TIRAP) y la
proteina que contiene el motivo estéril y el motivo armadillo (SARM). Estos
dominios TIR se han visto involucrados en interacciones proteina-proteina
de dos tipos: i) homotipicas entre diferentes TIR, formando complejos de
proteinas con dominios TIR?®' como por ejemplo los formados entre
receptores de interleuquinas de la familia de la IL-1 y moléculas adaptadoras
encargadas de iniciar la sefalizacién como las citadas previamente o ii)
heterotipicas con otras moléculas carentes de estos dominios. Se conoce

ademéds que en estos dominios TIR existen tres regiones o "boxes"
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altamente conservadas que parecen estar implicadas en procesos de

284

sefalizacién?*2%8, interacciones homotipicas?®* o inmunidad?®2%.

a) b)

—S-
—$:
EXTRACELULAR
Py

INTRACELULAR

d)

HRERY,
Il ‘H

Figura 7. Tipos de receptores de interleuquinas encontrados. a) Receptores de citoquinas

de tipo | entre los que encontramos el IL-2RG, el IL-4RA, el IL-6RB, el IL-12RB2 y el IL-31RA.
Contienen dos médulos de fibronectina Ill con dos cisteinas que generan puentes disulfuro
necesarios para la homodimerizacién. b) Receptores de citoquinas de tipo Il. Aqui se
encuentran el IL-10RB y el IL-20RA. Normalmente forman heterodimeros o multimeros y
siempre hay un monémero corto (ej. IL-10RB) y un mondmero largo (ej. IL-10RA). Este tipo
de receptores se diferencian de los de tipo | (a) en que carecen del motivo WSXWS presente
en uno de los médulos de fibronectina. ¢) Receptores de la familia de la IL-1 entre los que
estan el IL-1RAP, el IL-18R1, el IL-18RAP y el IL-1RL1 (que en esta tesis estd nombrado como
IL-33R). Su dominio extracelular estda compuesto por cadenas similares a la IgG con puentes
disulfuro estabilizantes. Su regién intracelular estd mayoritariamente compuesta por el

dominio TIR, una zona con tres “boxes” altamente conservadas. d) Receptores de la IL-17.
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2. VALIDACION DEL MOTIVO DE INTERACCION AL
DOMINIO WD DE LOS RECEPTORES

2.1. ANALISIS DE ESPECIFICIDAD DE UNION AL DOMINIO WD

Con el fin de establecer si realmente todos los receptores que se obtuvieron
se unian de manera especifica al dominio WD y no al dominio N-terminal, se
realizaron ensayos de co-inmunoprecipitacion. Todos los experimentos de co-
inmunoprecipitacién de este capitulo se realizaron en células HEK-293T
mediante la sobreexpresién de los diferentes receptores previamente
etiquetados con los tags HA, GST o FLAG. Estas construcciones fueron
enfrentadas contra el dominio WD de ATG16L1 (comprendido entre los
aminoacidos 320 y 607), contra la regiéon N-terminal de ATG16L1 (una
construccién carente del WDD a la que se referird a lo largo de este estudio
como AWDD) y contra la versién completa de ATG16L1 o FL (proveniente
de sus siglas en inglés “full length”).

Los resultados obtenidos muestran que la unién de los receptores IL-
4RA, IL-6RB, IL-12RB2, IL17-RD, IL-20RA, IL-21R e IL-31RA a ATG16L1 no es
especifica del WDD (Figura 8), ya que éstos se unen tanto al GST-WDD
aislado como a una construcciéon de ATG16L1 carente del dominio (GST-
AWDD en las figuras), a excepcién del IL-17RD que no se une a ninguna de
las construcciones de ATG16L1. Esto sugiere que estos receptores
interaccionan con ATG16L1 a través de otra region ademas del dominio
WD. Lo mismo ocurre con el receptor de la IL-31, el cual parece perder una
posible banda glicosilada cuando se enfrenta a un ATG16L1 carente del
dominio WDD. Lo que podria indicar que un producto glicosilado o en
estadios posteriores de maduracién es incapaz de unirse a ATG16L1 en

ausencia del WDD (AWDD) (Figura 8).
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CD5L- Construccion receptor-

IL-4RA IL-6RB IL-12RB2 IL-17RD - HA transfectada
o © o o Construccion GST-
wa @ O a - s _ ® W _ P < ATG16L1 transfectada
IP: GSH 150 - — 100 - 150 - - 75 - Construccion
WB: anti-HA 100 - 75 - 100 - receptor-HA
75 - 75 - . 75 - 75 - —
- -— — = <@ GST-AWDD
s 50 = .. w— 50 - -— 50 - - 50 - w— <4 Gstwop
WB:ant-GST 37 - 37 - 37 - 37 -
25 - w— 25 = 25 - w— 25 - w— - GsT
- e e
- 100 - 150 - 75 - Construccion
TL: anti-HA 150 - s o 76 - 100 - —— “ - oA
100 - — -
5 e T — 75" — 75" " e=s <@ GST-AWDD
50 - . N 50 - -— 50 - -— R <4 GST-WDD
TL: anti-GST 37 - 37 - 37 - 37 -
25 - - 25 = — 25 - w— 25 - w— -4 GST
37 - 37 - 37 - 37 -
TL: anti-GAPDH — —— —— — ——— S— g GAPDH
25- 25 - 25- 25 -
Construccion receptor-
IL-20RA IL-21R IL-31RA < HAtansfectada
Construccion GST-
Wa o @® bvx“)o wa - P S'\OQ wa P Sx@o 9 ATG16L1 transfectada
150 - "
IP: GSH 75 - Construccion
WB: anti-HA 7%5- ——— SN 100- = ewm <@ receptor-HA
- - 8= - e <@ GST-AWDD
1P GSH 50 - .. = 50 - "= 50 - - <4 GST-WDD
WB: anti-GST 37 - 37 - 37 -
25 - w— 25 - — 25 - w— -4 GsT
75- Mty 150~ Construccion
TLant-HA - S 00- oA
BT e 75T w—ay T5C - <@ OST-AWDD
50 = e - 50 = w—— 50 - - <4 GST-WDD
TL: anti-GST
antiGs 37- 37 - 37-
25 = - 25 - w— 25 = — -4 GST
37 - 37 - 37 -
TL: anti-GAPDH —— a— —— — " e eme <@ GAPDH
25 - 25 - 25 -

Figura 8. Coleccién de receptores de interleuquinas cuya unién a ATG16L1 se produce a
través tanto del dominio WD como del dominio N-terminal. Células HEK-293-T fueron co-
transfectadas con los distintos receptores (IL-4RA, IL-6RB, IL-12RB2, IL-17RD, IL-20RA, IL-21R
y IL-31RA) etiquetados con HA en el C-terminal, asi como con diferentes construcciones de
ATG16L1 etiquetados con GST (GST-WDD, GST-AWDD) y usando la construccién GST (-)
como control. 36 horas post-transfeccion, las células se lisaron y se sometieron a ensayos de

co-inmunoprecipitaciéon usando una matriz de agarosa fusionada a GSH (IP:

inmunoprecipitacion; TL: lisado total). Las muestras se procesaron mediante Western Blot

Por otro lado, otra serie de receptores como IL-18R1, IL-18RAP, IL-33R (IL-

1RL1) y IL-TRAP mostraron de manera consistente una unién diferencial del

WDD frente al AWDD (Figura 9).
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Construccioén receptor-

IL-18R1 IL-18RAP IL-33R IL-1RAP - HA transfectada
O ) ) o Construccion GST-
wa = o W e - P e - P e - @ ® < ATG16L1 transfectada
Construccion
IP: GSH N 75- pu— 75- o 75- . < receptor-HA
WB: anti-HA 0 - — P
75- 75- 75- 75—
\ e - -— e <4 GST-AWDD
50- — 50- = 50- o 50- - <4 GST-WDD
IP: GSH
WB: anti-GST 37- 37- 37- 37-
25— — 25~ w— 25~ a— 257 - GST
. 75- 75- " Construccion
TL: anti-HA 75 - —— -
ant 75 u - receptor-HA
75- 75- 75- 75-
- -_— e "= <« GST-AWDD
50- — 50- Pt 50- - — e 50— e <4 GST-WDD
TL: anti-GST 37- 37- 37- 37-
25— - 25— - 25— w— 25— < GST
37- 37- 37- 37-
TL: anti-GAPDH ——— — — — —— - -— L cAPDH
25- 25- 25- o5-

Figura 9. Coleccién de receptores de interleuquinas con unién WDD-dependiente a
ATG16L1. Células HEK-293-T fueron co-transfectadas con los distintos receptores (IL-18R1,
el IL-18RAP, el IL-33R (IL-1RL1) y el IL-1RAP) etiquetados con HA en el C-terminal, asi como
con diferentes construcciones de ATG16L1 etiquetados con GST (GST-WDD, GST-AWDD) y
usando la construccion GST (-) como control. 36 horas post-transfeccion, las células se lisaron
y se sometieron a ensayos de co-inmunoprecipitacion usando una matriz de agarosa
fusionadas a GSH (IP: inmunoprecipitacion; TL: lisado total). Las muestras se procesaron

mediante Western Blot utilizando los anticuerpos indicados.

Estos ensayos de co-inmunoprecipitacion demuestran que el dominio
WD de ATG16L1 es suficiente para interaccionar con estos receptores, ya
que el WDD aislado es capaz de asociarse a éstos. También se demuestra
que el dominio WD es esencial para dicha interaccién, ya que una versién
carente del dominio WD (ATG16L1-AWDD) no es capaz de mantener la
unioén con esta coleccién de receptores.

Otros receptores como el IL-2RG o el IL-10RB, también fueron

clasificados como WDD especificos?’?

, pero ambos se estaban estudiando
en otros proyectos que en aquel momento se estaban desarrollando en el

laboratorio. Como soporte para el proyecto de la IL-2RG, se realizaron

142



inmunoprecipitaciones “reversas”, en las que es el receptor de la interleuquina
es el que esta etiquetado con GST, y por tanto el que precipitamos. Las
construcciones del WDD y ATG16L1-AWDD estén etiquetadas con HA y son los
que co-inmunoprecipitan (Figura 10).

Construccion IL-2RG-
- IL2RG <& GST transfectada

—

) Qo Construccion HA-
wa P (FP® ® ATG16LT transfectada

-

IP: GSH 87~
WB: anti-HA . — < HA-WDD
100 -
g *ugm < IL-2Ry-GST
IP: GSH 50 - .
WB: anti-GST a7 -
25 - ——— < GST
TL: anti-HA 7S, < HA-AWDD

;5. == < HAWDD

e ==== < IL2Ry-GST

TL: anti-GST 50 -
37 -

25 - —— < GST

37 -
TL: anti-GAPDH s—m—— < GAPDH
25 -

Figura 10. Inmunoprecipitacién reversa del IL-2RG WDD-dependiente. Células HEK-293-T
fueron co-transfectadas con el receptor IL-2RG etiquetado con GST en el C-terminal, asi
como con diferentes construcciones de ATG16L1 etiquetadas con HA (HA-WDD, HA-AWDD),
usando un vector vacio (-) como control. 36 horas post-transfeccion, las células se lisaron y se
sometieron a ensayos de co-inmunoprecipitaciéon usando una matriz de agarosa fusionada a
GSH (IP: inmunoprecipitacion; TL: lisado total). Las muestras se procesaron mediante

Western Blot utilizando los anticuerpos indicados.

Con el fin de confirmar que los receptores seleccionados son capaces de
interaccionar con la molécula de ATG16L1 completa, se realizaron experimentos
de co-inmunoprecipitacion entre los diferentes receptores y ATG16L1-FL (“full
length”) en comparacién con la versiéon carente del dominio WDD (ATG16L1-

AWDD) (Figura 11).
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Construccion receptor

IL-2RG - IL-18R1 < GST transfectada
° o°® o° ° Construccion HA-
wa o B wa o B o W % ATG16L1 transfectada
100- A 100- c ”
- p— - i onstruccion
75 75 < HA-ATG16L1 FL
IP: GSH
WB: anti-ATG16L1
< Construccion
50~ 50~ HA-ATG16L1 AWDD
100- 150~
2= == 100- e @ Receptores-GST
75-
IP: GSH
WB: anti-GST
5 —— Y e —— - GST
100 v 100- Construccion
75- w— w— 75- w— - < HA-ATG16L1 FL

TL: anti-HA Construccion
50- - e - . < A-ATG16L1 AWDD

- " 150-

1%— - 192: TS @ Receptores-GST

TL: anti-GST S
GST

25— 25— -

37- 37-
TL: anti-GAPDH — S e — S <« GAPDH

25- 25~

Figura 11. Los receptores IL-2RG e IL-18R1 poseen una unién defectiva al ATG16L1-AWDD.
Células HEK-293-T fueron co-transfectadas con los distintos receptores (IL-18R1 e IL-2RG)
etiquetados con GST al C-terminal, asi como con diferentes construcciones de ATG16L1
etiquetados con HA (HA-ATG16L1-FL, HA-AWDD) y usando un vector vacio (-) como control.
36 horas post-transfeccion, las células se lisaron y se sometieron a ensayos de co-
inmunoprecipitacién usando una matriz de agarosa fusionada a GSH (IP:
inmunoprecipitacion; TL: lisado total). Las muestras se procesaron mediante Western Blot

utilizando los anticuerpos indicados.

Estos experimentos confirmaron que los receptores IL-2RG y IL-18R1
(IL-2RG-GST y IL-18R1-GST) son capaces de interaccionar con ATG16L1 en
su versiéon completa (HA -ATG16L1) mientras que la versiéon carente del
dominio WDD (HA-AWDD) no es capaz de retener esta unién. Esto
demuestra que el IL-2RG y el IL-18R1 interaccionan con ATG16L1 a través
del dominio WDD de este. Esto también sugiere la idea de que, por
extensién, el resto de los receptores analizados en las figuras anteriores
(Figura 9) también podrian interaccionar con ATG16L1 exclusivamente a

través del dominio WDD de este.
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2.2. GENERACION DE MUTANTES PUNTUALES EN EL MOTIVO
DE INTERACCION DE LOS RECEPTORES CANDIDATOS

Los estudios anteriores confirmaron que la region de ATG16L1 que
interacciona con estos receptores es el dominio WD. A continuacion, se decidié
explorar si dicha interaccién ocurre verdaderamente a través del motivo
identificado en las comparaciones bioinformaticas realizadas con la version
refinada del motivo.

Dado que todos los receptores obtenidos poseen una versiéon del motivo
previamente descrito en TMEMS59, se generaron mutantes puntuales en los
residuos aminoacidicos previamente identificados como esenciales para la unién
(los equivalentes a la Y268, E272, Y277 Y L280 en TMEMS59, véase Introduccién
apartado 6. Trabajo previo del laboratorio). Para ello, se disefiaron versiones
completas de los receptores con los residuos criticos mutados a alanina,
generando asi una serie de construcciones que denominaremos con un nimero
seguido de una “M” mayuscula. El nimero viene definido por el nimero de
aminoacidos del motivo que hayamos mutado a alanina, generando asi
versiones con un aminoacido mutado (1M) o versiones con 8 aminoéacidos
mutados (8M).

Algunos receptores fueron alterados con diferente nimero de mutaciones
debido a que la flexibilidad de distancia presente en el motivo refinado pudo
generar varias combinaciones posibles del motivo en la misma localizacién. Asi,
en el receptor IL-1RAP se mutaron cinco aminoécidos en dos motivos contiguos,
consiguiendo asi un IL-1RAP 5M" y un IL-1RAP 5M?, en el IL-2RG y en el IL-10RB
se generaron un 5M en cada uno de ellos. Del IL-12RB2 se obtuvieron dos
mutantes en paralelo: un 3My un 4M. Lo mismo ocurrié con el IL-18R1, pero sus
versiones mutadas serdn un 4My un 5M. Mientras que en el caso de la IL-18RAP
solo se produjo un 6M, con la IL-31RA se crearon cuatro mutantes diferentes

(3M, 5M, 8M, 9M) para estudiar bien la desapariciéon de este posible producto
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glicosilado ya descrito. Por ultimo, del receptor IL-33R, se obtuvo una
version 5M y una versién 8M. A continuacién, se muestran todos los
receptores previamente mencionados junto con los motivos que se
sometieron a mutaciones puntuales, los diferentes mutantes finales de cada

uno de los receptores, y la posicién del primer y Gltimo residuo del motivo

(Tabla 3).
POTENCIAL MOTVO MUTANTES
PUNTUALES
w05 dlYvsYarnaeeeeFvIL a3
IL-1RAP 5M, 5M
531 LtvlkWkgekskYpgG 56
IL-2RG » jknLedLvteYhgnFsaW =0 5M
IL-10RB 260 FFsFpisdendvFdkL 295 5M
73 LvdlYkvL 70 M
IL-12RB2
705 LvisevihgvtpvFrhP 721 am
IL-18RAP 380 LLYrhWieivlIYrtY 95 6M
30 iYrvdIVIFYrhL %2
IL-18R1 aM, 5M
350 IYrvdIvIFYrhL 2
s« WptvpnpaessiatWhgD s 3M
© kLvldklvvnFgnvLgeiftdE s
IL31RA
o klLvldkLvvnFgnVLgeiFtdE < 5M, 8M, 9M
o kLvldkLvwnFgnVLgelFtdE e
s fwieatLLWrdiakpYktR =
IL-33R 5M, 8M
s FWleatLLWrdiakpYktR o

Tabla 3. Motivos de los receptores de interleuquina sujetos a las mutaciones puntuales. Se
disefiaron versiones completas de los receptores con ciertos residuos mutados a alanina. Esta
tabla muestra estos receptores junto con los motivos que hemos mutado y los diferentes
mutantes finales de cada uno de los receptores, asi como la posicién del aminoacido inicial
y final de cada uno de los motivos. Del receptor IL-1RAP tenemos dos mutantes: IL-1RAP
5M'y un IL-1TRAP 5M2. Del IL-2RG: un 5M. Del IL-10RB: un 5M. Del IL-12RB2: un 3M y un 4M.
Del IL-18R1: un 4M y un 5M. Del IL-18RAP: un 6M. Del IL-31RA: un 3M, 5M, 8M y un 9M. Del
IL-33R: un 5M y un 8M.

2.3. EL MOTIVO ENCONTRADO EN EL IL-2RG Y EL IL-10RB
MEDIA LA INTERACCION CON EL DOMINIO WDD.

Las versiones 5M tanto de uno de los receptores de la IL-2 (HA-IL-2RG-
5M) como del receptor de la IL-10 (GST-IL-10RB-5M) inhiben la interaccién
con el WDD de ATG16L1 (Figura 12).
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Figura 12. Las mutaciones puntuales generadas en los receptores IL-2RG (a) y IL-10RB (b)
inhiben la interaccién de estos con ATG16L1 FL. Células HEK-293-T fueron co-transfectadas
con los distintos receptores (IL-2RG-HA y IL10RB-GST) en su version WT y 5M, asi como con
ATG16L1 etiquetado con GST (para el IL-2RG-HA) y con ATG16L1 etiquetado con HA (para
el IL-10RB-GST). En el caso del receptor IL-10RB, se utilizé la construccién GST aislada (-)
como control. 36 horas post-transfeccion, las células se lisaron y se sometieron a ensayos de
co-inmunoprecipitaciéon usando una matriz de agarosa fusionada a GSH (IP:
inmunoprecipitacion; TL: lisado total). Las muestras se procesaron mediante Western Blot

utilizando los anticuerpos indicados.

Este resultado confirma que los cinco aminoacidos mutados a alanina son
necesarios y esenciales para que estos receptores interaccionen con ATG16L1-
FL. También muestra que el potencial motivo interactor encontrado en estos
dos receptores realmente media la asociacion de éstos con ATG16L1. Estos
datos confirman que el motivo localizado en la regién intracelular es la parte del
receptor encargada de la unién con el dominio GST-WDD de ATG16L1. Por otro
lado, estos resultados corroboran y validan en cierta medida los microarrays
como técnica a partir de la cual encontrar otras proteinas contenedoras del

motivo y, por tanto, descubrir otras proteinas que sean potenciales interactores
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de ATG16L1 de manera WDD dependiente. El anélisis de las consecuencias
funcionales de esta interacciéon en los casos del IL-10RB y del IL-2RG fue

realizado en el contexto de otros proyectos del laboratorio?’2.

2.4. ANALISIS DE EXPRESION DE LOS MUTANTES PUNTUALES
PARA EL RESTO DE INTERACTORES ESPECIFICOS.

Antes de realizar los experimentos de co-inmunoprecipitacion, se
abordé un andlisis de expresion de los mutantes puntuales para comprobar
que el nivel de expresion es similar a la versiéon WT de cada receptor. Seria
concebible pensar que alguna mutaciéon pudiese interferir en cuestiones
que puedan alterar su nivel de expresién como su susceptibilidad a
degradacién o su trafico intracelular. A continuacién, se muestran los
diferentes mutantes generados, a excepcion de las construcciones de los
receptores de la IL-10 (IL-10RB), de la IL-2 (IL-2RG) y de la IL-31 (IL-31RA)

que se generaron en el marco de otros proyectos.

Construccion

IL-1RAP IL-12RB2 IL-18RAP < oceptor-HA

- Construccion receptor-
wa = o gh gt wa = &t e - e HA transfectado

75— 100 - Construccion receptor-
TL: anti-HA h - 75 -_— HA mutado
TL:antitubulina 50 - AU 50— SN so- S < Tuouina

Construccion
IL-18R1 IL-33R <4 receptor-HA

Construccion receptor-
a - & o8 g kba - &g - HA transfectado

- _ Construccion receptor-
TL: anti-HA I - 75 T e—— HA mutado
TL:anti-tubulina 50~ AN 50 - I < Tubuina

Figura 13. Andlisis de los niveles de expresién de los diferentes mutantes puntuales
generados. Células HEK-293-T fueron transfectadas con los distintos receptores (IL-1RAP, IL-
12RB2, IL-18RAP, IL-18R1 y IL-33R) en su versién WT y sus diferentes mutantes etiquetados
con HA en el C-terminal. Se utilizé un vector vacio (-) como control. 36 horas post-
transfeccion, las células se lisaron y las muestras se procesaron mediante Western Blot

utilizando los anticuerpos indicados.
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Se observé que casi todos los mutantes puntuales se expresan al mismo
nivel que la version WT de su receptor (Figura 13). Esto sugiere que las
mutaciones a alanina no tuvieron un efecto dramatico a nivel de estabilidad de

la proteina, lo que hizo posible que se pudiesen utilizar en ensayos de co-

inmunoprecipitacion.

2.5. EL  MOTIVO

ENCONTRADO

EN LOS

RECEPTORES

ANALIZADOS NO MEDIA LA UNION CON EL DOMINIO WD

Tras analizar los niveles de expresién de los mutantes puntuales, estos se

sometieron a experimentos de co-inmunoprecipitacién para testar si la

alteracion de los potenciales motivos de los diferentes receptores impactaba en

la interaccidon con ATG16L1.
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Figura 14. Las mutaciones puntuales generadas no inhiben la interaccién con el dominio
WDD de ATG16L1. Células HEK-293-T fueron co-transfectadas con los distintos receptores
(IL-1RAP, IL-12RB2, IL-18R1, IL-18RAP, IL-31RA y el IL-33R (IL-1RL1)) en su versién WT y con
los diferentes mutantes etiquetados con HA en el C-terminal, asi como con el dominio WD
de ATG16L1 etiquetado con GST (GST-WDD) y usando la construccion GST aislado (-) como
control. 36 horas post-transfeccién, las células se lisaron y se sometieron a ensayos de co-
inmunoprecipitacién usando una matriz de agarosa fusionada a GSH (IP:
inmunoprecipitacion; TL: lisado total). Las muestras se procesaron mediante Western Blot

utilizando los anticuerpos indicados.

Sorprendentemente, los resultados obtenidos indican que las
mutaciones generadas en el IL-1RAP, IL-12RB2, IL18R1, IL-18RAP y IL-33R
(IL-1RLT) no alteran su interaccién con el WDD de ATG16L1 (Figura 14) ya
que todas las formas mutantes de todos los receptores son capaces de
interaccionar con el WDD. Esto indica que, en estos receptores, el motivo
no mediaria la unién entre estos y ATG16L1, bien sea porque esos
aminoacidos concretos no intervengan en la interaccionan o bien sea
porque verdaderamente éste no es el motivo de unién al dominio WD de
ATG16L1T.

De especial mencién son las mutaciones de la IL-31RA: mientras que en
las dos primeras mutaciones (3M y 5M) se observa que ambos productos
(banda no madurada y posible producto madurado) siguen interaccionando
con el dominio WDD, mutaciones mas agresivas como son la versién 8M y
9M hacen que la supuesta banda madura deje de interaccionar con el

dominio WDD.
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3. ANALISIS DE RECEPTORES CUYOS MOTIVOS DE
INTERACCION AL WDD RESULTARON NEGATIVOS

3.1. GENERACION DE DELECIONES SERIADAS C-TERMINALES

Como se ha visto en el apartado anterior (Figura 13), seis receptores fueron
negativos en los ensayos en los que se sometieron los mutantes puntuales del
motivo a co-inmunoprecipitacion. Esto genera una pregunta: Si el motivo de los
anteriores receptores no es el responsable de la interaccién con ATG16L1, ;cual
es la region del dominio intracelular encargada?

Esta cuestion llevé a hacer un andlisis mas exhaustivo del dominio
intracelular, con la hipdtesis de que pudiese haber otras versiones del motivo,
méas degeneradas que el algoritmo ProSite utilizado en las comparaciones
bioinformaticas no hubiese reconocido. O bien que existiesen otros motivos
aminoacidicos diferentes capaces de interaccionar con el dominio WD de
ATG16L1T.

Para ello, se generaron deleciones seriadas del IL-18R1, IL-18RAP y del IL-
33R (IL1-RL1) de entre 25-40 aminoéacidos en el dominio intracelular desde el C-
terminal hasta llegar al dominio transmembrana. La nomenclatura que se ha
utilizado para nombrarlos es escribir la letra griega delta (A) seguido del primer
aminoacido que ya no estd presente en la delecién en cuestién. Ademas, a la
ultima delecién carente del dominio intracelular completo la denominaremos
AID (por sus siglas en inglés “intracellular domain”). A continuacién, se muestra
un esquema de las diferentes deleciones generadas en cada uno de los
receptores, asi como la presencia o ausencia de las diferentes “boxes” en cada

una de las deleciones (Figura 15).
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Figura 15. Esquema ilustrativo de las diferentes deleciones que generamos en los tres
receptores. En los tres esquemas, las boxes estan dispuestas para conocer exactamente en
qué delecién se pierde la funcién de cada una de ellas. a) Las deleciones del IL-18R1: en
orden decreciente serian la AK514, la AS494, la AV465, la AL443, la AP401, la AR386 y la AID.
b) Las deleciones del IL-18RAP: en orden decreciente serian la AN563, la AF514, la AK445,
la AA424 y la AID. c) Las deleciones del IL-33R (IL-1RL1): en orden decreciente serian la
AP538, la AK405, la AL466, la AL448, la AK412 y la AID.

3.2. EL ESTUDIO DE ESTAS DELECIONES MUESTRA OTRO
POSIBLE DOMINIO DE UNION AL WDD

Se realizaron ensayos de co-inmunoprecipitacién sobre-expresando todas
las deleciones, ajustando previamente el nivel de expresion de cada una de ellas
para que fuese comparable, junto con el dominio WDD de ATG16L1. El objetivo
era observar alguna pérdida de interaccién en alguna de las deleciones. En
primer lugar, se abordaron estos experimentos con uno de los receptores de la
IL-18, el IL-18RAP, el cual mostré capacidad de unién al dominio WDD hasta la
delecion AK445, a partir de la cual dejaba de interaccionar con este (Figura 16).
Esto sugiere que la regién intracelular del IL-18RAP encargada de unirse al WDD
de ATG16L1 es la comprendida entre la deleciéon anterior, la cual todavia es
capaz de mantener la unién (AF514) y la primera que deja de unir, en este caso
concreto, la AK445.

Simplificadamente, el potencial motivo de interaccién se encontraria entre

la asparagina 444 (N444) y la lisina 513 (K513).
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Figura 16. Las deleciones de la regién intracelular del IL-18RAP localizan la posible regién
interactora de WDD entre las deleciones AF514 y AK445. Células HEK-293-T fueron co-
transfectadas con la version WT y con las distintas deleciones C-terminal del receptor IL-
18RAP etiquetadas con HA al C-terminal, asi como con el dominio WD de ATG16L1
etiquetado con GST (GST-WDD) y usando la construccién GST aislado (-) como control. 36
horas post-transfeccion, las células se lisaron y se sometieron a ensayos de co-
inmunoprecipitacion usando una matriz de agarosa fusionada a GSH (IP:
inmunoprecipitacion; TL: lisado total). Las muestras se procesaron mediante Western Blot

utilizando los anticuerpos indicados.

Posteriormente se realizaron estos mismos ensayos con otros dos
receptores candidatos que fueron negativos en los ensayos de
inmunoprecipitacién con mutagénesis dirigida (véase Capitulo 1 de
Resultados, apartado 2.5. Ninguno de los receptores analizados se une al
dominio WD a partir del motivo encontrado). Estos fueron el otro receptor

de la IL-18 (IL-18R1) asi como el receptor de la IL-33 (IL-33R o IL-1RL1).
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Figura 17. Las deleciones de la regién intracelular del IL-18R1 y del IL-33R (IL-1RL1)
localizan la posible regién interactora de WDD entre las deleciones AL443 y la AP401
en el caso del IL-18R1 y entre las deleciones AL448 y la AK412 en el caso del IL-33R (IL-
1RL1). Células HEK-293-T fueron co-transfectadas con la versién WT y con las distintas
deleciones C-terminal de los receptores IL-18R1 y IL-33R (IL-1RL1) etiquetadas con HA
al C-terminal, asi como con el dominio WD de ATG16L1 etiquetado con GST (GST-WDD)
y usando la construccion GST aislada (-) como control. 36 horas post-transfeccion, las
células se lisaron y se sometieron a ensayos de co-inmunoprecipitacién usando una
matriz de agarosa fusionada a GSH (IP: inmunoprecipitacién; TL: lisado total). Las

muestras se procesaron mediante Western Blot utilizando los anticuerpos indicados.

Sorprendentemente, y al igual que HA-IL-18RAP, tanto HA-IL-18R1 como

HA-IL-33R (HA-IL-1RL1), perdieron también la interaccién con el WDD a partir

de una determinada deleciéon (Figura 17). En el caso del IL-18R1 es la AP401.

Esto indica que la regiéon comprendida entre la anterior deleciéon (AL443) y

AP401 seria la encargada de interaccionar con el dominio WDD de ATG16L1.

Simplificadamente, el potencial motivo de interacciéon se encontraria entre la

leucina 400 (L400) y la valina 442 (V442).
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En el caso de la IL-33R (HA-IL1-RL1) es la AK412. Esto indica que la
regiéon comprendida entre la anterior delecion (HA-AL448) y HA-AK412 es
la encargada de interaccionar con el dominio GST-WDD de ATG16L1.
Simplificadamente, el potencial motivo de interaccién se encontraria entre

la asparagina 411 (N411) y la isoleucina 447 (1447).

3.3. ANALISIS DE LAS DELECIONES RESPONSABLES DE LA
INTERACCION AL DOMINIO WDD

En primer lugar, se observa que las tres deleciones se encuentran
dentro de los dominios TIR de los receptores. Estos dominios se han visto
implicados en la sefalizacién de diferentes tipos de receptores, asi como en
su oligomerizaciéon y su interaccién con la maquinaria sefializadora (véase
Capitulo 1 de Resultados, apartado 1. Seleccién de moléculas candidatas:
los receptores de interleuquinas). Esto sugiere que la interacciéon entre los
receptores y ATG16L1 podria tener una funcién en la regulaciéon de la
sefializacion de los receptores, bien regulando la dimerizacién de estos
antes de iniciar la cascada de sefializacién o bien por efectos competitivos
de ATG16L1 con proteinas de la maquinaria sefalizadora de los receptores
como Myd88.

Al alinear estas tres secuencias aminoacidicas con el fin de observar si
existia algun residuo conservado, se observé que existia cierta homologia.
A continuacién (Figura 18), se muestra el alineamiento de las secuencias de
la regién concreta donde se encontraria el nuevo motivo de unién al WDD
de ATG16L1 de cada uno de los receptores estudiados. Ademas, en violeta

se muestran los residuos méas conservados.

iR LPRVLEK
IL-18RAP - - - - - -
L3R - = = - - =

IL18RT = = = = = = = = = = = = = = = = = = = & = - & - & - - - - -
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L3R = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =
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Figura 18. Alineamiento de la secuencia de las diferentes deleciones responsables de la
interacciéon con el dominio WD. En el anélisis del alineamiento se muestra el ultimo
aminoacido que une segun las deleciones que tenemos (L400 para el IL-18R1, N444 para
el IL-18RAP y N411 para el IL-33R (IL-1RL1)) y el primero que deja de unir (el primero de
la siguiente delecion) que segun las deleciones son la V442 para el IL-18R1, la K513 para
el IL-18RAP y la 1447 para el IL-33R (IL-1RL1). Se muestra el alineamiento de la secuencia

entre estos receptores con los aminoacidos mas conservados en violeta.

Viendo que existia cierta homologia entre las tres secuencias y sabiendo
que las tres se encontraban dentro del dominio TIR, se decidié buscar esta
secuencia en el resto de dominios TIR presentes en la naturaleza como los
presentes en los receptores de tipo Toll (TLRs), los receptores de interleuquinas
de la familia de la IL-1, o moléculas encargadas de sefializacion como Myd88 o

TIRAP#' (Tabla 4).

RECEPTORES DE TIPO TOLL RECEPTORES DE INTERLEUQUINAS

TLR1 GMQICLHERNFVPGKSIVENIITCIEKSYKSIFV IL-1RT GYKLFIYGRDDYVGEDIVEVINENVKKSRRLII
TLR2 PFKLCLHKRDFIPGKWIIDNIIDSIEKSHKTVFV IL-1RAP GYKLCIFDRDSLPGGIVTDETLSFIQKSRRLLVWY
TLR3 SLKFCLEERDFEAGVFELEAIVNSIKRSRKIIFV IL-18R1 GYKLCIFERDVVPGGAVVDEIHSLIEKSRRLIV
TLR4 PFQLCLHYRDFIPGVAIAANIIHEGFHKSRKVIV IL-18RAP GYSLCLLERDVAPGGVYAEDIVSIIKRSRRGIFI
TLRS RFNLCFEERDFVPGENRIANIQDAIWNSRKIVCL IL-33R (IL-1RL1) GYTLCIYGRDMLPGEDVVTAVETNIRKSRRHIFI
TLR6 DIQICLHERNFVPGKSIVENIINCIEKSYKSIFV PROTEINAS ADAPTADORAS
TLR7 HFNLCLEERDWLPGQPVLENLSQSIQLSKKTVFV Myds8 RLKLCVSDRDVLPGTCVWSIASELIEKRCRRMVV
TLR8 NVLLCLEERDWDPGLAIIDNLMQSINQSKKTVFV TIRAP (MAL) SLRCFLQLRDATPGGAIVSELCQALSSSHCRVLL
TLRY ALRLCLEERDWLPGKTLFENLWASVYGSRKTLFV
TLR10 SILICLYESYFDPGKSISENIVSFIEKSYKSIFV

TLR11 (m) GLRLCLPARDFGIGNDRMESMIASMGKSRATLCV

TLR12 (m) GLRLCLPERDFEPGKDVVDNVVDSMLSSRTTLCY

TLR13 (m) TFKLCLHQRDFEPGIDIFENIQNAINTSRKTLCY

Tabla 4. Secuencia conservada de las deleciones en las diferentes proteinas poseedoras
de motivos TIR. En el primer bloque encontramos todos los receptores de tipo Toll
humanos (TLRs h) y algunos de ratén (TLRs m) para observar como se mantiene la
conservacion entre especies. En el segundo blogue encontramos los receptores de la
familia de la IL-1 que encontramos en nuestros arrays. En el Gltimo bloque encontramos
proteinas adaptadoras encargadas de iniciar la sefializacion de los receptores, pero solo
observamos secuencias conservadas en Myd88 y una proteina adaptadora de esta (MAL
o TIRAP), mientras que otras proteinas adaptadoras como TRIF, TRAM o SARM, famosas

por poseer dominios TIR, no comparten homologia en esta reqgion.
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Al enfrentar todas estas secuencias que se encuentran embebidas en
los dominios TIR, se observa la existencia de una serie de aminoacidos muy
conservados que se relacionan directamente con lo que se llama “box 2"
(Figura 19a), una regién ya caracterizada que estd encargada de
interacciones homotipicas (TIR-TIR) y tiene también un papel en sefalizacién
celular, algo que ya se mencioné previamente (véase Capitulo 1 de
Resultados, apartado 1. Seleccién de moléculas candidatas: los receptores
de interleuquinas) y que discutiremos mas adelante (véase Discusion).
Ademas, justo después de esta “box 2” encontramos una zona también
bastante conservada de la que no hay biografia (Figura 19b), lo que deja
abierta una puerta para dilucidar cual de las dos regiones conservadas es la

encargada de interaccionar con ATG16L1.

A) 7

Figura 19. Logo de secuencias de la region delecionada donde se encuentra el posible motivo
interactor de ATG16L1. Mediante la aplicacion web WebLogo, hemos construido un mapa de
frecuencias al enfrentar las secuencias de la region delecionada de nuestros tres receptores
junto con las secuencias de esa region del resto de proteinas contenedoras del dominio TIR.
Cuanto mas grandes son las letras, mas probabilidad existe que en esa posicién concreta se
encuentre ese aminoacido. Los aminoacidos no polares se encuentran coloreados en verde, los
polares sin carga se encuentran en amarillo, los cargados positivamente (aminoacidos basicos)
se muestran en rojo mientras que los aminoacidos cargados negativamente (aminoacidos

acidos) se muestran en azul. Por Ultimo, los aminoacidos aromaticos se muestran en negro.
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CAPITULO 2. TMEM59 Y SU PAPEL EN
AUTOFAGIA NO CANONICA.
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1. TMEM59 Y SU RELACION CON LA BIOLOGIA LISOSOMAL

1.1. GENERACION DE MEFs DEFICIENTES EN TMEMS59
RECUPERADOS CON TMEM59-mRFP

Trabajo previo del laboratorio demostré que TMEMS59 se expresa a lo largo
de la ruta endolisosomal'é, sugiriendo que su capacidad de lipidar LC3 en sus
propias vesiculas se desarrolle en algin punto de esta ruta o en el propio
lisosoma.

Anteriormente en el laboratorio, se generaron ratones deficientes en
TMEMS59 gracias al empleo de la técnica CRISPR. A partir de estos animales, se
derivaron dos estirpes de MEFs deficientes en TMEMS59: i) los generados a partir
de una delecion de 8 nucledtidos (nombrados estirpe -8 en este trabajo) y ii) los
generados a partir de una insercién de 8 nucleétidos (nombrados estirpe +8 en
este trabajo). Los experimentos realizados en esta tesis doctoral se realizaron
principalmente con la estirpe generada a partir de la insercién de 8 nucleétidos
(MEFs +8).

Estos MEFs deficientes en TMEMS59 se utilizaron para generar una estirpe
derivada que expresaba de manera estable una quimera de TMEMS59 con una
etiqueta fluorescente fusionada en el C-terminal: la proteina roja fluorescente
monomérica (TMEM59-WT-mRFP). Ademas, también se expresé de manera
estable una forma mutada de TMEM59 en los cuatro aminoacidos criticos para
que motivo de interaccion a ATG16L1 fuese funcional (véase Figura 6a) y por
tanto incapaz de asociarse con ATG16L1 (TMEM59-4M-mRFP).

Debido a que previamente se habia observado que la sobreexpresion de
TMEMS59 producia cierta toxicidad y cambios en la morfologia celular, se

realizaron tres diluciones en la transduccién retroviral con objeto de minimizar
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el posible efecto citotdxico que produce la sobreexpresién de TMEMS59
(véase 3. Materiales y métodos apartado 2.1. Transduccién mediante

retrovirus).

Estirpe generada

TMEM59-WT TMEM59-4M 9 o MEFs-mRFP
kDa — 5 % 9 - O % 9 - Dilucién del virus
NN N N A transducido
R L
75 —
anti-TMEMS® - e — <4 TMEMS59-mRFP
37 -
anti-GAPDH | — S s = <« GAPDH

Figura 20. La sobreexpresién estable se produce de manera diferencial entre la versién
WT y la versién 4M de TMEM59-mRFP. Los MEFs TMEM59 KO (+8) fueron transducidos
con la version WT (TMEM59-WT-mRFP) y la version 4M (TMEM59-4M-mRFP) de TMEM59.
Tras una semana en seleccién con puromicina (1 pug/ml), las células se lisaron y las
muestras se procesaron mediante Western Blot utilizando los anticuerpos indicados para

observar la recuperacién de las estirpes celulares generadas.

El resultado de las distintas diluciones generadas (1:3, 1:5y 1:9) mostré
que la expresién entre la version WT y la version 4M de TMEM59 no era
comparable entre las diluciones (Figura 20). Por esto, durante todo este
trabajo se utilizaron la dilucién 1:5 para las células recuperadas con la
version WT (TMEM59-WT-mRFP) y la dilucién 1:3 para las células
recuperadas con la version 4M (TMEM59-4M-mRFP).

1.2. TMEM59 PUEDE CONTROLAR LA  CANTIDAD
DISTRIBUCION DE LOS LISOSOMAS

Una vez generadas estas estirpes, se decidié analizar si la expresion de
TMEMS59 podria afectar de algin modo a la biologia lisosomal. Para ello, la
estirpe +8 (MEFs WT, MEFs TMEMS59 KO, MEFs TMEM59 KO + TMEMS59-
WT-mRFP y MEFs TMEM59 KO + TMEM59-4M-mRFP) fue transducida con
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la proteina lisosomal LAMP1 fusionada en su C-terminal a GFP (LAMP1-GFP) en

dilucién 1:1 y posteriormente sometidas a inmunofluorescencia.

TMEM59- SUPER
DAPI LAMP1-GFP mRFP POSICION

WT

TMEM59
KO

TMEM59 KO +
TMEMS59-WT-mRFP

TMEM59 KO +
TMEM59-4M-mRFP

Figura 21. Los distintos niveles de TMEM59 no alteran la localizacién ni la morfologia de las
estructuras LAMP1 positivas. Los MEFs (+8) (MEFs WT, MEFs TMEM59 KO, MEFs TMEM59
KO + TMEM59-WT-mRFP y MEFs TMEM59 KO + TMEM-4M-mRFP) fueron transducidas en
dilucién 1:1 con LAMP1-GFP. Las células se fijaron con PFA al 4% y se procesaron para
inmunofluorescencia. En azul se muestra el nicleo tefido con DAPI (1:10000), en verde se
muestra LAMP1-GFP y en rojo se muestra TMEM59-mRFP. Las imagenes fueron elegidas como

las representativas de los fenotipos observados. Todas las barras de escala representan 10 pm.

En los resultados obtenidos no se observa ningiin cambio en la sefal de
LAMP1 en ausencia de TMEM59 (segunda columna: MEFs TMEM59 KO) con
respecto a su control (primera columna: MEFs WT). Esto sugiere la idea de que
la ausencia de TMEM59 no parece tener un impacto dramatico en la maduracion

o numero de lisosomas.
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Por el contrario, si que se aprecia un cambio sustancial entre las dos
primera condiciones y los MEFs recuperados con TMEM59 tanto en su
version WT como en su versién 4M. En estas Ultimas, LAMP1-GFP parece
expresarse mas y en mayor nimero de vesiculas. Ademas, se observa una
fuerte co-localizacién con TMEM59-mRFP (Figura 21) lo que sugiere que
TMEMS59 se encuentra principalmente en los lisosomas. Asumiendo que su
sobreexpresion es capaz de activar sus funciones autofagicas no candnicas,
este resultado apunta a un posible papel regulador por parte de TMEM59
en la biologia del lisosoma ya sea promoviendo biogénesis lisosomal o

dirigiendo éstos a destinos subcelulares concretos.

1.3. TMEM59 ES UNA PROTEINA LISOSOMAL

LAMP1 constituye alrededor del 50% de las proteinas lisosomales?®’

y
es uno de los marcadores mas ampliamente utilizados para marcar éstos en
ensayos de inmunofluorescencia. Dada la cercania observada entre LAMP1
y TMEMS59 (Figura 21) se hipotetizéd sobre la posibilidad de que TMEM59
fuese una proteina netamente lisosomal, ya que los datos hasta ahora
recabados por el laboratorio no la situaban en ningin compartimento
especifico de la ruta endolisosomal.

Se realizaron ensayos de inmunofluorescencias con las estirpes
recuperadas con TMEM59-mRFP tanto en su versiéon WT (TMEM59 KO +
TMEMS9-WT-mRFP) como en su version 4M (TMEM59 KO + TMEM59-4M-
mRFP) con el fin de obtener un nimero suficiente de muestras con el que
posteriormente analizar la co-localizacion de manera robusta. El pardmetro
estadistico utilizado fue el coeficiente de Manders. Este es un valor que va

de 0 a 1. El cero implica la ausencia de co-localizacién mientras que el valor

de 1 indica una co-localizacién total.
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Figura 22. TMEM59 co-localiza de manera fisiolégica con LAMP1 en el lisosoma. a) La estirpe
+8 transducidos en dilucién 1:1 con LAMP1-GFP fueron fijadas con PFA al 4%y se procesaron
para inmunofluorescencia. En verde se muestra LAMP1-GFP y en rojo se muestra TMEM59-
mRFP. Las imagenes fueron saturadas en esta figura para obtener una mejor visualizacién de
los fenémenos de co-localizacion. Las imagenes fueron elegidas como las representativas de
los fenotipos observados. Todas las barras de escala representan 10 um. b) La grafica muestra
los anélisis de co-localizacién usando el coeficiente de Manders. En amarillo se representa la
estirpe recuperada con la version WT de TMEMS59, en azul se representa la estirpe
recuperada con la versiéon 4M de TMEMS59. Ademas, se analizaron dos parametros: la sefial
verde que solapa con la roja (representados con cuadrados marrones) y la sefial roja que
solapa con el verde (color en fondo liso). Se analizaron 15 células en cada una de las
condiciones. El tratamiento estadistico se realizd mediante el calculo de la t de student no
pareada; n.s. indica un p-valor>0,05; * indica un p-valor<0,05; ** indica un p-valor<0,01; ***

indica un p-valor<0,001; **** indica un p-valor<0,0001.
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En estos estudios se observé una fuerte co-localizacién entre ambas
proteinas lo que indica que tanto LAMP1 como TMEMS59 se encontrarian en
el mismo compartimento: el lisosoma (Figura 22a).

Se observa también que practicamente la totalidad de la sefial de
TMEMS59 (visualizada en rojo) co-localiza con LAMP1, pero no toda la sefial
de LAMP1 (visualizada en verde) co-localiza con TMEMS59 (Figura 45a). Esto
indica por un lado que todos los compartimentos TMEMS59 positivos (sefial
roja) son también compartimentos LAMP1 positivos (cajas amarillas y azul
lisas) pero, por otro lado, que no todos los compartimentos LAMP1 positivos
(sefal verde) son compartimentos TMEM59 positivos (cajas amarillas y azul
con cuadrados marrones). Los datos numéricos indican que solo alrededor
de un 75% de los compartimentos LAMP1 positivos poseen TMEMS59 en su
membrana (Figura 22b). Estos resultados sugieren la existencia de dos tipos
de lisosomas diferentes: unos que carecen de TMEM59 y otros TMEM59
positivos.

También se observa que la version 4M de TMEMS59 se comporta como
su version WT, lo que sugiere que la mutacion del motivo pro-autofagico y
la ausencia de unién de este a ATG16L1 no tienen ningln impacto en la

localizacion subcelular de TMEMS9 (Figura 22b).

2. ANALISIS DE TMEM59 DENTRO DE LA RUTA NO
CANONICA

2.1. LOS AMINOACIDOS F467 Y K490 NO SON NECESARIOS

PARA LA INTERACCION ENTRE ATG16L1-TMEM59

Dado que el motivo aminoacidico encontrado en TMEM59 se une

directamente al dominio WD y dado que TMEM59 se ha visto implicado en

186

funciones autofagicas no convencionales™, se hipotetizé que los
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aminodcidos descritos en la literatura como esenciales para mediar la autofagia
no canodnica (véase Introduccién apartado 4. Autofagia no candnica): la F467 y
la K490 pudiesen estar implicados en la interaccién con TMEMS59. Para explorar
esta cuestion, se generaron construcciones del dominio WD con estos residuos
mutados a alanina. Antes de realizar los ensayos de co-inmunoprecipitacion, se
testaron sus niveles de expresién para controlar que todos se expresan por igual

y que estas mutaciones no les afectan de manera dramatica (Figura 23).

WDD
o Construcciones
< 4 HAWDD
> L
Da  _ & o8 o e transfectadas
anti-HA - S SN e s @ CONStrucciones
> HA-WDD

anti-tubulina 50 - EEEEEDEEENEEESAN . Tubulina

Figura 23. Los niveles de expresién de los mutantes generados son equiparables entre si.
Niveles de expresion de la construccion WDD WT y sus mutantes. Células HEK-293T se
transfectaron con un vector vacio (-) y la version WT junto con los diferentes mutantes (F467A,
K490A y FA467A + K490A) de ATG16L1 tagueados con HA. 36 horas post-transfecciéon se
lisaron y se procesaron mediante Western Blot usando los anticuerpos indicados a la

izquierda.

Tras observar que todos los mutantes se expresan por igual, se procedié a
realizar los ensayos de co-inmunoprecipitacién enfrentando tanto la version WT
como los mutantes del dominio WDD (HA-WDD-WT, HA-WDD-F467A, HA-
WDD-K490A, HA-WDD-F467A + K490A) a TMEMS59 (TMEMS59-GST).
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Figura 24. Las mutaciones F467A, K490A y la doble mutacién no alteran la asociacién entre
TMEM59 y el dominio WD de ATG16L1. Células HEK-293-T fueron co-transfectadas con la
version WT y los distintos mutantes (F467A, K490 y F467A + K490A) de ATG16L1, tagueados
todos con GST. Se utilizé un vector vacio (-) como control. 36 horas post-transfeccion, las
células se lisaron y se sometieron a ensayos de co-inmunoprecipitaciéon usando una matriz
de agarosa fusionada a GSH (IP: inmunoprecipitaciéon; TL: lisado total). Las muestras se

procesaron mediante Western Blot utilizando los anticuerpos indicados.

Estos ensayos de co-inmunoprecipitacion mostraron que todas las
mutaciones del dominio WDD, junto con la version WT como control,
mantienen intacta la interaccién con TMEM59 (TMEM59-GST) (Figura 24).
Datos similares fueron obtenidos al realizar estos ensayos tras introducir
estas mismas mutaciones en la molécula completa de ATG16L1 (Figura 25).
Ambos ensayos solidifican la idea de que verdaderamente estos

aminodcidos no participan en la unién con TMEM59.
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Figura 25. Las mutaciones F467A, K490A y la doble mutacién no alteran la asociacién entre
TMEMb59 y ATG16L1. a) Células HEK-293-T fueron co-transfectadas con la versién WT y los
distintos mutantes (F467A, K490 y FA467A + K490A) de ATG16L1, tagueados todos con HA.
Se enfrentaron todas a una construccién de TMEM59-GST. Se utilizd una construccion GST
(-) como control. 36 horas post-transfeccion, las células se lisaron y se sometieron a ensayos
de co-inmunoprecipitacién usando una matriz de agarosa fusionada a GSH (IP:
inmunoprecipitacion; TL: lisado total). Las muestras se procesaron mediante Western Blot
utilizando los anticuerpos indicados. b) Células HEK-293-T fueron co-transfectadas con la
version WT y el mutante K490A de ATG16L1, tagueados con GST. Se enfrentaron a una
construccion de TMEM59-HA. Se utilizé un vector vacio (-) como control. 36 horas post-
transfeccion, las células se lisaron y se sometieron a ensayos de co-inmunoprecipitacion
usando una matriz de agarosa fusionada a GSH (IP: inmunoprecipitacién; TL: lisado total). Las

muestras se procesaron mediante Western Blot utilizando los anticuernos indicados.

Ya que estos residuos estan implicados en la interaccién directa entre el
dominio WD de ATG16L1 y la v-ATPasa, mediando procesos de autofagia no
candnica (véase Introduccion apartado 4. Autofagia no candnica), se postula que
las regiones del dominio WD de ATG16L1 que interaccionan tanto con TMEM59
como con la v-ATPasa son fundamentalmente diferentes. Esto sugiere que las
actividades autofagicas no canénicas de TMEM59, aun estando mediadas por

ATG16L1, podrian ser independientes del eje ATG16L1-v-ATPasa.
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2.2. LOS RESIDUOS F467 Y K490 MEDIAN LA LIPIDACION DE LC3
PRODUCIDA POR TMEM59

A continuacién, se evalué si las mutaciones F467A y K490A eran
capaces de inhibir la lipidaciéon de LC3 provocada por TMEMS59.

Con el objetivo de explorar esta hipétesis se utilizaron células HCT
ATG16 -/- cuyo fondo genético era nulo para ATG16L1 (véase Materiales y
métodos apartado 1. Lineas celulares) para expresar de manera estable
mediante transduccién retroviral (véase Materiales y métodos apartado 2.1.
Transduccién mediante retrovirus) las versiones mutadas de ATG16L1
(F467A, K490A y el doble mutante). Los resultados de esta transducciéon
indican que los niveles de expresiéon de todas las versiones de ATG16L1

fueron comparables (Figura 26).

HCTs ATG16 -
/- recuperadas
bSBQF
x
N I AVt
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anti-HA 75 — W . e @ ATG16
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25—

Figura 26. Los mutantes generados en las HCTs se expresan de manera equiparable. Células
HCT ATG16L1 -/- fueron transducidas con la versidon WT y los distintos mutantes (F467A,
K490 y F467A + K490A) de ATG16L1. Se utilizaron las células sin transducir como control.
Las células se lisaron y las muestras se procesaron mediante Western Blot utilizando los

anticuerpos indicados para observar la recuperacion.

Una vez se generd esta herramienta, se comprobé que efectivamente
los mutantes eran incapaces de inducir la lipidacién de LC3 en respuesta a
la alteracion lisosomal inducida por la droga monensina. Para ello, se
trataron las células con monensina a 100 uM durante una hora, condiciones

establecidas anteriormente como suficientes para acoplar ambas porciones
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de la v-ATPasa y activar la autofagia no candnica (véase Figura é6c en

Introduccién).

b.‘agk
Y v ‘xx* HCT ATG16 -/-
v « &8 o ' recuperadas
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Figura 27. Los mutantes F467A, K490A y el doble mutante no son capaces de lipidar LC3-II
ante la activacién de la autofagia no canénica por monensina. Células HCT ATG16L1 -/-, asi
como recuperadas con la versiéon WT y los distintos mutantes (F467A, K490 y F467A + K490A)
de ATG16L1 fueron tratadas durante 1 hora con monensina 100uM. Tras el tratamiento, las
células se lisaron y las muestras se procesaron mediante Western Blot utilizando los

anticuerpos indicados.

En consistencia con publicaciones previas'??

, los resultados muestran que
sélo las HCTs recuperadas con la version WT de ATG16L1 son capaces de lipidar
LC3 robustamente en respuesta al tratamiento. Las estirpes de HCT recuperadas
con los diferentes mutantes presentan inducciones débiles en respuesta a la
activacion de la ruta no candnica (Figura 27).

A continuacion, se repitié el mismo experimento utilizando en este caso la

sobreexpresion de TMEM59 (TMEMS59-HA) como estimulo para inducir LC3 en

todas las estirpes de HCTs recuperadas.
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Figura 28. La sobreexpresion de TMEM59 no consigue lipidar LC3-ll en presencia de los

mutantes F467A, K490Ay el doble mutante. Células HCT ATG16L1 -/-, asi como recuperadas

con la version WT y los distintos mutantes (F467A, K490 y F467A + K490A) de ATG16L1

fueron transfectadas con TMEM59-HA. 36 horas post-transfeccion, las células se lisaron y las

muestras se procesaron mediante Western Blot utilizando los anticuerpos indicados.

Sorprendentemente, los resultados muestran como la sobreexpresién

de TMEMS59 no es capaz de lipidar LC3 en presencia de los mutantes de

ATG16L1. La hipdtesis hasta entonces en el laboratorio era que la capacidad

lipidadora de TMEMS59 podria ejecutarse a través de la interaccién directa

con ATG16L1 y de forma independiente de la v-ATPasa. Estos resultados

sugieren que los mutantes F467A y K490A, y por tanto el eje ATG16L1-v-

ATPasa estan implicados de alguna manera en las funciones de lipidacién

de LC3-Il de TMEMS59.
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2.3. TMEM59 NO ES NECESARIO EN LA LIPIDACION DE LC3

POR PARTE DE LA AUTOFAGIA NO CANONICA

Dado que posiblemente TMEMS59 ejerza su funcién autofdgica a través
de la v-ATPasa, se hipotetizé acerca de si TMEMS59 pudiese mediar la
autofagia no candnica en respuesta a disfuncién lisosomal. Para ello, se
utilizé la estirpe +8 de los fibroblastos de embriones de ratén (MEFs)
previamente generados (véase apartado 1.1. Generacién de MEFs deficientes
en TMEMS59 recuperados con TMEM59-mRFP).

Estos fueron tratados con monensina con el fin de activar la autofagia no
candnica y observar si en ausencia de TMEM59 (MEFs TMEM59 KO) o en
sobreexpresion controlada (MEFs TMEM59 KO + TMEM59-WT-mRFP) esta ruta

se veia afectada, utilizando como sistema reportero la lipidacion de LC3.

TMEM59 KO
TMEM59  + TMEM59-
WT KO WT-mRFP @ Estirpes de MEFs
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Figura 29. La ausencia de TMEM59 no impacta en la lipidacién de LC3-Il por monensina.
Fibroblastos embrionarios de ratéon (MEFs) fueron tratados durante 1 hora con monensina a
100 uM. Tras el tratamiento, las células se lisaron y las muestras se procesaron mediante

Western Blot utilizando los anticuerpos indicados.

Estos resultados demuestran que la ausencia de TMEMS59 no altera la
respuesta autofagica no canonica inducida por monensina (Figura 29), indicando

que éste no es un componente esencial esta ruta.
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2.4. SopF, UNA PROTEINA BACTERIANA COMO HERRAMIENTA
PARA ESTUDIAR TMEM59

Recientemente, Yue Xu et. al descubrieron que una proteina presente
en Salmonella, SopF, es capaz de inhibir la autofagia no candnica inducida
como defensa contra el fagosoma bacteriano. Este efecto de SopF se
produce debido a la ribosilacién de la glutamina 124 (Q124) de una de las
subunidades de la porcién transmembrana de la v-ATPasa (Voc). Esto
provoca la disociacion de ATG16L1 de la porcién citosélica de la v-ATPasa
(V1)*'2 y por tanto inhibiendo su actividad enzimética. Se decidié comenzar
a utilizar esta proteina bacteriana debido a su interés como herramienta para
bloquear la autofagia no candnica. Ademas, se generaron vectores de
expresion de una subunidad representativa de cada porcién de la v-ATPasa
con objeto de estudiar su posible asociacién con TMEM59 (Voc en el caso
de la porciéon transmembrana o Vo, y la V1A en el caso de la porcién citosélica
o V1). Primero se sobreexpresaron estas tres proteinas en células 293T con
el fin de analizar sus niveles de expresién. En el caso de SopF, como se
adquirié ya etiquetada con GFP, sus niveles de expresién se compararon

con un vector que contenia GFP aislado (Figura 30b).
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Figura 30. Niveles de expresién de las proteinas ATP6-Voc, ATP6-V;A y GFP-SopF. Células
HEK-293T transfectadas con las diferentes construcciones (HA-ATP4-V1A, HA-ATP6-VOC y
GFP-SopF). 36 horas post-transfeccion, las células fueron lisadas y las muestras procesadas

mediante Western Blot con los anticuerpos indicados.

Con el fin de establecer si la autofagia inducida por TMEMS59 es sensible a
SopF, se realizaron experimentos de transfecciéon en los que, en ausencia o
presencia de SopF se analizé la capacidad de lipidacion de LC3 (AU-LC3 en este

ensayo) tanto de monensina como de TMEM59.
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Figura 31. Estudio de SopF inhibiendo la lipidacién de LC3-Il. a) Células HEK-293T fueron
tratadas durante 1 hora con monensina 100uM. b) Células HEK-293T fueron co-transfectadas
con TMEM59-HA o con vector vacio, en ausencia o presencia de SopF transfectado (GFP-
SopF). Tras el tratamiento, las células se lisaron y las muestras se procesaron mediante

Western Blot utilizando los anticuerpos indicados.

Este estudio mostré que SopF no solo imposibilita la lipidacion del LC3 tras
el tratamiento con monensina 100 uM durante 1 hora (Figura 31a), sino que
también es capaz de reprimir la lipidacion de LC3-Il producida por la
sobreexpresion de TMEM59 (TMEM59-HA) (Figura 31b). Estos resultados
indican que la actividad autofagica no candnica de TMEMS59 es sensible a la

expresiéon de SopF.
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Hasta ahora, se bloqueé de dos maneras diferentes la ruta no canénica
(mediante los mutantes del dominio WD y mediante la proteina bacteriana
SopF). En ambos casos se observé inhibicion de la lipidaciéon de LC3-Il por
parte de TMEMS59. Estos resultados invitaron a pensar que, de alguna
manera, las funciones autofagicas no canénicas de TMEMS59 podrian solapar

en algun punto con las funciones de la v-ATPasa.

2.5. ESTUDIOS DE RIBOSILACION DE SopF

Yue Xu et. al. en su estudio de SopF, estudian la ribosilacion de la Voc
mediante ensayos de Western Blot, donde observan un cambio de
movilidad electroforética de ésta en presencia de SopF. Mas tarde
confirman que este cambio se trata de la Voc glicosilada.

Dado que SopF es una ribosil-transferasa de origen bacteriano, seria
posible que pudiese tener otros substratos ademas de Voc. Es decir, podria
ribosilar residuos de otras proteinas y, por tanto, inactivar otras funciones
que pudiesen estar interfiriendo en el correcto funcionamiento de éstas. En
la figura anterior (Figura 31b) no se observa ningln tipo de cambio en la
movilidad electroforética de TMEM59-HA en presencia de SopF. Estos
resultados sugieren que SopF no ribosila a TMEM59.

Para comprobar si SopF pudiese ribosilar ATG16L1 en su dominio WD
e inactivar asi su funcién, se realizaron experimentos de co-transfeccién en
células 293T en los que se sometieron varias construcciones de diferente
peso molecular del dominio WD de ATG16L1 (N320-607 Y V230-607) a la
accion de SopF con el fin de comparar en ausencia o presencia de esta
proteina bacteriana algin tipo de movilidad electroforética mediante

Western Blot.
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Figura 32. La proteina bacteriana SopF no muestra ningun tipo de shift en los dos dominios
del WD de ATG6L1. Células HEK-293T fueron co-transfectadas con las diferentes
construcciones del dominio WD (HA-WDD (231-607) y HA-WDD (320-607)) en ausencia o
presencia de SopF (GFP-SopF). 36 horas post-transfeccién, las células fueron lisadas y las

muestras procesadas mediante Western Blot con los anticuerpos indicados.

Los resultados muestran que no existe ningun tipo de cambio de movilidad
electroforética (shift) en ninguna de las dos construcciones elegidas (Figura 32),
sugiriendo que el dominio WD no es diana de la actividad de ribosilacion de
SopF, lo que podria querer decir que no existe ribosilacion del dominio WDD.
Aunque es cierto que, en el caso de que hubiese algun indicio de que esto

ocurriese, podrian realizarse ensayos mas exhaustivos para comprobarlo.
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2.6. IMPACTO DE SopF EN LA INTERACCION ATG16L1-TMEM59

Ya que SopF es capaz de inactivar por completo la lipidaciéon de LC3-II

inducida por la sobreexpresiéon de TMEMS59 y considerando que la

asociacién entre TMEMS59 y ATG16L1 es necesaria para que TMEMS59 lipide

LC3, se hipotetizd sobre la posibilidad de que SopF fuese capaz de inhibir

la interaccién entre este y ATG16L1 (asociacion necesaria para lipidar LC3).

Para evaluar esta posibilidad, se realizaron experimentos de co-

inmunoprecipitaciéon entre ATG16L1 y TMEMS59 en ausencia o presencia de

SopkF.
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Figura 33. SopF no altera la interaccién entre ATG16L1 y TMEMS59. a) Células HEK-293T

fueron co-transfectadas con GST-ATG16L1 y TMEM59-HA en ausencia o presencia de SopF

(GFP-SopF). b) Células HEK-293T fueron co-transfectadas con HA-ATG16L1 y TMEM59-GST

en ausencia o presencia de SopF (GFP-SopF). 36 horas post-transfeccién, las células fueron

lisadas y las muestras procesadas mediante Western Blot con los anticuerpos indicados.

178



Estos ensayos indican que la union de ATG16L1 y TMEMS59 es insensible a
SopF, ya que no se ve alterada en presencia de éste (GFP-SopF) en ninguna de
las dos modalidades de inmunoprecipitacion (Figura 33a y 33b).

Aungue todo apunta a que la funcién de TMEMS59 en algin momento de su
ruta converge con la v-ATPasa, el hecho de que la presencia de SopF no altere
en ninguna medida la interaccion de ATG16L1y TMEMS59 indica que esta unién
se produciria aguas arriba (“upstream”) de donde actia SopF. En otras palabras,
la unién de TMEM59 a ATG16L1 se produce antes de que ATG16L1 y la v-

ATPasa converjan funcionalmente.

3. ASOCIACION DE TMEM59 CON EL FRAGMENTO
TRANSMEMBRANA (Vo) DE LA v-ATPasa

3.1. INTERACCION DE TMEM59 CON LA SUBUNIDAD Voc DE LA
v-ATPasa

Datos previos confirmaron una interaccién directa entre ATG16L1 y la v-
ATPasa?’?, un posible modelo que tenga en cuenta todos los datos seria que
exista una interaccion indirecta entre TMEM59 y la v-ATPasa mediada por
ATG16L1. Sin embargo, sorprendentemente, durante ensayos de co-
inmunoprecipitacion destinados a evaluar esta posibilidad se observé una fuerte
asociacion entre TMEMS59 y la subunidad Voc, precisamente la que es ribosilada
por SopF (Figura 34). Estos resultados demuestran que la subunidad Voc, y por

extension, la v-ATPasa, es un nuevo interactor de TMEM59.
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Figura 34. TMEM59 interacciona con la subunidad Vic de la v-ATPasa. Células HEK-293-T
fueron co-transfectadas con FLAG-ATP6-VOC o un vector vacio enfrentados a TMEM59
etiquetado con GST. Se utilizé un GST aislado (-) como control. 36 horas post-transfeccion,
las células se lisaron y se sometieron a ensayos de co-inmunoprecipitacién usando matriz de
agarosa fusionadas a proteina G (IP: inmunoprecipitacién; TL: lisado total). Las muestras se

procesaron mediante Western Blot utilizando los anticuerpos indicados.

3.2. LA INTERACCION TMEM59/ATP6-Voc ES INSENSIBLE A SopF

Debido a la accién negativa que ejerce SopF sobre la actividad tanto
de TMEMS59 (bloqueando la lipidacién de LC3-Il) como de la Voc (ribosilando
la glutamina 124), se pensé que quizéds SopF pudiese tener algin efecto
negativo en la interaccion entre TMEMS59 y Voc. Para evaluar esta
posibilidad, se realizaron experimentos de co-inmunoprecipitaciéon entre
TMEMS59 (TMEM59-GST) y Voc (FLAG-ATP6-Voc) en ausencia o presencia de

SopkF.
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Figura 35. La interaccién entre TMEM59 y la subunidad Vic de la v-ATPasa no es sensible a
SopF. Células HEK-293-T fueron co-transfectadas con FLAG-ATP6-VOC enfrentada a
TMEM59 etiquetado con GST. Se usé un GST aislado (-) como control. 36 horas post-
transfeccion, las células se lisaron y se sometieron a ensayos de co-inmunoprecipitacion
usando una matriz de agarosa fusionada a GSH (IP: inmunoprecipitacién; TL: lisado total). Las

muestras se procesaron mediante Western Blot utilizando los anticuerpos indicados.

Los resultados de este ensayo muestran que SopF es incapaz de alterar la
interaccion entre TMEMS59 y la subunidad Voc, a pesar de que SopF sea capaz
de inhibir la actividad de cada una de estas proteinas por separado. Esto sugiere
que TMEM59 y Voc interaccionan de manera SopF independiente (Figura 35).
Estos datos sugieren también que el residuo Q124 de la Voc no esta involucrado
en la interaccion con TMEMS59, ya que este residuo estaria presumiblemente
ribosilado debido a la accién de SopF (y por tanto inactivado) y a pesar de ello

la interaccidn se conserva.
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3.3. LA REGION INTRACELULAR DE TMEM59 NO MEDIA LA
ASOCIACION CON LA Voc

A continuacién, se decidié analizar cudl es la region de TMEMS59
responsable de la asociacién con la subunidad Voc. Esta es una proteina
transmembrana que contiene cuatro hélices transmembrana conectadas por
dos pequefios codos citoplasmicos (en el segundo encontramos el residuo

Q124) y otros tres luminales (Figura 36).

Q124

&

CITOPLASMA

LUMINAL

Figura 36. Detalle de la subunidad Voc de la v-ATPasa. Proteina transmembrana multi-
spanning con tres regiones luminales, cuatro hélices transmembrana y dos maddulos

citoplasmicos. En uno de estos Ultimos encontramos el residuo Q124 sensible de ribosilacion

Se realizaron ensayos de co-inmunoprecipitaciéon con el objetivo de
analizar si la regidén intracelular de TMEM59 media la interaccion con la
subunidad Voc. En estos experimentos se analizaron dos deleciones del
dominio intracelular: A282 y AID. Mientras que la primera de ellas (A282)
corta la regién intracelular justo en el punto donde acaba el motivo pro
autofagico necesario para la asociacion ATG16L1, la segunda (AID) carece
completamente del dominio intracelular. Como control, se utilizé la versién
WT de TMEM59. Ademas, se anadié el mutante 4M que inactiva los

aminodcidos criticos del motivo interactor de ATG16L1 y, por tanto, es
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defectivo en su asociacion a ATG16L1

Introduccién apartado 4. Autofagia no candnica).
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Figura 37. La region intracelular de TMEM59 no media la interaccién con la Voc. Células HEK-

293-T fueron co-transfectadas con

FLAG-ATP6-VOC enfrentada a

las diferentes

construcciones de TMEM59 (TMEM-WT, TMEM-4M, TMEM-A282 y TMEM-AID) tagueados

todos con GST. Se usé un GST aislado (-) como control. 36 horas post-transfeccion, las células

se lisaron y se sometieron a ensayos de co-inmunoprecipitacién usando una matriz de

agarosa fusionada a GSH (IP: inmunoprecipitacién; TL: lisado total). Las muestras se

procesaron mediante Western Blot utilizando los anticuerpos indicados.

Los resultados obtenidos muestran que la regiéon intracelular de TMEM59

no es la responsable de la unién a la Ve, ya que incluso la construccién carente

del dominio intracelular completo (AID) une consistentemente esta subunidad

de la v-ATPasa. Esto ocurre incluso a pesar de que sus niveles de expresion son

mucho mas bajos que el resto de las construcciones (Figura 37). Esta expresién

tan pobre la encontramos a lo largo de todos los experimentos en los que

utilizamos la construcciéon AID. En la discusion (véase Discusion), debatiremos

183



sobre las posibilidades que podrian estar detrds de estos niveles de
expresion tan bajos.

Al descartar tanto el motivo de unién a ATG16L1 (evaluado a partir del
mutante 4M) como la region intracelular de TMEM59 como dominios
interactores de la Voc (y por tanto los dos fragmentos citosdlicos de esta
subunidad también), implicitamente se descarta también que ATG16L1,
proteina encargada de la lipidacién de LC3 medie esta unién. Lo que
sugiere la idea de que esta interaccion entre la Voc y TMEMS59 pudiese tener

otro cometido que no sea la autofagia no canédnica.

3.4. QUIMERAS DE TMEM59 SUGIEREN QUE LA REGION
TRANSMEMBRANA PODRIA ESTAR INVOLUCRADA EN LA
UNION DE TMEM59 Y Voc

Una vez confirmado que la regién intracelular de TMEM59 no es la
encargada de unirse a la Voc, el siguiente paso fue investigar si los dominios
transmembrana o extracelular estaban implicados en dicha asociacién. Con
el fin de evaluar esta teoria, se generaron una serie de construcciones
quiméricas en las que los dominios extracelular y transmembrana de
TMEMS59  fueron intercambiados por las moléculas CD16 y CD7,
respectivamente. Se realizaron ensayos de co-inmunoprecipitacién a la Voc
con las diferentes quimeras con el fin de segregar la regién extracelulary la
regién transmembrana la una de la otra para poder precisar cual de las dos
asume la actividad interactora con la Voc. Las construcciones finales se
denominaron Ch1, Ch2y Ch3, siendo la Ch1 la quimera control (CD16-CD7-
GST). Esta quimera no contiene ningun fragmento de la proteina TMEM59.
La Ch2 contiene aislado el dominio transmembrana de TMEMS59 y por tanto

poseerd el dominio extracelular de CD16 (CD16-AIR TM-GST). Por dltimo,
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la Ch3 contiene el extracelular de TMEMS59 y por consiguiente posee el dominio

transmembrana de CD7 (AIR ED-CD7-GST) (Figura 38a).

a)
NOMBRE DE LAS REGION REGION TAG
QUIMERAS EXTRACELULAR TRANSMEMBRANA
Ch1 CD16 CD7 GST
Ch2 CD16 TMEMS59 GST
Ch3 TMEM59 CD7 GST
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Figura 38. Las quimeras de TMEM59 sugieren la idea de que el dominio transmembrana
podria ser el responsable de la asociacién con la Voc. a) Tabla resumen de las diferentes
quimeras generadas (Ch1, Ch2 y Ch3). La Ch1 es la quimera control (CD16-CD7-GST). La
Ch2 es la que contiene aislado el dominio transmembrana de TMEM59 (CD16-AIR TM-GST).
La Ch3 contiene aislado el extracelular de TMEM59 (AIR ED-CD7-GST). b) Células HEK-293-
T fueron co-transfectadas con FLAG-ATP6-VOC enfrentada tanto a TMEMS59-WT como a las
diferentes quimeras de este (Ch1, Ch2 y Ch3) tagueados todos con GST. Se usé un GST
aislado (-) como control. 36 horas post-transfeccion, las células se lisaron y se sometieron a
ensayos de co-inmunoprecipitacién usando una matriz de agarosa fusionada a GSH (IP:
inmunoprecipitacion; TL: lisado total). Las muestras se procesaron mediante Western Blot

utilizando los anticuerpos indicados.
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subunidad Voc en los diferentes puntos experimentales. Asi, a pesar de que
el panel de la IP muestra una clara asociacion de la Voc (FLAG-ATP6-Voc) con
la quimera dos (CD16-AIR TM-GST) (Figura 38) con respecto al resto de
quimeras, en este punto los niveles de la Voc son claramente superiores con
respecto al resto de carriles (lisado total de la Figura 38).

De hecho, eligiendo la primera condicién (primer carril en el que FLAG-
ATP6-Voc se co-transfecta con un vector vacio) como expresion basal, se
observa que cuando la Voc (FLAG-ATP6-Voc) es co-transfectada con la
version WT de TMEM59 y la Ch2 (ambas contenedoras de la transmembrana
de TMEMS59), la Voc aumenta sus niveles de expresion con respecto al
control. Por otro lado, cuando la Voc (FLAG-ATP6-Voc) es co-transfectada
con la quimera Ch1y Ch3 (ambas carentes del dominio transmembrana de
TMEMS59), la expresion de la subunidad Voc (FLAG-ATP6-Voc) se reduce con
respecto al control.

Dado que la mezcla de transfeccién de los diferentes ensayos provino
de una mezcla inicial en la que se puso una cantidad constante del plasmido
que expresa la subunidad Voc (p12-FLAG-ATP6-Voc), la razén por la que
puede ocurrir este fenédmeno resulta dificil de explicar. En todo caso, estos
resultados sugieren la existencia de una posible relacién funcional entre
ambas moléculas en la que el dominio transmembrana de TMEM59 tendria
la capacidad de estabilizar o de alguna manera favorecer la expresién de la
Voc. A pesar de que los resultados no son totalmente concluyentes, se
considera que la opcién mas plausible es que esta relacién funcional entre
la subunidad Voc y TMEMS59 sea una consecuencia de una interaccion fisica

entre las regiones transmembrana de ambas moléculas.
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3.5. UN POSIBLE COMPLEJO TRIPLE ATG16L1/TMEM59/ATP6-
VoC

Anteriormente se ha discutido la posibilidad de que la interaccién entre
Voc y TMEM59 no estuviese implicada en la capacidad de TMEM59 para inducir
autofagia no canodnica (véase apartado 3.2. La regién intracelular de TMEMS59
no media la asociacion entre este y la Voc), ya que la versién 4M de TMEM59 no
ve alterada su interaccién con la Voc (Figura 37). Sin embargo, dado que ambas
proteinas (ATG16L1 y Voc) se unen a TMEMS59 a través de regiones distintas,
existiria la posibilidad de que ambas se asociasen simulténeamente a éste
formando un complejo triple. Para intentar analizar esta teoria, se realizaron
ensayos de co-inmunoprecipitacion poniendo como eje central a TMEMS59
(TMEM59-GST), con el que se co-transfecté ATG16L1 (HA-ATG16L1), Voc
(FLAG-ATP6-Voc) o ambas a la vez con el fin de observar la existencia de una
posible competicion o sinergia. Ademas, este ensayo se realizd en dos
condiciones: en ausencia o presencia de monensina, con el fin de evaluar la
posibilidad de que la formacién de este complejo se vea favorecida en

condiciones de induccidn de la ruta no candnica.
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Figura 39. Los ensayos de triple co-inmunoprecipitacién no descartan la posibilidad de la
existencia de un complejo triple entre TMEM59/ATG16L1/ATP6-V,A. a) Células HEK-293-T
fueron co-transfectadas con FLAG-ATP6-VOC, HA-ATG16L1 o ambas a la vez. Todas
enfrentadas tanto a TMEM59-WT etiquetado con GST. Todas ellas se sometieron también a
un GST aislado (-) como control. 36 horas post-transfeccién, las células se lisaron y se
sometieron a ensayos de co-inmunoprecipitacién usando una matriz de agarosa fusionada a
GSH (IP: inmunoprecipitacion; TL: lisado total). Las muestras se procesaron mediante
Western Blot utilizando los anticuerpos indicados. b) Esta condicién es igual que la anterior,
salvo que se traté previamente con monensina 100 uM durante 1 hora como estimulo para

activar la autofagia no canédnica.

Los resultados de estas co-inmunoprecipitaciones indican que la
cantidad de ATG16L1 presente en los precipitados de TMEM59-GST (IP de
la Figura 39) es la misma haya o no haya co-expresién de la Voc o tratamiento
con monensina (Figura 39). Aunque es dificil descartar completamente que
ATG16L1 y Voc se puedan unir a diferentes poblaciones de TMEM59, estos
datos son consistentes con la posibilidad de que ambos (ATG16L1 y Voc)
sean capaces de unirse simultdneamente a TMEM59 formando un complejo
triple. No obstante, ante la ausencia de un estimulo que desencadene la
formacién de este posible complejo con el que poder comparar las
condiciones pre- y post-estimulo, esta idea simplemente quedaria abierta

para su posible futura validaciéon.
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4. ASOCIACION DE TMEM59 CON EL FRAGMENTO
CITOSOLICO (V1) DE LA v-ATPasa

4.1. LA UNION TMEM59-V;A NO PARECE NECESITAR EL
FRAGMENTO TRANSMEMBRANA (Vo)

Estd descrito en la literatura que la actividad de la v-ATPasa se regula a
través de la asociacion controlada entre el fragmento transmembrana Vo que se
encuentra en las membranas lisosomales, y el fragmento citosdlico Vi que sélo
se transloca y se ensambla a la Vo en presencia de un estimulo. Dado que
TMEMS59 interacciona con la subunidad Voc de la v-ATPasa (véase apartado 2.1.
Interaccion de TMEMS9 con la subunidad Voc de la v-ATPasa) y con ATG16L1,
que a su vez interacciona con la subunidad V:A, existe la posibilidad de que
TMEMS59 sea capaz de, directa o indirectamente, activar la subunidad catalitica
Vi. Para evaluar esta posibilidad, se realizaron ensayos de co-
inmunoprecipitacion entre TMEMS59-GST y la subunidad ViA, cuyo nivel de
expresion se analizdé previamente (Figura 30a), en ausencia o presencia de
monensina para inducir disfuncién lisosomal, activacién de la actividad v-ATPasa
y por tanto ensamblaje de las porciones Vo y Vi.

Construccion HA-ATP6-

HA-ATPE-V1A V1A transfectada
- Construcciones TMEM59-
TMEMS59 - GST transfectadas
kDa - + - + -4 Monensina 100 uM 1 hora
IP: GSH 75—
WB: anti-HA W === < Construccion HA-ATP6-V1A
75 -
50— W — 4 TMEM59-GST
IP: GSH .
WB: anti-GST 87 -
B— - — <% GST
TL: anti-HA T S —.— . < Construccion HA-ATPE-V1A
75 -
50 = - @ TMEM59-GST
TL: anti-GST 37—
25— - <% GST
37 =
TL: anti-GAPDH W ———— ¥ GAPDH

25 -
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Figura 40. TMEM59 y VA interaccionan de manera monensina independiente. Células HEK-
293-T fueron co-transfectadas con HA-ATP6-V;A enfrentada a TMEM59 etiquetado con GST.
Se utilizé un GST aislado (-) como control. 36 horas post-transfecciéon, las células se lisaron y
se sometieron a ensayos de co-inmunoprecipitacion usando una matriz de agarosa fusionada

a GSH (IP: inmunoprecipitacién; TL: lisado total). Las muestras se procesaron mediante

Western Blot utilizando los anticuerpos indicados.

Los resultados obtenidos indican que también hay una fuerte
interaccidon entre la subunidad citosélica V:A y TMEMS9 (Figura 40).
Sorprendentemente, esta unién no es monensina dependiente, lo que
indica que no es necesaria la previa activacion de la v-ATPasa para que la
ViA'y TMEMS59 se vinculen. Esto Ultimo, sugiere implicitamente tanto que la
porciéon transmembrana Vo no seria necesaria para esta nueva interaccion
como que TMEMS59 probablemente es capaz de unirse a ambas porciones

de la v-ATPasa de manera independiente una de la otra.

42. EL MOTIVO DE UNION A ATG16L1 NO MEDIA
INTERACCION CON LA SUBUNIDAD VA

Como en el caso de la Vic, se estudié cudl es la region de TMEMS59
encargada de la unién con la ViA. Asumiendo que dicha asociacion es
directa (es decir, que no hay proteinas intermedias que hagan de puente),
inicialmente se descartaron la region extracelular y la regidn
transmembrana. La implicacién de cualquiera de los dos dominios
anteriores seria dificil de concebir ya que la V1A es una subunidad
completamente citosélica. Tanto el dominio extracelular como la
transmembrana de TMEMS59 se encuentran inaccesibles al citoplasma, lugar

donde se encuentra la V4A.
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Por ello, se decidié analizar la implicacién del dominio intracelular de

TMEM59 en la interaccion con la subunidad V1A, utilizando las mismas

deleciones empleadas para estudiar la union de TMEMS59 con la subunidad Vic

(Figura 37).

IP: GSH
WB: anti-V1A

IP: GSH
WB: anti-GST

TL: anti-V1A

TL: anti-GST

TL: anti-GAPDH

ATP6-V1A <4 ATP6-V1A endbgena
2 Quimeras TMEM59-GST
a = - transfectadas

100 -

%= -m, = < ATP6-VIA
3 s
75— Quimeras

-
T v
oo W L Y TMEMSSGST

-« GST

Quimeras
50— LR Tviivisge
37 -

25— | -
- GST

37 -
25—

Figura 41. TMEM59 interacciona con la subunidad V-A a partir del aminoacido 282. Células

HEK-293-T fueron co-transfectadas con

HA-ATP6-V;iA. enfrentada a las distintas

construcciones de TMEM59 (TMEM-WT, TMEM-4M y TMEM-A282, tagueados todos con

GST. Se utilizé un GST aislado (-) como control. 36 horas post-transfeccién, las células se

lisaron y se sometieron a ensayos de co-inmunoprecipitacién usando una matriz de agarosa

fusionada a GSH (IP: inmunoprecipitacién; TL: lisado total). Las muestras se procesaron

mediante Western Blot utilizando los anticuerpos indicados.

Los resultados obtenidos de este experimento muestran que la asociacion

entre laV1Ay TMEMS59 no se ve afectada por la mutacién en los residuos criticos

del motivo pro-autofagico, esenciales para su interaccion con ATG16L1

(TMEM59-4M) (Figura 41). Por otro lado, la asociacién entre la V1A y TMEM59

se ve afectada por la delecién de los residuos a partir del 282 (TMEM-A282-GST)

191



(Figura 41), esta construccién en cambio retiene la capacidad de unién a la
Voc debido a que contiene el dominio transmembrana (Figura 37).

Estos resultados sugieren que la unién de TMEMS59 a la subunidad V;A
es directa, puesto que es independiente de que TMEMS59 interaccione con
ATG16L1 (demostrado con el mutante 4M) o con la subunidad Voc
(demostrado con el A282). Asi, la regién interactora de TMEM59 con la V,A
se encontraria por tanto entre los residuos 282 y 323. Debido a que los
aminoacido 282y 283 (los primeros de esta supuesta regién interactora) son
fenilalanina (F) y metionina (M), a este fragmento lo denominaremos a partir

de ahora como regién FM.

4.3. EL FRAGMENTO FM (282-323) ES SUFICIENTE PARA QUE SE
PRODUZCA LA UNION ENTRE TMEMS59 Y ATP6-V5A

Una vez demostrado que la subunidad V+A deja de unirse a TMEM59
en ausencia del fragmento comprendido entre los aminoacidos 282 y 323
(fragmento FM). Se decidié analizar si éste también resulta suficiente para
la interacciéon. Para ello se generd una construccién de TMEM59-GST con
los dominios extracelular y transmembrana intactos, pero a cuya regién
intracelular se le deleciond toda la regién del motivo pro-autofagico (desde
el inicio del dominio intracelular hasta el aminoacido 282). Por tanto, esta
construccién seria incapaz de interaccionar con ATG16L1, y el Unico
fragmento intracelular presente en ella seria el fragmento FM (residuos 282

al 323). A esta construccion se la denomind TMEM59-A(260-282)-FM-GST.
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Figura 42. El fragmento FM (282-323) retiene toda la capacidad de unién a la V1A de
TMEMb59-WT. Células HEK-293-T fueron co-transfectadas con HA-ATP6-V;A enfrentada
a las distintas construcciones de TMEM59 (TMEM-WT, TMEM-4M y TMEM-A(260-282)-
FM (nombrado FM), tagueados todos con GST. Se utilizd un GST aislado (-) como
control. 36 horas post-transfeccion, las células se lisaron y se sometieron a ensayos de
co-inmunoprecipitacion usando una matriz de agarosa fusionada a GSH (IP:
inmunoprecipitacion; TL: lisado total). Las muestras se procesaron mediante Western

Blot utilizando los anticuerpos indicados.

Utilizando como control la interaccion entre el TMEMS9 “full length” y la V1A,
se observé que la mutaciéon 4M de TMEM59, al igual que en la Figura 37, no
altera la asociacion de éste a la subunidad V;A. Esto vuelve a reforzar la idea de
que la interaccion entre TMEM59 y la V1A es independiente del motivo pro-
autofagico y, por tanto, independiente de ATG16L1. También se aprecia cémo
la  construccion TMEMS59-A(260-282)-FM-GST  retiene la capacidad de
interacciéon con la ViA que la molécula de TMEMS59 completa, sugiriendo que
no existen otras regiones de TMEM59 ademas del fragmento FM (282-323)

involucradas en la unién con la subunidad V/A.
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4.4. EL DOMINIO DE UNION A LA SUBUNIDAD V;A ESTA
INCLUIDO ENTRE LOS RESIDUOS R290 Y 1323 DE TMEM59

Para confirmar este resultado y definir mas detalladamente la regién
interactora de TMEM59 con la V4A, se realizaron ensayos de co-
inmunoprecipitacién utilizando deleciones seriadas de la regién intracelular
de TMEM59 con el fin de intentar acotar mas la regién de interaccion de
TMEMS59. En este caso, la co-inmunoprecipitacion se realizd con un

anticuerpo anti-TMEM59 que reconoce la regién extracelular (N-terminal)

de este.
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V1A V1A transfectada
- GST
2 Construcciones TMEMS9
PO O onstrucciones
P& gt @ \g\'(‘\‘\ - transfectadas
100 —
IP: TMEM59 75 — Construccion
WB: anti-HA — === 9 A-ATPE-VIA
75 —
- < Construccion
50 - GST-TMEM59-FM
IP: TMEM59 -
WB: anti-AP3 37 - L
‘ . . - v <4 Deleciones de TMEM59
”s_ -
100 —
TL: anti-HA 75— - e . - gznzf;:(g-:s:\A
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50~ W <4 GST-TMEMS9-EM
TL: anti-FLAG 37 —
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gy W ——— s — .

Figura 43. La regién interactora de TMEM59 con la V:A comprende desde el R290 hasta la
1323. Células HEK-293-T fueron co-transfectadas con HA-ATPé-V;A enfrentada a las distintas
deleciones de TMEMS59 (A274, A282, A282-4M, A289) y a TMEM-A(260-282)-FM-GST
(nombrado FM) todos sin etiquetar salvo el dltimo. Se utilizé un vector vacio (-) como control.
36 horas post-transfeccion, las células se lisaron y se sometieron a ensayos de co-
inmunoprecipitacion usando matriz de agarosa fusionadas a proteina G (IP:
inmunoprecipitacion; TL: lisado total). Las muestras se procesaron mediante Western Blot

utilizando los anticuerpos indicados.
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Utilizando como control la interaccion entre el TMEMS59 “full length” y la
subunidad V4A, se puede apreciar con claridad que ningin mutante consigue
sostener la interaccién con la ViA excepto la construcciéon que contiene el
fragmento FM (282-323) (Figura 43). Dado que la delecién A289 tampoco es
capaz de interaccionar con la V1A, se puede inferir que no todo el fragmento FM
une, sino que la posible regién interactora se delimitaria mas y estaria
comprendida entre los aminoéacidos R290 e 1323.

Es cierto que la Unica construccién que mantiene la interaccion con la V5A
es también la Unica construccion que posee un tag (GST). Dado que en este
ensayo no se incluyé un punto control con GST sélo, la sefial positiva observada
en el punto experimental que contiene el fragmento FM podria derivar de una
interaccién irrelevante con la fraccion GST en lugar de con TMEMS59. Sin
embargo, diferentes experimentos previos indican que GST por si mismo es
incapaz de interaccionar con ViA (ver puntos control con GST en las figuras 37,
41y 42).

A pesar de esto, se realizdé un Ultimo experimento en el que se
sobreexpresaron las quimeras TMEMS59-WT-GST y TMEM59-A(260-282)-FM-
GST junto con un GST aislado como control. Estas construcciones se co-
transfectaron con HA-ATP6-V1A y se abordd la co-inmunoprecipitacion con el
anticuerpo anti-TMEMS59. El resultado demuestra que HA-ATP6-ViA co-
precipita con la quimera FM, pero no con el control de GST (Figura 44),

solidificando los resultados obtenidos en la figura 43.
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Figura 44. El tag GST no da fondo y la construccién FM sigue manteniendo toda la capacidad
de unidn a la V;A del TMEM59. Células HEK-293-T fueron co-transfectadas con HA-ATPé4-
V1A enfrentada a TMEM59-WT y a TMEM-A(260-282)-FM- (nombrado FM) ambos tagueados
con GST. Se utilizé un GST aislado (-) como control. 36 horas post-transfeccién, las células se
lisaron y se sometieron a ensayos de co-inmunoprecipitacién usando matriz de agarosa
fusionadas a proteina G (IP: inmunoprecipitacién; TL: lisado total). Las muestras se

procesaron mediante Western Blot utilizando los anticuerpos indicados.

Por tanto, todos los resultados obtenidos apuntan a un modelo en el
que TMEM59 cumpliria dos funciones segregadas. Por un lado, es capaz de
inducir LC3 a través de la unién directa entre su motivo pro-autofagico y el
dominio WD de ATG16L1 de una forma independiente de los residuos F467
y K490, pero de alguna manera dependiente de la v-ATPasa que actuaria
downstream de esta interaccion.

Por otro lado, esta actividad no parece estar relacionada con las nuevas
interacciones analizadas en esta tesis de TMEMS59 y la Voc (probablemente
a través del dominio transmembrana) o la V1A (a través del dominio

intracelular), cuyo papel fisiolégico es actualmente desconocido.
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CAPITULO 3. TMEM59 Y SU PAPEL EN
XENOFAGIA
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1. INTRODUCCION DE TMEM59 EN XENOFAGIA

Previos estudios en el laboratorio demostraron la intervencion de
TMEMS59 ante la infeccién por Staphylococcus aureus'. Concretamente, la
deplecion de TMEM59 bloquea la lipidaciéon de LC3 producida por esta bacteria
gran positiva en estados tempranos de la infeccién, lo que indica que la
interaccion ATG16L1-TMEMS59 era necesaria para combatir la infeccion.

La muerte celular inducida por S. aureus a partir de las 16 horas post-
infeccion fue un problema metodolégico que dificultaba el estudio del papel de
TMEMS59 en xenofagia. Por ello, se decidié testar otra bacteria gram positiva
que no indujese este fendmeno.

Dada la interaccién directa de TMEM59 con ambos fragmentos de la
ATPasa (previamente demostrada en el Capitulo 2 de Resultados), se buscé una
bacteria gram positiva que interaccionase de alguna manera con la ATPasa. Asi
se eligié Streptococcus pyogenes como candidata. Esta bacteria gram positiva
utiliza la maquinaria autofagica en su propio beneficio, ya que es capaz de
replicarse en el interior de autofagosomas, inhibiendo su acidificacion a partir

del bloqueo de la ATPasa?®®.

2. TMEM59 EN RESPUESTA A INFECCION POR
STREPTOCOCCUS PYOGENES

2.1. INDUCCION DE TMEM59 EN RESPUESTA A LA INFECCION
POR S. PYOGENES

Con el objetivo de obtener una cinética detallada de los niveles de expresién

de TMEMS59 durante el proceso infectivo, MEFs WT fueron infectados con S.
pyogenes a una multiplicidad de infeccion de 50 (MOI 50) (véase Materiales y
métodos apartado 9.3 Infeccién celular). Se obtuvieron lisados celulares totales

en los diferentes puntos temporales post-infecciéon. Ademas, se realizaron dos
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condiciones diferentes de crecimiento bacteriano: crecimiento estatico vy

crecimiento en agitacion (véase Materiales y métodos apartado 9.2. Crecimiento

bacteriano)
d i Crecimiento
) Infeccion con S. pyogenes MOI 50 - estatico
Tiempo post-
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kDa  n.i. 0 2 4 8 12 16 -
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| , ' :
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Figura 45. La infeccién por S. pyogenes induce |la expresién de TMEMS59 a partir de las 8 horas
post-infeccién Los MEFs WT (+8) fueron infectados con S. pyogenes (OD¢0=0,85) a MOI 50 en
modalidad de crecimiento estatico (a) o modalidad de crecimiento en agitacién (b). Se lisaron
las células en los puntos temporales pertinentes mostrados en la figura. Tras obtener todos, las

muestras se procesaron mediante Western Blot utilizando los anticuerpos indicados.

Los resultados muestran un incremento en los niveles de expresién de
TMEMS59 en respuesta a la infeccion por S. pyogenes a partir de las 8 horas
que se mantienen hasta las 16 horas post-infeccién. Esto ocurre tanto en la
modalidad de crecimiento en estatico (Figura 45a) como en la modalidad
de crecimiento en agitacién (Figura 45b). Estos resultados sugieren que

TMEMS59 juega un papel activo en la infeccién por S. pyogenes.
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2.2. TMEM59 CO-LOCALIZA CON S. PYOGENES Y LAMP1

A continuacién, se analizd si TMEMS59 pudiese ser reclutado al
fagolisosoma bacteriano. Dado que otros estudios ya habian demostrado la
encapsulacion de S. pyogenes en vesiculas LAMP1 positivas®?, en este
contexto se decidid analizar si estas vesiculas pudiesen ser también TMEM59
positivas. Para ello se emplearon las células que co-expresan simultdneamente
de manera estable tanto LAMP1-GFP como TMEM59-WT-mRFP.

Ya que las inducciones de TMEMS59 analizadas por Western Blot resultaron
mas solidas cuando la bacteria fue crecida en agitacion, se utilizé esta modalidad

de crecimiento para estos experimentos.
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Figura 46. Ensayos de infeccion en MEFs TMEM59 KO + TMEMS59-WT-mRFP (-8) revelan
una fuerte co-localizacién de TMEMS59 con las estructuras LAMP1 positivas que rodean a la
bacteria. Los MEFs TMEM59 KO + TMEM59-WT-mRFP + LAMP1-GFP fueron infectados con
S. pyogenes (ODex=0,85) a MOI 50 en modalidad de crecimiento en agitacién. Al finalizar
cada tiempo pertinente post-infeccion, las células se fijaron con PFA al 4% y se procesaron
para inmunofluorescencia. En azul se muestra el nicleo tefiido con DAPI (1:10000), en verde
se muestra LAMP1-GFP y en rojo se muestra TMEM59-mRFP. Las imagenes fueron elegidas
como las representativas de los fenotipos observados. Todas las barras de escala representan

10 pm.
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Figura 47. Ensayos de infecciéon en MEFs TMEM59 KO + TMEM59-WT-mRFP (+8) revelan
una fuerte co-localizacién de TMEMS59 con las estructuras LAMP1 positivas que rodean a la
bacteria. Los MEFs TMEM59 KO + TMEM59-WT-mRFP + LAMP1-GFP fueron infectados con
S. pyogenes (ODex=0,85) a MOI 50 en modalidad de crecimiento en agitacién. Al finalizar
cada tiempo pertinente post-infeccion, las células se fijaron con PFA al 4% y se procesaron
para inmunofluorescencia. En azul se muestra el nicleo tefiido con DAPI (1:10000), en verde
se muestra LAMP1-GFP y en rojo se muestra TMEM59-mRFP. Las imagenes fueron elegidas
como las representativas de los fenotipos observados. Todas las barras de escala representan

10 pum.
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Los resultados obtenidos muestran una fuerte asociacion de TMEM59
con las estructuras LAMP1 positivas que encapsulan las cadenas de S.
pyogenes a partir de los puntos temporales de 4 y 8 horas hasta las 24 horas
(Figura 46 y Figura 47). No obstante, se aprecia cémo las estructuras de
ambas proteinas no son exactamente iguales. Por un lado, las estructuras
formadas por LAMP1 forman capsulas alrededor de cada coco o diplococo
de S. pyogenes. Por el contrario, las estructuras formadas por TMEMS59 son
principalmente globulares y parecen asociarse a la parte externa de las
estructuras de LAMP1, sobre todo en las regiones entre una capsula y la
siguiente. En la Figura 48 se muestra un resumen de todas las diferentes

estructuras encontradas a lo largo de estos ensayos, aunque la diversidad

LAMP1- TMEM59- SUPER LAMP1- TMEM59- SUPER
DAPI GFP WT POSICION DAPI GFP WT POSICION

C) LAMP1- TMEM59- SUPER d) LAMP1- TMEM59- SUPER
DAPI GFP WT POSICION DAPI GFP WT POSICION

e LAMP1- TMEMS59- SUPER
DAPI GFP WT POSICION

204



Figura 48. Diferentes tipos de estructuras formadas por LAMP1y TMEM59 con S. pyogenes.
a) En estadios iniciales observamos estructuras LAMP1 positivas sin tabicar que engloban
grosso modo cimulos de bacterias. b) En estadios posteriores, esta estructura comienza a
tabicarse y a encapsular cada uno de los monococos. ¢) Una vez tabicadas las estructuras
LAMP1 positivas, se asocian estructuras vesiculares TMEM59 positivas a la cara externa de
las capsulas LAMP1 positivas. d) Se empiezan a tabicar las estructuras TMEM59 positivas
asociadas hasta que se fusionan con las estructuras ya tabicadas de LAMP1 (e). En azul se
muestra el nucleo tefliido con DAPI (1:10000), en verde se muestra LAMP1-GFP y en rojo se
muestra TMEMS59-mRFP. Las iméagenes fueron elegidas como las representativas de los

fenotipos observados. Todas las barras de escala representan 10 pm.

2.3. GENERACION DE MEFs PARA ESTUDIOS DE INFECCION
MEDIANTE CITOMETRIA

El hecho de que TMEMS59 sea reclutado a los fagolisosomas donde se
encuentra S. pyogenes sugiere que podria tener un papel en la defensa contra
la infeccion. Para explorar esta cuestion, se plantearon ensayos de infeccién con
una versién modificada de la bacteria que expresa GFP de manera constitutiva
con el fin de medir cambios sutiles mediante citometria de flujo en las diferentes
lineas celulares. Con el fin de evitar interferencias entre la GFP de la bacteria y
el fluoréforo mRFP con el que se recuperaron previamente las células (TMEM59-
WT-mRFP), se generd otra estirpe de MEFs recuperados con un TMEM59 que
estaba etiquetado con el tag HA a partir de los MEFs deficientes en TMEM59
(MEFs TMEM59 KO +8). Como ya se describidé previamente, se realizaron dos
infecciones retrovirales con diferentes diluciones del sobrenadante viral para
evitar fenémenos de toxicidad por la sobreexpresion de TMEM59, asi como para
elegir las estirpes con la minima diferencia posible en los niveles de expresién

entre la version WT y la versién 4M.
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Figura 49. Los niveles de expresiéon de los MEFs recuperados con la versién WT y la versién
4M de TMEMS59-HA son similares. Los MEFs TMEM59 KO (+8) fueron transducidas con la
version WT (TMEM59-WT-HA) y la versién 4M (TMEM59-4M-HA) de una construcciéon de
TMEMS59 etiquetada con HA en su extremo N-terminal. Tras una semana en seleccién con
puromicina (1 ug/ml), las células se lisaron y las muestras se procesaron mediante Western
Blot utilizando los anticuerpos indicados para observar la recuperaciéon de las estirpes

celulares generadas.

En este caso, sin embargo, los niveles de expresion de TMEM59-WT-
HA y TMEM59-4M-HA fueron similares (Figura 49). Para los ensayos de
citometria se utilizaron las células generadas con la dilucién de virus 1:5 con
el fin de evitar los efectos toxicos que pudiesen derivarse de la

sobreexpresion de TMEMS59.

2.4. LA AUSENCIA DE TMEM59 FAVORECE LA PROGRESION DE
LA INFECCION POR S. PYOGENES

Se decidié testar la nueva estirpe de MEFs generada (MEFs +8 vy
recuperados con TMEM59-HA) en ensayos de citometria de flujo con el
objetivo de evaluar la progresion de la infeccidon de S. pyogenes-GFP.

Los puntos temporales seleccionados fueron los que en experimentos

previos mostraron tanto mejores inducciones de TMEM59 en Western Blot
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(Figura 45) como mejores co-localizaciones con los fagolisosomas LAMP1

positivos en ensayos de inmunofluorescencia (Figura 46 y Figura 47).

PROGRESION DE INFECCION CON S. PYOGENES MOI 50

450 KO vs WT =** KO vs WT = ***
KO vs KO-WT =* KO vs KO-WT = ** — MEFSWT

400+ — MEFS TMEM59 KO

350 — MEFS TMEM59 KO
+ TMEM59-WT-HA
300+ — MEFS TMEM59 KO
+ TMEM59-4M-HA
250
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Figura 50. Los MEFs deficientes en TMEM59 controlan peor la infeccién producida por S.
pyogenes. La estirpe +8 (MEFs WT, MEFs TMEM59 KO, MEFs TMEM59 KO + TMEMS59-WT-
HA y MEFs TMEM59 KO + TMEM59-4M-HA) fue infectada con S. pyogenes (ODs0=0,85) a
MOI 50 en modalidad de crecimiento en estatico. Al finalizar cada tiempo pertinente post-
infeccion, las células se fijaron con PFA al 4% y se procesaron para citometria de flujo. En
cada punto se muestra la media del porcentaje de células positivas para la fluorescencia
verde (GFP-S. pyogenes), asi como su desviacion estandar correspondiente a los triplicados
realizados. El estadistico utilizado fue la t de student de muestras no pareadas: n.s. indica un
p-valor>0,05; * indica un p-valor<0,05; ** indica un p-valor<0,01; *** indica un p-valor<0,001;

**** indica un p-valor<0,0001.
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Los resultados obtenidos indican que la infeccién por S. pyogenes
progresa mejor en los MEFs deficientes en TMEM59 (MEFs TMEMS59 KO)
en comparacion con el resto de las lineas celulares. Si bien es cierto que
todas las lineas acaban combatiendo la infeccion (t=22 horas), los MEFs
deficientes en TMEMS59 parecen eliminar la bacteria a partir de las 10 horas
mientras que en el resto de las lineas este proceso comienza a partir de las
2 horas post-infeccién (Figura 50). Esto indica que la ausencia de TMEM59
causa un peor control de la infeccién a tiempos tempranos y por tanto
sugiere que TMEM59 probablemente participe en algin punto en el control
de la infeccién por S. pyogenes. Los resultados también muestran que los
MEFs recuperados con la versién 4M de TMEM59 controlan la infeccién al
mismo nivel que los recuperados con la versiéon WT de TMEMS59, sugiriendo
que la contribucion de ATG16L1 en este proceso podria no ser demasiado

significativa.

2.5. GENERACION DE MEFs DEFICIENTES EN ATG16L1

Los resultados anteriores parecen sugerir que ATG16L1 no es el
principal mediador del efecto que presenta TMEMS59 en el control de la
infeccién por S. pyogenes. Sin embargo, se ha descrito con anterioridad que
ATG16L1 participa en la respuesta xenofagica contra esta bacteria. Para
comprobar la contribucion de ATG16L1 en la respuesta antibacteriana
inducida por TMEM59, se generaron versiones deficientes en ATG16L1
tanto de los MEFs WT como de los ya deficientes en TMEM59 (generando
asi un doble “knock-out” de TMEM59 y ATG16L1) mediante transduccion
lentiviral (véase Materiales y métodos apartado 2.2. Transduccién mediante
lentivirus). Las cuatro estirpes se analizaron en ausencia y presencia de
bafilomicina a 75 nM durante 8 horas con el fin de confirmar los niveles de

expresion de TMEM59.
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Figura 51. Generacién MEFs WT y TMEM59 KO de la estirpe +8 deficientes en ATG16L1.
Los MEFs WT y los MEFs TMEM59 KO (+8) fueron transducidos con un CRISPR de ATG16L1.
Tras una semana en seleccién con puromicina (1 pg/ml), las células se lisaron y las muestras
se procesaron mediante Western Blot utilizando los anticuerpos indicados para observar la

recuperacién de las estirpes celulares generadas.

Los resultados confirman la completa deleciéon de ATG16L1 tanto en los
MEFs WT como en los MEFs deficientes en TMEM59 (Figura 51). También se
confirmé la normal expresién de TMEMS59 tanto en los MEFs WT como en los
MEFs WT deficientes en ATG16L1 (MEFs TMEM59 KO), asi como la ausencia de
TMEMS59 tanto en los MEFs deficientes en este (MEFs TMEM59 KO) como en el
doble “knock-out” (MEFs TMEM59 KO ATG16 -/-).

En resumen, el panel que se obtuvo fue una linea de MEFs WT, dos lineas
con un “knock-out” simple cada una (MEFs TMEM59 KO y MEFs WT ATG16-/-)
y una linea doble “knock-out” para TMEM59 y ATG16L1 (MEFs TMEMT59 KO
+ ATG16 -/-).
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2.6. ATG16L1 NO PARTICIPA EN LA FUNCION XENOFAGICA DE
TMEM59

En los estudios llevados a cabo hasta el momento en el laboratorio, todas
las funciones no candnicas atribuidas a TMEM59 implicaban la interaccién
de éste con ATG16L1. Por ello se quiso analizar la posible contribucién de
ATG16L1 en esta respuesta xenofagica de TMEM59 frente a la infeccion por
S. pyogenes. Para estudiar esto, se utilizaron tanto los MEFs WT como los
deficientes en TMEMS59, ambos con sus respectivos “knock-out” de
ATG16L1T (MEFs WT ATG16 -/-y MEFs TMEMS59 KO ATG16 -/-). Los tiempos
seleccionados fueron, en la medida de lo posible, lo més parecidos posibles

a los mostrados en la Figura 50.
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Figura 52. Los MEFs deficientes en TMEM59 y ATG16L1 -/- (dobles “knock-out") se
comportan igual que los MEFs deficientes solo en TMEMS59. El panel generado en el
apartado 2.5. Generacién de MEFs deficientes en ATG16L1 fue infectado con S. pyogenes
(ODs00=0,85) a MOI 50 en modalidad de crecimiento en estatico. Al finalizar cada tiempo
pertinente post-infeccion, las células se fijaron con PFA al 4% y se procesaron para citometria
de flujo. En cada punto se muestra la media del porcentaje de células positivas para la
fluorescencia verde (GFP-S. pyogenes), asi como su desviacién estandar correspondiente a
los triplicados realizados. El estadistico utilizado fue la t de student de muestras no pareadas:
n.s. indica un p-valor>0,05; * indica un p-valor<0,05; ** indica un p-valor<0,01; *** indica un

p-valor<0,001; **** indica un p-valor<0,0001.

Los resultados obtenidos corroboran las conclusiones del anterior
experimento (véase Figura 50): los MEFs deficientes en TMEMS59 controlan peor
la infeccién a tiempos cortos que los MEFs WT (Figura 52).

Sin embargo, no existen diferencias significativas en el control de la
infeccion entre la estirpe “knock-out” de TMEMS59 y las dobles “knock-out” de
TMEM59 y ATG16L1. Esto indica que la delecién de este Gltimo no implica
ningun efecto aditivo sobre el ya “knock-out” de TMEM59, lo que sugiere la
idea de que las funciones xenofagicas de TMEMS59 ante la infeccién por S.

pyogenes son efectivamente ATG16L1 independientes.
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CAPITULO 1. ANALISIS DE POTENCIALES INTERACTORES
CON EL DOMINIO WDD DE ATG16L1

El uso del motivo pro-autofagico encontrado en TMEM59 como molde para
encontrar otros potenciales interactores del dominio WD permitié encontrar una
colecciéon de moléculas transmembrana de tipo | que contenian alguna versién
de este elemento en su dominio intracelular. Del anélisis de estas moléculas se
obtuvieron varios resultados. Por un lado, se confirmé la interaccion de la versién
del motivo pro-autofagico encontrado en el receptor de la IL-10 (IL-10RB) y en
el receptor de la IL-2 (IL-2RG) con el dominio WD. Por otro lado, otros receptores
mostraron una unién al dominio WD independiente de su potencial motivo.

En este Ultimo caso, se hipotetizd que esta baja proporciéon de motivos que
realmente interaccionan con el dominio WD se pudiese deber a un sesgo en la
propia técnica de refinamiento. Este refinamiento fue necesario ya que el
péptido primigenio encontrado en TMEMS59 solo posefa cuatro aminoacidos
conservados, un motivo que resulté ser demasiado degenerado (Figura 6a)
como para las comparaciones bioinformaticas en el banco de secuencias fuesen
productivas. El primer sesgo viene dado por el uso de la secuencia contenida
en TMEMS59 para abordar el estudio de mutagénesis de los microarrays, en lugar
de realizar un estudio de conservacion aminoacidica de diferentes interactores,
cosa que hubiese sido imposible ya que hasta la fecha TMEM59 era el Unico
interactor conocido del dominio WD.

El segundo sesgo viene dado al realizar el cambio de cada aminoécido
particular a todos los demas. A pesar de que una posicién concreta del motivo
pudiese ser mas o menos restrictivas a la hora de intercambiarse por otro
aminodcido, esta restricciéon podria venir exigida por el contexto aminoacidico
subyacente. Por ejemplo, en una posicién muy poco restrictiva como podria ser
la prolina 270, se podria intercambiar esta por cualquier otro. Ahora bien,

existiria la posibilidad de que al cambiar los aminoacidos adyacentes (valina 269
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y serina 271) se produjese algun tipo de cambio a nivel conformacional o
espacial que hiciese a la posicion 270 mucho mas restrictiva y, por tanto, que el
motivo refinado final fuese diferente (Figura 6b). La permutacién de los
cambios de una posicién concreta con el resto de posibles combinaciones
hace imposible el anélisis in vitro de la enorme cantidad de diferentes
versiones del motivo (1,46-10%"). En todo caso, a pesar de las limitaciones
del refinamiento, el motivo quedé validado debido a la asociacién del
dominio WD al motivo del IL-10RB y del IL-2RG.

Se decidié analizar el dominio intracelular de alguno de los receptores
cuya unién al dominio WD era independiente del motivo. Para ello se
generaron deleciones C-terminales con el fin de observar en que regién se
perdia la interaccién con el WDD. Las potenciales regiones interactoras de
estos receptores (IL-18R1, IL-18RAP, IL-33R) estaban conservadas tanto en
diferentes receptores de interleuquinas como en receptores de tipo Toll
(TLRs) y moléculas adaptadoras implicadas en las cascadas de sefalizacién
de interleuquinas (Tabla 4). El alineamiento de las secuencias de todas estas
proteinas dio como resultado un logo de secuencias que muestra dos
regiones altamente conservadas (Figura 19).

La primera regién conservada (Figura 19a) estd caracterizada en la
literatura como “box 2". Esta box parece estar involucrada en interacciones
entre dominios TIR (ref. del cap. 1), formando dimeros entre proteinas que
contienen estos dominios. Dado que estos tres receptores (IL-18R1, IL-
18RAP, IL-33R) poseen dominios TIR, una posibilidad seria que necesitasen
una previa dimerizaciéon antes de interaccionar con el dominio WD de
ATG16L1. Esto sugeriria que el nuevo elemento encontrado podria no
interaccionar directamente con el WDD, sino que simplemente funcionaria
como motivo dimerizador de los receptores para que una vez

oligomerizados, estos interaccionaran con el motivo original. Esto es, ante
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la ausencia de este nuevo elemento, los receptores no dimerizarian y por tanto
no podrian interaccionar con ATG16L1. Esta “box 2" también se ha visto
implicada en cascadas de sefializacion y mutaciones de ésta en el receptor de la
[1-33 (A433) se han relacionado con déficits en la sefalizacién. Por ello, otra
posibilidad podria ser que la “box 2" mediase realmente la interaccién con el
dominio WD de ATG16L1 sin necesidad de dimerizacién y que los problemas
en sefalizacién observados en la literatura se deban a la ausencia de interaccién
entre los diferentes receptores y el WDD de ATG16L1, tal y como se demostro
en el laboratorio para la sefalizacién por IL-10%72.

También es posible que fuese la segunda regién conservada la encargada
de la interaccién con el WD de ATG16L1 (Figura 19b). Esta region parece
interesante debido a su composicién, ya que todos los aminoécidos son basicos
salvo una serina (polar sin carga) en el centro de la regién. Si fuese esta la regién
interactora con el dominio WD, existiria la posibilidad de que por un lado la
“box 2" siguiese funcionando como dominio dimerizador de los receptores y
una vez dimerizados, estas regiones polares se encargasen de interaccionar con
el WDD para su futura sefalizacién.

Siguiendo esta argumentacién, si fuese una regién dentro del dominio TIR
la encargada de interaccionar con el dominio WD de ATG16, esto podria sugerir
que el WDD podria interaccionar con otros dominios TIR presentes en otras
moléculas como los TLRs. En todas las hipdtesis anteriormente mencionadas, el
dominio WD podria funcionar como nodo sefializador de receptores tanto de
interleuquinas como de tipo Toll (TLRs).

A continuacién, se muestra un esquema de todos los receptores de

interleuquinas estudiados en el Capitulo 1 de esta tesis doctoral (Figura 53)
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Figura 53. Esquema de los diferentes receptores de interleuquinas estudiados y su relacién
con ATG16L1. El esquema representa como ATG16L1 podria funcionar como nodo
sefalizador. A estos receptores de interleuquinas habria que afiadir la posibilidad de que los
receptores de tipo Toll (TLRs) también interaccionasen con ATG16L1 de manera WDD

dependiente.

CAPITULO 2. TMEM59 Y SU RELACION CON AUTOFAGIA
NO CANONICA

En el capitulo 2 de esta tesis (véase Capitulo 2 apartado 1.3. TMEMS59
es una proteina lisosomal) se demuestra que TMEM59 es una proteina que
se localiza en los lisosomas (Figura 22). Durante el estudio de co-localizacion
se observé que todas las estructuras TMEMS9 positivas eran también
LAMP1 positivas. Es decir, todas las vesiculas de TMEM59 son lisosomas.
Sorprendentemente, también se observé que solo un 75% de las estructuras
LAMP1 positivas eran TMEM59 positivas. Es decir, mientras que el 75% de
los lisosomas poseen TMEMS59 en sus membranas, un 25% de los lisosomas
carecen de él. Esto sugiere la idea de que TMEM59 podria tener una funcién
concreta que no fuese meramente estructural, ya que existen lisosomas que

no lo tienen en sus membranas.
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Trabajo previo del laboratorio revelé la capacidad de TMEMS59 para inducir
autofagia no candnica, siendo esta capaz de lipidar las propias vesiculas de
membrana simple donde se encuentra. Ademas, se ha descrito que la v-ATPasa
tiene un papel central en la autofagia no candnica, y mas recientemente, se ha
establecido que el fragmento citosélico (V1) de esta interacciona con el dominio
WD de ATG16L1 como eje principal del proceso. Ademas, en la literatura
también se describen las mutaciones F467A y K490A de ATG16L1 como
esenciales en este proceso ya que su mutacién a alanina inhibe la interaccién
entre el WDD y la v-ATPasa'?2'0.

Sin embargo, en este trabajo se demuestra que TMEM59 no interacciona
con el dominio WD de ATG16L1 a través de estos residuos (Figura 24 y Figura
25), mientras que su actividad de lipidacién de LC3 si que los requiere (Figura
28). Por un lado, TMEM59 interacciona directamente con el WDD de ATG16L1
de forma F467 y K490 independiente. Por otro lado, ATG16L1 se une a la v-
ATPasa de una manera dependiente de ambos residuos para inducir la
lipidacion de LC3. Segun este modelo, la actividad de TMEMS59 requeriria de la
v-ATPasa simplemente porque ATG16L1 la necesita en algin punto para lipidar
LC3, y explicaria por qué los mutantes no afectan a la asociacién del complejo
ATG16L1/TMEMS59, mientras que si afectan a la lipidacion de LC3.

Yue Xu et. al en su estudio sobre el eje ATG16L1/ATPasa identifican una
proteina bacteriana denominada SopF que es capaz de interferir en esta
interaccion mediante la ribosilacion de una subunidad del fragmento
transmembrana de la ATPasa (Vo). De forma inesperada, en este trabajo de tesis
se demuestra que SopF también bloquea la lipidacién de LC3 lipidado
producida por la sobreexpresion de TMEM59 (Figura 31b), lo que sugiere que
la funcion lipidadora de TMEMS59 dependeria del eje ATG16L1/ATPasa.
Ademds, en estos estudios se observa también que la interaccién

ATG16L1/TMEMS59 no se ve afectada en presencia de SopF (Figura 33), lo que
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robustece la idea de que primero se produciria la asociacion de TMEM59
con ATG16L1 y en segundo lugar se uniria ATG16L1 a la v-ATPasa para
activar la lipidacion de LC3.

Siguiendo esta hipotesis en la que ATG16L1 podria interaccionar tanto
con la porcién citosélica de la ATPasa (V1) como con TMEMS59, se pensé que
podria existir una interaccion entre TMEM59 y la ATPasa que pudiese
contribuir a la estabilizaciéon del posible complejo TMEM59/ATG16L1/v-
ATPasa. Los resultados del segundo capitulo de esta tesis doctoral muestran
una fuerte asociacién entre los fragmentos Vo (Figura 34) y V, (Figura 40) de
la ATPasa y TMEM59.

De los estudios destinados a determinar la regién interactora de
TMEMS59 con la Voc, uno de los datos més informativos se obtuvo con la
construccion AID (A dominio intracelular). Esta construccion fue capaz de
precipitar eficientemente la Voc, demostrando que el dominio intracelular
de TMEMS59 no es el encargado de la interaccién con la Voc. Es cierto que,
a lo largo del estudio, nunca se consiguié obtener una expresién de la
construcciéon AID comparable al resto de deleciones C-terminales de
TMEMS59 posiblemente debidas a alteraciones en el tréfico normal de la
proteina.

Para confirmar que es el dominio transmembrana de TMEMS59 el
responsable de su unién a la Voc, se generaron unas proteinas quiméricas
en las que la porcién transmembrana y la porcién extracelular de TMEM59
se encontraban segregadas. Al someter estas construcciones a
inmunoprecipitaciéon (Figura 38b) se observé un fendmeno interesante:
todas las condiciones donde se encontraba presente la transmembrana de
TMEMS9, presentaban una mayor expresién de la Voc que aquellas
condiciones que carecian de la porcién transmembrana, donde los niveles

de la Voc eran menores. A falta de conocer exactamente el mecanismo
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subyacente, estos datos sugieren la existencia de un posible efecto funcional en
el que la sobreexpresién de la transmembrana de TMEMS59, de alguna manera
promoveria la sobreexpresion de la Voc, quizas estabilizado a la proteina o
alterando el trafico lisosomal.

Se barajé la idea de que esta interaccion TMEM59/Vc estuviese involucrada
en la funcién lipidadora de TMEMS59. Los resultados de inmunoprecipitacion en
presencia de SopF descartaron esta posibilidad, ya que la asociacion
TMEMS59/Voc no se vio afectada (Figura 35). Ademas, anteriores trabajos del
laboratorio probaron que la construccién AID no posee capacidad lipidadora'®,
mientras que en este trabajo se demuestra que esta misma construccién retiene
la capacidad de interacciéon con la Voc. Esto sugiere que esta novedosa
interaccion entre TMEMS59 y la Voc no estaria implicada en la funcién lipidadora
de TMEMS59, sino que tendria otro cometido.

Dado que TMEMS59 interacciona con ATG16L1'% y este a su vez se asocia a
la ViA?'2, se creyd que quizas TMEMS59 pudiese interaccionar no solo con la Voc,
sino también con la V1A. Efectivamente, esta posibilidad fue confirmada por los
ensayos de co-inmunoprecipitacién mostrados en la Figura 40. Ademas, a partir
de estos ensayos se deduce que dicha interaccion es independiente de la
activacion de la autofagia no canénica, ya que esta interaccion se observa tanto
en ausencia como en presencia de un estimulo activador como la monensina.
Por tanto, de la misma manera que se concluyé con la interacciéon entre TMEM59
y la subunidad Voc: la asociacion de TMEMS59 y la V1A también parece tener una
funcién independiente de la ruta no candnica de la autofagia.

Dado que la porcién Vi es completamente citosélica, se asumié que la Unica
region de TMEMS59 potencialmente accesible a esta subunidad podria ser el
dominio intracelular. Por ello, se testé la capacidad de unién de la V1A a las
diferentes deleciones intracelulares de TMEMS9. En los resultados obtenidos de

estos experimentos se concluyé que la regién interactora se encontraria en la

221



porcion mas C-terminal de la regién intracelular (290-320). Previo trabajo
del laboratorio evidencié que esta region no tiene capacidad de lipidacién
de LC3, ya que esta se encuentra exclusivamente localizada en el péptido
pro-autofagico (260-282)'%. Esto robustece aln mas la idea de que esta
nueva asociacion TMEM59/ViA posee otra funcién que no conlleva la
lipidacion de LC3.

El hecho de que ambas porciones (Vo y V1) de la ATPasa interaccionen
con TMEMS59 en regiones diferentes y que ninguna de estas zonas de
interacciéon tenga capacidad lipidadora hace pensar que TMEM59 pudiese
tener algin tipo de influencia o control sobre la ATPasa de forma
independiente de sus actividades autofagicas. Una teoria plausible seria que
TMEMS59 fuese un sensor que, tras un estimulo, ain desconocido, fuese
capaz de acoplar o desacoplar y, por tanto, activar o inactivar la funcién de
la ATPasa. Este posible papel de TMEM59 en el acoplamiento o
desacoplamiento de la ATPasa seria independiente de su actividad

lipidadora de LC3.
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Figura 54. Esquema de la posible doble funcién de TMEM59. Por un lado, TMEM59 se

asociaria primero con ATG16L1 para después interaccionar con la ATPasa y lipidar LC3. Por

otro lado, funcionaria como acoplador de ambos fragmentos de la ATPasa ante un potencial

estimulo aun desconocido. En este caso, ATG16L1 podria participar y ayudar en el

acoplamiento formando un complejo triple.
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CAPITULO 3. TMEM59 Y SU PAPEL EN XENOFAGIA

Al estudiar el papel de TMEM59 en una posible respuesta xenofégica frente
a S. pyogenes, se realizaron cinéticas de infeccién para observar si TMEM59
tiende a co-localizar con el fagolisosoma bacteriano (Figura 46 y Figura 47). En
estas figuras citadas anteriormente, se muestran las estructuras mas
representativas. Ademads, observamos diferentes tipos de estructuras que se
muestran resumidas en la Figura 48.

En todas las estructuras observadas siempre parece cumplirse una funcién
encapsuladora por parte de las estructuras LAMP1 positivas. Este proceso
comenzaria formando una cépsula voluminosa sin fragmentar (Figura 48a) que
en estadios mas avanzados acaba tabicdndose hasta el punto de formar
compartimentos estancos para cada coco o diplococo bacteriano (Figura 48b).

En el caso de las vesiculas TMEM59 positivas, se aprecia la presencia de
estructuras vesiculares asociadas a la cara externa de las capsulas LAMP1
positivas en los tiempos cortos post-infeccion (t=4h, t=8h) (Figura 48c). Estas
vesiculas TMEMS59 positivas acabaran formando parte de las capsulas formadas
por LAMP1 anteriormente descritas (t=8h, t=16h) (Figura 48d). También
aparecen de manera inusual algunas estructuras capsulares TMEMS59 positivas
similares a las capsulas formadas por LAMP1 en estadios avanzados. Este nivel
de encapsulamiento de TMEMS59 solo se aprecia cuando las bacterias forman
agregados globulares y también en cadenas de cocos de los estados mas
avanzados (t=16h y 24h) (Figura 48b y Figura 48e).

Se hipotetizo entonces que esta diferencia de comportamiento entre ambas
proteinas podria implicar también una diferencia funcional. Una posible
explicacién serfa que los lisosomas que inicialmente acuden al fagosoma
bacteriano son LAMP1 positivos, y en una segunda oleada acuden vesiculas
TMEMS59 positivas como refuerzo a la actividad lisosomal. Como se discutid

previamente (véase Discusion apartado Capitulo 2: TMEMS9 y su relacién con
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autofagia no candnica), TMEM59 interacciona con ambas subunidades de
la ATPasa pudiendo funcionar como un posible inductor del acoplamiento
de la v-ATPasa que promoveria la acidificacién del lisosoma. Existiria la
posibilidad de que vesiculas TMEM59 positivas acudieran a estas capsulas
de LAMP1 con el fin de transportar y ensamblar mas fragmentos de la
ATPasa en estos lisosomas, acidificando mas su interior con el fin de
degradar més efectivamente la bacteria encapsulada.

Estudios previos de otros grupos muestran como S. pyogenes es capaz
de inactivar y eliminar la ATPasa de los fagosomas en los que se encuentra,
bloqueando la correcta acidificacion de estos y promoviendo la progresién
de la infeccién?®®. Este efecto estd controlado por un regulador
transcripcional llamado Mga que codifica para factores de virulencia de la
membrana bacteriana. Las bacterias carentes de este factor son facilmente
degradadas ya que existe un correcto transporte de la ATPasa a los
fagosomas que contienen la bacteria. Es posible entonces que este
transporte de la ATPasa a los fagosomas pueda ser mediado por TMEM59.
Esta teoria implicaria que quizas alguna proteina de la superficie bacteriana
de S. pyogenes codificada por el regulador transcripcional Mga, podria ser
capaz de interaccionar con TMEMS59 e inactivar esta funcién transportadora
de ATPasa.

Dado que previamente se ha demostrado que TMEMS59 estd
involucrado en la respuesta frente a S. aureus, y también en este trabajo se
demuestra su participaciéon en la respuesta frente a S. pyogenes, se baraja
la posibilidad de que el dominio extracelular de TMEM59 pudiese funcionar
como receptor de alguna proteina de superficie de ambas bacteria. Sin
embargo, esta hipotesis probablemente requeriria una co-localizacién mas
temprana entre la bacteriay TMEM59, cosa que no se observa en los datos

obtenidos por microscopia confocal (Figura 46 y Figura 47)
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10.

El motivo refinado de unién al dominio WD de ATG16L1 es capaz de
identificar nuevos interactores fisioldgicamente relevantes como el IL-2RG

o el IL-10RB.

Los receptores IL-1RAP, IL-18RAP, IL-18R1 y IL-33R se unen de manera
especifica al WDD de ATG16L1, pero sus potenciales motivos pro-
autofagicos encontrados en la regién intracelular no median esta
interaccion.

La secuencia de los receptores IL-18RAP, IL-18R1 y IL-33R que interacciona
con el WDD se encuentra dentro del dominio TIR y contiene dos regiones
conservadas: una “box 2” encargada de interacciones entre dominios TIR
y sefalizacién celular y otra regién cuya funcién es desconocida.

TMEMS59 es una proteina lisosomal y su ausencia no parece alterar la
estructura ni la localizacion subcelular de los lisosomas.

Las mutaciones F467A y K490A no alteran la interaccion de ATG16L1 y
TMEMS59, pero si bloquean la actividad de lipidacién de LC3 producida
por TMEMS59.

SopF no inhibe la unién entre ATG16L1 y TMEMS59, pero si la actividad de
lipidacién de LC3 producida por TMEM59.

TMEMS59 se une a la v-ATPasa: A la porcién transmembrana asocidandose
a la subunidad Voc posiblemente a través de sus dominios transmembrana,
y a la porcién citosélica interaccionando con la subunidad VA a través de
su dominio intracelular.

La interacciéon de TMEMS59 con la Voc no se ve alterada por SopF.

TMEMS59 se induce en respuesta a la infeccidn bacteriana por S. pyogenes

y co-localiza con LAMP1 en cépsulas que contienen S. pyogenes.

TMEMS9 reprime la infeccion por S. pyogenes, siendo este proceso

independiente de ATG16L1.
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ANEXO | — OLIGONUCLEOTIDOS PARA PCR

Denominacién

Secuencia

IL-1RAP-M1-F420,
L423 to A-TOP

GGAATGCGGAAGAAGAAGAAGCTGTATTAGCGACCCTCCGTG
GAGTTTTGGAG

IL-1RAP-M1-F420,
L423 to A-BOTT

CTCCAAAACTCCACGGAGGGTCGCTAATACAGCTTCTTCTTCTT
CCGCATTCC

IL-1RAP-M1-1407,
Y408, Y411 to A-TOP

TTAGATGGAAAAGAGTATGATGCTGCTGTATCCGCTGCAAGGA
ATGCGGAAGAAGAAG

IL-1RAP-M1-1407,
Y408, Y411 to A-BOTT

CTTCTTCTTCCGCATTCCTTGCAGCGGATACAGCAGCATCATAC
TCTTTTCCATCTAA

IL-1RAP-Y533, G536
to A-TOP

GAAAGGGGAAAAATCCAAGGCTCCACAGGCCAGGTTCTGGAA
GCAGCTGC

IL-1RAP-Y533, G536
to A-BOTT

GCAGCTGCTTCCAGAACCTGGCCTGTGGAGCCTTGGATTTTTCC
CCTTTC

IL-TRAP-L521, 1524,
W526 to A-TOP

CTGAAGAGGGCTAAGACGGTGGCCACGGTCGCTAAAGCGAAA
GGGGAAAAATCCAAGGCTC

IL-TRAP-L521, 1524,
W526 to A-BOTT

GAGCCTTGGATTTTTCCCCTTTCGCTTTAGCGACCGTGGCCACC
GTCTTAGCCCTCTTCAG

IL-12RB2-M2-L763,
Y767, L770 to A-TOP

CTCCAAGCTGAGAGCAGACAAGCGGTGGATCTGGCCAAGGTG
GCGGAGAGCAGGGGCTCCGACCC

IL-12RB2-M2-L763,
Y767, L770 to A-BOTT

GGGTCGGAGCCCCTGCTCTCCGCCACCTTGGCCAGATCCACC
GCTTGTCTGCTCTCAGCTTGGG

IL-12RB2-M1-F718,
P721 to A-TOP

CATCAAGTGACCCCAGTTGCCAGACATGCCCCCTGCTCCAACT
GGCCAC
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IL-12RB2-M1-F718,
P721 to A-BOTT

GTGGCCAGTTGGAGCAGGGGGCATGTCTGGCAACTGGGGTCA
CTTGATG

IL-12RB2-M1-L705,
1707 to A-TOP

CGCCTGAAGATCCTGAACCGGCGGTCGCCAGTGAAGTCCTTCA
TCAAGTG

IL-12RB2-M1-L705,
1707 to A-BOTT

CACTTGATGAAGGACTTCACTGGCGACCGCCGGTTCAGGATCT
TCAGGCG

IL-18R1-A354D, GTGCCTAGTGACTGTGTGTGTCGCTGCTAGAGTTGACTTGGTTC
I350A-TOP TAGCTGCTAGAC

IL-18R1-A354D, GTCTAGCAGCTAGAACCAAGTCAACTCTAGCAGCGACACACAC
I350A-BOTT AGTCACTAGGCAC

IL-18R1-F358, Y359,
L362 to A-TOP

TTATAGAGTTGACTTGGTTCTAGCTGCTAGACATGCAACGAGAA
GAGATGAAACATTAAC

IL-18R1-F358, Y359,
L362 to A-BOTT

GTTAATGTTTCATCTCTTCTCGTTGCATGTCTAGCAGCTAGAACC
AAGTCAACTCTATAA

IL-18R1-Y351, D354 to
A-TOP

GTGACTGTGTGTGTCATTGCTAGAGTTGCCTTGGTTCTAGCTGC
TAGAC

IL-18R1-Y351, D354 to
A-BOTT

GTCTAGCAGCTAGAACCAAGGCAACTCTAGCAATGACACACAC
AGTCAC

[L-18RAP-Y392,Y395
to A-TOP

GATTGAAATAGTGCTGCTGGCCCGGACCGCCCAGAGCAAGGA
TCAGACGC

IL-18RAP-Y392,Y395
to A-BOTT

GCGTCTGATCCTTGCTCTGGGCGGTCCGGGCCAGCAGCACTAT
TTCAATC

IL-18RAP-Y382, W385,
E387 to A-TOP

CTGGCGGCGAGTGCCCTCCTCGCCAGGCACGCGATTGCGATA
GTGCTGCTGGCCCGGACCGCC

IL-18RAP-Y382, W385,
E387 to A-BOTT

GGCGGTCCGGGCCAGCAGCACTATCGCAATCGCGTGCCTGGC
GAGGAGGGCACTCGCCGCCAG
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IL-18RAP-L380, L381
to A, A387E-TOP

GCCGTGCTGGCGGCGAGTGCCGCCGCCGCCAGGCACGCGAT
TGAAATAGTGCTGCTGGCCCGGACC

IL-18RAP-L380, L381
to A, A387E-BOTT

GGTCCGGGCCAGCAGCACTATTTCAATCGCGTGCCTGGCGGC
GGCGGCACTCGCCGCCAGCACGGC

IL-31RA-M1-W555A-
TOP

CAAATTGACTCATCTGTGTGCCCCCACCGTTCCCAACCCTG

IL-31RA-M1-W555A-
BOTT

CAGGGTTGGGAACGGTGGGGGCACACAGATGAGTCAATTTG

IL-31RA-M1-W569,
D572 to A-TOP

CTGAAAGTAGTATAGCCACAGCGCATGGAGCTGATTTCAAGGA
TAAGCTAAAC

IL-31RA-M1-W569,
D572 to A-BOTT

GTTTAGCTTATCCTTGAAATCAGCTCCATGCGCTGTGGCTATAC
TACTTTCAG

IL-31RA-L603A-TOP
3M)

CCACCCCCAGTGACAAGGCGGTGATTGACAAGTTGGTG

IL-31RA-L603A-BOTT
3M)

CACCAACTTGTCAATCACCGCCTTGTCACTGGGGGTGG

IL-31RA-1605, L607 to
A-TOP

CCCCCAGTGACAAGGCGGTGGCTGACAAGGCTGTGGTGAACG
CTGGGAATG

IL-31RA-1605, L607 to

CATTCCCAGCGTTCACCACAGCCTTGTCAGCCACCGCCTTGTCA

A-BOTT CTGGGGG
IL-31RA-F612A, GACAAGTTGGTGGTGAACGCTGGGAATGCTCTGCAAGAAATTT
V615A-TOP TCACAGATG

IL-31RA-F612A,
V615A-BOTT

CATCTGTGAAAATTTCTTGCAGAGCATTCCCAGCGTTCACCACC
AACTTGTC

IL-31RA-L616, E623 to
A-TOP

GTGGTGAACGCTGGGAATGCTGCTCAAGAAGCTGCCACAGAT
GCGGCCAGAACGGGTCAGGAAAC
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IL-31RA-L616,E623 to
A-BOTT

GTTTTCCTGACCCGTTCTGGCCGCATCTGTGGCAGCTTCTTGAG
CAGCATTCCCAGCGTTCACCAC

IL-31RA-F620A-TOP
(4M)

GAATGCTCTGCAAGAAATTGCCACAGATGAAGCCAGAACG

IL-31RA-F620A-BOTT
(4M)

CGTTCTGGCTTCATCTGTGGCAATTTCTTGCAGAGCATTC

IL-31RA-L616, E623,
1619 to A-TOP

GTGGTGAACGCTGGGAATGCTGCTCAAGAAGCTGCCACAGAT
GCGGCCAGAACGGGTCAGGAAAAC

IL-31RA-L616, E623,
1619 to A-BOTT

GTTTTCCTGACCCGTTCTGGCCGCATCTGTGGCAGCTTCTTGAG
CAGCATTCCCAGCGTTCACCAC

IL-33R-Y368, R371 to
A-TOP

GAGAGACATAGCTAAACCTGCCAAGACTGCGAATGATGGAAAG
CTCTATG

IL-33R-Y368, R371 to
A-BOTT

CATAGAGCTTTCCATCATTCGCAGTCTTGGCAGGTTTAGCTATG
TCTCTC

IL-33R-L359, L360,
W361 to A-TOP

GTTCTGGATTGAGGCCACTGCCGCCGCGAGAGACATAGCTAAA
CCTGCCAAGAC

IL-33R-L359, L360,
W361 to A-BOTT

GTCTTGGCAGGTTTAGCTATGTCTCTCGCGGCGGCAGTGGCCT
CAATCCAGAAC

IL-33R-F353, W354,
1355 to A-TOP

CTGGTTATCATCCTAAAAATGGCCGCGGCTGAGGCCACTGCCG
CCGCGAGAGAC

IL-33R-F353, W354,
1355 to A-BOTT

GTCTCTCGCGGCGGCAGTGGCCTCAGCCGCGGCCATTTTTAGG
ATGATAACCAG

IL-10RB-F292-L295A-
TOP

GTCGGATGAGAATGATGTTGCTGACAAGGCAAGTGTCATTGCA
GAAGAC

IL-10RB-F292-L295A-
BOTT

GTCTTCTGCAATGACACTTGCCTTGTCAGCAACATCATTCTCATC
CGAC
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IL-10RB-F280,81,83A-
TOP

CTCATCATAACACACTTCTGGCTGCCTCCGCTCCATTGTCGGAT
GAGAATGATG

IL-10RB-F280,81,83A-
BOTT

CATCATTCTCATCCGACAATGGAGCGGAGGCAGCCAGAAGTGT
GTTATGATGAG

IL-2Rg-F307, W310 to
A-TOP

GTTACTGAATACCACGGGAACGCTTCGGCCGCCAGTGGTGTGT
CTAAGGGAC

IL-2Rg-F307, W310 to
A-BOTT

GTCCCTTAGACACACCACTGGCGGCCGAAGCGTTCCCGTGGTA
TTCAGTAAC

IL-2Rg-L296, L299,
Y303 to A-TOP

CGAATTCCCACCCTGAAGAACGCAGAGGATGCTGTTACTGAAG
CCCACGGGAACGCTTCGGCCGCC

IL-2Rg-L296, L299,
Y303 to A-BOTT

GGCGGCCGAAGCGTTCCCGTGGGCTTCAGTAACAGCATCCTCT
GCGTTCTTCAGGGTGGGAATTCG

IL18R-Eco-Kz-fw

GGGCCCGAATTCGCCACCATGAATTGTAGAGAATTACCCTTGA
CCC

IL18R1-K514-Bsph-
REV

CCCGGGTCATGACCTTCCAGAACCTTGAGTTATAAGAAAG

IL18R1-S494-Bsph-
REV

CCCGGGTCATGACAGATTTCAAAAGCTTTAGTGATTGGGG

IL18R1-V465-Bsph-
REV

CCCGGGTCATGACCACCAATGCTTCATGGAGTCCACTTTC

IL18R1-L443-Bsph-REV

CCCGGGTCATGACTAGGACAATGATTAGTCTTCGGCTTTTC

IL18R1-P401-Bsph-
REV

CCCGGGTCATGACGGGCAAAATCTCCACAGCAAAGGTGTG

IL18R1-R386-Bsph-
REV

CCCGGGTCATGACTCGGCATTCTTTTAGGTAAGACACAAAAG
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IL18R1-V353-deltalD-
Bsph-REV

CCCGGGTCATGACAACTCTATAAATGACACACACAGTCAC

IL-33R-Hind3-Kz-fw

GGGCCCAAGCTTGCCACCATGGGGTTTTGGATCTTAGCAATTCT
CAC

IL-33R-P538-Bsph-REV

CCCGGGTCATGACTGGCACAGGCATTTGGTACCTCACGTG

IL-33R-K505-Bsph-REV

CCCGGGTCATGACTTTCATAAGATGCTGGAGGGAGTCCTG

IL-33R-L466-Bsph-REV

CCCGGGTCATGACCAGGGCAACCTCCTGCTCGTAGGCAAAC

IL-33R-L448-Bsph-REV

CCCGGGTCATGACCAGGATGAAAATGTGCCGCCTGCTCTTTC

IL-33R-K412-Bsph-REV

CCCGGGTCATGACTTTATTTTCAAGAACATCAGGCAGAATC

IL-33R-N386-Bsph-
REV

CCCGGGTCATGACGTTCCGTGGGTAGACAACATAAGCATC

IL33R-deltalD-M352-
Bsph-REV

CCCGGGTCATGACCATTTTTAGGATGATAACCAGGACATTG

IL18RAP-Hind3-Kz-fw

GGGCCCAAGCTTGCCACCATGCTCTGTTTGGGCTGGATATTTCT
TTGGC

IL-18RAP-K562-Bsph-
REV

CCCGGGTCATGACTTTCACAGGCATGTGGTAGCGCATTTTG

IL-18RAP-K513-Bsph-
REV

CCCGGGTCATGACCTTAATTAAAATGAGTTTCAGTGTTTG

IL-18RAP-N444-Bsph-
REV

CCCGGGTCATGACGTTTTCTAAAACATCAGGAAATAGGCTC

IL-18RAP-E423-Bsph-
REV

CCCGGGTCATGACCTCACTTGGAAAAGAGCTCCATTTTGC

IL18RAP-L380-deltalD-
Bsph-REV

CCCGGGTCATGACGAGGGCACTCGCCGCCAGCACGGCCAC
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GST-MIu-SGG-fw

GGGCCCACGCGTAGCGGCGGCATGTCCCCTATACTAGGTTATT
GG

AIR-Bam-TM-962-fw

GGGCCCGGATCCCTCTGGGTGGATTTTAACTACAACTCTTG

p8-seq-3952rev

CAGACCTGAGGAAGAGATGG

P8-seq-2751fw

AGTTAGGCCAGCTTGGCACTTGATGT

AIR-Bam-GG-G239-rev

CCCGGGGGATCCCCCCCAGAGTTAAGAGAGAGGCATCT

AlR-delta TA281-TOP

CTTTGGATTTGTTGTGCAACTGTTGCTTTTATGAATGAACAAAAG
CTAAACAG

AlR-delta TA281-
BOTT

CTGTTTAGCTTTTGTTCATTCATAAAAGCAACAGTTGCACAACAA
ATCCAAAG
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ANEXO Il - ANTICUERPOS PRIMARIOS

Anticuerpo | Especie | Especificidad | Aplicacién Dilucién Casa comercial | Referencia
a-ATP6-Voc | Conejo | Policlonal WB 1:1000 St Johns Lab | STJ118778
o-ATP6-
Conejo | Monoclonal WB 1:1000 Abcam ab199326
V,A
o« MBL Life
Raton | Monoclonal WB 1:2000 M150-3
ATG16L1 Science
Thermo
a-AU Conejo | Policlonal WB 1:1000 PA1-26548
Scientific
Cell Signaling
o-FLAG Conejo | Monoclonal | WB/IP | 1:1000/1:250 #2368
Technology
o-FLAG Ratén | Monoclonal | WB/IP | 1:1000/1:250 | Sigma-Aldrich F3165
a-GAPDH | Ratéon | Monoclonal WB 1:10000 Abcam ab8245
Cell Signaling
o-GST Conejo | Policlonal WB 1:1000 2622
Technology
Santa Cruz
o-GST Raton | Monoclonal WB 1:500 sc-138
Biotechnology
o-HA Ratén | Monoclonal WB 1:1000 BiolLegend 901501
Cell Signaling
o-HA Conejo | Monoclonal WB 1:1000 #3724
Technology
a-TMEM59 Generado en el laboratorio.
Pollo Policlonal IP 1:250
(AP3) Purificacién por afinidad
a-TMEM59 Generado en el laboratorio.
Conejo | Policlonal WB 1:3000
(AP9) Purificacién por afinidad

268




ANEXO [l = ANTICUERPOS SECUNDARIOS

Anticuerpo Conjugac.lon Reactividad AplI.CaC‘I,OI’\ Casa comercial | Referencia
y especie y dilucién
HRP-conjugated
AffiniPure Goat Conejo IgG WB Jackson 111-035-
HRP Cabra
anti-Rabbit IgG (H+L) 1:10000 | ImmunoResearch 003
(H+L)
HRP-conjugated
AffiniPure Goat Pollo IgG WB Jackson 103-035-
HRP Cabra
anti-Chicken IgY (H+L) 1:10000 | ImmunoResearch 155
(IgG) (H+L)
HRP-conjugated
AffiniPure Goat Raton I1gG WB Jackson 115-035-
HRP Cabra
anti-Mouse IgG (H+L) 1:10000 ImmunoResearch 003
(H+L)
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