UNB

Universitat Autonoma de Barcelona

ANALISIS PROTEOMICO Y BIOQUIMICO DEL REGULADOR AUTOINMUNE:
NUEVAS FUNCIONALIDADES Y VIAS DE DEGRADACION DE AIRE

Adrian Tirado Herranz

ADVERTIMENT. L’accés als continguts d’aquesta tesi queda condicionat a I'acceptacié de les condicions d’Us
establertes per la seglent lliceéncia Creative Commons: http://cat.creativecommons.org/?page_id=184

ADVERTENCIA. El acceso a los contenidos de esta tesis queda condicionado a la aceptacion de las condiciones de uso
establecidas por la siguiente licencia Creative Commons: http://es.creativecommons.org/blog/licencias/

WARNING. The access to the contents of this doctoral thesis it is limited to the acceptance of the use conditions set

by the following Creative Commons license: https://creativecommons.org/licenses/?lang=en




UNB

Universitat Autonoma
de Barcelona

Departament de Biologia Cel-lular, de Fisiologia i d'lmmunologia
Facultat de Biociencies

Memoria presentada por Adrian Tirado Herranz para optar al grado de
Doctor en Inmunologia en el Programa de Doctorado en Inmunologia
Avanzada de la
Universidad Auténoma de Barcelona

ANALISIS PROTEOMICO Y BIOQUIMICO
DEL REGULADOR AUTOINMUNE:
NUEVAS FUNCIONALIDADES
Y ViAS DE DEGRADACION DE AIRE

Tesis realizada en el Laboratori d'Immunologia Cel-lular
del Institut de Biotecnologia i Biomedicina
de la Universitat Autonoma de Barcelona
bajo la direccion del Dr. Ifiaki Alvarez

Adrian Tirado Herranz Iiaki Alvarez Pérez
Doctorando Director

Diciembre de 2022






10



CONTENIDOS

CONTENIDOS ..o crrceressrsssessssssessssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssesssssssessssssnen 1
ABREVIATURAS .......ooocercrersresessresssessesssessesssessessssesessssesssssssesssssssesssssssesssssssesssesssesssssasesssens 17
RESUNMEN ........oootieureseressesesessessssessessssesessssessassssesssssssessssessessessssessessssessessssesssssssesssssssessessssessssense 21
INTRODUCCION .....covvrrrrrrrrnnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss s 25
I. Tolerancia y Eucacion TimiCa.........cccoumenemrressmssesssmssessssssesssssssssssesessssesssssesssssssssssssessssnes 25
1.1 Células Epitaliales TImiCas (TECS) ......ccccvrurierrririininineinieieisiesssese s ssssssessssssesseens 27

1.2 SElECCION TIMICA ....cvuvecveieiere ittt b bbb bbbt bbb 31

II. Regulador Autoinmune (AIRE) ..........ccovererensrscnenessesessssessssssessssssesssssssessssessessssessesssens 32
2.1 Caracteristicas bioquimicas y biofisicas de AIRE...........cccccoceveiiniieereiceiscee e 34

2.2 Mutaciones en €l gen AIRE ... 37

2.3 Mecanismo molecular de @CCION ...........ccoceveiririiisicececce et 39

2.4 AIRE €N €l CICIO CEIUIAT .......cvcveviieeecctee e 41

2.5 AIRE €N PEIfEIA .....cocviiiiveiiiecieiees ettt bbbt 43

lll. El Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC)..........cccovneurenmenmrensssesessssessesssnens 44
3.1 Estructura de las moléculas de MHC ..o 46

3.2 Presentacion antigénica (Interaccion MHC-péptido)..........cccveuenieenneceniesnceiencees 48

3.3 Via de procesamiento antigéniCo ...........ceurururiieeirieier et 49

3.3.1 Via de procesamiento antigénico de Clase |..........coovernerninnncenneeneeees 49

3.3.2 Via de procesamiento antigénico de clase Il..........ccoernernninnneennceneeenees 50

IV. El Sistema Ubiquitin Proteasoma (UPS)...........ccocinnnnnnnnsnsesssssesssssesssssensnnns 52

V. La familia E3 Ubiquitin Ligasas Seven in Absentia Homolog (SIAH) ..........cccocovunenieenes 56
OBUETIVOS .....ooeercreceresesssessessssessssssesssssssessssssessssessessssessessssessessssessessssessessssessessssessessssessessanes 61
MATERIALES Y METODOS .........ccovummmmnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssanens 65
I. Cultivos celulares y VECLOres...........ccocvrnmirensnininsssessssssssss s 65
1.1 Lineas celulares de origen no liNfOide...........corricnicrressc e 65

1.2 CondiCioNES de CUILIVO ........coeuieevircicieece e 65

1.3 CONSLrUCCIONES GENELICAS .......cevereeeeieeeere ettt 66

1.4 TrANSTECCIONES ......vvvvii ettt e 67

1.4.1 TransfecCion transitoria...........ccccvviiiiiicccee s 67

1.4.2 Transfeccion estable y Clonacion ..........occcvrnieencere e 68

II. Protedmica y peptidomiCa ........c.courenesmrrersmrsessssrresssnssessssssesssssssssssesessssssssssesssssssssssssesssnses 69
2.1 Protedmica cuantitativa (iTRAQ)........cccoreerrieeriieeesece s snsees 69

2.1.1 Digestion proteica y marcaje con el reactivo iTRAQ-8-plex® ........ccccccvvvvverrrecennn, 69

11



2.1.2 Cromatografia liquida y analisis por espectrometria de masas............ccccoceveeerenne. 70

2.1.3 Andlisis de datos ¥ eStadistiCa ........ccvevreeeeeiniireerieee e 70
2.2 Inmunoprecipitacién y purificacion de péptidos asociados a moléculas de HLA ........... 71
2.2.1 Andlisis por Espectrometria de Masas .........cccoeerieerireenniesneessee e 72
2.2.2 MSIMS lon Search and Peptide identification ............ccccoeorrierncinnesnecnene 73
2.3 Andlisis de proteinas ¥ PEPLIAOS .........veurrerriie e 73
Il ANBICUBIPOS ..oveeiirceises it se s s 74
3.1 ANtICUEIPOS PrIMAIIOS .....vuvveeeieeceeereieirieesere e ees st e st ese st na s nnseeen 74
3.2 AntiCUEIPOS SECUNANIOS ....cevvuierereirceeereeeeire ettt 74
IV. Electroforesis y Western blot ... 75
V. Citometria de flujo ..o ———— 75
5.1 TiNCION INTrACEIUIAT ...t een 76
5.2 Tincion celular de SUPEITICIE ... v 77
5.3 ENSAYO0 dE QPOPIOSIS ....vvueeereierereeeieeseisetee ettt 77
5.4 Analisis del CICIO CRIUIAN...........crueeieererr e ees 78
V1. MICTOSCOPIA ..cucucrreressresasssess s ssssess s sssse s sse s se s s s e s ss s e nsssssssssesssssssssssesssnsees 78
8.1 INMUNOTIUOTESCENCIAS. ... ..vuvevirerireicreis s 79
6.2 Ensayo de migracion (Woung Healing ASSaY) .........cvreierirreieniemneinineeeessseesssssseeeennns 79
VII. INMUNOPIECIPItACION......c.ceeeerreresrress s sr s s s s s sssnsees 80
7.1 Inmunoprecipitacion con beads de SEfarosa..........ccccceiiveiieeicieess e 80
7.2 Inmunoprecipitacion con beads MagnEtiCas ..........coccererrierneereneereeeneees s 81
7.2.1 Inmunoprecipitacién con beads magnéticas ..........cccoeereurneennierneeneeeeens 81
7.2.2 Inmunoprecipitacidn con paraformaldehido y beads magnéticas............cccovveenee. 82
RESULTADOS ......cocreceresesssessessssessessssessessssessessssesssssssesssssssesssssssesssssssessessssesssssssessessssessessssease 87
CAPITULO I: Analisis protedmico diferencial en transfectantes estables de AIRE en
HEK293........ooceceece s sess s s ssess e sssss s sssssssessssanens 87
1.1 Generacion de un modelo celular de expresién estable de AIRE para estudiar los
proteomas y 10s peptidomas de HLA-| ..o s 87
1.2 Impacto de la expresion de AIRE en el proteoma celular (protedmica cuantitativa)....... 87
1.3 Identificacion de los dominios de AIRE involucrados en apoptosis.............cccoeeeeuevcnnnee. 95
1.4 La expresion de AIRE induce una mayor movilidad en células HEK293 ....................... 98
1.5 Caracterizacion de los repertorios peptidicos asociados a las moléculas de HLA-|
en células que expresan AIRE de forma diferencial............ccccoeeveeeiicecccccceeeen,s 102

CAPITULO II: AIRE y ciclo celular. Caracterizacion de una nueva localizacién de AIRE en

Células POSt-MItOLICAS........ccerrrererercrere i e nn e 109
2.1 Localizacién celular de AIRE y de la proteina truncada conteniendo
AIVErSOS AOMINIOS .....cvuvevseeiee ettt 109
2.2 AIRE se localiza en células postmitoticas cerca del midbody ...........coceverccerincicnencees 112

2.3 Efecto de la proteina AIRE sobre el ciclo celular y mitosis en transfectantes estables 113

12



2.4 Andlisis de la distribucién de AIRE, DNA-PK y Miosina 10 en el midbody ................... 115

2.5 Distribucion de AIRE a lo largo del CIclo CelUIar ... 118
CAPITULO III: Caracterizacion de la interaccion de AIRE y proteinas pertenecientes a la
familia de E3 Ubiquitin ligasas Seven in Absentia Homologue (SIAH).........c.cccoourenininnes 123

3.1 CACYBP/SIP se ve incrementada en clones de transfectantes estables

A8 AIRE-MYCTHIS ...ttt st 123

3.2 AIRE interacciona con las proteinas de la familia Seven in Absentia Homologue

(SIAH): SIAHT Y SIAHZ ...ttt sss st 127

3.3 AIRE requiere la region que contiene la primera secuencia consenso (PKALVPP)

para la interaccion con SIAHT Y SIAHZ.........c.oriiic s 129

3.4 AIRE co-localiza con las proteinas SIAH1 y SIAH2. ..o 130

3.5 SIAH1 incrementa los niveles de AIRE poli-ubiquitinado...........ccccereerirreerienienieines 133

3.6 SIAH1 reduce los niveles intracelulares de AIRE .........c.ocevevoneiennnennees s 135

DISCUSION ....oovvvrrreerssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 141
CONCLUSIONES .......ccoreermrresrsssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssss s snssssenas 163
BIBLIOGRAFIA ......cossssseeeuesesseeesessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 167

13



14



15



16



ABREVIATURAS

Aa: aminodcido.

AIRE: Regulador Autoinmune (Auto/mmune REgulator)

APC: Célula Presentadora de Antigeno (Antigen Presenting Cell)

APECED: Distrofia Ectodérmica-Candidiasis-Poliendocrinopatia Autoinmune.
APS1: Sindrome Poliendocrinopatico Autoinmune 1.

CACYBP/SIP: Proteina de Unidn a Calciclina/Proteina de Interaccidén con SIAH.
CARD: Dominio de Reclutamiento de Caspasas

CBP: Proteina de Unién a CREB

cTEC: Célula Epiteliales Timica Cortical (Cortical Thymic Epithelial Cell)
DC: Células Dendritica (Dendritic Cell)

DMEM: Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium

DMSO: Dimetilsulféxido

DNA-PK: Proteina Kinasa dependiente de DNA

DNA-PKcs: Subunidad catalitica de la Proteina Kinasa dependiente de DNA
DP: Doble Positivo (en referencia a maduracion de linfocitos T en el timo)
E1: Enzima activadora de ubiquitina

E2: Enzima conjugadora de ubiquitina

E3: Enzima ligasa de ubiquitina

ELL2: Factor de Elongacidn de la RNA Polimerasa Il

ER: Reticulo Endoplasmico (Endoplasmic Reticulum)

eTAC: Célula que expresa Aire extratimica

FACT: Proteina Facilitador de la Transcripcion de la Cromatina

FBS: Suero Fetal Bovino

YH2AX: Miembro X de la familia de H2A fosforilado

H3K27ac: Acetilacién de la Lisina 27 de la Histona 3

H3K4meO: Lisina 4 no metilada de la Histona 3

H3K4mel: Hipometilacién de la Lisina 4 de la Histona 3

HEK293: Human Embrionic Kidney 293 (en referencia a linea celular)
HIPK2: Proteina Kinasa 2 de Interaccién con Homeodominio

HLA: Antigeno Leucocitario Humano (Human Leucocyte Antigen)

HT93: Human Thyroid 93 (en referencia a linea celular)

HSR: Regidn de Tincién Homogénea (Homogeneously Staining Regions)
MHC: Complejo Mayor de Histocompatibilidad (Major Histocompatibility Complex)
mTEC: Célula Epitelial Timica Medular (Medullary Thymic Epithelial Cell)
NLS: Seial de Localizacién Nuclear (Nuclear Localization Sequence)
PARP1: Poli-ADP-ribosa Polimerasa

PGE: Expresidn Promiscua de Genes (Promiscuous Gene Expression)

PHD: Homeodominio Vegetal (Plant Homeodomain)

PML-NB: Cuerpos Nucleares de la Leucemia Promielocitica

PRR: Regidn Rica en Prolinas

PTEFB: Factor Transcripcional B de Elongacion Positivo

PVDF: Fluoruro de Polivinilideno

17



RING: Really Interesting New Gene

RNApol-Ill: RNA Polimerasa Il

SAND: Dominio Sp100, AIRE, NuP41/75, Deafl

SIAH: Seven in Absentia Homologue

SIRT1: Sirtuina 1 Deacetilasa

SCF: Factor de Células Madre / Complejo Multiproteico Degradativo Skp1 — Cullin — F-
box

SP: Simple Positivo (en referencia a maduracién de linfocitos T en el timo)
TCR: Receptor de Célula T

TEC: Células Epiteliales Timicas (Thymic Epithelial Cells)

TOP: DNA Topoisomerasa

TRAs: Antigenos Restringidos de Tejidos (Tissue Restricted Antigen)

TSS: Sitio de Inicio de Transcripcion

18



19



20



RESUMEN

El timo es el érgano donde se genera el repertorio de linfocitos T que circulara por la
periferia. Para que este repertorio sea inmunocompetente, es decir, sea
suficientemente diverso para el reconocimiento de la multitud de patdgenos existente
y sea minimamente autorreactivo se requiere una seleccidon exhaustiva en el timo. La
tolerancia central evita en gran medida la maduracién de linfocitos T con potencial
autorreactivo. Consiste en la eliminacién de timocitos autorreactivos durante la
seleccion timica a través de dos procesos: una seleccion positiva en la corteza, donde
sobreviviran timocitos que logren reconocer moléculas del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC) propias asociados a péptidos propios; y de una seleccion
negativa en la médula, que eliminard aquellos que reconozcan complejos MHC-péptido
propios con alta afinidad. Para que la seleccién negativa sea eficiente serd necesaria la
expresion de todas las proteinas presentes en el organismo. El Regulador Autoinmune
(AIRE) es la proteina encargada de dirigir gran parte de la expresidén ectdpica de
antigenos restringidos a tejidos y 6rganos (TRAs) por parte de las células epiteliales
timicas medulares (mTECs), donde se expresa mayoritariamente. AIRE es una proteina
multidominio relacionada con la regulacién de la expresidn y transcripcién génica,
apoptosis, diferenciacion celular e incluso ciclo celular. Mutaciones en el gen de AIRE
provocan la denominada Poliendocrinopatia Autoinmune de tipo 1 (APS-1),
enfermedad autoinmune monogénica y poliorganica, cursando habitualmente con
autoanticuerpos en sangre e infiltrados linfocitarios debido a irregularidades en el

proceso de tolerancia central.

En un trabajo previo de nuestro grupo se determinaron diferencias a nivel proteémico
comparando células que expresaban AIRE con las que no. Aquellas células que
expresaban AIRE presentaban un aumento en la expresion de proteinas pro-
apoptdticas con una consecuente induccion en la apoptosis respecto a las células
control, asi como un incremento en proteinas de tipo chaperona y una disminucién de

proteinas relacionadas con el citoesqueleto. Entre las proteinas incrementadas se
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encontrd la Calcyclin-Binding Protein o SIAH1-Interacting Protein (CACYBP/SIP). Es una
proteina adaptadora que contiene un motivo de unién a una E3 ubiquitin ligasa, Seven
In Absentia Homologe 1 (SIAH1). SIAH1 pertenece a una familia de E3 ubiquitin ligasas
de tipo RING. Posee tres miembros, dos de ellos cataliticamente funcionales: SIAH1 y
SIAH2 que presentan una elevada similitud de secuencia pero con actividades
antagonicas. SIAH1 es pro-apoptdtica y SIAH2 pro-oncogénica. Su regulacién esta
determinada en respuesta a sefiales de dafio genotdxico e hipoxia, respectivamente.
Ambas proteinas comparten sustratos, presentando algunos de ellos relacién con la
proteina AIRE. Un analisis de la secuencia proteica de AIRE permitié observar que la
proteina contenia dos posibles motivos de unién a SIAH1, uno completo y otro con una

mutacién conservadora.

En la presente tesis se han caracterizado, mediante técnicas bioquimicas y de
protedmica cuantitativa, varios aspectos relacionados con la proteina AIRE y el efecto
de su expresion en lineas celulares, que han permitido encontrar nuevas posibles
funciones de la proteina: En primer lugar, se han comparado mediante técnicas de
protedmica cuantitativa (iTRAQ) los proteomas de células que expresaban AIRE de
forma diferencial y se han comparado los peptidomas de HLA-I de las mismas células,
estudio que no se habia realizado hasta el momento. Adicionalmente se han mapeado
los dominios de AIRE para inducir apoptosis. Finalmente, esta aproximacion ha
permitido mostrar que AIRE induce un incremento en la movilidad celular. En segundo
lugar, se ha caracterizado una nueva localizacién de la proteina AIRE en células post-
mitdticas, cerca del midbody. Asimismo, se ha logrado mostrar la localizacién de AIRE a
lo largo del ciclo celular y, mas concretamente, en las diferentes fases de la mitosis; En
ultimo lugar, se ha caracterizado bioquimica y funcionalmente la interaccién entre AIRE
y las E3 ubiquitin ligasas de la familia de SIAH, mostrando que AIRE interacciona con
SIAH1 Y SIAH2 a través del primer motivo de interaccion y que la interaccién con SIAH1
permite su poliubiquitinacion y degradacion. El efecto de la interaccidon con SIAH2 no

esta tan claro, aunque parece que hay una menor ubiquitinacién que con SIAH1.
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INTRODUCCION

l. Tolerancia y Educacion Timica

Hace décadas, los experimentos de timectomia, transplante de timo y trasplante de
injertos en ratén de Miller lograron definir la funcidn clave de este érgano: la induccién
de tolerancia en los linfocitos T. La tolerancia immune se define como el conjunto de
mecanismos que asegura que el Sistema Inmune no produzca respuesta frente a
antigenos propiosz. El timo es un drgano critico para el Sistema Inmune, cuya respuesta
estda comprometida por una red compleja de componentes celulares y moleculares
divididos globalmente en Respuesta inmune innata y Respuesta inmune adaptativa3. La
respuesta inmune innata se produce a través de receptores de reconocimiento de
patrones codificados en linea germinal, expresados por células como macréfagos,
células dendriticas y granulocitos. Una vez activadas tras el reconocimiento de
antigenos actlan rapidamente (minutos u horas). Los componentes de la inmunidad
innata para favorecer la respuesta inmune adaptativa, mas tardia y especifica. La
respuesta inmune adaptativa se basa, fundamentalmente, en la respuesta y accion de
linfocitos B, que reconocen el antigeno directamente y linfocitos T cuyo reconocimiento
de péptidos se realiza a través de la presentacion del antigeno por moléculas del

complejo principal de histocompatibilidad (MHC) de clase | (MHC-1) y clase Il (MHC-11)* °.

El reconocimiento del antigeno se realiza a través de los receptores de superficie
expresados en los linfocitos. En humanos, estos receptores son la inmunoglobulina de
membrana que junto con el dimero CD79a y CD79B forman el Receptor de Células B
(BCR) y el Receptor de Células T (TCR) que junto con CD3 forma el complejo TCR. Estos
receptores pertenecen a la superfamilia de las Inmunoglobulinas, son clonalmente
diversos, sufren recombinacién de sus segmentos génicos para poder reconocer
virtualmente cualquier antigeno y se expresan en la membrana plasmatica o, en el caso

. 6 .
de los anticuerpos, pueden secretarse en forma soluble’. El reordenamiento de los
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segmentos génicos (V(D)J) para la expresion de estos receptores es una caracteristica
exclusiva del sistema inmune adaptativo. Durante el desarrollo de las células By T, cada
una debe generar un receptor funcional mediante una recombinacién génica somatica
de los diferentes segmentos (V, D y J)7. Si el proceso produce un receptor antigénico
funcional, las células inmaduras podran recibir sefiales de supervivencia y desarrollo a
través del contacto con las células estromales de la médula 6sea o del timo. En el caso
de las células T, si el proceso de recombinacidén genera receptores que no reconocen el
MHC propio o que reconocen antigenos propios con alta afinidad, los precursores
celulares se eliminan evitando el desarrollo de linfocitos T no funcionales o

. . 78
potencialmente autorreactivos

Los precursores linfoides de células T que se establecen en el timo como linfocitos T
inmaduros (timocitos) sufren un proceso de activacién, desarrollo y maduracién para
transformarse en células T maduras naive denominado educacidn timica. Los timocitos
en desarrollo recorren el tejido timico siguiendo un gradiente de quimiocinas desde la
zona cortico-medular pasando por la zona subcapsular, cortex timico y finalizando su
recorrido en la médula, desde donde se dirigen a la periferia a través de las vénulas
post-capilaresg. La arquitectura timica favorece el contacto de los timocitos con
multiples tipos celulares: macréfagos, fibroblastos, células mesenquimales, células
epiteliales timicas (TECs)m, células dendriticas (DCs) y células B residentes en el timo.
Las interacciones que establezcan con DCs, células B! y sobre todo, las TECs, seran
esenciales para la seleccién timica y la adquisicion de tolerancia central, permitiendo la
generacion de un repertorio de células T inmunocompetentes y la eliminacién de
aquellas potencialmente autorreactivas™. El estroma timico esta compuesto por todas
aquellas células no hemapotoyéticas, independientemente de su origen o linaje, y
generan la estructura del timo, una matriz celular donde se desarrollaran los timocitos.
La clasificacion del estroma del timo puede realizarse por dos marcadores, la ausencia o
presencia del marcador pan-hematopoyético CD45 y la expresién de keratina. Las
células keratina” corresponderan a un conjunto de células mesenquimales (fibroblastos,
células mesenquimales no fibroblasticas, células de tejido conjuntivo formadoras de la

capsula y septum en el tejido timico y células endoteliales de la vasculatura del timo.
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Las células keratina® constituiran el epitelio timico, compuesto por las TECs. Las células
CD45" corresponderdn a DCs, macréfagos y células B, asimismo importantes

s . 13
componentes del estroma timico ™.

1.1 Células Epitaliales Timicas (TECs)

Las TECs resultan cruciales para la generaciéon del repertorio de linfocitos T maduros,
produciendo factores de proliferacién y supervivencia para los timocitos en desarrollo y
presentando péptidos propios en el contexto de las moléculas de MHC durante la
educacién timica'. Las TECs provienen de un Unico progenitor timico epitelial comun™
'y la diferenciacién y especializacién de las diferentes poblaciones y subpoblaciones se
encuentran dirigidas por la inducidn del factor de transcripcidon forkhead-box N1
(Fole)lG. Diferentes estimulos posteriores determinaran la diferenciacion a uno u otro
subtipo. Las TECs se dividen en dos tipos segun su localizacién dentro del tejido timico y
expresion diferencial de marcadores especfﬁcos”. La expresidn de estos factores, no

obstante, varia en cada subpoblacion siendo las TECs un tipo celular muy heterogéneo.

Las células epiteliales timica corticales (cTECs) se localizan en el cértex timico y
pueden identificarse por la expresion de citokeratina 8, f5t, Ly51, CD205, CXCL12 y

ccL2s™®

. Algunas de las moléculas que definen esta poblacién resultan claves en la
educacidn timica. La diferenciacion de estas células es inducida gracias a la interaccion
con los propios timocitos en desarrollo. La expresion de las quimiocinas CXCL12 y CCL25
induce la atraccion y localizacién de los precursors de linfocitos T a la corteza timica™,
ademads las cTECs expresan el ligando NOTCH similar a Delta 4 (DLL4), el cual determina
la induccion de compromiso de linea T de los precursores linfoides que llegan al timo.
La produccion de IL-7 y el factor de células madre (SCF) asegura la proliferacion de los
timocitos en desarrollo®. Las cTECs también expresan componentes esenciales en el

procesamiento de antigenos que influirdn en el proceso de seleccién timica, como la

subunidad B5t que permite la generacién del timoproteasoma21 o algunas proteasas
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especificas como la proteasa endosomal-lisosomal Catepsina L o la serin-proteasa

especifica de timo® (Imagen 1).

Homing de progenitores
linfocitarios

Selecci6n positiva
de células T ap

Compromiso de linaje
decélulaT

Expansion y desarrollo
de linaje de célula T

00 o @
JOEE SCF
L7
® o

IMAGEN 1. Funciones y marcadores celulares especificos de las cTECs durante la educacién timica.
Catepsina L (CTSL), Serin-Proteasa-Especifica de Timo (TSSP). Adaptacion de Abramsom et al. Nature
Reviews Immunology (2019).

Muerte por abandono

L T

Las células epiteliales timicas medulares (mTECs) se localizan en la médula timica y se
caracterizan por la expresion de citokeratina 5, CD80/CD86 , Claudinas 3 y 4 y

cCL19/21%

. Su diferenciacién esta dirigida por la induccién de vias de sefializacidn
que habilitan la expresion del factor de transcripcion NF-kB (las vias de sefializacidén

RANK y CD40)>. Existen dos subpoblaciones principales acorde al grado de expresidn

low

en superficie de MHC-Il y CD80/CD86 categorizandose en células mTEC™", con baja

expresion de MHC-Il y CD80/CD86 y células mTEC™ con alta expresion de los mismos™".

Aunque la subpoblacion mTEC"" son precursoras de las mTEC", pueden permanecer

low

como mTEC™" terminalmente diferenciadas al expresar involucrinas, formando parte de

los corpusculos de Hassall o expresar CCL21 interviniendo en la seleccion timica al

25

. . . . 19 .
atraer timocitos desde la corteza hacia la médula Algunas células de

low

subpoblaciones mTEC™™ expresaran RANK y CD40 (receptores de la familia TNF) cuyos

ligandos, RANKL y CD40L, respectivamente, seran aportados por la poblacién de
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timocitos en desarrollo. La activacion del receptor RANK induce la expresion del

Regulador Autoinmune (AIRE en humanos y Aire en ratdn), marcador esencial de la
.y hi . . . .y s .

poblaciéon mTEC" maduras y requerido para una eficiente seleccién timica puesto que

.z . , .y . . 23

controla la expresion de determinados antigenos para su presentacion en superficie™.

" como las mTEC"-AIRE®, pueden expresar Fezf2, otro

Tanto la subpoblacién mTEC
factor de transcripcidn con funcién similar a AIRE: la modulacién de la antigenicidad del

epitelio medular timico®® (Imagen 2).

Seleccion agonista
de células Treg

Seleccion negativa
de células T af

mTEC-AIRE"

MHC
clase Il

Corteza

Transferencia de antigenos
aDCs

mTECs

IMAGEN 2. Funciones y marcadores celulares especificos de las mTECs durante la educacion timica.
Expresion Promiscua de Genes (PGE). Antigenos Restringidos de Tejido (TRA). Adaptacién de Abramson |
et al. Nature Reviews Immunology (2019). R
>

. . . hi 27 25 . p
mTECs post-AIRE, provenientes de linaje mTEC"-AIRE" . Estas células estan
caracterizadas por una pérdida en la expresion de AIRE y un incremento en marcadores
como involucrina, desmogleina o keratina 10 y se han relacionado con la biologia de

. . low . . .

corpusculos de Hassall, que junto con las mTEC™" terminalmente diferenciadas,
intervendrian en la activacion de DCs y generacion de células T reguladoras (Tregs) al

28 29

inducir linfopoietina estromal timica (TSLP) . Por ultimo, células mTECs post-AIRE
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pueden generar otra subpoblacion, las denominadas células tuft timicas, muy similares
a las encontradas en la mucosa intestinal. Estas células estan reguladas por la expresion
del factor de transcripcion POU2F3 y caracterizadas por la expresion de MHC-II, kinasa
DCLK1 y produccion de IL25, participando en la diferenciacion de células NKT2 o células

linfoides residentes de intestino™.

La educacién timica estard determinada, por tanto, en base a la diversidad de
autoantigenos que sean accesibles para el conjunto de timocitos en desarrollo. La
variedad de esos autoantigenos estara definida por la expresidn de antigenos ubicuos y
antigenos especificos de tejido a través de las células presentadoras de antigeno
profesionales (APCs) residentes en el timo, ademas de aquellos epitopos propios que
puedan llegar al timo a través de la circulacion o asociados a células migratorias que
ingresan en el mismo®’. Esa diversidad de expresidon antigénica estd basada
fundamentalmente en un proceso denominado Expresion Promiscua de Genes (pGE),

soae . 30 31
caracteristico y comun en las TECs

. Las diferentes poblaciones de TECs son capaces
de expresar hasta mas de 19000 genes; concretamente en las mTECs. Esta diversidad
de expresidon génica es maxima debido a la expresion concomitante de Aire. Aire
permite la regulacion especifica de un amplio set de genes restringidos de tejido30 3
Dichos genes generaran una amplia variedad de antigenos restringidos de tejido
(TRASs), definidos como aquellos antigenos que son expresados en menos de cinco tipos
de tejidos como son la insulina, tirogloblulina, algunos antigenos oculares o la proteina
basica de mielina pero también antigenos restringidos a estados de diferenciacion,
desarrollo y de expresion temporalao. Aunque AIRE constituya un determinante
molecular importante implicado en la pGE, no regula el total de TRAs en las mTECs.
Existen genes independientes de la actividad de este factor que son igualmente

. . ) 32 26 31
expresados en el ambiente intratimico
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1.2 Seleccion Timica

El timo es el 6rgano donde los linfocitos T maduran. De manera general, el ambiente
timico atraera progenitores de células T derivados de médula ésea y los dirigira hacia la
zona subcortical y la corteza, asi, la expresion de receptores de quimiocinas CCR9 y
CXCR4 en su superficie permitird su migracidon para establecer contacto con las cTECs
(CCL25 y CXCL12)*. Durante el recorrido por la corteza timica, los timocitos dobles
positivos (DP) CD8" y CD4" sufren una seleccién positiva en la que se establece el
compromiso de linaje a través de un contacto productivo por interaccion de sus
receptores de célula T (TCR) con complejos péptido propio-MHC propio presentados
por las cTECs. Este proceso inducira sefiales de supervivencia y diferenciacion a
timocito simple positivo (SP) como SP CD8" o SP CD4". Los timocitos que superan dicha
etapa y no sufren una “muerte por abandono” o por sefiales de apoptosis derivadas de
una interaccion con alta afinidad, permanecen como timocitos SP. En este primer
proceso se obtiene un repertorio de linfocitos T capaces de responder en periferia a
células presentadoras de antigeno (APCs) propias infectadas o tumorales, pero con
potencial autorreactivo, ya que pueden reconocen MHC propio cargado con péptidos

12 34 .y iy . . . .
. El proceso de seleccidn positiva inducird en los timocitos

propios con alta afinidad
SP la expresion de CCR7 favoreciendo la migracién de los mismo hacia la médula timica
atraidos por el gradiente de quimiocinas CCL19/21. En la médula, las mTECs y DCs
presentaran un amplio abanico de antigenos propios, incluidos aquello denominados
como antigenos restringidos de tejido (TRA). El reconocimiento de estos antigenos
permitird una seleccion negativa en la que solamente sobreviviran aquellos timocitos
SP que reconozcan complejos MHC propio/ péptidos propios con baja afinidad® ** .
Algunas poblaciones de timocitos SP CD4" que describen una afinidad intermedia por
complejos MHC/péptido propios acabaran diferencidndose hacia células T reguladoras
(Tregs) con otro fenotipo y caracteristicas. La implicacion de mTECs y DCs en la
seleccion y diferenciacién de poblaciones Treg es controvertida. Asi, en ratones, la
ablacion de Aire no generaba cambios sustanciales a nivel poblacional en Tregs, sin

embargo, estudios con modelos transgénicos de TCR:cognado se observd que Aire era

requerido para la generacién de Tregs con TCR transgénicos especificos. En humanos, la
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generacion de células Treg dependientes de AIRE es similar a la generada por DCs> * ¥

*®_ Finalmente, los timocitos SP maduros expresaran el marcador S1P1, receptor de
esfingosina 1-fosfato o S1P, que permitird la egresidon desde el timo a periferia como
linfocitos T maduros®. Por tanto, el proceso de educacion timica o doble seleccién
asegura la eliminacion de aquellos clones de linfocitos T autorreactivos frente a
autoantigenos presentados por moléculas de MHC propias, evitando su liberacién a la

periferia y el consecuente desarrollo de respuestas autoinmunes (Imagen 3).

Interaccion de
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con cTECs
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| CORTEZA @ ‘\X
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Interaccién de
2 baja afinidad Interaccion de

B con mTECs afinidad
1 con mTECs Interaccién de
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IMAGEN 3. Seleccién Timica. Representacion esquematica de la seleccion timica. Adaptacion de
Handel et al. Nature Reviews Neurology (2018).
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En 1997 se identificd que el gen AIRE, que codificaba para la proteina con el mismo
nombre, estaba relacionado con la Poliendocrinopatia Autoinmune tipo 1 (APS1),
también llamada Sindrome Poliendocrinopatia Autoinmune-Candidiasis-Distrofia
Ectodérmica (APECED), una enfermedad rara autoinmune monogénica de caracter

s .40 41
autosomico recesivo

. Este sindrome provoca respuestas autoinmunes drgano-
especificas con el consecuente deterioro y destruccion de multitud de tejidos,
principalmente tejidos de tipo endocrino. Las manifestaciones principales de esta
enfermedad se dividen en tres componentes: candidiasis crénica, hipoparatiroidismo
autoinmune y enfermedad de Addison, la identificacion de al menos dos de ellos son

. . e 40 42 43
necesarios para el diagndstico .

Los factores etioldgicos que provocan la
enfermedad se producen por la pérdida de la tolerancia central debido a fallos en el
proceso de seleccidn timica. La pérdida en la correcta expresién de AIRE ya sea por la
produccion de una proteina aberrante o una proteina con dominios no funcionales,
convergen en el impedimento de la regulacidon en la expresidon de TRAs y, por tanto, de
la adquisicion de una correcta antigenicidad en la médula del timo, provocando en
ultima instancia la liberacion a periferia de timocitos potencialmente autorreactivos y
afectaciones en las poblaciones de linfocitos Treg para el control de la tolerancia
periférica43 * Todo ello provoca la generacién de una plétora de autoanticuerpos
dirigidos contra autoantigenos comunes entre pacientes con este sindrome, asi como
infiltrados linfocitarios en diversos dérganos y tejidos. Es una enfermedad rara pero
especialmente prevalente en algunas poblaciones, como poblacion finlandesa
(1/25000), poblacién sarda (1/14000) y judios iranies (1/9000). El estudio del papel de
AIRE en esta enfermedad y con la funcién ejercida en el timo fueron posibles gracias a
estudios de ratones deficientes en dicho gen, puesto que mostraban un fenotipo similar

a APECED en humano®.

El gen AIRE se encuentra localizado en la regidon gq22.3 del cromosoma 21. Ademas de
la implicacion en la regulacion de la pGE, su expresidon en las mTECs ha sido relacionada
con la diferenciacion y maduracién de dichas células, y por tanto, con la alteracién de la

arquitectura tisular de la médula del timo. En ultima instancia, la deficiencia de AIRE
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provoca alteraciones en la migracion y seleccidn de timocitos en desarrollo, afectando

. P .z 23 46 47
directamente al nimero y maduraciéon de mTECs

. AIRE también es expresado por
. , . . 11
otras poblaciones celulares, como las DCs y células B residentes en el timo™, en las

. , s . . ; . . . 48
denominadas células extratimicas residentes en drganos linfoides secundarios™, en

49 50 51 52

células de la linea germinal masculina y en células embrionarias

2.1 Caracteristicas bioquimicas y biofisicas de AIRE

El gen AIRE codifica para una proteina estructuralmente homdloga a proteinas
nucleares que intervienen en procesos de regulacion transcripcional y capaces de
unirse a cromatina®’, es una proteina multidominio de 545 aminoacidos. A lo largo de
su secuencia, presenta diferentes dominios y motivos funcionales que permiten su

actividad como regulador transcripcional. Los motivos de AIRE son (Imagen 4):

—Regién de Tincion Homogénea/Dominio de reclutamiento de Caspasas (HSR/CARD):
se extiende a través de los primeros aminoacidos (1-106). Inicialmente se describid
como HSR por la elevada similitud y homologia de secuencia al dominio HSR-SAND
presente en las proteinas de la familia Sp100, analisis de secuencias basados en
estructuras tridimensionales posteriores identificaron que el dominio presentaba una
elevada homologia con el Dominio de Reclutamiento de Caspasas (CARD) de Apaf-1. El
dominio CARD adquiere una estructura de seis a-hélices que disponen de una serie de
aminoécidos hidrofébicos altamente conservados hacia el interior de la estructura®.
Este dominio permite la oligomerizacion de la protel'na54, caracteristica necesaria para
el desarrollo de su funcién principal como factor activador de la transcripcion génicass.
La presencia de dominios CARD en gran cantidad de proteinas relacionadas con muerte
celular programada sugirié que este dominio estaba relacionado con la induccién de
apoptosis sobre las mTECs, favoreciendo un rapido turnover de las mismas°°. Este
hecho favoreceria el proceso de presentacion antigénica de TRAs mediante la cross-

presentacion en DCs de los péptidos liberados por dichas mTECs apoptéticasss.
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IMAGEN 4. Representacion esquematica de la secuencia de la proteina AIRE. Se identifican los distintos
dominios y motivos que componen el Regulador Autoinmune y algunas funciones y actividades que
desempefian. Adaptacion de Peterson et al. Nature Reviews Immunology (2008).

—Seiial de Localizacion Nuclear (NLS): permite el transporte hacia el nucleo celular
gracias a la accion de adaptadores y receptores pertenecientes a la familia de las
carioferinas como la importina a. En AIRE, este motivo se identific6 como bi-parcial
(110RKGRK114 ¥ 13:KRK133, separados por un linker de 16aa) aunque solamente el

. . 57 58
segundo motivo es el funcional™ .

—Dominio SAND: se encuentra localizado entre las posiciones 181-280, su secuencia
contiene una serie de aminoacidos basicos sugiriendo interaccidn con ligandos de carga
negativa como los grupos fosfato del DNA*. En AIRE, este domino no contiene
especificamente las secuencias candnicas KDWK o NKWK, por lo que probablemente
ejerza su funcidn como zona de anclaje e interaccidn con diversas proteinas.
Independientemente de su secuencia, es un dominio esencial para permitir la

RS L. . .z 60 61
transcripcion génica y es fundamental para su correcta localizacion celular™ ™.

Todos estos dominios rednen la mayoria de residuos de lisina dentro de la estructura
proteica, residuos susceptibles de sufrir acetilacion. Esta modificacion resulta
determinante para la actividad de esta proteina puesto que regula la capacidad de
participacion de AIRE en complejos multiproteicos y, por tanto, de su correcta

distribucion dentro de la célula. Proteinas acetiltransferasas como CBP/p300 inhiben su
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capacidad de interaccion con proteinas heterdlogas, mientras que la deacetilasa

Sirtuina 1 (SIRT1) facilita dicha actividad (es expresada altamente en células mTECs)* *.

—Homeodominio Vegetal 1y 2 (PHD1 y PHD2): se extienden desde las posiciones 296-
343 y 434-475, respectivamente, y estan separados por una region rica en prolinas PRR.
Los dominios PHD pertenecen a la familia de dedos de zinc y estan caracterizados por
presentar motivos ricos en cisteinas organizados en una secuencia de 4 cisteinas / 1
histidina / 3 cisteinas que permiten la coordinacidn de dos iones de zinc. Este tipo de
dominios estdn relacionados con el reconocimiento de marcas epigenéticas sobre
cromatina, concretamente, el grado de metilacion de la Histona 3 (H3). Las
caracteristicas bioquimicas del dominio PHD1 permite el reconocimiento especifico
selectivo de la lisina 4 no metilada de la H3 (H3K4me0)64. El dominio PHD2, sin
embargo, aunque comparte elevada similitud con el dominio PHD1 presenta una
superficie con caracter electrostatico positivo, imposibilitando la interaccién con
histonas. No obstante, la integridad del dominio PHD2 es crucial para la regulacién de la
transcripcion génica ejercida por AIRE, la modificacion por mutagénesis dirigida o la
delecidn completa de este dominio abroga la induccidn en la expresién de aquellos
genes dependientes de AIRESS, frente a la pérdida de eficiencia de aquellas mutaciones

55 66 . .
. AIRE ha sido relacionado con

inducidas exclusivamente en el dominio PHD1
eventos de modificacion post-traduccional como la ubiquitinacién o con el sistema
Ubiquitin-Proteasoma debido a la presencia de dos dominios PHD en su secuencia®’. De
manera general, los dominios PHD se encuentran conservados entre proteinas cuya
actividad esta asociada a la regulacidn de la transcripcion mediada por interaccion con
cromatina®. Los dominios PHD de AIRE presentan la estructura candnica de dominio

PHD® y ésta, resulta claramente distinta al plegamiento de un dedo RING tipicamente

presente en enzimas E3 Ubiquitin Ligasasg.

—Motivos LXXLL: AIRE contiene cuatro de estos motivos distribuidos sobre las
posiciones 7-11, 63-67, 414-418 y 516-520. Participan en interacciones proteina-
proteina y aparecen comunmente en proteinas coactivadoras y correpresoras que se

. . . L. 70 .
unen a receptores nucleares e influyen en la transcripcidon génica“ . El motivo LXXLL del
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extremo carboxilo terminal es esencial en la secuencia de AIRE para la correcta

. .y 71
transactivacion de genes’".

2.2 Mutaciones en el gen AIRE

. . . 72
Hasta el momento se han descrito mas de 100 mutaciones en el gen AIRE'". La
mayoria de las mutaciones identificadas se concentran en los dominios funcionales de
la proteina. Las mutaciones predominantes aparecen sobre la region codificante para el

dominio HSR/CARD vy los dominios PHD* 7

. Algunas de ellas consisten en mutaciones
nonsense o de cambio de marco de lectura, generando polipéptidos truncados. Otras
son mutaciones que afectan a un solo aminodcido, generando la proteina completa
pero no funcional”. De manera general, es determinante que AIRE logre localizarse en
el nidcleo y generar oligdmeros para ejercer su funcion, la integridad del resto de
dominios, aunque fundamental para lograr una correcta regulacién de la transcripcién
génica, puede resultar prescindible en casos de heterocigosis mientras se co-exprese
una parte de la proteina AIRE sana’®. Hasta la fecha se han identificado muy pocas
mutaciones que operan de manera dominante negativa, entre ellas: algunas que
afectan al dominio SAND (p.G228W o p.R247C) y otras que recaen sobre los dominios

PHD1 (p.C311Y) y PHD2 (p.C446G)”* ™

. En estudios in vitro se comprobd el efecto
dominante negativo sobre genes regulados por AIRE tras la co-transfeccion de AIRE WT
y AIRE con diversas mutaciones sobre el dominio PHD1, incluida p.C311Y sobre lineas
celulares. Otras mutaciones relativas al dominio HSR/CARD y la mutaciéon p.C311*
mostraron un efecto recesivo. La mutacién p.R471C referente al domino PHD2 no
ofrecia variaciones a nivel de regulacion sobre genes dependientes comparado con

AIRE WT3 747

. En estudios in vivo en modelos animales de ratdn se confirmaron estos

efectos y caracteristicas: ratones con mutaciones monoalélicas (p.C311Y) y (p.C446G)

presentaban un impedimento para la expresion de TRAs dependientes de AIRE en

mTECs y una reduccién en el nimero de células Treg en el timo, asi como respuestas
. . 76 . . .

autoinmunes de caracter leve”. Las mutaciones dominantes negativas muestran una

penetrancia incompleta y los pacientes portadores presentan cuadros clinicos alejados
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de los comunes establecidos para APS-1 de caracter recesivo’ . Esto es debido a que, de
manera general, las mutaciones dominantes-negativas generan proteinas
disfuncionales, actuando como inhibidores competitivos de la funcién de la proteina
WT. La formacién de hetero-oligdmeros (MT/WT) u homo-oligémeros (MT/MT)54
provocaria, por una parte, la incapacidad de AIRE para formar oligdmeros funcionales y
una localizacidn celular éptima para ejercer su actividad como factor de transcripcion y,
por otra, la inhibicion de la interaccién con otras proteinas que colaboran con AIRE
regulando su funcién’. Algunas mutaciones sin sentido p.R257* o p.C311* generarian
proteinas truncadas que establecerian hetero-oligdmeros con proteina AIRE WT,
manteniendo el core funcional (dimeros de AIRE WT activo), ello explicaria el caracter
recesivo de éstas mutaciones’® 7. Afectaciones a los dominios PHD1 o PHD2 en las
mutaciones p.C311Y y p.C446G generarian homo-oligdmeros o hetero-oligdmeros

incapaces de ejercer su actividad sobre la cromatina pese a la correcta localizacion

76
subcelular™.

La distribucidn y localizacién subcelular de AIRE en mTECs queda relegada al ntcleo en
forma de dots nucleares morfolégicamente muy similares a los denominados cuerpos

78 79

nucleares de la Leucemia Promielocitica o PML-NBs"™ "". La dificultad para el estudio del

mismo a nivel celular in situ en el tejido timico o para el aislamiento de mTECs-AIRE"
debido a la baja proporcién de células en comparacidn con otras poblaciones celulares
del tejido, llevo al estudio de la proteina en lineas celulares, transfectando AIRE WT,
AIRE truncado en diversos dominios o portando mutaciones comunes en pacientes de
APECED. La distribucién de AIRE en lineas celulares recordaba a la distribucién natural
observada en las mTECs, con la diferencia de la presencia también en el citoplasma
formando estructuras fibrilares que recordaban a las generadas por microtubulos y
filamentos intermedios, ademas co-localiza con proteinas estructurales del

. . . . 79 80 81
citoesqueleto como son la a-tubulina y la vimentina .
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2.3 Mecanismo molecular de accion

La expresidn génica inducida por AIRE parte de la interaccion con la cromatina y con
diversas proteinas relacionadas con la maquinaria de reparacion génica e inicio de la
transcripcion. La interaccion se produce gracias al reconocimiento de marcas
epigenéticas de remodelacion de cromatina. El dominio PHD1 interacciona con la
histona H3 atraido por la no-metilaciéon de H3K4meO y/o repelido por hipermetilacion

H3K4me3®* ®

. Estudios de secuenciacion de RNA de células unicas sobre mTECs
determinaron que AIRE también es capaz de reconocer otras marcas epigenéticas de

represion, como la H3K27me3 regulado por diferentes metiltransferasas™".

A nivel molecular, AIRE se localizaria en regiones amplias de cromatina donde se aloja
un elevado numero de factores de transcripcién generales y especificos de cada tipo
celular y caracterizados por presentar marcas epigenéticas de represidn, los
denominados super—enhancersg?’. Estas estructuras fomentan la transcripcion de
regiones intra-cromosdmicas o inter-cromosdmicas de manera simultanea al organizar
proteinas y factores de transcripcion sobre los sitios de inicio de transcripcidn (TSSs) de
dichas regiones  En los super-enhancers, AIRE actuaria formando parte de complejos
multiproteicos en el que intervienen numerosas proteinas, principalmente la

magquinaria de respuesta a dafio genotdxico y de inicio y elongacién de la transcripcidn.

En estas regiones, AIRE interacciona con la DNA Topoisomerasa 1 (TOP1)
favoreciendo, por un lado, el inicio y estabilizacion de las roturas de doble cadena en el
DNA; por otro, el reclutamiento de componentes de la maquinaria de respuesta a dafio
genotoxico (yH2AX, DNA-PK, Ku80 y PARP-1). Ademads, componentes esenciales para la
transcripcion génica como la RNA Polimerasa Il (RNA-Polll), la proteina bromodominio 4
(BRD4) y el factor de transcripcién de elongacién positivo B (pTEFB) también son
reclutados generando, en suma, grandes complejos multiproteicos orquestados por
AIRE que sirven de unién entre las actividades desarrolladas por las maquinarias de

63 83 85

transcripcion y splicing . Estos super-enhancers pueden actuar como puertos de
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factores de transcripcion para las TSSs, particularmente aquellos que se encuentran
asociados a la RNA-Polll. Esta proteina se encuentra inicialmente interaccionando con
el factor de transcripcidn de elongacidn negativo (NELF) y el factor inducido sensible a
DRB (DSIF) inhibiendo su actividad y en estado pausado de inicio de la transcripcién86 &
La movilizacion de pTEFB a zonas préximas a RNA-Polll inactiva permitiria la
fosforilacion de DSIF y la estabilizacién de su actividad para la transcripcion génica. En
estado transcripcional abortivo, la RNA-Polll puede promover roturas de doble cadena

de ADN a través de TOP2a favoreciendo, paralelamente, la generacién de complejos

proteicos orquestados por AIRE®.

Este escenario describiria una regulacién de transcripcion génica estocdsticamente
determinista sobre multitud de genes, muchos de ellos, codificantes de TRAs. AIRE
reconoce marcas epigenéticas de represion. Por tanto, es esperable que esa induccidn
en la expresidn génica recaiga sobre genes que, de manera general, se encuentran
reprimidos en células diferenciadas®. Sumado a ello, se ha de tener en cuenta el
elevado grado de pGE en todas las TECs, independientemente de su localizacion
anatomica o grado de maduracion, es decir, las TECs per se presentan unas
caracteristicas bioldgicas de remodelacién epigenética que facilita el proceso de
transcripcion de practicamente todo el genoma independientemente de la expresion o
no de AIRE, aunque los mecanismos que las confieren aun son desconocidos. AIRE es
capaz de regular un amplio conjunto de genes determinados. Aunque la expresion de
los mismos es inducida de manera aleatoria, inducidos en un momento dado y en una
mTEC determinada, la transcripcién del gen llega a ser hasta 16 veces superior
comparada con el nivel de transcripcion medio del mismo gen en la poblaciéon de
mTECs>". Este hecho facilita la eficiencia en la seleccién negativa de timocitos: la
presentacion antigénica de un determinado TRA en una determinada mTECs sera
maxima y mas efectiva que si todas las mTECs presentasen todos los TRAs
dependientes de AIRE de manera uniforme. Por contrapartida, las distintas poblaciones
de mTEC™-Aire’ generardn un linaje determinado con un perfil epigenético exclusivo, es

por ello que en mTECs de distinto linaje se vea expresada una parte determinada del
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total de los genes dependientes de AIRE®. Esta situacion genera una gran diversidad
antigénica en timos de diferentes individuos; la generacion del repertorio de linfocitos T
siempre sera diferente aun presentando “el mismo genoma”. A nivel evolutivo tiene
sentido, puesto que se evitaria la generacion del mismo agujero de reconocimiento de
antigenos en todos los individuos de una misma especie, el precio a pagar es la

susceptibilidad a generar respuestas autoinmunes.

2.4 AIRE en el ciclo celular

El ciclo celular supone un proceso complejo y altamente controlado en el cual los
componentes celulares son cuidadosamente segregados en dos células hijasgg. Se
puede dividir en la interfase, donde la célula podrd permanecer de manera quiescente
realizando las funciones bioldgicas asociadas a su estado de diferenciaciéon (fase GO) o
permanecer en un estado de proliferacién activo en el cual se prepara para dar lugar a

89 90 . .
. El ciclo celular culmina con el proceso

dos células hijas (fase G1, fase S y fase G2)
de divisidn celular, la fase M o mitosis, a su vez dividida en cinco estadios (profase,

. . . 91
metafase, anafase, telofase y citocinesis)™.

El ciclo celular ha de estar minuciosamente controlado, la célula en division ha de
superar una serie de puntos de control o chekpoints que aseguren:
- El crecimiento suficiente de la célula para poder llevar a cabo la division
celular, incluyendo la sintesis de proteinas necesarias para la complecidon de la
. . . . e 9092
misma y la integridad del material genético
. . . Ly 90 92
- La correcta duplicacion del material genético
- La correcta formacion del huso mitdtico y posterior anclaje de sus
microtubulos al centrémero de los cromosomas duplicados a través del

. 90 91
cinetocoro .

En el ciclo celular participan numerosas proteinas reguladoras y esta principalmente

controlado por la actividad fluctuante de complejos proteicos compuestos por las
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kinasas dependientes de ciclinas (CDKs) y las ciclinas™. La asociacién de ciclinas con las
CDKs permitira su activacién fosforilando sustratos clave para la sintesis de DNA y la
progresion de la mitosis”. Las CDKs fosforilan la proteina de retinoblastoma o pRB
permitiendo la liberacidn y activacién de factores de transcripcion de la familia E2F,

94 92 . .
. Tras la duplicaciéon del

necesarios para la entrada de la célula de fase G1 a fase S
DNA durante la fase S pueden generarse roturas de doble hebra (DSBs) que provocan la
activacion de la maquinaria de reparacion de DNA (DNA-PK) y las kinasas ATM y ATR”,
causando el arresto de la célula en fase G2 para asegurar la integridad del material

sae , . . . 90
genético que sera repartido durante la mitosis™ .

La fase M o mitosis se divide en profase, donde se compacta el DNA generando los
cromosomas, formados por dos cromatidas hermanas unidas por el centrémero.
Durante esta fase se genera el huso acromatico que permitira el reparto de cromatidas
entre las células hijas. La envoltura nuclear es disgregada y el huso acromatico se
extiende hacia los polos celulares. Durante la metafase las cromatidas hermanas se
alinean en el plano ecuatorial, los microtubulos del huso acromatico se anclan al
centromero que une las cromdtidas a través de los cinetocoros. En la anafase, las
cromatidas son separadas simultdneamente hacia los centrémeros opuestos del huso
acromatico situados en el polo celular. Finalmente, en la telofase, se comienza a
sintetizar la envoltura nuclear alrededor de los cromosomas separados que comienzan

p , .. 91
a descondensarse para generar el nucleo celular en cada célula hija™.

El proceso de divisidn celular finaliza con la citocinesis y escisiéon de la membrana
celular, que permiten la separacidn fisica entre ambas células hijas. El huso mitdtico
sufre una reorganizacion que genera una estructura denominada huso central,
localizada en la placa ecuatorial de la célula en divisién, que dictamina la posicién del
surco de corte y es clave para la progresion de la citocinesis®®. La actividad del huso
central es iniciada gracias la actividad del complejo Centralspindlina (MKLP1 y
MgcRacGAP) que recluta el factor de intercambio de guanina ECT2 activando a las
GTPasas RhoA y Rac. La activacion de estas GTPasas provoca una cascada de

sefializacidon que favorece la ingresion del surco de corte para la escision. El complejo
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Centralspindlina junto con el Complejo Pasajero del Cromosoma (CPC) conformado por
Aurora Kinasa B, INCENP, Borealina y Survivina inician y controlan la progresion de
citocinesis activando a proteinas remodeladoras del citoesqueleto y favoreciendo la
actividad de proteinas motoras’’. Una vez que el surco de corte ha ingresado se genera
el midbody. Esta es una estructura centralizada en el puente citoplasmatico que sigue
uniendo las células hijas, estd compuesto por microtubulos muy empaquetados junto
con material amorfo electrodenso. La Centralspindlina queda altamente concentrada
en las regiones préximas al midbodygs, mientras que las zonas mas distales quedan
relegadas a los microtubulos y proteinas del complejo ESCRT que permitiran la
escision”. Algunas proteinas como MYH10 o DNA-PK participan activamente en el

. . . 100 101 102
proceso de citocinesis .

La localizaciéon subcelular de AIRE dentro de la célula es dependiente del ciclo celular y
la formacion de los caracteristicas dots nucleares seria posterior a la divisién celular,
desapareciendo poco antes de la entrada en mitosis y durante el proceso de division'®.
Este hecho sugeriria la imposibilidad de una implicacién de AIRE en divisidn celular. No
obstante, estudios en células embrionarias de ratén identificaron AIRE como regulador

del proteinas del huso mitdtico permitiendo la correcta maduracion, duplicacion y

. . s ey s 52
organizacion del huso mitético™.

2.5 AIRE en periferia

Fuera del timo, se ha detectado la expresion de AIRE en érganos linfoides secundarios
a nivel de los nddulos linfaticos. En ese microambiente, células que expresan AIRE
extratimicas (eTACs) consiguen establecer interacciones con aquellos linfocitos T naive

104 48 105
. Estas

potencialmente autorreactivos favoreciendo la induccion de tolerancia
eTACs constituyen una poblacion de células APC derivadas de médula dsea con
precursor comun a la poblacion de DCs, presentan marcadores como CD45'°W, MHC-IIhi,
CD80"°", CD86"", EpCAM™ con capacidad para inducir tolerancia mediante anergia

clonal. AIRE también participa en el proceso de renovacién y pluripotencialidad de
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células madre embrionarias, favoreciendo un estado de hiperactividad transcripcional y

.. . . 106 52
el mantenimiento de un correcto ciclo celular de las mismas .

La actividad de AIRE puede trasladarse a diferentes tipos celulares, su expresion
genera un impacto sobre amplios sets de genes pero los loci afectados son diferente en

. 107
cada tipo celular

. Cada tipo de célula y su estado de maduracién presenta un
conjunto de diferentes promotores actuando sobre los super-enhancers, asimismo, los
super-enhancers suelen distribuirse regulando genes que definen el tipo y el estado de
diferenciacidn celular, ademas, la distribucidon de la RNA-Polll no productiva a lo largo

. .z . 108
de la cromatina también es variable

. En lineas celulares monociticas, AIRE logra
inducir la expresién de genes propios de procesos de maduracién de células
dendriticas'®. En lineas celulares epiteliales transfectadas con AIRE, se incrementa la
expresion de genes relacionados con la expresion de proteinas pro-apoptoticas y
chaperonas mientras que algunas proteinas asociadas al citoesqueleto se ven

. . . 110
disminuidas .

lIl. EI Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC)

La capacidad del sistema inmune adaptativo para responder frente a lo propio y lo
extrafio estd principalmente controlada por el nimero extremadamente alto de
receptores unicos. En el caso de las células T, el TCR reconoce los antigenos peptidicos
asociados a los productos proteicos de un conjunto de genes codificados en el
denominado Complejo Principal de Histocompatibilidad (Mayor Histocompatibility
Complex, MHC) o Antigeno Leucocitario Humano (Human Leucocyte Antigen, HLA) en

111
humanos .

En humanos la region del MHC se encuentra localizado en el brazo corto del
cromosoma 6 y codifican para diferentes proteinas que intervienen tanto en la
respuesta inmune innata y adaptativa como en el procesamiento y presentacion

.. 112 T .
antigénica . Se encuentra dividido en tres regiones:
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Clase I: situados en la region mas telomérica, codifican para la cadena a de las
moléculas de MHC clasicas de clase | (HLA-A, B y C) altamente polimérficas;
moléculas similares a clase | (denominadas no clasicas, class I-like o de tipo Ib)
entre las que se encuentran HLA-E, F y G, y ligandos del receptor NKG2 (MIC-A y

MIC-B) fundamentales para la respuesta inmune citotoxica'

Clase II: localizados en la region centromérica, codifican para las moléculas MHC
clasicas de clase Il (HLA-DR, DQ y DP) y para moléculas no clasicas relacionadas con
el ensamblaje del MHC (HLA-DM y DO), asi como el transportador asociado con
procesamiento antigénico (TAP-1 y TAP-2) vy las subunidades del
inmunoproteasoma LMP2(B1i) y LMP7 (BSi)m.

Clase lllI: situada entre las regiones Clase | y Clase Il. Alna genes que codifican proteinas
con funcion diversa aunque relacionadas con respuestas de tipo inmune e
inflamatoria como citoquinas del factor de necrosis tumoral, proteinas chaperonas

. 113
o componentes del sistema de complemento™ .

El descubrimiento de los loci que alojaban los genes relativos al MHC tras la
observacion de procesos de rechazo hiperagudo en trasplantes, permitié definir su
funcidn, la cual permite generar una respuesta especifica del sistema inmune frente a
lo extrafio, siendo el elemento restrictivo a través del cual los antigenos pueden ser
reconocidos por el receptor de células T (TCR)m. La presidn evolutiva para generar una
respuesta inmune frente a virus y otros patégenos ha podido conferir a los genes que
codifican las moléculas clasicas de MHC un elevado polimorfismo, permitiendo
asegurar una respuesta frente al mayor nimero de elementos externo. Esta variedad
confiere una resistencia o susceptibilidad a desarrollar diversas patologias de tipo

. . . 115 116
infecciosa o autoinmune .
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3.1 Estructura de las moléculas de MHC

Los genes de las moléculas de MHC clasicas codifican para una serie de glicoproteinas
encargadas de la presentacion en superficie de péptidos antigénicos para ser
reconocidos por linfocitos T, Las moléculas clasicas de MHC de clase | se componen
de un heterodimero unido no covalentemente de cadenas de diferente tamaiio: la
cadena a de mayor tamanio (sobre 43kDa), codificada en humanos por tres genes de la
region de clase | (HLA-A, -B y —C), la cual presenta tres dominios extracelulares
denominados al, a2 y a3 (de la superfamilia de las inmunoglobulinas), una regién
transmembrana y una cola intracitoplasmatica corta; y una subunidad de menor
tamafio denominada B2 microglobulina (B2m, 12kDa). La B2m es codificada en el
cromosoma 15, fuera de la regién de HLA™. La cadena a no es estable en membrana a
no ser que establezca, a través del domino a3 una interaccion con la f2m. Las regiones
al y a2 conforman el sitio de unidén a péptido y la regidn a3 constituye la zona de
reconocimiento por el co-receptor CD8. El sitio de unién a péptido en estas moléculas
se genera a partir del plegamiento de la cadena a, generando un hueco rigido y estanco
que permite el anclaje de péptidos de 8 a 11 aminoacidos, con preferencia por
nonameros. Las regiones al y a2 presentan residuos muy polimérficos mientras que el

119 120

dominio a3 y la B2m poseen residuos relativamente conservados (Imagen 5).

Las moléculas clasicas de MHC de clase Il se componen de un heterodimero unido no
covalentemente de cadenas de tamafio similar: la cadena a (35kDa) y la cadena B
(30kDa), codificadas por los tres pares de genes de la region de clase Il (HLA-DR, -DQy —
DP en humanos), las cuales presentan dos dominios extracelulares, al y a2 y Bl y B2
(del superdominio de inmunoglobulinas), una region transmembrana y una regién
intracitoplasmatica. Las regiones al y B1 generan el sitio de unidn a péptido y la regién
B2 constituye la zona de reconocimiento por el correceptor CD4. El sitio de unidn a
péptido en éstas moléculas se genera por la interaccion de ambas cadenas a y B
generando un hueco mas flexible y abierto en sus extremos que permite el anclaje de

121 122

péptidos de mayor tamafio, principalmente de entre 12-18aa (Imagen 5).
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MHC Clase |
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IMAGEN 5. Representacion esquematica vy
tridimensional de las moléculas de MHC de clase |
clase Il. En la parte superior se representan

esquemadticamente ambas moléculas de MHC. En la
parte central e inferior se representan de manera
frontal vy
moléculas de

tridimensional la  vista

respectivamente, de las

superior,
MHC.
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A pesar de las diferencias, en las
moléculas de MHC clase | y clase
Il el sitio de unién a péptido es
estructuralmente similar y esta
constituido por una hendidura
generada a partir de dos a-
hélices (paredes del surco) y una
base formada por una lamina
compuesta por ocho hebras f
antiparalelas. Como se ha
comentado, la estructura se
conforma por los dominios al y
a2 enclase ly aly B2 en clase Il.
En el surco, algunos residuos
generan bolsillos o pockets donde
podran acomodarse las cadenas
laterales de los aminoacidos del
Las

ligando peptidico.

propiedades fisicoquimicas de los

residuos que constituyen los
pockets determinaran qué
ligandos peptidicos podran
. 123 124 . .
unirse El polimorfismo

caracteristico de los genes que

codifican para las moléculas

clasicas se situa principalmente
residuos

sobre los que

interaccionan con el péptido a

presentarlzs. Esto permite que diferentes alotipos puedan presentar diferentes mezclas

de péptidos (inmunopeptidomas) y que, por tanto, cada alotipo presente un repertorio

peptidico especifico™* .
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3.2 Presentacion antigénica (Interaccion MHC-péptido)

En las moléculas de MHC de clase | los péptidos interaccionan con algunos de los
residuos que componen el sitio de unidn. Este sitio es cerrado en los extremos y unira
péptidos de entre 8 y 12 aminodcidos, principalmente nondmeros en conformacion

126 127 128

extendida . Aquellos péptidos de mayor tamafo sobresaldran por la zona

129 130 131 132 133 .
. Dentro del sitio

central del surco hacia el exterior, mostrandose al TCR
de unidn se distribuyen seis pockets de union denominados como A-F. Los ligandos de
clase | se fijaran al surco por los extremos amino y carboxilo terminal ademas de
interaccionar con algun otro residuo de los diferentes pockets. En la mayoria de
alotipos los bolsillos de unidn B y F alojan los residuos de anclaje de la secuencia del
péptido: el residuo en posicién 2, P2 (pocket B) y el residuo carboxilo terminal PQ
(pocket F). Ambos residuos P2 y PQ juegan un papel importante en la estabilizacion de

128 133 125 134 . , ,
. El resto de bolsillos acomodaran de forma mas

la interaccidn péptido-HLA
laxa cadenas laterales del resto de posiciones de la secuencia del péptido. La posicién
carboxilo terminal del ligando peptidico suele contener residuos alifaticos, aromaticos o

s . 123 135
basicos

. Las caracteristicas bioquimicas de los residuos que conforman los pockets
de unién y la secuencia del péptido determinaran si la uniéon péptido-HLA podra
establecerse de manera efectiva y con mayor o menor afinidad. El conjunto de los
diferentes residuos que puede presentar una molécula de HLA clase | determinada se

denomina motivo de anclaje.

En moléculas de HLA de clase Il, los péptidos presentados se distribuirdn a lo largo del
surco de unidn, abierto y flexible, los extremos de la secuencia del péptido podran
sobresalir fuera del mismo. Los ligandos de clase Il presentan habitualmente entre 10 a
20 residuos de longitud (o mas largos), con preferencia por aquellos de entre 12 y 18
aminoécidos™®. Al igual que las moléculas de clase |, existe un core de unidn de unos
nueve residuos compartido y restrictivo que determinara el conjunto de péptidos
presentado. En la estabilizacidn del core intervienen las posiciones P1, P4, P6/P7 y P9

121 137

en la mayoria de los alelos . Las moléculas de clase Il podran presentar familias de

péptidos o nested sets formadas por péptidos derivados de la misma proteina que
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conservan el core de unidn en su secuencia aunque varia la longitud de sus extremos

. . . 136 138 139
amino o carboxilo terminal .

3.3 Via de procesamiento antigénico

La finalidad de las moléculas de MHC de clase | y clase Il serd presentar diferentes
péptidos para generar una respuesta inmune determinada. El tipo de moléculas de
MHC-1 y MHC-Il que exprese una célula y el origen de los péptidos que constituyen el
complejo péptido-MHC determinard el tipo de célula inmune que reconozca el
complejo y el tipo de respuesta inmune que activara'®. se pueden diferenciar dos vias
principales de procesamiento antigénico: la via de procesamiento antigénico de clase |

y la via de procesamiento antigénico de clase Il:

3.3.1 Via de procesamiento antigénico de clase |

Todas las células nucleadas del organismo expresan moléculas de MHC-I, que seran las

1 Los péptidos presentados por

encargadas de presentar péptidos a linfocitos T CD8
clase | derivan del procesamiento de proteinas citosélicas o nucleares, bien de
proteinas propias (mutadas o no) u originadas por patdgenos intracelulares, también
pueden derivar de los denominados productos ribosomales defectivos (DRiPs)**". Todas
ellas serdn procesadas en el citosol por el proteasoma. Adicionalmente, se ha descrito
que otras proteasas pueden jugar un papel en la generacion de determinados

142 143 .
, la enzima

antigenos. Este seria el caso de la Tripeptidil Peptidasa Il (TPPII)
convertidora de angiotensina (ACE)* o la oligopeptidasa Thimet (TOP)*. Los péptidos
de entre 8 y 16aa son traslocados al lumen del Reticulo Endoplasmico (ER) mediante los
Transportadores Asociados al Procesamiento Antigénico (TAP-1 y TAP-2), los cuales
seleccionaran, principalmente en cuanto a tamafo y residuo hidrofébico carboxilo
146 147

terminal, los sustratos que potencialmente se unirdn a las moléculas de clase |

presentes en el lumen del ER. Una vez en el lumen, estos péptidos podran ser
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148 149 150 151

procesados por las proteasas especificas del ER ERAP1/2 antes de ser

presentados por las moléculas de MHC de clase |,. La accién de estas aminopeptidasas

149
(

logra definir, por tanto, el repertorio peptidico de clase I (Imagen 6).

Las moléculas de clase | funcionales se generan en el ER. Inicialmente la cadena a se
sintetizara en el lumen del ER rugoso donde interaccionara con calnexina™’, una
chaperona que la mantendra parcialmente plegada. La interaccidon de la cadena 2m
con la cadena a de clase | provocard la disociacién de la molécula de clase | de

calnexina generandose el heterodimero que sera estabilizado por otra chaperona,

153 154 5

. . , . s . 15
calreticulina . El trimero se asociara junto con otras chaperonas tapasina™ y

Erp57156 157

ademds de TAP, formando el denominado Complejo de Carga de Péptido
(PLC). Los péptidos que ingresan y/o son procesados en el lumen del ER son cargados
en las moléculas de clase | de manera eficiente gracias a la accién de la tapasina, los
péptidos que se unan con menor afinidad al surco de uniéon de clase | que otros, seran
reemplazados gracias a ella™®, Tapasina hace de proteina adaptadora entre la molécula
de clase | en ensamblaje y TAP. Algunos alelos son mas dependientes de tapasina que
otros™ . Otra chaperona estructuralmente muy similar y que se une de manera
analoca al PLC, la TAPBPR, podria participar en la carga de péptidos de manera
independiente a tapasina o participar en el proceso de cross-presentaciénlsl. La uniodn

de un péptido con suficiente afinidad lograra estabilizar la molécula de MHC clase | para

. . . 162 . . .
la presentacion en superficie ™, donde sera presentado a los linfocitos T CD8".

3.3.2 Via de procesamiento antigénico de clase Il

Las células presentadoras de antigeno profesionales (APCs) como células dendriticas,
macrofagos y células B, asi como las cTECs y mTECs expresan moléculas de clase Il en
superficie, éstas seran las encargadas de presentar antigenos a linfocitos T CD4* 12 183,
La expresion de estas moléculas es inducida en respuesta a IFNy y otros estimulos
generados por células no inmunes™*. Los péptidos presentados por ellas derivan de

proteinas presentes en la membrana plasmadtica, localizadas en compartimentos
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vesiculares u organulos de la via endocitica o secretada y provenientes del exterior
celular (internalizadas en la via vesicular a través de fagocitosis, endocitosis,
pinocitosis,...). Las cadenas o y B del heterodimero de clase Il son sintetizadas y
ensambladas en el ER, donde se asocian a una glicoproteina transmembrana que actla

165 166
) . La cadena

como pseudo-péptido, la denominada cadena invariante (li o CD74
invariante permite: la estabilizacién de las moléculas de clase Il vacias, evita la unién de
péptidos no provenientes de endocitosis desde el lumen del RE hasta que ingresa en la
via secretora y dirige las moléculas de clase Il hacia la via de secrecidon debido a la
presencia de un motivo de dileucinas presente en la cola citoplasmatica. li forma
trimeros donde cada subunidad se une de forma no covalente a un heterodimero de
clase Il dando lugar a nonameros Ii3(a[3)3167. Durante el ensamblaje de este complejo,
los componentes que lo forman se asocian con calnexina™®. Una vez generados, los
nonameros se disocian de calnexina y se dirigen a la via secretora a través de
compartimentos endosdmicos con un pH bajo, donde ocurrira la unién con el péptido.

169

Estos compartimentos reciben el nombre de MIIC™". En los compartimentos MIIC las

diferentes proteasas residentes hidrolizan las cadenas li de los nonameros dejando una
fraccion peptidica denominada Class Il Associated li Peptide (CLIP) que recorre el surco
de unién de las moléculas de clase Il. CLIP mantendra la estabilidad de las moléculas de
clase Il en estos compartimentos hasta que sea sustituido por un péptido para la
presentacion en membrana. Las proteinas exdgenas que ingresen en MIIC seran

170

procesadas por las proteasas residentes generando los péptidos a presentar . La

molécula de HLA clase Il no clasica no polimdrfica HLA-DM permitira la regulacion del
intercambio de CLIP por péptidos derivados de proteinas procesadas en

compartimentos endociticos, asi como la proteccion de las moléculas de MHC-II frente

171 172

a la inactivacion . HLA-DO es expresada en células B y médula timica, modulando la

actividad de HLA-DM'7® %,

Una vez conformado el complejo péptido-MHC-II, se
transporta a la membrana plasmatica mediante la via secretora donde se presentara en
superficie pudiendo ser reconocida por los linfocitos T CD4* (Imagen 6).

En condiciones normales, la mayoria de los péptidos presentados por ambas clases de

123 175

MHC, derivan de proteinas autdlogas . Esta presentacion resulta esencial para la
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homeostasis del repertorio de linfocitos T circulante. Los procesos de cross-
presentation permiten la presentacion de péptidos generados a partir de proteinas
exdgenas a través de moléculas de clase I, asegurando la activacién de linfocitos T CD8"
frente a antigenos exégenosm. Esta dislocacion de la via de presentacion podria
deberse a una traslocacién de la maquinaria de clase | en la via endosomal, procesos de
transporte retrégrado o a la intervencidon de TAP transfiriendo péptidos de la via

177
endosomal al lumen del ER™".

Linfocito T CD4

IMAGEN 6. Representacion de las vias de procesamiento antigénico de clase | y clase Il. Adaptacion de
Groettrup et al. Nature Reviews Immunology (2010) y Neefjes et al. Nature Reviews Immunology (2011).

IV. El Sistema Ubiquitin Proteasoma (UPS)

Uno de los procesos necesarios para la generacion de péptidos potencialmente

178 179
. La

presentables por el MHC es la degradacion y procesamiento de proteinas
concentracion intracelular de proteinas esta extremadamente regulada. La vida media

de cada una varia dependiendo de la naturaleza de la proteina, algunas de ellas como
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los DRiPs, los factores de transcripcion o enzimas metabdlicas presentan una vida
media muy corta. El catabolismo de proteinas generan aminodcidos libres para la
homeostasis proteica y péptidos citosdlicos, algunos de los cuales se uniran a MHC-1"%°.
El Sistema Ubiquitin Proteasoma (UPS) es el principal sistema de degradacion de
proteinas del interior celular. Es un proceso que requiere de una modificacion
postraduccional multifacética y dindmica que afecta a casi todos los aspectos de la
biologia eucaridtica, la denominada ubiquitinacién o unidn covalente de ubiquitina. La
proteina contiene 76 aa, con siete residuos de lisina (K) y un extremo amino terminal
que serdn susceptibles de modificaciones posteriores (sucesivas ubiquitinaciones,
acetilaciones, fosforilaciones, SUMOilaciones,...). Todo ello genera una plétora de
sefiales con diversa funcionalidad y finalidad conocido como el cddigo de

. eps ., 181
ubiquitinacion™".

La ubiquitinacién comienza con la unién del extremo carboxilo terminal de una Unica
molécula de ubiquitina sobre un residuo de Lys de un sustrato. La ubiquitina es unida a
sustratos a través de una cascada enzimdtica en tres pasos muy sofisticada. En ella
participan las denominadas enzimas E1 ubiquitin-activadoras, E2 ubiquitin-
conjugadoras y E3 ubiquitin ligasas. Las distintas modificaciones posteriores marcaran
la finalidad de la ubiquitinacién. E1 activa la ubiquitina de manera ATP-dependiente y la
transfiere a E2, formando un enlace tioéster entre el sitio activo de cisteina presente en
la E2 y el extremo carboxilo terminal de ubiquitina. La actividad simultanea de E2-
ubiquitina con la E3 y el sustrato especifico culmina en la formaciéon de un enlace
isopeptidico entre el grupo amino de la cadena lateral de lisina del sustrato con el

181 182 . soe
. Las enzimas E3 resultan componentes criticos

carboxilo terminal de la ubiquitina
en la cascada puesto que controlan estrictamente la eficiencia y especificidad del
proceso de ubiquitinacidn. Existen dos tipos principales de E3 ubiquitin ligasas en
eucariotas, definidos por el tipo de dominio catalitico que portan, el dominio RING
(Really Interesting New Gene) o dominio HECT (Homologous to the E6AP Carboxyl!

. . . . . sae 183
Terminus). Se diferencian en estructura y tipo de procesamiento catalitico™ .
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Las enzimas E3 RING permiten la transferencia directa de la ubiquitina activada desde
la E2 al sustrato. Resulta la familia mdas grande de E3 ubiquitin ligasas (mas de 600
miembros), su dominio catalitico y sitio de unidén a sustrato puede presentarse en una
misma subunidad o en diferentes subunidades de un complejo E3'®. La estructura de
los dominios tipo RING se compone de una secuencia de ocho residuos de cisteinas o
histidinas que acomplejan iones Zn**, aunque la secuencia de residuos puede variar. La
presencia de iones Zn2+tampoco resulta necesaria para el caso de las enzimas E3 U-box,
pertenecientes a esta familia ya que la estructura terciaria adoptada a través de
interacciones no covalentes entre los residuos del core es suficiente para unir la enzima

185 186

E2 . Las enzimas E3 HECT, en cambio, generan un enlace tioéster intermediario

con la ubiquitina de la E2 antes de ser agregada al sustrato™®’.

La funcién de todas las enzimas E3 no reside exclusivamente en su actividad catalitica,
también por su capacidad de reconocimiento especifico de sustrato. Debido a la
presencia de modificaciones por ubiquitinacién en practicamente todas las vias

. . .. . see , 181
celulares es necesario poder distinguir sustratos especificos del resto de proteinas™ . La
mayoria de sustratos son reconocidos por las E3 ubiquitin ligasas a través de una
pequeia secuencia denominada degron. En otros casos, el reconocimiento especifico

. 4, .. . 183
se realiza a través de dominios proteicos .

En el UPS, las proteinas son marcadas para la degradacion por la unién covalente de
varias unidades de ubiquitina a través del residuo K48 o K11 de la ubiquitinalsl. Este
proceso generalmente conocido como poliubiquitinacion es el mas comun de todo el
codigo de ubiquitinacién y marca los sustratos para su traslocacién al proteasoma, al
ser reconocidas por proteinas receptoras de ubiquitina con dominios de unién a
ubiquitina, y su posterior degradacién. Las proteinas ubiquitinadas seran hidrolizadas a
oligopéptidos por el proteasoma, un complejo multicatalitico presente en el citosol de

. . .z ’ 4 . 179 188
manera libre o asociado al ER y también en el nicleo de células eucariotas .
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El proteasoma es un complejo multiproteico encargado de la degradacion vy
procesamiento de proteinas en el citoplasma generando aminodacidos y péptidos'®. Su
actividad se produce tras la asociacion de un core catalitico, el proteasoma 20S, junto
con otros complejos reguladores. La forma mas comun en células de mamiferos es el
denominado proteasoma 26S, resultado de la asociacion del proteasoma 20S con una o
dos subunidades del complejo regulador 19S. Los complejos reguladores facilitan el
acceso del sustrato y coordinan el reconocimiento y la traslocacion del mismo al core

catalitico 205" **

. El proteasoma 20S presenta una estructura de barril, formada por
cuatro anillos heptaméricos externos estructurales y dos anillos centrales cataliticos.
Los anillos externos se componen de siete subunidades a (al-a7). Los anillos internos,
de siete subunidades B (Bl-[37)192. De ellas, las subunidades B1, 2 y B5 son cataliticas y
aunque actuan mediante un mecanismo de hidrdlisis comun, presentan especificidades
de sustrato diferentes. La subunidad B1 presenta funcidn caspasa (hidrdlisis detras de
aminodcidos acidos), la subunidad B2 con funcion triptica (hidrdlisis después de
aminodcidos basicos) y la subunidad B5 con funcion quimiotriptica (hidrdlisis después

193 194

de aminoacidos hidrofdbicos) . En algunos tejidos linfoides y células expuestas a

IFNy y TNFa, se produce el reemplazo de las subunidades cataliticas del proteasoma
26S por otras tres subunidades: B1li, B2i y B5i, que reciben el nombre de
inmunosubunidades. La sustitucion de las subunidades del proteasoma constitutivo por
las inmunosubunidades genera el conocido como inmunoproteasoma, con un perfil de

.o . P . . . - 195 196
actividad diferente y mas eficiente en la generacion de algunos ligandos de clase |

197 198 . . . .. .z .. s
. Ve disminuida su actividad caspasa en comparacién con sus actividades triptica y

Lo, .. 193 196
quimiotriptica .

En las cTECs presentes en la corteza del timo existe el
timoproteasoma. En él, la subunidad B5i se sustituye por la B5t constituyendo su core
catalitico por B1i, B2i y B5t. La adicion de B5t reduce la actividad quimiotriptica
mientras que la actividad caspasa y triptica se mantienen. El timoproteasoma es
importante en el establecimiento de un repertorio inmunocompetente de linfocitos T

+19921

CD8
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El UPS es, por tanto, esencial para el mantenimiento de la homeostasis proteica,
asegurando los niveles proteicos y la eliminacion de proteinas aberrantes. La protedlisis
ejercida por el proteasoma también regula un gran niumero de procesos bidlogicos
como apoptosis, sefializacién o diferenciacion celular, entre otros, permitiendo la
progresién del ciclo celular y la supervivencia de la célula, al generar péptidos

] 179 200 180
antigénicos presentados por el MHC de clase | .

V. La familia E3 Ubiquitin Ligasas Seven in Absentia Homolog
(SIAH)

La familia Seven in Absentia Homolog (SIAH) es una familia de E3 ubiquitin ligasas
ortéloga a la familia Seven in Absentia (SINA) en invertebrados. En vertebrados, esta
familia se compone de tres miembros SIAH1, SIAH2 y SIAH3, las cuales presentan
sustratos especificos y procesos de regulacion y actividades diferentes®®’. SIAH1 es
considerada supresora tumoral debido a que en varios tipos de cancer su expresion se
encuentra reducida. SIAH2, en cambio, tiene una actividad proto-oncogénica y se
encuentra incrementada en melanoma, cancer de prdstata, mama, pulmdn, pancreas e

202

higado™". SIAH3, en cambio, presenta la mayor divergencia de secuencia y debido a la

pérdida del dominio catalitico RING se postula que podria actuar como posible

inhibidor de la actividad del resto de miembros de SIAH?®.

Las proteinas de la familia SIAH presentan regiones altamente conservadas en su
secuencia, pudiéndose identificar un dominio catalitico tipo RING para la unién con
ezimas E2, una regidn rica en cisteinas que conforman dos dedos de zinc tipo SIAH
indicando una posible zona mediadora de interacciones proteina-proteina o con DNA,
una region de dimerizaciéon denominada DIMER y una regién de unién a sustrato (SBD)
aportando la especificidadm. SIAH dimeriza adquiriendo una estructura cuaternaria en
forma de S, donde la zona central estaria constituida por el enfrentamiento de ocho
[dminas B antiparalelas de cada mondmero de SIAH generando un sandwich y los dedos

205

de zinc, distales” . Esta estructura genera huecos o ranuras de interaccion para el
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206 207. Las E3

reconocimiento de motivos especificos de sustratos y adaptadores de SIAH
ubiquitin ligasas de SIAH presentan un reconocimiento especifico por el denominado
motivo de union a SIAH, un degron compuesto por una secuencia general de siete
aminodcidos PxAxVxP (siendo X cualquier aminoacido). Parece que la valina y la prolina

208 209 210 .
. Las proteinas SIAH son

finales (VxP) son los residuos core del motivo de unidn
capaces de interaccionar aisladas o asociadas a diferentes adaptadores. SIAH1
interacciona con el complejo multiproteico degradativo SCF (Sk1-Cullin1-Fbox complex)
a través de la proteina adaptadora CACYBP/SIP, este complejo reconoce B-cateninay la

211 212 209 1) 5 proteina de Interaccién con SIAH1 o de

ubiquitina para su degradacion
unién a calciclina CACYBP/SIP (Siah1-Interacting Protein/Calcyclin-Binding Protein) es
una proteina adaptadora de pequefio tamafio, se encuentra implicada en un amplio
abanico de procesos celulares (defosforilacion, ubiquitinacién, dindmica del
citoesqueleto, regulacion de la expresion génica, diferenciacion e incluso

. . 1213
tumorogénesis)” .

SIAH1 y SIAH2 son capaces de auto-ubiquitinarse regulando sus niveles, siendo
estabilizadas mediante fosforilacion de kinasas como p53, p38, Akt o HIPK2°®. La
familia SIAH también ha sido relacionada con el sistema inmune innato. Las proteinas
de la familia SIAH resultan estructuralmente similares a a los factores asociados a

receptores TNF (TRAF)*®

. El homdlogo a SIAH1 en ratdén (Siahlb) es capaz de activar
NF-kB; por otro lado, SIAH2 es capaz de interaccionar con TRAF2 y degradarlo,
inhibiendo la capacidad de inducir factores de transcripcién como JNK o NF-kB en
condiciones de estrés”™. Algunos estudios también han logrado demostrar Ia
interaccion de SIAH1 con MyD88 (proteina adaptadora esencial para la via de
sefializacion de TLRs) y la enzima E2 conjugadora Ube2d2 que interviene en la

215 18 | os miembros pertenecientes a SIAH, por tanto,

poliubiquitinacién de TRAF6
estan involucrados en la regulacidon de varias vias de sefalizacion relacionadas con
estrés oxidativo, respuesta a hipoxia, apoptosis, supresion tumoral, regulacion del ciclo
celular, regulacién de la transcripcidn, respuesta a dafio genotdxico, espermatogénesis

216 217 218 202

y sefializacién via TNFa , presentando un rol principal en homeostasis y

respuesta a estrés celular. Como E3 ubiquitin ligasas, pueden regular respuestas
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celulares mediando en la estabilidad proteica, su recambio, su localizacién subcelular o

su marcaje para degradacion via proteasoma.
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OBJETIVOS

En un trabajo previo de nuestro laboratorio se realizd un estudio protedmico
comparativo de las células epiteliales de origen tiroideo HT93 transfectadas con AIRE y
las mismas células sin transfectar. En este estudio se identificd un patrén de proteinas
incrementadas y disminuidas, lo que nos permitié confirmar que AIRE induce apoptosis
en células epitelialesm. Sin embargo, no se realizd este estudio protedmico en otras
células que confirmaran que el efecto de AIRE en apoptosis es general y que nos
permitiera observar cambios en la abundancia proteica que pudieran sugerir nuevas
funciones de AIRE. Adicionalmente, hasta el momento no se ha analizado la influencia
de AIRE en los peptidomas presentados por las moléculas de HLA-I, proceso
fundamental para el reconocimiento por parte de los timocitos y para mostrar el estado

funcional de la célula.

Asimismo, se ha descrito que en células embrionarias de ratéon, AIRE puede jugar un
. . 52 .. . . , .
papel durante la mitosis™. En nuestro conocimiento no se ha realizado ningun estudio

en este sentido en células humanas.

En el estudio protedmico previo de nuestro laboratorio se observd que células
epiteliales que expresaban AIRE mostraron un incremento en los niveles de

CACYBP/SIP'®

. Este hecho se ha confirmado en el estudio realizado en esta tesis con las
células HEK293. Este hecho, junto con el papel adaptador de CACYBP/SIP respecto a
SIAH1, papel esencial que facilita la ubiquitinacién de sustratos, nos permitio

plantearnos el papel de AIRE en la ruta que involucra a las proteinas SIAH.

La presente tesis comprende el estudio de tres aspectos novedosos de AIRE: en primer
lugar, el andlisis de los proteomas y de los inmunopeptidomas de HLA-I en células
HEK293 y dichas células transfectadas con AIRE; en segundo lugar el papel de AIRE en el
ciclo celular, durante la mitosis y la citocinesis; y en tercer lugar, el papel de AIRE en el

procesamiento antigénico a través de su interaccion con las proteinas SIAH.
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Los objetivos de la tesis son:

- Objetivo 1: Estudiar el papel de AIRE en la conformacién de los proteomas

celulares y los inmunopeptidomas asociados a HLA-I.

- Objetivo 2: Estudiar el papel de AIRE en el ciclo celular y su localizacién

durante la mitosis y la citocinesis.

- Objetivo 3: Analizar el papel de AIRE en el procesamiento antigénico mediante
la caracterizaciéon de su interaccion con proteinas de la via de degradacién de las E3

ubiquitin ligasas pertenecientes a la familia de proteinas SIAH.
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MATERIALES Y METODOS

. Cultivos celulares y vectores

1.1 Lineas celulares de origen no linfoide

a)

b)

c)

d)

HEK293: Human Embryonic Kidney 293. Linea celular de rifidn

embrionario humano. Son células adherentes de morfologia estrellada y

;s s 219
facilmente transfectables™ .

HT93: Human Thyroid 93. Linea celular de tejido tiroideo humano. Células
adherentes de morfologia estrellada®®®

Hela: Henrietta Lack. Linea celular derivada de un carcinoma de cuello de
utero. Son células adherentes con una morfologia estrellada®*".

SK-Hep-1: linea celular derivada del liquido ascitico de un paciente con

. sae . . . 1222
adenocarcinoma hepatico. Células adherentes de origen endotelial***.

1.2 Condiciones de cultivo

Todas las células se cultivaron en medio DMEM suplementado con 10% suero fetal

bovino (FBS) en un incubador en condiciones de esterilidad a 37°C y 5% de CO,

controlando periddicamente la confluencia, la morfologia, el estado del medio y la

viabilidad de las mismas.

Los continuos pases celulares (ciclo de 3/4 dias) se realizaron mediante un proceso de

tripsinizacion: una vez las células llegaron a monocapa (maxima confluencia celular) se

aspiré el medio de cultivo y se lavo la superficie con 10mL de tampdn fosfato salino

(PBS 1X) estéril y se afiadieron 3mL de Tripsina-EDTA 1X (0.25% Tripsina, 0.02% EDTA,

. ™ . . . .
Sigma ). Las células se incubaron 5 min a 37°C y se resuspendieron, conservando un
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volumen variable dependiendo de las necesidades. Los volimenes de PBS 1X y Tripsina
fueron escalados para cultivos de mayor superficie. Finalmente se afiadié medio fresco.

El recuento celular se realizé en camara de Neubauer.

Cuando se requirid, las células HEK293 transfectadas con construcciones génicas de
interés de expresion estable se mantuvieron bajo las mismas condiciones de cultivo

anteriormente descritas, en DMEM, 10% FBS y 1 mg/mL Geneticina (G418) (GibcoTM).

Se congelaron pellets celulares periédicamente de cada tipo celular en cultivo. Para
ello, las células se recuperaron en esterilidad mediante tripsinizacidn y se centrifugaron
a 500 RCF. A continuacidn se lavaron 3 veces con PBS 1X frio a 500 RCF, el ultimo lavado
de 10 min de duracion. Una vez retirado el sobrenadante se sumergieron en unos 10mL

de N, liquido y se almacenaron a -802C hasta su utilizacién.

1.3 Construcciones genéticas

Las células HEK293 se transfectaron con varias construcciones generadas en el vector

de expresidon pcDNA3.1 (con gen de resistencia a geneticina):

Se clonaron los genes AIRE, completo o las secuencias que codificaban diferentes
dominios de la proteina, y CACYBP usando primers especificos en el vector de expresion
eucariota pcDNA3.1. Los genes se amplificaron por PCR y se ligaron usando la T4 DNA
ligasa. Asimismo, se clonaron dichos genes afiadiendo un tag de Myc/His o FLAG en el

extremo 3°. Las construcciones que se usaron fueron las siguientes:

—AIRE; AIRE-Myc/His: vector pcDNA3.1 que presenta el gen AIRE insertado de manera

aislada o asociado a una cola Myc/His.
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—AIRE-(1-106/1-180/1-280/1-343/1-475)-Myc/His: vector pcDNA3.1 que presentan
respectivamente el gen AIRE truncado a lo largo de los diferentes dominios de la

proteina hacia el C-terminal insertado asociado a una cola Myc/His.

—AIRE-(107-545/181-545/281-545/344-545/476-545)-Myc/His: vector pcDNA3.1 que
presentan respectivamente el gen AIRE truncado a lo largo de los diferentes dominios

de la proteina hacia el N-terminal insertado asociado a una cola Myc/His.

—FLAG-SIAH1; FLAG-SIAH2: vector pcDNA3.1 que presenta el gen SIAH1 y SIAH2,
respectivamente insertado asociado con una cola FLAG. Ambas construcciones fueron

cedidas por el Dr. Hagen T. (National University of Singapore (NUS) — Singapur)

—FLAG-Ub: vector pcDNA3.1 que presenta el gen de Ubiquitina insertado asociado a

una cola FLAG en el extremo N-terminal.

1.4 Transfecciones

1.4.1 Transfeccion transitoria

Aproximadamente 2 x 10° células se plaguearon en cada pocillo de placas p6
(Corning™) con 2 mL de medio de cultivo DMEM, 10% FBS. Tras 24h a 37°Cy 5% CO,,y
30 min previo a la transfeccién, las células fueron deprivadas de suero retirando el
medio anterior y afiadiendo 2mL de medio de cultivo DMEM no suplementado. Las
soluciones de transfecciéon se generaron diluyendo, por un lado, 1ug de las distintas
construcciones con el DNA de interés en medio de cultivo DMEM sin suplementar, por
otro, el volumen de Polietilenimina (PEl, PonsciencesTM) requerido en medio de cultivo
DMEM sin suplementar con una relacién PEI:DNA de 3:1. Se aplicé el volumen de la
solucién de transfeccidn con PEIl sobre el volumen de la solucién de transfeccidn con las
construcciones de DNA. Las soluciones de transfeccién se mantuvieron a temperatura
ambiente durante 30 min y se aplicaron sobre cada pocillo. Las células se incubaron con

la solucién de transfeccion durante 4h a 37°C, 5% CO,. Finalmente el medio de cultivo
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se cambid por medio fresco DMEM, 10% FBS. Tras 48h de incubacién a 37°C 5% CO, las
células se recuperaron mecdnicamente o mediante tripsinizacion para el analisis

correspondiente.

1.4.2 Transfeccion estable y clonacion

El proceso de transfeccion estable se realizé de manera similar al de la transfeccién
transitoria anteriormente descrita. Tras 48h de incubacion a 37°C, 5% CO,, las células se
mantuvieron en medio de seleccion DMEM, 10% FBS, 1 mg/mL G418. Se comprobd

periddicamente el nivel de expresidn del gen de interés mediante citometria de flujo.

Para obtener poblaciones puras de los transfectantes se procedio a la clonacién de los
transfectantes con varias poblaciones por dilucién limite. Las células se tripsinizaron y
se contaron en una camara de Neubauer. Se realizaron diluciones seriadas en medio de
seleccion DMEM 10% FBS, 1 mg/mL G418. Posteriormente se plaquearon 100ul de las
diferentes diluciones celulares con una concentracién celular aproximada de 30 cél/mL
y 3 cél/mL en placas p96 de fondo plano (Corning™) que presentan previamente 100uL
de medio de seleccion DMEM 10% FBS, 1mg/mL G418. Las placas p96 se mantuvieron
en condiciones estériles en el incubador a 372C, 5% CO, revisando periddicamente el
crecimiento de pocillos por la acidificacion del medio. Aquellos pocillos en los que
crecieron células fueron posteriormente transferidos a placas de cultivo p6. Finalmente
la expresion del gen de interés y presencia de una Unica poblacion celular se comprobd

por citometria de flujo.
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Il. Proteémica y peptidomica

2.1 Protedmica cuantitativa (iTRAQ)

2.1.1 Digestidon proteica y marcaje con el reactivo iTRAQ-8-plex®

La concentracion de proteina total se determind usando el Pierce 660 nm protein
assay kit (Pierce). Para la digestion 40ug de cada réplica y condicidn se precipitd con el
método del metanol/cloroformo. Los pellets proteicos se resuspendieron y
desnaturalizaron en 20uL de 7M Urea / 2M Tiourea, 0.1M TEAB, pH 7.5 (SERVA
Electroforesis), reducido con 1uL de 50mM Tris (2-carboxietil) fosfina (TCEP, AB SCIEX),
pH 8.0, a 37°C durante 60 min. Tras este paso, 2uL de 200mM reactivo de bloqueo de
cisteinas (metil metanotiosulfonato (MMTS, Pierce) fue afiadido durante 10 min a RT.
Las muestras se diluyeron hasta 120uL para reducir la concentracion de Urea/Tiourea
con 50puL TEAB. Se anadieron 2ug de tripsina modificada (Pierce) a cada muestra a una
relacién 1/20 (p/p) y se incubd O/N a 37°C en un agitador. Las muestras digeridas se

evaporaron a sequedad.

Cada muestra tripsinizada se reconstituyé con 80uL de 70% etanol / 50mM TEAB, se
marcaron a RT durante 2h con media unidad de iTRAQ Reagent 8-plex kit (AB SCIEX,
Foster City, CA, USA). El marcaje con iTRAQ se llevo a cabo de acuerdo al siguiente

esquema:

Experimento 1 Experimento 2
113 HEK293 WT R1 HEK293 WT R3
114 HEK293 WT R2 HEK293 WT R4
115 HEK AIRE R1 HEK AIRE R3
116 HEK AIRE R2 HEK AIRE R4

69



MATERIALES Y METODOS TIRADO-HERRANZ, A. — Tesis Doctoral

Después del marcaje, las muestras se combinaron y la reaccién se paré por
evaporacion en un Speed Vac. Las muestras se desalaron usando un SepPak C18

cartridge (Waters).

2.1.2 Cromatografia liquida y analisis por espectrometria de masas

Una alicuota de cada muestra se analizé por 2D-nano-LC ESI-MSMS usando un sistema
de cromatografia liquida nano (Ultimate 3000, Thermo) acoplado a un espectrometro
de masas Thermo Orbitrap Exploris OE240 con una fuente EasySpray. El volumen de
inyeccion fue 5uL. La columna analitica usada fue una columna de fase reversa C18
basada en silica de 75um x 15cm (Thermo), 2um de tamafio de particula. La trap
column es de 5um de didmetro de particula, 100 A de tamafio de poro, conectado
online con la columna analitica. La carga de muestra fue con 0.1% acido férmico en
agua a 2ulL/min. La nano-bomba proveyo una tasa de flujo de 250 nL/min y operd bajo
un gradiente, usando 0.1% acido féormico en agua como fase moévil A y 0.1% &cido
formico en 80% acetonitrilo como fase mévil B. La longitud de gradiente fue de 120
min.

La adquisicidon de los datos se llevé a cabo con un sistema Orbitrap Exploris OE240.
Todos los datos se adquirieron en modo Data-dependent acquisition (DDA) con
TuneExploris (Thermo). Para los parametros DDA, un MS survey scan in el rango de
masas 350-1250 Da (FWHM resolution 60000), seguido por 20 scans MS/MS de los mas

intensos precursores MS1. El tiempo de exclusién de los iones previos fue de 45 seg.

2.1.3 Analisis de datos y estadistica

Los espectros MS/MS se exportaron a formato mgf usando el software Proteome
Discoverer 2.5 y la busqueda se realizé6 usando Mascot Server 2.5.1, OMSSA 2.1.9,
XITANDEM 2013.02.01.1 y Myrimatch 2.2.140 contra una base de datos compuesta
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target/decoy construida a partir del proteoma de referencia de Homo sapiens en
Uniprot knowledgebase, junto con contaminantes que aparecen con asiduidad.
Después de la recalibracidon de las medidas del patent ion mass usando high-scoring
XITANDEM hits, los motores de busqueda se configuraron a los potenciales candidatos
peptidicos, con una tolerancia de error en la masa de 10 ppm vy tolerancia del
fragmento idnico de 0.02 Da. Se permitieron la pérdida de hasta 2 sitios de ruptura
triptica y error del isotipo (13C) de 1. Se consideraron modificaciones MMTS fijas de
cisteina y las modificaciones variables de oxidacion de metionina, acido piroglutamico a
partir de glutamina o acido glutamico en el extremo amino, acetilagcion de los
extremos amino de la proteina y modificacion de lisina, tirosina y el extremo amino
peptidico con los reactivos de iTRAQ 8-plex. Se usé una False Discovery Rate (FDR) <

223 . ~ .
)°". Aproximadamente un 5% de las sefiales con la menor calidad

0.01 (a nivel peptidico
se eliminaron antes del andlisis. La regulacion diferencial se midié usando modelos
lineales®* y la significancia estadistica se midid usando g-values (FDR). Todos los

analisis se realizaron con el software de Proteobotics (Madrid).

2.2 Inmunoprecipitacion y purificacion de péptidos asociados a

moléculas de HLA

Los péptidos asociados a las moléculas de HLA se obtuvieron mediante cromatografia
de afinidad, elucién acida y ultrafiltracidon. Todo el proceso se llevd a cabo a 4°C. Para
ello, se utilizaron los pellets celulares de 5 x 10® células de la linea HEK293 y HEK293-
AIRE y se lisaron en un buffer de lisis (Lysis buffer (LB): 20mM Tris HCI pH 7.6, 150 mM
NaCl, 1% lIgepal CA-630, Inhibidor de proteasas (COmplete)) y se mantuvieron en
rotaciéon durante 1.5h a 4°C. Posteriormente se centrifugd el lisado (1300 RCF, 10 min,
4°C). Se recuperd el sobrenadante y se ultracentrifugé (100000 RCF, 1h, 4°C). El
sobrenadante de la ultracentrifugacién se pasd por una pre-columna de beads de
sefarosa previamente equilibrada con LB. El flow through se pasé por una columna de

beads de sefarosa acopladas al anticuerpo monoclonal especifico W6/32 (anti-HLA-I).
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Se realizaron tres lavados: un primer lavado con 50mL de Wash buffer (20mM Tris HCI
pH 7.6, 150 mM NaCl, 0.5% NP40, Inhibidor de proteasas (COmplete)); un segundo
lavado con 200mL de Wash buffer (20mM Tris HCI pH 7.6, 150 mM NaCl, 1% NP40,
Inhibidor de proteasas (COmplete); y un tercer lavado con 500mL de Wash buffer
(20mM Tris-HCl pH 7.6, 5mM NaCl Inhibidor de proteasas (COmplete)). Los complejos
péptidos-HLA se eluyeron con 30 mL de 0.1% 4&cido trifluoroacético (TFA) (Sigma-
AIdrichTM), en fracciones de 1 mL. Se midio la presencia de proteinas mediante tincion
de Bradford. Las fracciones que contenian proteina se evaporaron en un SpeedVac, se
juntaron y se purificaron por ultrafiltracidn. La fraccidn peptidica se concentrd en un
SpeedVac. Las muestras se desalaron en un ZipTip (C18), se secaron en un SpeedVac y

se congelaron en un SpeedVac hasta su uso.

2.2.1 Analisis por Espectrometria de masas

Las muestras se resuspendieron en 0.1% acido férmico (Sigma-Aldrich™) y se
analizaron por LC-MS/MS en un Ultimate 3000 nano-LC uHPLC (Thermo) acoplado
online con un espectrometro de masas Orbitrap Exploris 240 (Thermo) a través de una
fuente idnica EASY-Spray (Thermo). El uHPLC se equipd con una trapping column
Pepmap 300 C18 (5um, 0.3 x 5 mm, Thermo) y una columna Pepmap RSLC C18 (2um;
75um x 50 cm, Thermo). Los solventes A y B fueron 0.1% dacido férmico en agua y 0.1%
acido férmico en acetonitrilo, respectivamente. Los péptidos se separaron a un flujo de
250 nl/min a 50°C bajo las siguientes condiciones de elucion: 4% B durante 3 minutos,
un incremento lineal hasta 35% B en 120 min, un incremento lineal hasta 90% B en 1
min, 90% B durante 5 min, una disminucion lineal hasta 4% B en 1 min y 4% B durante
20 min. Cada ciclo de adquisicién consisitié en un survey scan a una resolucion de
60000 (FWHM), 350 and 1200 m/z, y un maximo de 25 espectros MS2 a una resolucién
de 15000 (FWHM) generados con una colision de energia del 30%. Solo se

seleccionaron para ser fragmentadas aquellas especies con cargas 1+ a 5+.
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2.2.2 MS/MS lon Search and Peptide identification

Los datos de MS/MS crudos se convirtieron a archivos mgf con el programa Proteome
Discoverer 2.5 (Thermo) y se buscaron con Peaks Studio 7.5 (Bioinformatics Solutions)
contra el proteoma humano de referencia descargado de Uniprot. Se seleccionaron los
siguientes pardmetros: no enzima, tolerancia MS de 15 ppm, tolerancia MS/MS de 0.02
Da. Como modificaciones variables se seleccionaron la oxidacion de la metionina y la
formacion de acido piroglutamico a partir de glutamina. Las identificaciones se filtraron

a una FDR < 1% a nivel peptidico.

2.3 Analisis de proteinas y péptidos

El analisis posterior de los datos de protedmica y peptidémica fue realizado
comparando las localizaciones y caracteristicas de las proteinas inferidas en el analisis
mediante iTRAQ vy las proteinas asociadas a cada péptido mediante las bases de datos

UniProt  (https://www.uniprot.org/), Human Protein  Reference  Database

(https://www.hprd.org/) y The Human Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org/).

Se seleccionaron aquellos péptidos con longitudes entre 8y 12 aminoacidos. Se
eliminaron los péptidos duplicados y las proteinas duplicadas (distintos péptidos
asociados a una misma proteina) para el analisis. La localizacién de cada proteina se
establecid segun predominase en nlcleo, citoplasma, membrana, reticulo

endopldsmico (ER), mitocondria, vesiculas, Golgi, extracelular o no determinado (ND).
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lll. Anticuerpos

3.1 Anticuerpos primarios

Anticuerpos Primarios

anti-c-Myc mouse monoclonal 1gG1 (kappa light chain) antibody (Santa Cruz Biotechnology ™)

anti-CacyBP (D-8): sc-166195 mouse monoclonal IgG2a antibody (Santa Cruz BiotechnologyTM)

anti-Flag M2 mouse monoclonal IgG1 antibody (Sigma-Aldrich™)

anti-DYKDDDDK Tag (8H8L17) rabbit monoclonal antibody (Invitrogen™)
TV
)

anti-6x His Tag (MA1-21315) mouse monoclonal antibody (Invitrogen
anti-AIRE-1 (PA5-78747) rabbit polyclonal IgG antibody (Invitrogen™)

anti-Vinculina (MA5-11690) mouse monoclonal I1gG antibody (InvitrogenTM)
™
)

anti-Caldesmon mouse monoclonal 1gG1 antibody (Chemicon

anti-HSP70 mouse monoclonal IgG1 antibody (BD Biosciences ™)
™
)

anti-Fascina mouse monoclonal antibody (Chemicon

anti-Citokeratina 18 (CKT18) mouse monoclonal antibody (Chemicon™)

anti-B-catenina (CAT-5H10) mouse monoclonal antibody (I nvitrogenTM)

anti-Miosina 9 (MYH9) rabbit polyclonal antibody (Invitrogen™)

anti-Miosina 10 (MYH10) (GT246) mouse monoclonal antibody (Invitrogen™)
anti-DNA-PK (SAB4502385) rabbit polyclonal antibody (Sigma-Aldrich™)
anti-Ubiquitina (U5379-1VL) rabbit polyclonal antiserum (Sigma-Aldrich™)
anti-HLA-1 (W6/32) mouse monoclonal antibody (Hibridoma)

anti-MHC Clase | (HLA-1) APC mouse monoclonal IgG1 antibody (MACS™)
anti-CD44 (HDCAM) FITC mouse monoclonal IgG1 antibody (BD Biosciences ™)
anti-CD49d (Integrina a4) PE mouse monoclonal IgG1 antibody (BD Biosciences™)
anti-CD54 (ICAM-1) PE mouse monoclonal IgG1 antibody (BD Biosciences™)
anti-CD95 (FAS) PE mouse monoclonal IgG1 antibody (BD Biosciences ™)
anti-CD209 (ICAM-3) PE mouse monoclonal IgG1 antibody (eBiosciences™)

3.2 Anticuerpos secundarios

Anticuerpos Secundarios

ECL anti-Mouse 1gG, Horseradish Peroxidase-Linked whole antibody from sheep (GE Healthcare™)
Precision ProteinTM StrepTactin-HRP Conjugate 5,000x (BioRad™)

ECL anti-Rabbit 1gG, Horseradish Peroxidase-Linked whole antibody from donkey (GE Healthcare ™)
Alexa Fluor 488 anti-Mouse IgG, goat polyclonal antibody IgG (H+L) (Invitrogen™)

Alexa Fluor 488 anti-Rabbit IgG, goat polyclonal antibody IgG (H+L) (Invitrogen™)

Alexa Fluor 568 anti-Mouse IgG, goat polyclonal antibody IgG (H+L) (Invitrogen™)

Alexa Fluor 568 anti-Rabbit 1gG, goat polyclonal antibody 1gG (H+L) (Invitrogen™)
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IV. Electroforesis y Western blot

Las muestras proteicas se separaron mediante electroforesis en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) en geles de poliacrilamida al 12% o al 10%. La
concentracién proteica de los lisados celulares se calculdé mediante el kit de
cuantificacién BCA (Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific™)) y un lector de
placas por colorimetria (Victor3™ Plate Reader (PerkinElmer™)). Las proteinas se
transfirieron a membranas de polivinilideno (Immun-Blot® PVDF Membrane (BioRad™)
activadas previamente 5 min con metanol durante 45min a un voltaje de 100V.
Posteriormente las membranas se incubaron en solucién de bloqueo (T-PBS (PBS, 0.1%
Tween20 (Panreac™)), 5% leche en polvo desnatada) durante 1h en agitacién suave.
Tras el proceso de bloqueo, las membranas se lavaron un minimo de 3 veces con T-PBS
durante 5 min en agitacion. Seguidamente se incubd con el anticuerpo primario a una
diluciéon 1/1000 en T-PBS. Las membranas se incubaron durante toda la noche en
agitacion a 4°C. Tras lavar 3 veces con T-PBS se afiadieron los anticuerpos secundarios a
una concentracion de 1/10000 diluidos en T-PBS y se incubaron las membranas durante

1h en agitacidn a temperatura ambiente.

Finalmente las membranas se lavaron 4 veces con T-PBS durante 5 min en agitacion.
Tras el dltimo lavado se aplicd la solucion de revelado (1:1 kit Clarity Western ECL
Blotting Substrate (BioRad™)) y las proteinas se detectaron mediante
quimioluminiscencia a través del Molecular Imager ® VersaDoc ™ (BioRad™) vy el
software QuantityOne. Cada membrana se expuso durante 20 min tomando un total de

10 fotografias. Para los andlisis de Densitometria se utilizo el software Fiji (Imagel).

V. Citometria de flujo

Para ensayos de citometria se empled el citbmetro FACScalibur ™ (BD-Biosciences) o

FACSCanto ™ (BD-Biosciences) para la adquisiciéon de datos y el software FlowJo v10

75



MATERIALES Y METODOS TIRADO-HERRANZ, A. — Tesis Doctoral

para el analisis de los mismos. Se partié de una suspensién celular de 2 x 10° células en
PBS. Tras un proceso de tincidn intracelular o tincién de superficie, se selecciond la
regidon R1 correspondiente a las células vivas y singletes del analisis de tamafio celular y
complejidad (FCS/SSC). Se determiné el grado de expresion de las proteinas de interés
en transfectantes transitorios y estables mediante el analisis de fluorescencia en el
canal FL1, FL2 o FL3 en funcidn del anticuerpo secundario empleado o del agente

intercalante fluorescente.

5.1 Tincion intracelular

Las células se tripsinizaron y se plaquearon 200uL (a una concentracién de 2.5-10°

cél/mL) en los pocillos requeridos de placas p96 de fondo cénico (Corning). Las placas
se centrifugaron (840 RCF, 2 min, RT) y se elimind el sobrenadante. La placa se agité
con el vortex brevemente para después resuspender las células en 200uL de PBS, las
placas se centrifugaron de nuevo (840 RCF, 2 min, RT), se eliminé el sobrenadante y las
células se fijaron durante 20 min con 200uL de PBS paraformaldehido (PFA) 3.7%
(Sigma-Aldrich). Tras la incubacién, se centrifugaron (840 RCF, 2 min, RT) y se realizaron
dos lavados con 200uL de PBS y un lavado con 200uL de Soluciéon de Tincion Intracelular
(PBS, 0.5% Triton X100, 2%FBS, 0.05% Azida Sédica (Panreac). Se incubaron las células
con 50uL de Solucidon de Tincidn + anticuerpo primario pertinente (a la dilucion
adecuada) o solamente con 50pL Solucidn de Tincién como control interno negativo
durante 45 min durante 1h a RT. Tras la incubacidn se realizaron dos lavados con 200puL
de Solucidén de Tincidon y se incubaron en oscuridad con 50puL de Solucién de Tincién +
anticuerpo secundario pertinente (a una dilucién 1/200) durante 45 min, 1h a RT.
Finalmente se realizaron tres lavados con 200uL de Solucién de Tincidon un lavado con

200uL de PBS. Las células se resuspendieron en 400uL de PBS en tubos de citometria.
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5.2 Tincion celular de superficie

Las células se tripsinizaron y se plaquearon en 200uL (a una concentracién de 2.5-10°
cél/mL) en los pocillos requeridos de placas p96 de fondo conico. Las placas se
centrifugaron (840 RCF, 2 min, 4°C) y se elimind el sobrenadante. Las células se
resuspendieron en 200uL de PBS frio y se centrifugaron de nuevo. Se descarté el
sobrenadante y se realizaron dos lavados con 200uL de PBS, 2% FBS frio. Se incubaron
las células con 50uL de Solucién de Tincidn + anticuerpo primario pertinente (a la
dilucién adecuada) o solamente con 50uL de PBS, 2% FBS como control interno
negativo durante 20 min en hielo. Tras la incubacién se realizaron dos lavados con
200uL de PBS, 2% FBS frio y se incubaron en oscuridad con 50uL de PBS, 2% FBS +
anticuerpo secundario pertinente (a una diluciéon 1/200) durante 20 min en hielo.
Finalmente, se realizaron tres lavados con 200uL de PBS, 2% FBS frio y un lavado con
200uL de PBS frio. Las células se resuspendieron en 400uL de PBS frio en tubos de

citometria.

5.3 Ensayo de apoptosis

Se plaquearon 1 x 10° células/pocillo en placas p6. Tras 48h se aplicaron 50uM de
etopésido (Sigma-Aldrich™) y el equivalente en DMSO para la condicién control
durante 24h a 372C 5% CO, con la finalidad de inhibir la sintesis de ADN favoreciendo la
muerte celular programada. El ensayo de apoptosis se realizé siguiendo las indicaciones
del kit para la deteccidon de apoptosis con Annexina V-Alexa Fluor 488 y yoduro de
propidio (IP) (ThermoFisher Scientific™): Las células se tripsinizaron de manera habitual
recogiendo el medio de cultivo en tubos de 15mL para concentrar las células
apoptéticas (300 RCF, 5 min, 4°C). Se descarté el sobrenadante y se realizé un lavado
con 5mL de PBS 1X frio (300RCF, 5 min, 4°C). Las células se resuspendieron en 200uL de
buffer de unién a Annexina V diluyéndolas a 2-10° cél/mL. Se distribuyeron 50pL de la

suspension celular en tubos de citometria y se resuspendieron con 50uL de buffer de
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unioén a Annexina V con una dilucién 1/40 de Annexina V-Alexa Fluor 488 y se incubaron
a temperatura ambiente y en oscuridad durante 15 min. Posteriormente se afiadi6 a la
suspension 1/100 de IP (100ug/mL). Finalmente, las diferentes suspensiones celulares
se diluyeron con 400puL de buffer de union a Annexina V adicionales y se analizaron las

muestras por citometria de flujo.

5.4 Analisis del ciclo celular

Se analizaron 2 x 10° células/condicién. Las células no sincronizadas fueron
resuspendidas mediante tripsinizacién y fueron lavadas dos veces con 10mL de PBS frio
(300 RCF, 5 min, 4°C). Las células fueron resuspendidas en 100pL de PBS frio y se fijaron
gota a gota sobre un tubo de citometria con 900uL de 70% etanol frio en agitacion
mediante voértex. Una vez resuspendidas en la soluciéon de 70% EtOH se traspasaron a
tubos Eppendorf y se mantuvieron al menos 2h a -20°C para su fijacion. En el momento
del anélisis las células fijadas se lavaron dos veces con 1mL de PBS frio. Finalmente, se
descartd el sobrenadante y las células se resuspendieron con 250uL de solucion de
marcaje de DNA (PBS, 0.1% Triton X100; 0.2mg/mL RNasa A; 2% de Yoduro de Propidio
a 1mg/mL) durante 15 min 37°C en oscuridad. Las diferentes condiciones fueron

analizadas en el canal FL3 del citdmetro.

VI. Microscopia

Se emplearon el microscopio confocal Olympus Fluoview 1000 para el analisis de
inmunofluorescencias, el microscopio confocal Leica TCS SP5 para el analisis de co-
localizacion y el microscopio de epifluorescencia NIKON Ts2R para el andlisis de
migracién (wound healing assay). Las imagenes fueron procesadas mediante el

software Fiji (Imagel).
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6.1 Inmunofluorescencias

Se plaquearon aproximadamente 5 x 10" cél/pocillo en una placa p24 (Corning) en la
que previamente se dispusieron cubreobjetos estériles en 1mL de DMEM, 10% FBS.
Tras 24h, se procedi6 a la tincién intracelular. Cada pocillo se lavé tres veces con 700uL
de PBS y se fijaron las células con 500uL de PBS PFA 3.7% durante 20 min. Se realizan
tres lavados con 700uL de PBS y dos lavados con 700uL con Solucidon de Tincidon
Intracelular (PBS, 0.5% Triton X100, 2% FBS y 0.05% Azida sddica) y se incubaron con
400uL de Solucién de Tincion Intracelular + anticuerpo primario/s (a una dilucién
adecuada) durante 1h a RT. Pasado ese tiempo se realizaron cuatro lavados con 700uL
de Solucién de Tincion Intracelular y se incubaron las células en oscuridad con 400pL de
Soluciéon de Tincidn Intracelular + anticuerpo secundario/s (a una diluciéon 1/400)
durante 1h a RT. Finalmente se lavd cada pocillo tres veces con 700uL de Solucién de
Tincion Intracelular y dos veces con 700uL de PBS. Cada cubreobjetos se fijé a través de
la Solucion de montaje antidecoloracion ProLong® Gold con DAPI (Thermo Fisher
Scientific) sobre un portaobjetos, se dejé secar O/N y se conservaron en oscuridad a

4°C hasta su andlisis.

6.2 Ensayo de migracion (Woung Healing Assay)

Se plaquearon 1-10° cél. segun las condiciones requeridas en placas de cultivo p6. 24h
después una vez las células alcanzaron la maxima confluencia se realizaron heridas con
un raspador celular o cell scrapper (ThermoFisher). Se lavaron las células con 2mL de
PBS y se afladié DMEM sin suero o DMEM 10% FBS, segun la condicion establecida. Se
tomaron imagenes representativas (n=30) a lo largo de las heridas, nada mas realizar la
herida (t=0h) y a las 24, 48 y 72h. Se calcularon las distancias medias de cada imagen
tomando tres valores de distancia (superior, media e inferior) de cada imagen con el

software de procesamiento de imagenes Image) (Fiji).
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VII. Inmunoprecipitacién

7.1 Inmunoprecipitacion con beads de sefarosa

Las células transfectadas se traspasaron a tubos Falcon de 15mL y se centrifugaron a
300 RCF durante 5 min a 4°C. Las células se incubaron previamente a 20uM del
inhibidor de proteasoma MG-132 (Sigma-AIdrichTM) durante 6h a 372Cy 5% CO, con la
finalidad de inhibir la ruta de degradacion via proteasoma. Los pellets generados se
lavaron con PBS frio. Los precipitados celulares se resuspendieron en 1mL de PBS frio y
se traspasaron a tubos Eppendorf de 1.5mL y se centrifugaron de nuevo .El pellet se
resuspendié en 200uL de buffer de lisis celular de Inmunoprecipitacién (/P Lysis buffer:
10mM HEPES pH 7.4 (Sigma-Aldrich™), 1.5 mM MgCl, (Sigma-Aldrich™), 10mM Kl
(Sigma), 5mM EDTA (Sigma—AIdrichTM), 1% NP40 (Fluka Biochemika™), Inhibidor de
proteasas (COmplete Tablets Mini, Roche™)) y se incubé durante 15 min en hielo.
Posteriormente, los lisados celulares se centrifugaron (1000 RCF, 10 min, 4°C) y el pellet
se resuspendid en 200uL de buffer de extraccidn nuclear (/P Nuclear Extraction buffer:
20mM HEPES pH 7.4, 300mM NaCl, 20mM KCl, Inhibidor de proteasas (COmplete)) y se
incubd durante 1 hora en hielo. A continuacidn, las muestras se centrifugaron (13000
RCF, 10 min, 4°C) y el sobrenadante se traspasé a nuevos tubos Eppendorf. Se
guardaron 10uL de cada muestra como lisado total (INPUT) del experimento. El resto
de los volimenes de las muestra se diluyeron en 800uL de buffer de lisis celular sin
NP40 (/P Wash buffer: 10mM HEPES pH 7.4, 1.5 mM MgCl,, 10mM KCI, 5mM EDTA). Las

muestras se incubaron a 4°C con el anticuerpo correspondiente durante 4h en rotacion.

Durante ese periodo de tiempo se acondicionaron las beads de proteina G-sefarosa
segun instrucciones de la casa comercial (Protein G-sepharose, GE Healthcare™).
Pasado el tiempo de incubacion con el anticuerpo, se afiadio la proteina G-sefarosa y se
incubd en rotacidon durante 2h o toda la noche (overnight, O/N). Finalmente, las
muestras se centrifugaron (4000 RCF, 2 min, 4°C) y los precipitados se lavaron 3 veces
con IP Wash buffer y 1 vez con PBS 1X frio usando el volumen necesario hasta

completar 1mL del tubo Eppendorf y en las mismas condiciones de centrifugacion
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inicial. Por ultimo, tras la ultima centrifugacion, se resuspendieron los precipitados en
20uL de buffer de carga de electroforesis (RBS: 24mM Tris-HCl pH 6.8, 10% Glicerol
(Sigma-AIdrichTM), 5.76mM 2-Mercaptoetanol (Sigma-AIdrichTM), 0.8% SDS (Sigma-
AIdrichTM), 0.04% Azul de Bromofenol (Fluka BiochemikaTM), se centrifugaron
brevemente y se conservaron a -20°C hasta el momento de realizar el Western Blot.
Este ultimo paso se realiza igualmente para las muestras INPUT generados con cada

experimento.

7.2 Inmunoprecipitacion con beads magnéticas

7.2.1 Inmunoprecipitacion con beads magnéticas

Las células transfectadas se traspasaron a tubos Falcon de 15mL y se centrifugaron a
300 RCF durante 5 min a 4°C. Las células se incubaron previamente a 20uM del
inhibidor de proteasoma MG-132 (Sigma-AIdrichTM) durante 6h a 379C y 5% CO,. Los
pellets generados se lavaron con PBS frio. Los precipitados celulares se resuspendieron
en 1mL de PBS frio y se traspasaron a tubos Eppendorf de 1.5mL y se centrifugaron de
nuevo. El pellet se resuspendid6 en 200uL de buffer de lisis celular de
Inmunoprecipitacion ((IP Lysis buffer: 50Mm Tris-HCl pH7.5, 150Mm NaCl, 0.5% NP40,
1% Triton X100 (Sigma-Aldrich™), Inhibidor de proteasas) frio y se incubaron durante
1h en hielo. Durante este tiempo se acondicionaron las beads magnéticas con
anticuerpos anti-c-Myc (Pierce™ Anti-c-Myc Magnetic Beads (Thermo Scientific™)) o
anti-FLAG (Anti-FLAG® M2 Magnetic Beads (MERCK™)) segun instrucciones de la casa
comercial. Tras el proceso de lisis y acondicionamiento de las beads magnéticas, las
muestras se centrifugaron (13000 RCF, 10 min, 4°C) y el sobrenadante se traspaso a
nuevos tubos Eppendorf: se guardaron 20uL de cada muestra como lisado total (INPUT)
del experimento, se resuspendieron en 20uL de RBS, se centrifugaron brevemente y se
conservaron a -202C hasta su analisis; el resto del volumen (180uL) de cada muestra se

resuspendiéd en los tubos Eppendorf con las beads magnéticas acondicionadas. Se
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incubaron 30 min en rotacion a temperatura ambiente (RT). Tras el proceso de captura,
las muestras se lavaron tres veces con 300uL de /P Wash buffer frio y una vez con 300uL
de agua MilliQ © fria usando el separador magnético. Finalmente, las beads magnéticas
de cada muestra se resuspendieron en 40ulL de RBS y se hirvieron durante 15 min a
982C. El volumen de RBS con el contenido de la captura de las beads magnéticas se
recuperd usando el separador magnético. Las muestras se conservaron a -20°C hasta el

momento de realizar el Western Blot.

7.2.2 Inmunoprecipitacidon con paraformaldehido y beads magnéticas

Las células se traspasaron a tubos Falcon de 15mL y se centrifugaron (300 RCF, 5 min,
4°C). Cuando se requirid, las células se incubaron previamente a 20uM de MG-132
durante 6h a 372C 5% CO,. Los pellets generados se resuspendieron en 10mL de PBS
frio y se centrifugaron de nuevo. Los precipitados celulares se resuspendieron en 2mL
de PBS, 0.5% PFA y se incubaron 5 min a RT. El proceso de fijacion se bloqued
afiadiendo 10mL de PBS, 1.25M Glicina (Sigma-AIdrichTM) frio y se centrifugaron (300
RCF, 5 min, 4°C). Los precipitados celulares se resuspendieron en 1mL de PBS frio y se
traspasaron a tubos Eppendorf de 1.5mL. Las muestras se centrifugaron de nuevo, se
descarto el sobrenadante y se afadié a cada tubo 200uL de buffer de lisis celular de
inmunoprecipitacion (IP Lysis buffer: 50Mm Tris-HCI pH7.5, 150mM NaCl, 1mM EDTA,
1% NP40, 0.1% SDS (Fisher Scientifics™), Inhibidor de proteasas) frio y se incubaron

durante 1h en hielo. Las muestras se sonicaron a 60Hz durante 10 seg, 3 ciclos en total.

Durante este tiempo se acondicionaron las beads magnéticas con anticuerpos anti-c-
Myc o anti-FLAG. Las muestras se centrifugaron (13000 RCF, 10 min, 4°C) y el
sobrenadante se traspasé a nuevos tubos. 20uL de cada muestra se guardaron como
lisado total (INPUT) del experimento, se resuspendieron en 20uL de RBS, se
centrifugaron brevemente y se conservaron a -202C hasta su analisis. El resto del

volumen (180uL) de cada muestra se resuspendio en los tubos Eppendorf con las beads
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magnéticas acondicionadas. Se incubaron O/N en rotacién a RT. Las muestras se
lavaron una vez con 300pL de IP Lisis buffer y una vez con 300uL de /P Wash buffer frio
usando el separador magnético. Finalmente, las beads magnéticas de cada muestra se
resuspendieron en 40uL de RBS y se hirvieron durante 15 min a 982C. El volumen de
RBS con el contenido de la captura de las beads magnéticas se recuperd usando el
separador magnético. Las muestras se conservaron a -20°C hasta el momento de

realizar el Western Blot.
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RESULTADOS

CAPITULO I: Analisis protedémico diferencial en transfectantes
estables de AIRE en HEK293

1.1 Generacion de un modelo celular de expresion estable de AIRE para

estudiar los proteomas y los peptidomas de HLA-I

Se cloné el gen de AIRE completo asociado o no a un tag de Myc/His en su extremo C-
terminal en el vector de expresidon en células eucariotas pcDNA3.1. Se generaron
diferentes transfectantes estables en células HEK293 con ambas construcciones. Los
transfectantes se clonaron por dilucion limite, con lo que se generd una serie de clones

celulares de expresion estable de AIRE con una Unica poblacion positiva (Figura 1).

400

AIRE-MycHis
3007
2007 Figura 1. AIRE WT y AIRE-MycHis se expresan de manera

1003 estable en transfectantes de HEK293. Los niveles de

expresion de AIRE para cada transfectante estable se

400
3007

EVENTOS

AIRE midieron por citometria de flujo. El histograma sin
2004 rellenar muestra la fluorescencia asociada a la expresiéon
100 de AIRE en células HEK293 sin transfectar como control.

A : , , (AIRE=FITC)

1.2 Impacto de la expresion de AIRE en el proteoma celular (proteémica

cuantitativa)

Para analizar si los efectos producidos por la expresiéon de AIRE en el proteoma celular

. . 110 . . .z .
descrito previamente — era debido exclusivamente a AIRE se analizé por Isobaric tags
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for relative and absolute quantitation (iTRAQ) los proteomas de la linea HEK293 vy el
transfectante que expresaba el gen AIRE humano asociado al tag Myc/His. El analisis
permitié la identificacion de 3928 proteinas. El andlisis estadistico definié grupos de
proteinas con expresion incrementada o disminuida en las células AIRE" respecto a las
células control con diferentes grados de probabilidad estadistica. Asi, se encontraron 30
proteinas incrementadas y 26 disminuidas con alta probabilidad (confident up or
confident down (g-value <0.01, positive or negative log fold change)), 21
probablemente incrementadas y 17 probablemente disminuidas (likely up or likely
down (g-value <0.05, positive or negative log fold change)) y 414 y 296 supuestamente
incrementadas o disminuidas, respectivamente (putative up or putative down (g-value
> 0.05 but p-value < 1-nt0, positive or negative log fold change) en los transfectantes de
AIRE. Las 3119 proteinas restantes se detectaron sin verse estadisticamente
incrementadas o disminuidas. Aun siendo conscientes de la posible pérdida de
informacion, nos hemos centrado en las proteinas con un valor de g-value inferior a
0.05 (Tablas 1y 2). Las proteinas con la calificacion putative up or putative down solo se
han evaluado por el interés de la misma en otras observaciones. Asi, la proteina
CACYBP (proteina de interés analizada posteriormente en el Capitulo Ill) se detectd
como putative up. Teniendo en cuenta Unicamente aquellas proteinas diferencialmente
expresadas con una g-value <0.05, el 58.8% de las incrementadas o up-reguladas y el
60.5% de las disminuidas o down-reguladas se detectaron como “confident” y el resto
como “likely” (Figura 2A). Se determind la localizacién de las proteinas
diferencialmente expresadas. La localizacién de las proteinas se definié utilizando las
bases de datos datos: UniProt, Human Protein Reference Database y The Human
Protein Atlas. Cuando una proteina se encontraba localizada en diferentes
compartimentos celulares, se eligid el mas comun asociado a su funcidn biolégica. Las
proteinas diferencialmente expresadas se distribuyeron principalmente en ndcleo,
citoplasma y mitocondria (Figura 2B). La mayoria de las proteinas con expresion
modificada eran principalmente citopldsmicas. De ellas, el porcentaje de proteinas
disminuidas en las células AIRE® era mayor en proteinas pertenecientes a citoplasma y
mitocondria. En cambio, entre las proteinas incrementadas en el transfectante de AIRE,

habia mas que se localizaban en el nucleo, ER y membrana plasmatica (Figura 2B).
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Entre las proteinas incrementadas se encontraron principalmente chaperonas y entre
las disminuidas predominaban proteinas relacionadas con el citoesqueleto (Figura 2C,
Tabla 1). Estos datos estan en consonancia con el analisis previo con otras técnicas de

protedmica cuantitativa realizado en nuestro laboratorio usando la linea epitelial de

tiroides HT93™.
Figura 2. Distribucion de las proteinas
A _ Proteinas diferencialmente expresadas en células
diferencialmente .
expresadas HEK293-AIRE . (A) Distribucion del nimero de

proteinas up-reguladas y down-reguladas
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Se analizaron las proteinas segun sus interacciones usando el software STRING. Dicho
software predice interacciones proteina-proteina, incluyendo asociaciones directas
(fisicas) e indirectas (funcionales) obtenidos de varias fuentes (gendmica, datos de
experimentos high-throughput, co-expresion y literatura). En general, las proteinas que
ven incrementada su expresidon estan relacionadas con procesos bioldgicos de
traduccion, remodelacion del DNA, plegamiento de proteinas y apoptosis (Figura 3A y

Tabla 3, parte superior). Las proteinas que ven disminuida su expresidon estan
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relacionadas con la generacion de uniones celulares y citoesqueleto y el metabolismo
aerdbico (Figura 3B y Tabla 3, parte inferior). Entre las proteinas incrementadas, se
encontraron las topoisomerasas 1y 2A y la kinasa DNA-PK. También se ve aumentada la
expresion de factores como el factor de elongacion 2 (EF2), el factor de iniciacion de
traduccion IF1AX (EIF1AX) o el factor de traduccién eucaridtico 4A1 (EIF4A1). Estos
datos sugieren una potenciacion de la actividad de remodelacion de la estructura del
DNA propia de la actividad de transcripcion, puesto que dichos elementos participan
activamente en el proceso. Asimismo, el incremento en estas proteinas es congruente
con la actividad biolégica de AIRE, puesto que tanto TOP1 y TOP2A y DNA-PK

83 225

establecen una interaccién con AIRE El incremento de proteinas como la

Subunidad B1 de la Importina (KPN1) estan relacionadas con procesos de apoptosism.
La disminucién en la expresion de proteinas como transgelina, fascina o keratina 18, 19
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SPTBNL

®
s

Figura 3. Modelizacion de la red de interaccion de proteinas diferencialmente expresadas en
células que expresan AIRE. Las proteinas diferencialmente expresadas en las muestras de

HEK293—AIRE+ fueron analizadas mediante el software de prediccion de interacciones STRING.
(A) Red de interaccién modelizada de proteinas up-reguladas. Se diferencian tres nodos:
Topoisomerasa 1A y 2A (TOP1A y TOP2A) y DNA-PK (PRKDC); proteina de respuesta a choque a
térmico Hsp74 (HSPA4) y proteina p97 (VCP); el factor de elongacidon 2 (EEF2) y factor de
traduccion eucaridtico 4A1 (EIF4A1). (B) Red de interaccion modelizada de proteinas down-
reguladas. Se diferencian dos nodos principales centralizados por la malato deshidrogenasa 2
(MDH2), citrato sintasa (CS) y lactato deshidrogenasa B (LDHB); B-actina (ACTB). Se usé un
algoritmo de clustering K-means=4.
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1.3 Identificacién de los dominios de AIRE involucrados en apoptosis

Las elevadas evidencias de la relacion de AIRE con la induccién de apoptosis inducida

110 227 228 . . .z
y los resultados que se obtuvieron en la modelizacién de

por dafio genotodxico
red de interacciones tras el analisis protedmico cuantitativo nos llevé a identificar la
relacidon de AIRE con muerte celular programa en nuestros transfectantes estables. Para
ello se comprobd los niveles de apoptosis espontanea tras un tratamiento con DMSO y
los niveles de apoptosis inducida por dafio genotdxico al aplicar un tratamiento con

etopdsido, conocido inhibidor de la TOP2, su aplicacion favorece el bloqueo en la

replicacion del DNA al incrementar criticamente DSBs.

De nuevo, se clond el gen de AIRE con los diversos dominios de la proteina truncados
asociados al tag de Myc/His en su extremo C-terminal en el vector de expresién
eucariota pcDNA3.1. Se generaron diferentes transfectantes estables en células HEK293
con las diferentes construcciones. Los transfectantes se clonaron por dilucién limite. El
resultado es un abanico de clones celulares de expresion estable de AIRE con una Unica
poblacidn y de los distintos dominios de AIRE tanto en sentido N-terminal comenzando
por AIRE (1-106) conteniendo el dominio CARD/HSR, AIRE (1-180) conteniendo el
primer dominio y el motivo NLS, AIRE (1-280) conteniendo el primer dominio, motivo
NLS y el dominio SAND, AIRE (1-343) conteniendo el dominio CARD/HSR, motivo NLS,
dominio SAND y el dominio PHD1; AIRE (1-475) conteniendo el dominio CARD/HSR,
motivo NLS, dominio SAND, el dominio PHD1, la region PRR y el dominio PHD2; como
en sentido C-terminal: AIRE (107-545) conteniendo todos los dominios excepto el
primer dominio HSR/CARD y AIRE (181-545) conteniendo todos los dominios excepto el
primer dominio y el dominio SAND. No se han podido generar transfectantes estables
de la proteina truncada de AIRE para las tres ultimas construcciones: AIRE (281-545),
AIRE (344-545) y AIRE (476-545) debido, probablemente, a la expresién de un producto

proteico no estable que rapidamente puede ser degradado por el sistema UPS. Todos
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ellos expresaron de manera estable y como uUnica poblacién las diferentes proteinas

(Figura 4).

400 7 4007
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Figura 4. AIRE WT y las diferentes proteinas truncadas se expresan de manera estable en transfectantes
de HEK293. Niveles de expresion de AIRE para cada clon transfectante estable. El histograma sin relleno
indica la fluorescencia asociada a células HEK293 sin transfectar como control. (AIRE=FITC).

En primer lugar se realizaron experimentos de apoptosis con las construcciones de
AIRE y AIRE-Myc/His. Mediante citometria de flujo se seleccionaron aquellas células
positivas para anexina V (apoptosis temprana) y dobles positivas para anexina V y
yoduro de propidio (apoptosis tardia) tras 24h de aplicacion de los diferentes
tratamientos. La Figura 5A muestra los histogramas obtenidos por citometria de flujo
de un experimento representativo.. Los transfectantes estables de AIRE" y AIRE-MycHis
presentaron un incremento en la apoptosis espontdnea e inducida comparados con las

células control (Figura 5B).
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Figura 5. La expresion de AIRE induce apoptosis. Las células HEK293 y los diferentes transfectantes estables
de AIRE fueron tratados con DMSO para medir apoptosis espontanea o con Etopdsido (50uM) para medir
apoptosis inducida. (A) Las células fueron tefiidas con anexina V (FITC) y Yoduro de Propidio (PE) para analizar
por citometria de flujo los niveles de apoptosis. (B) Ratio del incremento de apoptosis espontanea e inducida
de transfectantes estables AIRE y AIRE-MycHis frente a HEK293 tras 24h tras el tratamiento con DMSO y
etopdsido. Valores de un experimento con n=4 réplicas. Analisis estadistico realizado con el test Wilcoxon,
(*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 ,****P<0.0001). (C) Ratio del incremento de apoptosis espontanea e inducida
de diferentes transfectantes estables de AIRE frente a HEK293 tras 24h. Media de n=4 experimentos. Analisis
estadistico realizado con el test Kruskal-Wallis, (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 ,****P<0.0001). Los valores
representados de (B) y (C) muestran la apoptosis total (apoptosis temprana: células positivas para anexina V;
apoptosis tardia: células positivas para anexina V y IP) normalizada frente a los valores de HEK293.
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Posteriormente, se analizé el papel de los diferentes dominios en la induccion de
apoptosis en las células HEK293. Para ello, se repiti6 el procedimiento anterior con los
transfectantes estables de AIRE que expresaban proteinas truncadas en diferentes
dominios de la proteina. Los datos mostraron un incremento de la apoptosis
espontanea en aquellos transfectantes que expresaban, al menos, el dominio
HSR/CARD y el motivo de importe nuclear NLS (transfectantes estables AIRE, AIRE-
Myc/His, AIRE-(1-180), (1-280), (1-343), (1-475)-Myc/His) (Figura 5B). En relacién a la
apoptosis inducida por tratamiento con etopdsido, se observa un incremento en los
niveles de muerte celular en el caso de los transfectantes AIRE, AIRE-Myc/His y AIRE-(1-
180)-Myc/His, la presencia del dominio HSR/CARD con el motivo NLS son suficientes
para generar muerte celular (Figura 5C). El domino HSR/CARD por si solo no genera un
incremento en la muerte celular programada puesto que el transfectante AIRE-(1-106)-
Myc/His no muestra un incremento en apoptosis respecto a las células control.
Asimismo, aunque la proteina pueda translocarse al nucleo por la presencia del motivo
NLS, necesita el dominio HSR/CARD para inducir dicho efecto, puesto que el
transfectante estable AIRE-(107-545)-Myc/His no presenta variaciones significativas en
relacion a niveles de apoptosis respecto a las células control (Figura 5B y C). El dominio
HSR/CARD junto con el motivo NLS de AIRE son necesarios y suficientes para inducir

apoptosis.

1.4 La expresion de AIRE induce una mayor movilidad en células HEK293

Para confirmar los datos obtenidos en el andlisis protedmico, se evalué por western
blot y citometria de flujo la abundancia de varias de las proteinas. Asi, el analisis por
western blot confirmé la disminucién de las proteinas fascina y citokeratina 18 (Figura
6A y B). Asimismo, se vio incrementada la presencia de las proteinas HSP70 y la miosina
10 (miosina IIB, miosina Il no muscular 10 o MYH10) (Figura 6C y D). Adicionalmente se
analizaron dos proteinas de interés sin variacion apreciable en el andlisis protedmico: la
miosina 9 (miosina IIA, miosina Il no muscular 9 o MYH9) y caldesmén. Caldesmodn se

vio disminuida en ambos transfectantes de AIRE, en cambio, no se observd una
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variacién apreciable en MYH9 (Figura 6E y F). El andlisis por citometria de flujo
confirmd la variacion en la proteina disminuida fascina, mientras que la citokeratina 18
no se detectd (Figura 7); el aumento de HSP70 y MYH10 se vio igualmente confirmado
(Figura 7), en cambio, las proteinas MYH9 y caldesmdén no se detectaron como
modificadas en el mismo analisis (Figura 7). Por tanto, el analisis por western blot y
citometria de flujo validaron los datos obtenidos por iTRAQ. Los datos de esta
aproximacion confirmaron los datos obtenidos previamente por nuestro grupo en la
linea HT93 en los que se observd que la expresién de AIRE indujo la expresion de
chaperonas, especialmente HSP70 y la disminucidn de varias proteinas relacionadas
con el citoesqueletono, incluida caldesmon, que ha dado resultados contradictorios
entre el WB y la citometria de flujo. Asimismo, se observé un incremento en la miosina

MYH10.
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Figura 6. Efecto de la expresion de AIRE de manera estable en diferentes transfectantes. Analisis por
Western Blot y Densitometria de lisados celulares de HEK293 vy diferentes transfectantes estables de

células HEK293—AIRE+ y HEK293—AIRE—MycHis+. (A) WB y densitometria de fascina. (B) WB y densitometria
de citokeratina 18. (C) WB y densitometria de HSP70. (D) WB y densitometria de MYH10. (E) WB y
densitometria de miosina MYH9. (F) WB y densitometria de CALDESMON. RATIO indica la relacidn entre
PROTEINA INDICADA:VINCULINA.
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Figura 7. Expresion de diferentes marcadores celulares y proteinas asociadas a los diferentes
transfectantes estables de AIRE. Andlisis por citometria de flujo de la expresion de diferentes

proteinas para transfectantes estables de células HEK293-AIRE y HEK293-AIRE-MycHis . (Nombre de
la proteina=FITC), la linea discontinua indica la fluorescencia asociada a células HEK293 sin transfectar
como control. M indica media de intensidad de fluorescencia asociada a cada marcador.

MYH10 ha sido definida como un elemento esencial para la complecién de la
citocinesis y también para la adquisicién de una correcta estructura celular, formacién

229 230

de adhesiones celulares y migracién Por otro lado, la desregulaciéon en la

expresion de MYH10 ha sido atribuida a una mala prognosis en algunos tipos de céncer,

. . .o . .. 231
favoreciendo la invasividad y la migracién™".

Por tanto, adicionalmente a Ia
comprobacion del incremento en los niveles de MYH10 mediante western blot y
citometria de flujo, se realizd6 una comprobacidn por microscopia confocal. MYH10 se
vio incrementada en aquellas células que expresan tanto AIRE como AIRE-MycHis

(Figura 8).
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Figura 8. Las células HEK293-AIRE ven incrementados los niveles de MYH10. (A) Inmunofluorescencia de
células HEK293, HEK293-AIRE+ y HEK293-AIRE-MycHis+. Las células fueron fijadas y tefiidas con anticuerpos
aMYH10 (Alexa568, rojo). Las imagenes fueron tomadas a 60X. (B) (CTCF) Fluorescencia Celular Total
Corregida de n=50 células aleatorias. Analisis estadistico mediante Test de Mann-Whitney, (*P<0.05,
**p<0.01, ¥***P<0.001 ,****P<0.0001).
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Figura 9. AIRE favorece la migracién celular. (A) Panel izquierdo, parte superior: imagenes representativas de
una zona de la herida sobre monocapa de células 293 y AIRE y su curacidn a lo largo de 72h con deprivacién de
suero. Panel izquierdo, parte inferior, media de distancias de 30 imagenes tomadas a lo largo de toda la herida.
(B) Panel derecho, parte superior: imagenes representativas de una zona de la herida sobre monocapa de células
293 y AIRE y su curacion a lo largo de 48h. Panel izquierdo, parte inferior, media de distancias de 30 imagenes
tomadas a lo largo de toda la herida. Andlisis estadistico realizado con t-test multiple, (*P<0.05, **P<0.01,
*¥**P<0.001 ,****P<0.0001).

101



RESULTADOS: CAPITULO | TIRADO-HERRANZ, A. — Tesis Doctoral

Se analizé la capacidad de migracién de las células HEK293-AIRE 'mediante
experimentos de wound healing, tras realizar una herida con cell scrapper en cultivos
celulares en monocapa bajo diferentes condiciones (medio suplementado con suero
10% FBS o sin suplemento) y a lo largo de 72h. El analisis de las imagenes mostré una
recuperacion de la herida mas rapida en las células que expresaban AIRE en ambas
condiciones experimentales (Figura 9A y B). Por tanto, nuestros datos sugieren que la

expresion de AIRE favorece la capacidad de migracion de las células.

1.5 Caracterizacion de los repertorios peptidicos asociados a las

moléculas de HLA-I en células que expresan AIRE de forma diferencial

Se analizd por citometria la expresion de HLA-I en las células HEK293 y los
transfectantes de AIRE y AIRE-MycHis. No se aprecidé una variacion significativa en la
expresion de las mismas (Figura 10A). Se purificaron por inmunoafinidad los péptidos
unidos a complejos de HLA clase I. Para ello se utilizaron las lineas celulares HEK293 y
HEK293 AIRE". Dichas células expresan los alotipos de HLA de clase I: HLA-A*02:01,
HLA-A*03:01, HLA-B*07:02 y HLA-C*07:02. Los inmunopeptidomas se analizaron por

espectrometria de masas.

Se seleccionaron los péptidos entre 8 y 12 aminodacidos. Se identificaron un total de
1501 ligandos peptidicos de HLA-I Unicos en las células de HEK293 y 1813 en las células
HEK293-AIRE". Estos péptidos derivaron de 1121 proteinas en HEK293 y 1275 en
HEK293-AIRE". La distribuciéon por tamafio de los péptidos fue la estandar de los
ligandos de clase I, con una mayoria de péptidos de 9 aminoacidos, seguida de péptidos

de 10, 11, 8 y 12 aminoacidos (Figura 10B).

Posteriormente se determind el origen de los péptidos unidos a las moléculas de HLA-I
de ambas muestras. La localizacion de las proteinas parentales se definié utilizando las

bases de datos datos: UniProt, Human Protein Reference Database y The Human

102



TIRADO-HERRANZ, A. — Tesis Doctoral RESULTADOS: CAPITULO |

Protein Atlas. Cuando una proteina se encontraba localizada en diferentes
compartimentos celulares, se eligio el mas comun asociado a su funcidn bioldgica. Las
proteinas parentales presentaron una localizacién principalmente nuclear vy
citoplasmatica en ambas muestras (Figura 10C). Asi, en torno a un 76% de los péptidos
provenian de proteinas de la ruta enddgena y aproximadamente un 23% provinieron de
la via endocitica, por lo que no se observaron diferencias en la via de generacion de los
péptidos secuenciados (Figura 10D). Estos resultados son consistentes con los

esperados para los inmunopeptidomas de HLA de clase I.
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Figura 10. Caracterizacion de los repertorios peptidicos asociados a las moléculas de HLA-I en células que
expresan AIRE. (A) Analisis por citometria de flujo de la expresion de HLA-I en transfectantes estables de AIRE
y AIRE-MycHis, las células fueron tefiidas con aMHC-I (APC). La linea discontinua hace referencia al mismo tipo
celular tefiido con el control de isotipo correspondiente. (B) Distribucidon de tamafio por aminoacido del
porcentaje de péptidos secuenciados comparados. (C) Porcentaje de péptidos secuenciados segun la
localizacion de su proteina parental. (D) Porcentaje de péptidos secuenciados segun la via de procesamiento
antigénico. Via citosélica comprende: citosol, nucleo y mitocondria. Via endocitica comprende: membrana,
compartimentos vesiculares, reticulo endoplasmico, aparato de Golgi y proteinas extracelulares o secretadas.
ER: Reticulo Endoplasmico. ND: No determinado. (D) Porcentaje de péptidos secuenciados segun la via de
procesamiento antigénico. Via citosdlica comprende: citosol, ntcleo y mitocondria. Via endocitica comprende:
membrana, compartimentos vesiculares, reticulo endoplasmico, aparato de Golgi y proteinas extracelulares o
secretadas. ER: Reticulo Endoplasmico. ND: No determinado. (E) Frecuencia de ligandos asociados a cada alelo
de HLA-I.

103



RESULTADOS: CAPITULO | TIRADO-HERRANZ, A. — Tesis Doctoral

Se analizo si la expresidén de AIRE modificaba de alguna manera el procesamiento y la
presentacion antigénica por parte de los distintos alotipos expresados en la célula. Se
analizé la afinidad de los péptidos secuenciados a las distintas moléculas de HLA-I
expresadas y se asignd cada péptido a un alotipo especifico. Tal y como se muestra en
la Figura 10E, no se modifico6 de forma apreciable el porcentaje de ligandos

presentados por cada alotipo.

Respecto a la funcidn bioldgica de las proteinas Funcién asociada

5.0q

parentales identificadas, utilizando las mismas . O 293
= ARRE
bases de datos, se identific6 un incremento £
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destacable en el nimero de proteinas asociadasa £ 25
‘@
e o
procesos apoptéticos y de muerte celular
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ligero incremento en la identificacion de
& Figura 11. Distribuciéon de la funcién

proteinas de tipo chaperona y un descenso en el asociada a las proteinas parentales de
) los ligandos secuenciados de HLA-I.
nimero de proteinas parentales asociadas @  comparacion de porcentajes  de

citoesqueleto  (Figura 11). En general los  PePtidos provenientes de proteinas
parentales con una funcidn asociada:
resultados obtenidos refuerzan y confirman los muerte celular o apoptosis, actividad de

tipo chaperona o asociadas a

datos obtenidos por iTRAQ y anteriormente en la citoesqueleto.

110

linea celular HT93 En las HEK293-AIRE se

detectaron péptidos pertenecientes a proteinas que interaccionan con AIRE

(Topoisomerasa 2A y 2B, RNA-pol Il o HAUSG)63 852

gue no aparecieron en el andlisis de
las muestras de HEK293. Los diferentes péptidos identificados diferencialmente

generados en células HEK293-AIRE" estan recogidos en la Tabla 4.

En conjunto, los datos obtenidos del analisis protedmico por iTRAQ asi como la
caracterizacion del repertorio peptidico asociado a HLA-I en células que expresan AIRE,

sugieren que AIRE modificaria la expresién de proteinas relacionadas con el
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citoesqueleto y proteinas de tipo chaperona, asimismo, un aumento en la
susceptibilidad a apoptosis en células que expresan esta proteina y un aumento en la
movilidad celular. La actividad de AIRE afecta, por tanto, a la composicion del proteoma

celular y a la fisiologia celular.

Tabla 4. Lista de ligandos diferencialmente expresados en las muestras de HEK293-AIRE+

Secuencia
peptidica

Funcién

EELIZELE] Localizacién

Identificaor

Nombre de la proteina

Sublocalizacién

APSPARLAP 043918 | AIRE_HUMAN Regulador Autoinmune Nicleo Citoplasma
SLINVGLISY 0192688 | AN32B_HUMAN APRIL Citoplasma Niicleo
KLLDAYLLY P51803| DAD1_HUMAN Defensor contra muerte celular 1 Reticulo Endoplasmico
FQDPVPLTV 015164 | TIFLA_HUMAN Factor 1-alfa intermediario de transcripcién Nicleo
FOGKTPLRK QOULWD | TPX2_HUMAN Factor de nucleacion de microtibulo TPX2 Nicleo Citoesqueleto
FLWKEPATM Q9BQ70| TCF25_HUMAN Factor de transcripcién 25 Nicleo
AAPGAPAAY QBN726|ARF_HUMAN Kinasa inhibidora 2A dependiente de ciclina Nacleo Mitocondria
LTYEFVKQK Q9Y5V3|MAGD1_HUMAN Miembro D1 de familia MAGE Citoplasma Membrana
ALSDGVHKI Q9NVQA|FAIML_HUMAN Molécula 1 inhibidora de apoptosis via FAS Citoplasma
HIENIVAY 076021 |RL1D1_HUMAN Proteina 1 contenedora de dominio L1 ribosomal Nideo
ATFTNVFGK (QB8IWZ3 | ANKH1_HUMAN Proteina 1 contenedora de repeticiones de ankirina y dominio KH Citoplasma
ATAVAQLYK 0114C70| CPO72_HUMAN Proteina 1 de respuesta a desgaste de telémeros y respuesta a p53 Nicleo
Apoptosis AVFDGAQUTSK 014683 |PSI11_HUMAN Proteina 11 inducible por pS3 Reticulo Endoplésmico
ALDKATVLL 53EL6|PDCDA_HUMAN Proteina 4 de muerte celular programada Nidleo
AAAYPHTSL (19P2R6|RERE_HUMAN Proteina relacionada con atrofina 1 Nicleo
GPRLPWTRL Q6NUGA | TM214_HUMAN Proteina Transmembrana 214 Reticulo Endoplasmico
ATWTYSPLLK 015350|P73_HUMAN Proteina tumoral p73 Citoplasma Nucleo
APRALPGSAVL QBIUWS [RELLT_HUMAN Receptor 1 similar a receptor expresado en tejido linfoide Membrana
RVFTGVVTK QBIX12|CCARL_HUMAN Regulador 1 de ciclo celular y apoptosis Citoplasma
SPAPPLLHV 0BN163|CCAR2_ HUMAN Regulador 2 de ciclo celular y apoptosis Nacleo Citoesqueleto
SLGSGVATV 095197 |RTN3_HUMAN Reticulon 3 Reticulo Endoplasmico
SPARLSGL 014296 FASTK_HUMAN Serina/Treonina Kinasa activada por FAS Mitocondria
KUDFGSGALLK (Q86VE6|PIM3_HUMAN Serina/Treonina Kinasa PIM-3 Citoplasma
SPVSNSVSL O5TH74|STPG1_HUMAN STPG1 Citoplasma Nicleo
VPRGOGSOF 075807 |PRISA_HUMAN Subunidad reguladora 15A de la proteina fosfatasa 1 Reticulo Endoplésmico Mitocondria
AIFGNADPAQK 06NUSE| TECT3_HUMAN Tectonic 3 Membrana
SLLDPVPEV 092616 GCNL_HUMAN Activador GCN1 de EIF2AKA Nidleo
GTLSGWILSK P27824|CALX_HUMAN Calnexina Reticulo Endoplasmico
MIAIPTGYK P27797|CALR_HUMAN Calreticulina Reticulo Endoplasmico
ILGGPGTVOGY 014618]CCS_HUMAN Chaperona de cobre para la superéxido dismutasa Citoplasma
KVGEVIVTK P10809|CHED_HUMAN embro 1 de la familia de proteina de choque térmico D (Hsp60) Mitocondria
GGPGPGGF PODMVI|HS71B_HUMAN Miembro 1B de la familia de proteina de chaque térmico A (Hsp70) Citoplasma
RLMNETTAV. P34932|HSP74_HUMAN embro 4 de la familia de proteina de choque térmico A (Hsp70) Citoplasma Golgi, Extracelular
KLDDTYIKA 099615 | DNIC7_HUMAN Miembro 7 de la familia de proteinas de chogque térmico Dnal (Hsp40) Citoplasma Citoesqueleto, Nideo
|APSELLRKF (Q9UKB3|DIC12_HUMAN Miembro C12 de la familia de proteinas de choque térmico Dnal (Hsp40) Citoplasma
LLLPGPSAR P23284|PPIB_HUMAN Peptidilprolil Isomerasa B Reticulo Endoplasmico
FPAGPPSHSL (Q96AY3 | FKB10_HUMAN Prolil isomerasa 10 FKBP Reticulo Endaplésmico
Chaperona ARADFOKVL 002790 | FKBP4_HUMAN Prolil isomerasa 4 FKBP Citoplasma
IPAKPPVSF Q6PKC3 | TXD11_HUMAN Proteina 11 contenedora de dominie de tiorredoxina Reticulo Endaplasmico Membrana
SAFGQAFSK QBNXRA| TTI2_HUMAN Proteina 2 de interaccion a TELO2 Nideo Citoesqueleto
GLDSSVSEV Q9Y4R8| TELO2_HUMAN Proteina 2 de mantenimiento de telomeros Nideo
YGPEGPYGY 000264 | PGRC1_HUMAN Prateina de unian a progesterona Reticulo Endoplasmico Mitocondria
FLGPWPAAS P30533| AMRP_HUMAN RAP Reticulo Endoplésmico
ALLDGSNVVFK 015212 |PFD6_HUMAN Subuindad 6 de Prefoldina Citoplasma
IINSSITTK P49368|TCPG_HUMAN Subunidad 3 de la chaperonina contenedora TCP1 Citoplasma
HVIETLIGK P4B643| TCPE_HUMAN Subunidad 5 de la chaperonina contenedora TCP1 Citoplasma Citoesqueleto
KTAEDAKDFFK (199471 |PFDS_HUMAN Subunidad 5 de Prefoldina Nidleo
RPAFPVKKL 13111|CAFIA_HUMAN Subunidad A del factor 1 de ensamblaje de cromatina Nucleo
QSFDKEWVAK P17987| TCPA_HUMAN Subunidad alfa del Complejo T 1 Citoplasma Citoesqueleto
TVIRDPPSI 013112 |CAF1B_HUMAN Subunidad B del factor 1 de je de cromatina Nicleo
VLYNGFTGR P30876|RPE2_HUMAN RNA Polimerasa Il Nacleo
Interaccion SAFGGSLPAK Q724H7|HAUS6_HUMAN Subunidad 6, complejo similar a augmina HAUS Citoplasma Citoesqueleto
con AIRE KLDETGNSL P11388| TOP2A_HUMAN Topoisomerasa 2A Nideo
AVSGEIFVYV Q02880 TOP2B_HUMAN Topoisomerasa 2B Nudeo
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CAPITULO II: AIRE y ciclo celular. Caracterizacion de una nueva
localizacion de AIRE en células post-mitéticas

2.1 Localizacion celular de AIRE y de la proteina truncada conteniendo

diversos dominios

Para analizar la influencia de los diferentes motivos de AIRE en la localizacion celular
de la proteina se usaron los transfectantes estables generados y descritos previamente.
Estos son: AIRE, AIRE-Myc/His, AIRE-(1-106)-Myc/His, AIRE-(1-180)-Myc/His, AIRE-(1-
280)-Myc/His, AIRE-(1-343)-Myc/His, AIRE-(1-475)-Myc/His, AIRE-(107-475)-Myc/His y
AIRE-(181-545)-Myc/His (Figuras 1 y 4). Adicionalmente se usaron transfecciones
transitorias con las construcciones AIRE-(281-545)-Myc/His, AIRE-(344-545)-Myc/His y
AIRE-(476-545)-Myc/His, para los cuales no se pudo obtener transfectantes estables, a
pesar de obtener multiples transfecciones transitorias que no se lograron estabilizar
con el tiempo. Se realizaron analisis de microscopia confocal sobre cada uno de los
clones de transfectantes estables y de los transfectantes transitorios. Se confirmé que
todos los clones de transfectantes estables generados expresaban la proteina AIRE
completa o asociada al tag Myc/His, o las diferentes proteinas AIRE-Myc/His truncadas

en diferentes dominios (1-106 a 181-545) correctamente (Figura 12).

Cada clon, dependiendo de los dominios que porte la proteina AIRE presenta una
localizaciéon, morfologia y distribucion especificas. Asi, las proteinas AIRE y AIRE-
Myc/His tienen una localizacion celular similar, principalmente en el nucleo, distribuido
de manera punteada en motas o dots nucleares, esta distribucion es la habitual de la
proteina y es la que predomina en las inmunofluorescencias realizadas sobre mTECs”®
(Figura 12). Asimismo, se aprecia que AIRE esta localizado en fibras nucleares en el
transfectante de AIRE-Myc/His y AIRE (Figura 12). La eliminacién del motivo de importe

nuclear de AIRE, situado entre los residuos 131-133, dirige la proteina completamente

al citoplasma, distribuyéndose homogéneamente por todo el citosol de la célula. Asi,
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Figura 12. Morfologia y localizacién de
AIRE en transfectantes estables y
transitorios. Inmunofluorescencia de

células HEK293, HEK293-AIRE  (WT,
AIRE-MycHis y AIRE-MycHis truncado
en diferentes dominios). Las imagenes
de AIRE-(281-545)-MycHis, AIRE-(344-
545)-MycHis y AIRE-(476-545)-MycHis
corresponden a transfectantes
transitorios. Las células fueron fijadas y
tefiidas con  anticuerpos  aMyc
(Alexa488, verde) y DAPI para la
visualizaciéon de los nucleos celulares.
DAPI (azul), MERGE (combinacién de
canales azul y verde), Brightfield BF
(negro). Las imagenes fueron tomadas
a 60X con un aumento de de zoom 2X.
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las proteinas: AIRE-(1-106)-Myc/His, AIRE-(181-545)-Myc/His, AIRE-(281-545)-Myc/His,

AIRE-(344-545)-Myc/His y AIRE-(476-545)-Myc/His de los diferentes transfectantes la
localizan Unicamente fuera del nucleo (Figura 12). Todos los transfectantes que
contienen el motivo de localizacién nuclear (AIRE-(1-180)-MycHis, AIRE-(1-280)-
Myc/His,  AIRE-(1-343)-Myc/His,  AIRE-(1-454)-Myc/His,  AIRE-(107-475)-Myc/His)
expresan la proteina en el nucleo, aunque los patrones varian. Asi, la eliminacidn del
dominio rico en prolinas (PRR) situado entre los residuos 350-430 y el dominio PHD2
(residuos 343-475) de la proteina AIRE no parece afectar a la localizacién y distribucion
habitual, como se muestran en las inmunofluorescencias del transfectante estable
AIRE-(1-343)-Myc/His (Figura 12). Sin embargo, la eliminacién del extremo C-terminal
de la proteina a partir del dominio SAND (residuos 189-280; transfectante AIRE-(1-180)-
Myc/His) como a partir del dominio PHD1 (residuos 299-340 (transfectante AIRE-(1-
280)-Myc/His), provocan un engrosamiento de los dots nucleares pero su reducciéon en
numero, ambas proteinas truncadas se distribuyen principalmente en el nucleo. La
eliminacién del primer dominio de la proteina, HSR/CARD, (AIRE-(107-545)-Myc/His)
dirige la proteina hacia el ndcleo con una distribucién difusa a lo largo de él, no se
observa el punteado caracteristico de AIRE-WT y ademads parecen evitarse los nucléolos
0 zonas ricas de heterocromatina. Por ultimo, la eliminacién de la ultima region rica en
prolinas situada entre los residuos 518-524 (transfectante AIRE-(1-475)-Myc/His) de la
proteina AIRE favorece la distribucion y localizaciéon asociada a fibras o filamentos

(Figura 12).

En conjunto, nuestros datos sugieren que el motivo principal para la oligomerizacién u

homomultimerizacién de AIRE (dominio HSR/CARD)**

y el motivo de importe nuclear
(motivo NLS) son esenciales para la adquisiciéon de una localizacién de AIRE similar al
observado en las mTECs. Asimismo, las caracteristicas bioquimicas de cada dominio de

AIRE afectan a la sublocalizacién celular (Figura 13C).
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2.2 AIRE se localiza en células postmitéticas cerca del midbody

La localizacion subcelular de AIRE dentro de la célula es dependiente del ciclo celulary
la formacion de los caracteristicos punteados nucleares seria posterior a la division
celular, desapareciendo poco antes de la entrada en mitosis y durante el proceso de
divisién'®. Este hecho sugeriria la imposibilidad de una implicacidon de AIRE en divisidn
celular. No obstante, estudios en células embrionarias de ratén identificaron a Aire
como un regulador del proteinas del huso mitético. Durante la caracterizacion de la
localizacion de la proteina en diferentes transfectantes estables mediante microscopia
confocal se identificd la presencia de AIRE en estructuras fibrilares en torno al midbody
en células post-mitdticas, durante la fase final de division celular, la denominada

citocinesis (Figura 13A).

Esta localizacion, identificada en células embrionarias de raténsz, también es adquirida
por AIRE en células humanas. Observando la localizacién y distribucién de la proteina
completa o la proteina truncada de AIRE en los diferentes transfectantes estables
generados en HEK293 y de las de las tres proteinas truncadas de las que no se
obtuvieron transfecciones estables transfectadas transitoriamente, se pudo determinar
que la presencia de los primeros 180 aminodcidos son necesarios para la localizacién de
la proteina AIRE en o filamentos cerca del midbody (Figura 13B y Figura 13C). Como es
de esperar, las proteinas truncadas de AIRE que no contienen los primeros 18
aminodcidos no logran generar las estructuras filamentosas en torno al midbody en
células post mitdticas. Este hecho sugiere que esta nueva localizacién requiere de la
correcta oligomerizacion de AIRE y que la regidn necesaria para la interaccién con

proteinas que intervienen en la citocinesis se localiza entre los residuos 1-180 de AIRE.

Para confirmar que esta localizacion no se debe a que las células HEK293 son células de
origen embrionario, se transfecté AIRE en células Hela y SK-Hep-1. Se analizé por
microscopia de inmunofluorescencia si AIRE se encontraba en esta nueva localizacion
celular en transfectantes de las lineas HT93, Hela y SK-Hep-1, confirmando que esta

localizacion se da en todos los transfectantes (Figura 13D).
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Figura 13. AIRE se localiza en torno al midbody en células post-mitéticas. (A) y (B) Inmunofluorescencia de células

HEK293, HEK293-AIRE+ (WT, AIRE-MycHis y AIRE-MycHis truncado en diferentes dominios). Las células fueron
fijadas y tefiidas con anticuerpos aMyc (Alexa488, verde) y DAPI para la visualizacién de los nucleos celulares. DAPI
(azul), MERGE (combinacidn de canales azul y verde), Brightfield BF (negro). La flecha indica la visualizacién del
midbody en campo claro. Las imagenes fueron tomadas a 60X con un aumento de zoom 2X. (C) Representacion
esquemadtica de la morfologia y localizacion de la proteina AIRE en los diferentes transfectantes estables y
transfectantes transitorios (AIRE-(281-545)-MycHis, AIRE-(344-545)-MycHis y AIRE-(476-545)-MycHis). (D)
Inmunofluorescencia de células HT93, Hela y SK-Hep-1 transfectadas transitoriamente con AIRE WT. Las células
fueron fijadas y tefiidas con anticuerpos aAIRE (Alexa488, verde), Brightfield BF (negro). La flecha indica la
visualizacién del midbody en campo claro. Las imagenes fueron tomadas a 60X con un aumento de de zoom 2X.
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La expresion de AIRE es esencial para la correcta diferenciacion y maduracion de las
mTECs y, por tanto, la adquisiciéon de una arquitectura timica éptima para llevar a cabo

56 233 234

el proceso de seleccidon timica Sin embargo no se ha comprobado la

importancia de AIRE respecto al ciclo celular en mTECs.

Se comprobd si la expresidn de AIRE afectaba al ciclo celular. Se analizd la distribucion
poblacional de células HEK293, HEK293-AIRE" y HEK293-AIRE-MycHis® atendiendo a la
fase del ciclo celular mediante citometria de flujo y tincion con yoduro de propidio
(agente intercalante de doble hebra de DNA que se une de manera estequiométrica)

(Figura 14A). Las células que expresan AIRE presentaban mayor poblacidn en fase G2-M
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Figura 14. La expresion de AIRE afecta al ciclo celular. (A) Analisis de la distribucidon poblacional segun la

fase del ciclo celular de las células HEK293 y HEK293—AIRE+ no sincronizadas mediante citometria de flujo, la
distribucion se realizd en base a la media de fluorescencia emitida por el DNA. Las células fueron fijadas
previamente al marcaje con ioduro de propidio (rojo, FL3-A). (B) Media de la distribucién poblacional segtn
la fase del ciclo celular de las mismas células no sincronizadas analizadas en diferentes dias (n=5). Analisis
estadistico realizado con el método 2wayANOVA (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 ,****P<0.0001). (C)
Ensayo de proliferacién por contaje celular, se partié de un mismo nimero de células 25000/w (t=0h), cada
24h se realizd un contaje de hasta cuatro pocillos independientes por cada condicion hasta las 96h.
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(fase previa al proceso de mitosis o division celular en la que las células han duplicado
su material genético y sintetizan organulos y componentes necesarios para el reparto
equitativo a las células hijas), por contrapartida ven reducido el nimero de células en
fase GO-G1 (Figura 14B). Esto podria indicar una menor capacidad de proliferacion
respecto a las células HEK293, por tanto, se comparo la capacidad de proliferacion de
ambas mediante un contaje celular durante 96h en cultivo. No se observé ninguna
disminucion en la proliferacion en aquellas células que expresan AIRE (Figura 14C). Por
tanto, las células que expresan AIRE parecen presentar una desregulacion del ciclo
celular frente a las células que no lo expresan, sufren un incremento del nimero de

células en fase G2-M, pero no se traduce en una variacion de la capacidad proliferativa.

2.4 Analisis de la distribucion de AIRE, DNA-PK y Miosina 10 en el
midbody

La citocinesis resulta el paso final y esencial para la escision de la membrana celular
tras el proceso de divisidn celular, la generacidon del midbody, estructura transitoria
donde se produce el corte por constriccién de la membrana celular de las células hijas
unidas, permite la separacion fisica de ambas y resulta una zona activa con importante

235 96

recambio y redistribucion proteica . Por ello, se procedié a analizar la localizacién

de diversas proteinas en conjuncion con AIRE y su distribucion a lo largo del midbody.

DNA-PK, ademas de su papel en el nucleo celular en la reparacién del DNA, se encarga
de regular enzimas claves en el proceso de citocinesiswl, su interaccién con AIRE dentro
del ntcleo nos hace suponer que es posible que la localizacién de AIRE en torno al
midbody pueda deberse a esta interaccién, por ello, se comprobé la localizacion de
DNA-PK y AIRE en células post-mitéticas. En ningln caso se detectd la presencia de
DNA-PK en torno al midbody (Figura 15). Por tanto, los datos sugieren que DNA-PK y
AIRE no interaccionan durante este proceso, aunque la falta de deteccion de DNA-PK
no permite confirmar este extremo. Posteriormente se analizd la distribucion de

MYH10 y AIRE. MYH10 se vio incrementada en células AIRE" (Figuras 6D, 7y 8) y debido
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a su implicacion en la finalizacion de escisién durante la formacién y desarrollo del
surco de corte en células post-mitdticas, se comprobd la localizacion de MYH10 en el

midbody. MYH10 se distribuye irregularmente a lo largo de la célula, en fase G1-GO se
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Figura 15. Localizacion de AIRE y DNA-PK en procesos de citocinesis. Inmunofluorescencias de células

HEK293 y HEK293—AIRE+. Las células fueron fijadas y tefiidas con anticuerpos aAIRE (Alexa488, verde) y
aDNA-PK (Alexa568, rojo) y DAPI (azul) para la visualizacion de los ntcleos celulares, MERGE (combinacién
de los canales verde y rojo) y Brightfield (BF, negro). (A) Inmunofluorescencias de DNA-PK y AIRE y (B) Perfil
histografico de la intensidad de fluorescencia media de una seccién longitudinal correspondiente. Imagenes
analizadas de (n=1) experimentos. Las imagenes fueron tomadas a 60X con diversos aumentos. Las lineas de
puntos indican la seccién longitudinal de corte.
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en la zona donde se generara el surco de corte, paralelo a la placa ecuatorial tras el
reparto cromosoémico al finalizar la metafase y comenzar la telofase. MYH9 y MYH10

229 100

co-localizan en ambas situaciones . Se procedié a analizar la distribucién de MYH10

y AIRE conjuntamente.
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Figura 16. Localizacion de AIRE y MYH10 en procesos de citocinesis. Inmunofluorescencias de células

HEK293 y HEK293-AIRE+. Las células fueron fijadas y tefiidas con anticuerpos aAIRE (Alexa488, verde) y
aMYH10 (Alexa568, rojo) y DAPI (azul) para la visualizacién de los nucleos celulares, MERGE (combinacién
de los canales verde y rojo) y Brightfield (BF, negro). (A) Inmunofluorescencias de MYH10 y AIRE y (B) Perfil
histogréfico de la intensidad de fluorescencia media de una seccidon longitudinal correspondiente.
Imdgenes analizadas de (n=3) experimentos. Las imagenes fueron tomadas a 60X con diversos aumentos.
Las lineas de puntos indican la secciéon longitudinal de corte.
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En células post-mitéticas AIRE se localiza en la zona externa al midbody dejando en la
parte mas cercana a MYH10, no se identifica una co-localizacion especifica (Figura 16A),
de hecho, parecen localizarse de manera mutualmente excluyente como se puede

observar en los perfiles histograficos de inmunofluorescencias (Figura 16B).

2.5 Distribucion de AIRE a lo largo del ciclo celular

Durante los analisis por microscopia confocal de las diferentes localizaciones y
distribuciones de AIRE en la célula, se identificaron distintas distribuciones de la
proteina en distintas fases del ciclo celular. AIRE se presentd de manera habitual
distribuido por todo el nucleo en forma de punteados nucleares durante la interfase
celular (G0-G1), en algunos casos, aparecié conjuntamente en el citoplasma formando
fibras (Figura 17A). Respecto al ciclo celular, cuando las células HEK293-AIRE"
comenzaban el proceso de divisién celular perdian la expresién de AIRE (Figura 17B)
(Fase G2-M). Ya en mitosis, las células tornaron a expresar la proteina distribuyéndose
por las cromatidas ya condensadas (Figura 17C) y asociada a los centriolos mientras se
genera el huso acromatico durante la profase y prometafase (Figura 17D). Una vez
alineadas las cromatidas en el ecuador de la células, AIRE se observé mas intensamente
distribuido en los microtibulos no-cinetocéricos y astrales (Figura 17E).
Posteriormente, durante la anafase siguié localizada a lo largo de los microtibulos no-
cinetocodricos y astrales conforme las cromatidas se dirigieron a los polos celulares de
las células hijas (Figura 17F-H). Finalmente AIRE siguié asociado a los microttbulos
durante la telofase, tanto al inicio de la ingresidn del surco citocinésico (Figura 17H),
como durante la citocinesis (Figura 171) y la escisién de membranas dando lugar a las

células hijas (Figura 17J).

Nuestros datos sugieren que AIRE participa a lo largo del proceso de division celular en
células humanas, desde su inicio y hasta la citocinesis. La presencia de los primeros 180

aminoacidos, que incluyen el dominio HSR/CARD y el motivo NLS, son esenciales para la
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sublocalizacion de AIRE en la célula durante la mitosis y durante la citocinesis. La
expresion de AIRE podria afectar al checkpoint G2-M puesto que el porcentaje de
células que se encuentran en transfectantes estables de AIRE" y AIRE-Myc/His' respecto
a células control se ve incrementado. Los dominios que pueden estar implicados en

este efecto auin no estan determinados.

Figura 17. Localizacion de AIRE a lo largo de la division

N
celular. Inmunofluorescencia de células HEK293-AIRE .

Las células fueron fijadas y tefiidas con anticuerpos aAIRE
(Alexad88, verde) y DAPI para la visualizacion de los
nucleos celulares. DAPI (azul), MERGE (combinacion de
canales azul y verde), Brightfield BF (negro). Las imagenes
fueron tomadas a 60X con un aumento de de zoom 4X. La
progresion de las imagenes es de arriba abajo y de
izquierda a derecha.
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CAPITULO llI: Caracterizacion de la interaccion de AIRE y
proteinas pertenecientes a la familia de E3 Ubiquitin ligasas
Seven in Absentia Homologue (SIAH)

3.1 CACYBPI/SIP se ve incrementada en clones de transfectantes estables
de AIRE-Myc/His

Como se ha comentado previamente, en un estudio previo de nuestro grupo de
investigacién se analizaron mediante 2 técnicas de protedmica cuantitativa (2-
dimensional difference gel electrophoresis (2D-DIGE) e Isotope-Coded Protein Label
(ICPL)) los proteomas de células de la linea celular de origen tiroideo (HT93)
transfectadas con AIRE respecto a células no transfectadas. Se observd que aquellas
células que expresaban AIRE presentaban un aumento en la expresion de algunas
chaperonas como HSC70, HSP27 y de otras proteinas relacionadas con apoptosis como

pCD5'°

. Una de las proteinas que se detecté incrementada por 2D-DIGE fue la
CACYBP/SIP, proteina adaptadora de la E3-Ubiquitin ligasa SIAH1. Asimismo, se observd
una disminucién de proteinas relacionadas con el citoesqueleto. Este patron era
compatible con un aumento de muerte celular, que se confirmé mediante ensayos de

apoptosis

Para confirmar que el incremento en la abundancia de CACYBP/SIP es dependiente de
AIRE se generd un transfectante estable en la linea HEK293 que expresaba AIRE con un
tag compuesto de Myc/His (HEK293-AIRE-Myc/His). Se realizd un clonaje por dilucion
limite del pool transfectado inicial y se seleccionaron 4 clones donde el 100% de las
células expresaban AIRE (Figura 18A). Se detecté que la abundancia de CACYBP/SIP
aumentd en los transfectantes de AIRE, tanto mediante analisis por western blot
(Figura 18B) como por citrometria de flujo (Figura 18C). Ademads, el incremento de los
niveles de CACYBP/SIP era dependiente de los niveles de expresion de la proteina AIRE
(Figura 18B). Finalmente, se analizd por inmunofluorescencia uno de los clones
descritos y un clon de un transfectante generado que expresaba la proteina AIRE sin

ningun tag. Como se aprecia en la Figura 18D, CACYBP/SIP se ve incrementada en
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ambos transfectantes de forma similar, lo que indica que este incremento es debido a

la expresién de AIRE y el tag no ejerce un efecto significativo.
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Figura 19. CacyBP/SIP se ve incrementada en transfectantes estables de AIRE. (A) Niveles de expresién de
AIRE en cada clon transfectante estable AIRE-MycHis (AIRE=FITC), la linea discontinua indica la fluorescencia
asociada a células HEK293 sin transfectar. (B) Western blot y densitometria del nivel de expresién de
CacyBP/SIP de los diferentes clones. Imagenes representativas de (n=3) experimentos. RATIO indica la
relacion entre CacyBP/SIP:VINCULINA.(C) Representacidn gréfica de la media de intensidad de fluorescencia
(MFI1) de la proteina CacyBP/SIP en diferentes clones por Citometria de Flujo. Datos representativos de un
experimento. (D) Inmunofluorescencia de células HEK293, HEK293-AIRE+y HEK293-AIRE-MycHis+. Las células
fueron fijadas y tefiidas con anticuerpos aCacyBP/SIP (Alexa568, rojo). Las imagenes fueron tomadas a 60X.
(CTCF) Fluorescencia Celular Total Corregida de n=50 células aleatorias entre las diferentes imagenes. Anélisis
estadistico mediante Test de Mann-Whitney (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 ,****P<0.0001).
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Se analizé asimismo el papel de la expresion de CACYBP/SIP sobre la abundancia de
AIRE. Para ello se cloné el gen de CACYBP/SIP con un tag de FLAG (CACYBP/SIP-FLAG);
los clones que expresaban AIRE de forma estable se transfectaron con dicha
construccién, de manera que se sobreexpresd en ellos dicha proteina. Se midié la
abundancia de AIRE en los transfectantes transitorios de CACYBP/SIP-FLAG mediante
western blot y se observd un incremento en los niveles de AIRE en dichos
transfectantes (Figura 19). Por tanto, el hecho de que la expresion de AIRE induzca un
incremento de CACYBP/SIP y viceversa, sugiere que hay un mecanismo regulatorio

entre dichas proteinas.

+MOCK + CACYBP/SIP-FLAG
B3 Cc7 F9 G2 B3 c7 F9 G2

VNC (115kDa) |y G S S sssuy GNP sy Sy

AIRE-MycHis (58kDa) - R S e - —
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RATIO 1
(AIRE/VNC)

0

Figura 19. El aumento en los niveles de CacyBP/SIP de manera exdgena afecta a los niveles de
expresion de AIRE. Desde el panel superior al inferior: Western blot y densitometria del nivel de
expresion de AIRE-MycHis de los diferentes clones tras una transfeccion transitoria con CacyBP/SIP
(Imagen representativa de n=2). RATIO indica la relacién entre AIRE:VINCULINA.

Se comprobd si ambas proteinas interaccionaban mediante experimentos de co-
inmunoprecipitaciéon. Inicialmente, se puso a punto un protocolo de co-
inmunoprecipitacion para optimizar las condiciones experimentales. Para ello, se
usaron dos construcciones: SIAH1 con un tag de FLAG (FLAG-SIAH1), y se clond el gen
CACYBP/SIP con el tag Myc/His (CACYBP/SIP-Myc/His). La interaccién entre ambas
proteinas esta bien establecida. Se transfectaron ambos genes en la linea HEK293 y a
las 48h se capturd SIAH1 mediante una inmunoprecipitacion con un anticuerpo anti-

FLAG y se detecté CACYBP/SIP mediante western blot con un anticuerpo anti-
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CACYBP/SIP. Se realizaron 3 protocolos diferentes de lisado celular e

inmunoprecipitacion siguiendo la bibliografia previa sobre el andlisis de interacciones

entre SIAH1 y CACYBP/SIP y AIRE y diferentes proteinas.
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Figura 20. La interaccion entre CACYBP/SIP y SIAH1 es detectada con diferentes protocolos de
inmunoprecipitacion. Células HEK293 que expresaban transitoriamente CacyBP/SIP y SIAH1
recombinantes con los tags MycHis y FLAG, respectivamente fueron lisadas, el lisado fue purificado
con beads magnéticas aMyc. El producto de la captura y toda su red de interaccion fue procesado y
analizado por Western blot usando los anticuerpos indicados. SIAH1 es capturada junto con
CacyBP/SIP de manera eficiente bajo las condiciones dptimas de captura de proteinas que
interaccionan con AIRE. Las condiciones |, II, Il hacen referencia a las condiciones de lisis y co-
inmunoprecipitacion. Protocolo I. Lisado con buffer de lisis celular + buffer de extraccién nuclear, co-
inmunoprecipitacion con beads de Sefarosa Protocolo Il. Lisado con buffer de lisis celular, co-
inmunoprecipitacion con beads magnéticas,. Protocolo IlI. Fijacion celular con PFA 1%, lisado celular
con buffer de lisis celular + sonicacidn, co-inmunoprecipitacién con beads magnéticas. Todos los
bufferes de lisis contienen inhibidores de proteasas.

El protocolo que funciond mejor, y que se selecciond para experimentos futuros fue

aquel que empleaba una breve fijacion celular con PFA 1% previa a la lisis por

sonicacion (Figura 20).

Una vez se determind la metodologia 6ptima, se evalud la interaccion directa entre

AIRE y CACYBP/SIP. Se transfectaron transitoriamente ambas proteinas (AIRE-Myc/His y

CACYBP/SIP-FLAG) en HEK293 y se inmunoprecipité el lisado celular resultante con los

anticuerpos especificos de los tags. No se logré detectar una interaccion aparente entre
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ambas proteinas (Figura 21A). Por tanto, AIRE y CACYBP/SIP no parecen interaccionar
directamente entre ellas. Asimismo, se realizaron inmunofluorescencias sobre células
HEK293, HEK293-AIRE" y HEK293-AIRE-MycHis" para determinar la existencia de co-
localizacion entre ambas proteinas, AIRE mostr6 una localizacion tipica,
mayoritariamente en dots nucleares y, en algunas células, asociado a fibras en el
citoplasma; CACYBP/SIP, en cambio, mostraba un patrén de tinciéon uniforme vy
distribuido por todo el citoplasma. En ningun caso se detectd co-localizacion entre AIRE

y CACYBP/SIP (Figura 21B).
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Figura 21. AIRE no interacciona con CACYBP/SIP. (A) Co-inmunoprecipitacion de AIRE-MycHis y FLAG-
CacyBP/SIP. El panel superior hace referencia a la inmunoprecipitacion frente al tag Myc. El panel inferior
frente al tag FLAG. INPUT: lisado celular previo a la inmunoprecipitacion. IP: lisado purificado por el
anticuerpo correspondiente. WB: anticuerpo utilizado para el revelado de la membrana. La captura y
deteccion de ambas proteinas es correcta, en la condicidon de co-transfeccion no se observa interaccién
especifica. Imagenes representativas de (n=3) experimentos. (B) Inmunofluorescencia de células HEK293,
HEK293—AIRE+y HEK293-AIRE-MycHis+. Las células fueron fijadas y tefiidas con anticuerpos aAIRE (Alexa488,
verde) y aCacyBP/SIP (Alexa568, rojo) y DAPI para la visualizacion de los nucleos celulares. DAPI (azul), SIP
(rojo), AIRE (verde), MERGE (combinacién de canales rojo y verde), Brightfield BF (negro). Las imagenes
fueron tomadas a 60X con un aumento de zoom 4X.

3.2 AIRE interacciona con las proteinas de la familia Seven in Absentia
Homologue (SIAH): SIAH1 y SIAH2

Las proteinas que interaccionan con SIAH1 presentan una secuencia consenso. Dicho

motivo estd constituido por la secuencia PxAxVxP, siendo x cualquier aminodcido. Se
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. T . 10 20 30 40 50
realizé un analisis de la secuencia de MATDAALRRL LRLHRTEIAV AVDSAFPLLH ALADHDVVPE DKFQETLHLK
. . 60 70 80 90 100

AIRE en busca de dicha secuencia. Se EKEGCPQAFH ALLSWLLTQD STAILDFWRV LFKDYNLERY GRLQPILDSF
110 120 130 140 150

PKDVDLSQPR KGRKPPAVJK JJLJelJPRLPT KRKASEEARA AAPAALTPRG
160 170 180 190 200
TASPGSQLKA KPPKKPESSA EQQRLPLGNG IQTMSASVQR AVAMSSGDVP

detectaron dos posibles motivos de

interaccion con SIAH: el primer 210 220 230 240 250
GARGAVEGIL IQQVFESGGS KKCIQVGGEF YTPSKFEDSG SGKNKARSSS
motivo consenso de unién se 289 279 80 229 200
GPKPLVRAKG AQGAAPGGGE ARLGQQGSVP APLALPSDPQ LHQKNEDECA
310 320 330 340 350
encuentra entre los aminoacidos 19 Yy VCRDGGELIC CDGCPRAFHL ACLSPPLREI PSGTWRCSSC LQATVQEVQP
360 370 380 390 400
. . RAEEPRPQEP PVETPLPPGL RSAGEEVRGP PGEPLAGMDT TLVYKHLPAP
125 y presenta la secuencia PKALVPP; it 5 pei i i
. . PSAAPLPGLD SSALH.LLCI GIEGQQNLAP GARCGVCGDG TDVLRCTHCA
el segundo motivo consiste en la 460 470 480 490 500
AAFHWRCHFP AGTSRPGTGL RCRSCSGDVT PAPVEGVLAP SPARLAPGPA

510 520 530 540

secuencia PLLCVGP y se localiza entre

KDDTASHEPA LHRDDLESLL SEHTFDGILQ WAIQSMARPA APFPS

los residuos 416y 422 (Figura 22). El Figura 22. AIRE presenta dos posibles motivos de union a

primer motivo queda situado entre SIAH en su secuencia. Secuencia aminoacidica de la

proteina AIRE. Subrayados en rojo los diferentes
los dominios HSR/CARD y SAND, aminodcidos que conforman el motivo de unién. El primer
motivo abarca desde el residuo P119 hasta el residuo
P125. El segundo motivo abarca desde el residuo P416

encuentra solapado con uno de los  hasta el residuo P422.

mientras que el segundo motivo se

denominados como motivos ricos en leucinas (motivos LxxLL).

Para demostrar una interaccion entre las proteinas AIRE y SIAH1, se transfectaron
transitoriamente células HEK293 con AIRE-Myc/His y FLAG-SIAH1 y se realiz6 una
inmunoprecipitacién con un anticuerpo anti-FLAG y la deteccion por western blot con
anticuerpos anti-FLAG (como control) y anti-Myc (para estudiar la posible interaccion).
Los datos mostraron que habia una interaccion especifica de AIRE con SIAH1 (Figura
23A). Debido a la alta similitud de secuencia en dominios criticos entre SIAH1 y SIAH2 y
la existencia de numerosos sustratos que comparten ambos miembros de la familia de
E3-Ubiquitin ligasas, se procedié a determinar si AIRE también interaccionaba con
SIAH2. Para ello se usé una construccion similar a la de SIAH1 con un tag de FLAG
(FLAG-SIAH2). Los resultados fueron similares a los obtenidos con SIAH1 (Figura 23B).

Por tanto, AIRE interacciona especificamente con SIAH1 y SIAH2.
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Figura 23. AIRE-MycHis interacciona con FLAG-SIAH1 y FLAG-SIAH2. (A) Co-inmunoprecipitacion FLAG-
SIAH1. (B) Co-inmunoprecipitacién FLAG-SIAH2. INPUT: lisado celular previo a la inmunoprecipitacién.
IP: lisado purificado por el anticuerpo aFLAG. WB: anticuerpo utilizado para el revelado de la
membrana. La captura y deteccion de ambas proteinas es correcta, en la condicién de co-transfeccion
se observa interaccion especifica.

3.3 AIRE requiere la region que contiene la primera secuencia consenso
(PKALVPP) para la interaccion con SIAH1 y SIAH2

Para dilucidar si esta interaccién es debida a la presencia dealguno de los motivos de
unién a SIAH1 presentes en AIRE se usaron varias de las construcciones que contienen
diversas formas de AIRE truncadas con diferentes motivos de la proteina con el tag
Myc/His. Se repitieron los experimentos de co-inmunoprecipitacion utilizando las
proteinas AIRE truncadas, conteniendo algunas de ellas el primer motivo de unién a
SIAH1 (con la secuencia candnica completa) y la contra-parte que no lo contiene (Figura
24A). SIAH1 interacciond con las proteinas AIRE truncadas que contenian los residuos 1-
180, 1-343 y 107-545, que portan el primer motivo de unidon a SIAH1 pero no con la que
contiene Unicamente el segundo. Las proteinas de AIRE truncadas (1-106, 181-545 y
344-545) que no contenian ningun motivo de unién a SIAH1 o solamente el segundo
posible motivo de unidn no lograron capturarse tras la inmunoprecipitacion (Figura
24B). Por tanto, los datos mostraron que la interaccion con dicha E3 Ubiquitin ligasa se
realiza a través de la region que contiene el primer motivo de unién PKALVPP (residuos
119-125) y no con el segundo motivo PLLCVGP (residuos 416-422). Los mismos
experimentos se repitieron con SIAH2, mostrando resultados similares. Asi, solamente
las proteinas truncadas que contenian el primer motivo consenso de unién co-

precipitaron con SIAH2 (Figura 24C). En definitiva, la regiéon que contiene el motivo
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PKALVPP localizado entre los residuos 119 y 125 de AIRE es necesaria para la

interaccidn con las proteinas SIAH.

A

PXAXVXP

Figura 24. AIRE interacciona con SIAH1 y
SIAH2 y lo hace a través de dominios que
contengan el primer motivo de unioén. (A)
Esquema representativo de las proteinas

v TR TR - Je AIRE completa y las proteinas con los
diferentes dominios truncados. (B) Co-
1 10 H ini i4
N“ o 8 inmunoprecipitacion con FLAG-SIAH1. (C)
N~ TR ¢ Co-Inmunoprecipitacion con FLAG-SIAH2.
0 sis
INPUT: lisado celular previo a la
y PXAXVXP_ 160 inmunoprecipitacion. IP: lisado purificado
- TR ¢ PO' ©l anticuerpo aFLAG. WB: anticuerpo
o M utilizado para el revelado de la membrana.
] PXAXVXP a5 La captura y deteccién de ambas proteinas
N HSR/CARD SAND PHD1 -C Ry
i es correcta, en la condicibn de co-
e transfeccion se observa interaccion
B especifica.
SIAH1 AIRE AIRE
WB: aFLAG WB: aHis WB: aFLAG WB: aHis
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3.4 AIRE co-localiza con las proteinas SIAH1 y SIAH2.

Se analizé mediante microscopia confocal la co-localizacion entre AIRE, SIAH1 y SIAH2.

Mediante microscopia confocal e inmunofluorescencia tras una transfeccién transitoria

de ambas E3-Ubiquitin ligasas en células que expresan AIRE de manera estable se

detectd co-localizacidon entre AIRE y SIAH1 (Figura 25) y AIRE y SIAH2 (Figura 26). Las

co-localizaciones detectadas se concentraban en el citoplasma, en la zona perinuclear.

No se logro detectar presencia de SIAH1 y SIAH2 en el nucleo.
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Figura 25. AIRE co-localiza con SIAH1 en células HEK293-AIRE#. Inmunofluorescencia de células HEK293 y HEK293-
AIRE+ transfectadas transitoriamente con FLAG-SIAH1. Las células fueron fijadas y tefiidas con anticuerpos aAIRE
(Alexa488, verde) y aFLAG (Alexa568, rojo) y DAPI para la visualizacion de los nucleos celulares. DAPI (azul), FLAG-
SIAH1 (rojo), AIRE (verde), MERGE (combinacién de canales rojo y verde), Brightfield BF (negro). Las imagenes
fueron tomadas a 60X 0 a 60X con un aumento de zoom 2X. Imagenes representativas de (n=3) experimentos.
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Figura 26. AIRE co-localiza con SIAH1 en células HEK293-AIRE+. Inmunofluorescencia de células HEK293 y
HEK293-AIRE+ transfectadas transitoriamente con FLAG-SIAH2. Las células fueron fijadas y tefiidas con
anticuerpos aAIRE (Alexa488, verde) y aFLAG (Alexa568, rojo) y DAPI para la visualizacién de los nucleos
celulares. DAPI (azul), FLAG-SIAH2 (rojo), AIRE (verde), MERGE (combinacién de canales rojo y verde),
Brightfield BF (negro). Las imagenes fueron tomadas a 60X o a 60X con un aumento de zoom 2X. Imagenes
representativas de (n=3) experimentos.
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3.5 SIAH1 incrementa los niveles de AIRE poli-ubiquitinado

Como la funcion definida de las proteinas SIAH son la ubiquitinacidn de sus sustratos,
se evalud si la interaccidn de AIRE con dichas proteinas producia su ubiquitinacién. Para
ello, se realizaron una serie de experimentos control para determinar que las
condiciones experimentales para la deteccion de ubiquitinacién especifica eran
correctas. Se clond el gen de ubiquitina humana con un tag de FLAG (FLAG-Ub). Se
comprobd que la accidon del inhibidor del proteasoma MG-132 sobre el sistema
ubiquitin-proteasoma era eficiente y lograba incrementar los niveles de proteinas
ubiquitinadas al no poder degradarse via proteasoma, detectando FLAG-Ub en células
HEK293 transfectadas transitoriamente con el vector pcDNA3.1 vacio o FLAG-Ub vy el
tratamiento con MG-132 o DMSO (Figura 27A). Los niveles tanto de Ubiquitina como de

proteinas ubiquitinadas aumentaron al inhibir la via ubiquitin-proteasoma.

MOCK FLAG-Ub MOCK FLAG-Ub B
INPUT P INPUT P INPUT P INPUT P 293
MG132 - - - - + + + + FLAG-SIAH1 - +
- -

poly-Ub s

. Z

— — w

g - 3 = —

T s Q - B-CATENINA-poly-Ub

[ 5 &

© S

— - B-CATENINA (100kDa)
. == ' FLAG-Ub (8kDa) r m—
WB: aFLAG - FLAG-SIAH1 (28kDa)

Figura 27. Optimizacion de la deteccion de ubiquitinacion especifica. Andlisis por Western Blot de

lisados celulares de transfectantes transitorios de células HEK293 y HEK293—FLAG—SIAH1+. (A) Efecto de la
aplicaciéon de MG-132 20uM 4h en el bloqueo del proceso de degradacidon del sistema ubiquitin-
proteasoma. MOCK hace referencia a la transfeccion del vector pcDNA3.1 vacio. (B) Efecto de co-
transfeccion de SIAH1 en los niveles de B-Catenina enddgena. WB: anticuerpo utilizado para el revelado
de la membrana.

La proteina B-Catenina es un sustrato especifico de SIAH1 y es degradada por el
proteasoma a través de la interaccién de ésta con la proteina adaptadora

209

CACYBP/SIP™™. Por tanto, se estudid la ubiquitinacién de B-Catenina enddgena en

células HEK293 tras la transfeccidn transitoria de FLAG-SIAH1, como puesta a punto de
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la técnica. La transfeccion transitoria de FLAG-SIAH1 en células HEK293 incremento la

poliubiquitinacién de B-catenina (Figura 27B).

Se determind, por un lado, si SIAH1 ubiquitinaba especificamente AIRE y, por otro, si la
presencia del motivo de union a SIAH1 en la secuencia de AIRE era necesaria para que
la E3 Ubiquitin Ligasa fuese capaz de reconocer y ubiquitinar a AIRE. Se realizé un
experimento de ubiquitinacion utilizando la proteina completa de AIRE-Myc/His (Clon

B3) y proteinas de AIRE-Myc/His que contenian diversos dominios con el motivo de

3@ ®§ unién a SIAH1 (AIRE-(1-343)-MycHis)
_ S
& P8 o sin el mismo (AIRE-(181-545)-
o & & &
LA S A+ MycHis). Se realiz6 una transfeccién
FLAG-SIAH1 + + + +
e+ 4+ transitoria con FLAG-SIAH1 y FLAG-
r‘ L AIRE-MycHis (58kDa)
H Ub, seguida de una
- %AIRE-(1B1-545)-MycHis(40KDa)

ARE (1343 MycHis askpa) | INMUNOprecipitacion de los lisados

INPUT

FLAG-SIAH1 (28kDa) celulares con el anticuerpo anti-Myc.

oVvde :am

FLAG-Ub (8kDa) Se observd una mayor recuperacion

AIRE-MycHis (58kDa) . ey .
de AIRE ubiquitinado en los lisados

‘ -
l L)
.‘ | ARE-(181-545)MycHis @okba)  Celulares de AIRE-Myc/His y AIRE-(1-

AIRE-(1-343)-MycHis (38kDa)

SIHE :aM

343)-Myc/His pero no en lisados

"' celulares control y de AIRE-(181-545)-
(AIRE-MycHis)-poly-Ub

MycHis (Figura 28). Por tanto, los

1P: aMyc
ane :am

datos indican que SIAH1 ubiquitina
AIRE y se requiere la regidn que
contiene el motivo consenso de unién
a SIAH1 en la secuencia de AIRE para

su ubiquitinacién especifica.

Figura 28. El motivo consenso de union a SIAH1 es necesario para la ubiquitinacion especifica de AIRE.
Andlisis por Western Blot de lisados celulares de transfectantes transitorios de células HEK293, HEK293-
AIRE—MycHis+, HEK293—AIRE-(l-343)-MycHis+ y HEK293-AIRE-(181-545)-MycHis+. INPUT: lisado celular previo
a la inmunoprecipitacion. IP: lisado celular purificado con el anticuerpo aFLAG. WB: membrana revelada
con el anticuerpo indicado. (*) Bandas inespecificas de la cadena pesada del anticuerpo utilizado para la
inmunoprecipitacion.
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En el caso de SIAH2, cuando
inmunoprecipitamos con el anticuerpo
anti-Myc se observd un ligero incremento
en la recuperacion de AIRE ubiquitinado
en los lisados celulares de AIRE-MycHis y
AIRE-(1-343)-MycHis comparado con los
otros lisados celulares (control y AIRE-
(181-545)-MycHis)  (Figura  29).  Sin
embargo, los datos no son tan
concluyentes como con SIAH1. Aun asi, los
datos obtenidos sugieren que SIAH2 es
también capaz de ubiquitinar AIRE y la
presencia del motivo consenso de unién a
SIAH es necesario para dicho proceso

(Figura 29).

FLAG-SIAH2
FLAG-Ub

1P: aMyc

RESULTA

SIHe :gM

ovide :am

SIHE ‘gM

ane :gm

DOS: CAPITULO IlI

AIRE-MycHis (58kDa)

AIRE-(181-545)-MycHis (40kDa)
AIRE-(1-343)-MycHis (38kDa)

FLAG-SIAH2 (38kDa)
FLAG-Ub (8kDa)

AIRE-MycHis (58kDa)

*

AIRE-(181-545)-MycHis (40kDa)
AIRE-(1-343)-MycHis (38kDa)

(AIRE-MycHis)-poly-Ub

Figura 29. El motivo consenso de unidn a SIAH1 es necesario para la ubiquitinacion especifica de AIRE.

Anadlisis por Western Blot de lisados celulares de transfectantes transitorios de células HEK293, HEK293-

AIRE-MycHis, HEK293-AIRE-(1-343)-MycHis y HEK293-AIRE-(181-545)-MycHis . INPUT: lisado celular
previo a la inmunoprecipitacion. IP: lisado celular purificado con el anticuerpo aFLAG. WB: membrana

revelada con el anticuerpo indicado. (*) Bandas inespecificas de la cadena pesada del anticuerpo utilizado

para la inmunoprecipitacion.

3.6 SIAH1 reduce los niveles intracelulares de AIRE

La interaccion de AIRE con las E3 Ubiquitin Ligasas de la familia SIAH podria sugerir la

existencia de una nueva via de regulacion en los niveles de AIRE intracelular. Por ello, se

estudié si la abundancia de AIRE disminuye por la expresién de SIAH1 y SIAH2. Se

transfectaron transitoriamente células HEK293 las construcciones AIRE-Myc/His, FLAG-

SIAH1, FLAG-SBD y FLAG-SIAH2. El FLAG-SBD consiste en el gen de SIAH1 sin los
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primeros 89 residuos (dominio RING), lo que le permite interaccionar con las proteinas
diana pero sin la capacidad de ubiquitinarlas. La cantidad de AIRE disminuyé al
transfectarse con SIAH1 respecto de la transfeccion en solitario, mientras que la co-
transfeccion con FLAG-SBD no produjo una disminucién significativa de AIRE.
Igualmente, la inhibicidon de la ruta ubiquitin-proteasoma con el tratamiento de MG-
132 se tradujo en el mantenimiento de la abundancia de AIRE intracelular en presencia
de SIAH1 (Figura 30A). Este proceso no pudo ser reproducido con SIAH2 (Figura 30B).
La reduccién de los niveles de AIRE al co-transfectar SIAH1 aunque leve, resulta
consistente, especifica y reproducible en multiples experimentos, mientras que los

resultados con SIAH2 son mas variables y no se aprecia una reduccion consistente

(Figura 30C).
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Figura 30. SIAH1 reduce los niveles de expresion

AREMycHs: ke ok de AIRE. Andlisis por Western Blot y
FL:::::; : t : i Densitometria de lisados celulares de
e L ey transfectantes transitorios de células HEK293
P——————— R N, YT N (Imagenes representativas de n=6). (A) Efecto de

B - G- - e AIRE-MycHis (58kDa) co-transfeccion de AIRE y SIAH1. (B) Efecto de co-
::ﬁ-FLAG-SlAHz(askDa) transfeccion de AIRE y SIAH2. (MG-132 hace
referencia a inhibidor de proteasoma 20uM 4h).

FLAG-SBD (9kDa) RATIO indica la relacion entre AIRE:VINCULINA.

_ - - (C) Media de los valores de AIRE por
g% ;: densitometria de n=6 experimentos. Analisis
©E oo MEN UNE REK DR estadistico mediante Test de Wilcoxon (*P<0.05,

**P<0.01, ***P<0.001 ,****P<0.0001).
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Se llevd a cabo una aproximacion similar con SIAH1 sobre un clon del transfectante
estable de AIRE. Asi, los niveles de expresidn inicial de AIRE fueron los mismos en todas
las condiciones y no dependieron de la eficiencia de transfeccidn. Los niveles de AIRE se
vieron reducidos cuando se expreso transitoriamente FLAG-SIAH1 (Figura 31A y 31B).

Una vez mas, esta reduccion no se observé con SIAH2 (Figura 31Ay 31B).
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Figura 31. Los niveles de expresion de AIRE en transfectantes estables de HEK293 se ven reducidos al
transfectar transitoriamente SIAH1. Analisis por Western Blot y Densitometria de lisados celulares de HEK293 y
transfectantes estables de células HEK293—AIRE+ (Imagenes representativas de n=6 experimentos). (A) Efecto de
transfeccidon transitoria de SIAH1 y SIAH2 sobre los niveles de AIRE. RATIO indica la relacién entre
AIRE:VINCULINA. (B) Media de los valores de AIRE por densitometria de n=6 experimentos. Analisis estadistico
mediante Test Wilcoxon (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 ,****P<0.0001). (C) Efecto de transfeccion transitoria
de SIAH1 sobre los niveles de AIRE y B-CATENINA. RATIO indica la relacién entre AIRE:VINCULINA y B-
CATENINA:B-ACTINA. MOCK hace referencia a una transfeccidn transitoria con el vector pCDNA3.1 vacio
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Dado que la reduccion fue moderada, se analizé el descenso de B-catenina enddgena
(diana bien establecida de SIAH1) como control. La disminucién de la B-catenina fue
similar a la obtenida con AIRE (Figura 31C). Por tanto, nuestros datos muestran que

AIRE es una diana de SIAH1 para su degradacion via ubiquitin-proteasoma.
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DISCUSION

Las TECs presentan una capacidad inusual de expresidon promiscua de genes (PGE)
independientemente del tipo de localizacién y estado de maduracion dentro del tejido
timico®®®. Este hecho resulta esencial para la generacién de un repertorio de linfocitos T
inmunocompetente, suficientemente diverso pero tolerante a lo propio, de tal manera
que en ultima instancia se eviten posibles respuestas autoinmunes. En las mTECs esta
caracteristica se encuentra potenciada por la expresion de AIRE, un regulador
transcripcional Unico que actla reconociendo marcas epigenéticas genéricas de sitios
transcripcionalmente inactivos como la Lisina 4 no metilada de la Histona 3 (H3K4me0),
la hipometilacion de la Lisina 4 de la Histona 3 (H3K4mel), la acetilaciéon de la Lisina 27
de la Histona 3 (H3K27ac) o promotores con la RNA polimerasa Il (RNA-Polll) encallada

e . .y s . 86 87 237
permitiendo la transcripcidn de practicamente todo el genoma .

A nivel molecular, AIRE se localizaria en regiones amplias de cromatina donde se aloja
un elevado numero de factores de transcripcion generales y especificos de cada tipo
celular, los denominados super-enhancers. Estas estructuras fomentan la transcripcion
de regiones intra-cromosémicas o inter-cromosdmicas de manera simultanea al
organizar proteinas y factores de transcripcidon a los sitios de inicio de transcripcion
(TSSs) de dichas regiones # Enlos super-enhancers AIRE induciria la expresion de genes
atraidos por marcas epigenéticas de represion, actuaria formando parte de un
complejo multiproteico que incluye diversas proteinas, como DNA-PK, PARP-1, TOP1,
TOP2, FACT, Ku80, Ku70, yH2AX, CBP, BRD4 y RNA-Polll. AIRE interaccionaria con TOP1
y TOP2a que favorecerian DSBs en el DNA, se induciria el reclutamiento a estas
regiones de la maquinaria de respuesta a dafio genotdxico (DNA-PK, PARP-1, FACT,
Ku80, Ku70 y yH2AX), todo ello, junto con el reclutamiento de otros factores como
BRD4 y pTEFb permitiria, en ultima instancia, la activacidn del proceso de elongacién de

63 83 85

la RNA-Polll . Este modelo explicaria el efecto de la expresion de AIRE sobre

diferentes tipos celulares: AIRE genera un impacto en la expresién de amplios sets de
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97 Cada tipo de célula y

genes pero los loci afectados es diferente en cada tipo celular
su estado de maduracién presenta un conjunto de diferentes promotores actuando
sobre los super-enhancers, asimismo, los super-enhancers suelen distribuirse regulando
genes que definen el tipo y el estado de diferenciacion celular y la distribucion de la
RNA-Polll no productiva a lo largo de la cromatina también es variable'®. En lineas
celulares monociticas, AIRE logra inducir la expresion de, por un lado, genes propios de
procesos de maduracién de células dendriticas'®. Estos datos estdn de acuerdo con
datos previos de nuestro laboratorio donde se vio que células epiteliales transfectadas
con AIRE vieron incrementadas la expresion de genes relacionados con la expresion de
proteinas pro-apoptéticas y chaperonas mientras que algunas proteinas asociadas al

. . . . 110 . P
citoesqueleto se ven disminuidas™, nuestro modelo celular también mostré este

patron de modificaciones.

En la presente tesis, se evalud el impacto de la expresidn estable de la proteina AIRE
en otro tipo celular diferente a los anteriormente citados. El analisis se realizé por otra
técnica de protedmica cuantitativa, iTRAQ, que se estd usando en la actualidad con
preferencia sobre las técnicas usadas en nuestro trabajo previo. Los resultados
obtenidos por iTRAQ fueron similares a los obtenidos por DIGE e ICPL en el trabajo

1o, Asi, Las células HEK293-AIRE" ven incrementada la

previo de nuestro laboratorio
expresion de proteinas chaperonas (calnexina, HSP74, peroxiredoxina o disulfuro
isomerasa) mientras que la expresidn de proteinas asociadas al citoesqueleto
(transgelina, plectina 1, fascina o keratinas 18 y 19) se encuentra reducida respecto a
las células HEK293 WT. También se observan diferencias en proteinas relacionadas con
la apoptosis o ciclo celular. Los resultados de WB y citometria resultaron similares en
los transfectantes de AIRE y de AIRE-Myc/His, lo que da mayor consistencia a que el
efecto observado es debido intrinsecamente a AIRE y no a otro posible efecto derivado

de la transfeccidén, como una posible insercién del gen exdgeno en alguna localizacion

del genoma que afecte a la fisiologia celular.
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El incremento de la apoptosis en las células AIRE confirma el trabajo previo de nuestro
grupo. Ademds, se habia descrito un arresto en el ciclo celular de las mTECs AIRE", el
cual se postuld6 como una de las funciones de AIRE para el incremento de la
presentacion de TRAs por parte de las DCs a través de la captacion de cuerpos
apoptoéticos de mTECs y la consecuente cross-presentacion (en caso de MHC-I)SG.
Ademas, en esta tesis, se han caracterizado los motivos de AIRE requeridos para su
funcién como inductor de apoptosis. Los datos concuerdan con estudios previos228 28
donde también se concluyé que es necesario el dominio HSR/CARD y el motivo de
importe nuclear (NLS) para que AIRE induzca la apoptosis. En la presente tesis, se ha
mapeado de una forma mds exhaustiva los diferentes dominios de AIRE en esta
funcién. En el anadlisis protedmico se observé que algunas proteinas relacionadas con
apoptosis estaban incrementadas y otras reducidas, como es el caso de prohibitina o
plastina 3, la down-regulacién de las mismas induciria o generaria un estado celular de

susceptibilidad a apoptosis239 20,

Aunque la capacidad de regulacién a nivel transcripcional ejercida por AIRE puede ser
trasladada y reproducida en otras lineas celulares diferentes a las mTECs, resulta
dependiente del tipo celular, del entorno y estado celular, de la disponibilidad y
expresion de proteinas colaboradoras que definen los genes susceptibles de ser
reguladoslm, podria definirse una impronta regulatoria reproducible y dependiente de
la expresion de AIRE basada en un incremento de proteinas relacionadas con el control
de plegamiento y traduccion de proteinas y una intensa remodelacion del citoesqueleto
que conllevaria un aumento de la susceptibilidad a apoptosisllo. Este hecho resultaria
consistente con los estudios de secuenciaciéon de RNA de células Unicas (single cell RNA-
seq) realizado sobre poblaciones de células maduras mTEC-AIRE" y mTEC-AIRE-KO, de la
totalidad de los genes up-regulados por AIRE, solamente un 15% serian enteramente
dependientes de su actividad, la expresién del 85% restante se encontraria
incrementada de manera indirecta®. Los transfectantes estables que expresaban AIRE
WT o la proteina truncada que portaba el dominio HSR/CARD y el motivo NLS veian

incrementada su apoptosis espontdnea y su susceptibilidad a apoptosis inducida
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(Figura 7). La regién HSR/CARD junto con el motivo NLS son necesarias para la

interaccion de AIRE con la proteina DAXX*?’

. DAXX localiza en los denominados cuerpos
nucleares de la Leucemia Promielocitica o PML-NBs. Estas estructuras favorecerian una
induccion de vias de sefializacién de apoptosis desde el nucleo, puesto que contienen
una variedad de proteinas relacionadas con la muerte celular programada como p53,
CNP, Sp100 o caspasa 2’ La apoptosis inducida por AIRE, por tanto, podria estar
mediada en concomitancia con DAXX. Los resultados analizados de los ligandos
peptidicos asociados a HLA-I de células HEK293-AIRE® asi como los obtenidos de
protedmica cuantitativa comparativa por iTRAQ sugirieron un incremento en la
expresion de proteinas relacionadas con la maquinaria de reparacion del DNA (TOP2A,
TOP1 o DNA-PK) asi como proteinas relacionadas con el plegamiento (HSP74, STIP1,
calnexina o calreticulina) y estrés oxidativo (peroxiredoxina 4 o proteina 1 up-regulada
por hipoxia) (Tablas 1 a 4). La apoptosis inducida por AIRE podria estar igualmente
relacionada con una respuesta a dafio genotdxico y estrés oxidativo. AIRE induce la
expresion de proteinas como HSC70, HSP72 o superdxido dismutasa (SOD)110
relacionadas con este ultimo evento. La generacion de radicales libre derivados de un
plegamiento citoplasmatico aberrante o de proteinas inducidas por AIRE podria
favorecer la traslocacion del sensor de estrés oxidativo GAPDH al nucleo activando vias
de sefalizacion apoptéticam. El motivo HSR/CARD por si solo no induciria apoptosis
como se observé en los ensayos de apoptosis con el transfectante estable HEK293-
AIRE-(1-106)-MycHis® (Figura 5). La apoptosis inducida tampoco se vio incrementada
cuando la proteina truncada de AIRE presentaba el dominio SAND, el dominio PHD1 o
ambos dominios PHD, aun portando el dominio HSR/CARD y el motivo NLS. Estos
resultados podrian deberse, por un lado, a la necesidad de una correcta
oligomerizacién de AIRE y una localizacion nuclear para ejercer su funcion como

232 80 242 . .z . .
, por otro, la capacidad de regulacion transcripcional

regulador transcripcional
podria variar de un transfectante a otro, es decir, las proteinas up-reguladas por AIRE-
WT podrian diferir de aquellas up-reguladas por proteinas AIRE sin algunos dominios
funcionales generando, en ultima instancia diferencias en la susceptibilidad a
tratamiento con etopésido. Por otro lado, puede ser que la induccidn de apoptosis en la

s células HEK293 sin transfectar active otras rutas de apoptosis que son
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suficientemente importantes para que enmascaren las generadas por los diferentes
dominios de AIRE. Se ha de remarcar que, en los ensayos de apoptosis, la
sobreexpresion de AIRE-(1-106)-Myc/His redujo tanto la apoptosis espontanea como la
inducida y, aunque no somos capaces de explicar este efecto, un estudio ha
determinado la capacidad inhibitoria de polipéptidos recombinantes que contienen el
motivo CARD sobre cascadas de activacién de la procaspasa-9 o procaspasa-1°*. El
polipéptido que expresa el transfectante estable HEK293-AIRE-(1-106)-MycHis podria

estar ejerciendo esta actividad inhibitoria sobre la via de sefalizacion de apoptosis

reduciendo la susceptibilidad a muerte celular.

Adicionalmente al aumento de apoptosis, los transfectantes de AIRE mostraron una
capacidad de migracion mds elevada. Este dato puede estar asociado al hecho de que
las células que expresan AIRE ven modificado el patron de expresion de proteinas
relacionadas con el citoesqueleto, lo que afecta a su capacidad de desplazamiento. El
incremento en la movilidad de las células AIRE" no habia sido descrito previamente. El
papel de este efecto en las mTECs es discutible, ya que, a priori, son células con poco
movimiento en la médula timica, pero puede tener una importancia en la expresion

. 244 . 245
extratimica de AIRE™" o en células tumorales que expresan AIRE"".

Respecto a proteinas relacionadas con el citoesqueleto, de nuevo, algunas se ven
disminuidas, como keratina 18 y keratina 19, testina o calumenina. La disminucién en la
expresion de estos marcadores han sido relacionados con una mayor capacidad de

246 247 248 249 . .
. El incremento en los niveles de

invasividad en algunos tipos de cancer
MYH10 en los andlisis de iTRAQ junto con los resultados obtenidos de los ensayos de
wound healing, sugirieron que la expresion de AIRE induciria el incremento de los
niveles de MYH10 y esta situacién favoreceria, probablemente junto con otras
proteinas no identificadas, la capacidad de migracion de las células (Figura 9). Se ha
comprobado que la desregulacién de MYH10 en algunos tipos de cdncer, como glioma,

. . . .y , o . 231 .
incrementa la capacidad de migracion de lineas celulares similares™ . La expresion

extra-timica del Regulador Autoinmune ha sido asociada en procesos de malignizacion
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celular, asi, ha sido detectado en células de cancer de mama y cancer oral con

conclusiones dispares, por un lado, la expresion de AIRE en cancer de mama seria

indicativo de una mejor prognosis asociada a un incremento en la apoptosis e inhibicién
. N 250 . ;

de progresion de ciclo celular®™. Por otro lado, en carcinoma de células escamosas

orales la expresion de AIRE se asociaba con una regulacion positiva de un set de genes

. . . .y . yz . 245
asociados a malignizacion epidérmica” .

El incremento de apoptosis y de movilidad en células AIRE" no se correspondié con un
aumento de proliferacion celular (Figura 16). Aquellas células que expresaban AIRE
sufrian un incremento de células en fase G2, sugiriendo alguna desregulacién en ciclo
celular (Figura 14). Como se ha comentado previamente, si se habia observado
previamente que las células mTEC-AIRE® presentan un arresto en la progresion normal
del ciclo celular y son susceptibles de sufrir apoptosis, favoreciendo un alto recambio
celular en el timo que favoreceria el proceso de cross-presentacién de diversos TRAs a
células dendriticas residentes en el timo durante la seleccién timica®. No obstante no

se ha definido el mecanismo por el cual AIRE controla la progresion del ciclo celular.

El inhibidor 1 de la kinasa dependiente de ciclina o mdas conocido como p21 (CDKN1A)
(Tabla 1) se vio aumentado en células AIRE', es una proteina relacionada
principalmente con la regulaciéon de ciclo celular impidiendo la progresién de fase G2 a

251
fase M

pudiendo explicar las diferencias observadas en la distribucién poblacional
segln la fase del ciclo celular de los transfectantes estables respecto a las células

control (Figura 14B).

Aunque la funcion e importancia de AIRE desde su descubrimiento se centrd en su
capacidad de regulacion del proceso de seleccién timica y adquisicién de tolerancia
central, su implicacién en ciclo celular y division celular quedo relegada. Pacientes con
mutaciones en el gen de AIRE sufren a menudo procesos de infertilidad, también

estudiado en ratones y resulta esencial para la correcta complecion del ciclo celular. En
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estudios con células embrionarias de ratdon se comprobd la importancia de papel de
AIRE en la regulacion y fidelidad del proceso de division celular, asi como la

. .y . 52
implantacion de los embriones™.

La distribucion y localizacién de AIRE en mTECs solo se ha detectado en el nucleo en
forma de dots nucleares’. La dificultad para el estudio del mismo a nivel celular in situ
en el tejido timico o para el aislamiento de mTECs-AIRE" debido a la baja proporcién de
células en comparacién con otras poblaciones celulares del tejido, llevd al estudio de la
proteina en lineas celulares, transfectando AIRE WT, AIRE truncado en diversos
dominios o portando mutaciones comunes en pacientes de APECED. La distribucion de
AIRE en lineas celulares recordaba a la distribucién natural observada en las mTECs, con
la diferencia de la presencia también en el citoplasma formando estructuras fibrilares”
% En los diferentes clones de transfectantes estables generados sobre las HEK293 que
expresaron de manera estable AIRE WT y AIRE truncado en los diferentes dominios se
observé una localizacion de AIRE habitual en forma de dots nucleares distribuidas por el
nucleo y en estructuras fibrilares en el citoplasma. La presencia del motivo de importe
nuclear (NLS) es necesaria y suficiente para dirigir la proteina al nucleo, su ausencia
relega la proteina al citoplasma. Este hecho concuerda con las observaciones
anteriores, la modificacién de los residuos basicos de Arginina o Lisina en la parte C-
terminal del motivo NLS provocaban la traslocacion de AIRE al citoplasma57. Ademas, la
presencia del dominio HSR/CARD es necesaria para la adquisicion de estructuras
definidas (dots nucleares y/o fibras) como se observé en las inmunofluorescencias de
los transfectantes estables que expresaban AIRE-(1-106), AIRE-(107-545), AIRE-(181-
545), AIRE-(281-545), AIRE-(344-545) o AIRE-(476-545). En todos ellos la proteina
presentaba una distribucidn uniforme, dentro o fuera del nucleo, dependiendo de si el
polipéptido truncado presentaba, ademas, el motivo NLS. El dominio HSR/CARD
concentra, junto con los dominios SAND y PHD, las mutaciones predominantes en AIRE
que provocan APECED™, la eliminacién del dominio HSR/CARD supone la pérdida en la
capacidad de activacion de transcripcidon necesaria para la funcidon de la proteina

53 252

puesto que la generacién de homo-multimeros queda impedida . lgualmente, solo
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aquellos transfectantes que expresaban AIRE con el dominio HSR/CARD vy la region que
contenia el motivo NLS (al menos los aminoacidos 1-180) fueron capaces de localizar la
proteina conformando estructuras fibrilares y/o asociadas al midbody durante la
division celular y citocinesis; el transfectante que expresaba AIRE-(1-106) no presentd

un patrén de tincion definido en estructuras.

Por otro lado, la ausencia de dominios SAND, PDH1 o PHD2 modificaban igualmente la
distribucion de AIRE en la célula. Cuando los dominio SAND, PHD1 y PHD2 no estaban
presentes (AIRE-(1-180)), AIRE se distribuyé principalmente en el nicleo de manera
difusa y en conjunto con un menor numero de dots nucleares siendo éstos Ultimos de
mayor tamafio. La presencia del dominio SAND (AIRE-1-280) exhibié el mismo patrén
de localizacion anterior. La adicion a la secuencia del dominio PHD1 (AIRE-(1-343))
restablecid la localizacion celular de la proteina practicamente al mismo nivel que AIRE
WT con menor presencia en el citoplasma. La eliminacion de la dltima regidn rica en
leucinas AIRE-(1-475) provocé una distribucidon predominantemente citoplasmatica en

forma de estructuras fibrilares con algunos dots nucleares en el nicleo (Figura 13).

La modificacion de la secuencia de AIRE afecta directamente a la localizacién

. 80 242
subcelular de la proteina

, no obstante nuestros resultados difieren con algunas
observaciones de estudios anteriores, mientras que la proteina AIRE-(1-257)
(construccién similar a la mutacién mas comun entre finlandeses R257X) parece
observarse Unicamente en el citoplasma formando estructuras fibrilares®® 254, en
nuestras manos, los transfectantes AIRE (1-280) mostraron un patrén de tincidn
principalmente nuclear, esto puede deberse a que nuestra secuencia codifica para una
proteina con un dominio SAND intacto, con la consecuente capacidad para permitir la
compartimentalizacién nuclear. Igualmente nuestro transfectante AIRE-(1-180), sin la
presencia de un dominio SAND funcional, mostré una localizacidon principalmente
nuclear. Respecto a la eliminacion de la parte C-terminal de la proteina (AIRE-(1-475)) la

traslocacién sustancial de AIRE podria explicarse por la pérdida del cuarto motivo

LXXLL. Los motivos LXXLL son secuencias aminoacidicas muy conservadas que median
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. . , , . 255
interacciones proteina-proteina entre receptores nucleares y sus co-activadores™".

Algunas mutaciones en pacientes APECED son localizadas precisamente en este
motivo”>° provocando la completa disrupcion de la actividad activadora transcripcional
de AIRE®. Esta situacion resulta esperable, puesto que la localizacion
predominantemente citoplasmatica mostrada en nuestro transfectante estable
impediria la interaccidn de AIRE con la cromatina y la activacidn transcripcional de los
genes dependientes del mismo. Estos resultados dispares podrian deberse a que la
mayoria de estudios en lineas celulares se realizaron a través de transfecciones
transitorias de diferentes lineas celulares, no en transfectantes estables. Las
caracteristicas de cada linea celular podrian suponer diferencias en los resultados

. 254 103
obtenidos .

No obstante, podemos establecer que el motivo HSR/CARD es
necesario para la generacion de estructuras definidas necesarias para la correcta
funcién de AIRE. El motivo de importe nuclear NLS determina y permite su localizacién
nuclear. El motivo SAND por si solo no favorece la correcta localizacion de la proteina
formando dots nucleares a lo largo del nucleo, es necesaria la presencia del motivo
PHD1, favoreciendo la interaccidn con componentes esenciales del mantenimiento y

estabilidad del genoma como la DNA-PK*”

y reconociendo y estableciendo contacto
con marcas epigenéticaszsg. El motivo PHD2 parece no tener implicacion alguna en la
localizacién subcelular de AIRE® pero la presencia del motivo rico en prolinas podria
favorecer la interaccion con proteinas que afectan a la estabilidad de AIRE en el nucleo,
siendo imprescindible la presencia del extremo C-terminal que contiene el motivo
LXXLL para una correcta localizacion, sugiriendo que esta parte final de la secuencia
permite la interaccidn con algun regulador de la proteina AIRE a nivel de estabilizacion
de la proteina o la modificacién postraduccional de la misma favoreciendo su actividad
en el nucleo. Todos estos analisis refuerzan la importancia no sélo de aquellos
elementos estructurales dentro de la propia secuencia del Regulador Autoinmune, sino

también de la adquision de una correcta localizacion subcelular para ejercer la

activacion transcripcional en las mTECs.
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La localizacion subcelular de AIRE dentro de la célula es dependiente del ciclo celulary
la formacion de los caracteristicos dots nucleares seria posterior a la division celular,
desapareciendo poco antes de la entrada en mitosis y durante el proceso de division'®.
Este hecho sugeriria la imposibilidad de una implicacion de AIRE en division celular. No
obstante, estudios en células embrionarias de ratdn identificaron AIRE como regulador
de proteinas del huso mittico™”. Durante la caracterizacién de la localizacién de la
proteina en diferentes transfectantes estables mediante microscopia confocal se
identificé la presencia de estructuras fibrilares de AIRE en torno al midbody en células
post-mitéticas, durante la fase final de division celular, la denominada citocinesis. La
presencia de AIRE en esta localizacién no fue fortuita y fue reproducible en todos los
transfectantes estables que expresaban AIRE cuando el dominio HSR/CARD y el motivo
NLS estaban presentes en la proteina (Figura 14). Ademas, esta localizacidn se detecté
en otras lineas celulares transfectadas con AIRE, como HT93, Hela o SK-Hep-1 (Figura
14D), lo que indica que no es Unicamente debido a caracteristicas intrinsecas de la linea
HEK293. A lo largo del ciclo celular AIRE dejé de detectarse en momentos previos a la
entrada en ciclo celular, durante la profase mitdtica. Posteriormente se localizd en
agregados distribuidos entre las cromatidas y mas tarde asociado a los centriolos, en
pro-metafase. Conforme las cromatidas se establecieron en el plano ecuatorial de las
células en divisidn, AIRE siguio localizandose en los centriolos y en estructuras fibrilares
similares a los microtibulos no cinetocdricos y microtubulos astrales durante la
metafase y a lo largo de la anafase y telofase celulares, para quedar relegado a las
estructuras fibrilares en torno al midbody anteriormente descritas. Durante todo el
proceso de division celular AIRE no generd los caracteristicos dots nucleares (Figura 18).
En células embrionarias de ratdn esta situacion es similar. A lo largo del ciclo celular
AIRE colocaliza con tubulina-a y tubulina-B, componentes esenciales de los
microtubulos que conforman el citoesqueleto del huso acromatico, también se
distribuye de manera discreta en los husos polares de las células en division. Los
dominios HSR/CARD, SAND vy el cuarto motivo LXXLL en la secuencia de AIRE resultan
esenciales para ejercer su funcion asociada al huso mitético®”. En nuestro modelo
celular de HEK293-AIRE" |a sobreexpresion de AIRE no parece afectar a la proliferacién,

no obstante, parece generar algun tipo de perturbacién en el progreso normal del ciclo
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celular ya que se observd un enriquecimiento en el nimero de células en fase G2-M
(Figura 15). Este hecho es identificado en estudios sobre espermatogénesis en ratones,
donde la expresion de AIRE es fundamental para generar procesos apoptoticos
indispensables para el mantenimiento de la estabilidad de las células de linea
germinalso, el proceso de expresion promiscua de genes en el tejido testicular®
facilitaria la induccién de apoptosis debido a respuesta por mal plegamiento de
proteinas, manteniéndose aquellas células de linea germinal con menor probabilidad
de carga mutacional®’. A priori, la ausencia del motivo LXXLL no parece tener efecto en
el progreso del ciclo celular en células embrionarias humanas, el transfectante estable
HEK293-AIRE-(1-475)" completaba el ciclo celular y localizaba la proteina AIRE en
estructuras en torno al midbody similares a las que fueron observadas en AIRE WT
(Figura 14). No obstante, quedaria por comprobar el impacto global en la distribucion
poblacional en diferentes fases del ciclo celular y la implicacién de la ausencia de los

diferentes motivos de AIRE en nuestros transfectantes estables.

La citocinesis y escisidn constituyen los procesos finales que completan la division
celular. El huso mitético sufre una intensa remodelacién que genera una estructura
denominada huso central, localizada en la placa ecuatorial de la célula en division. El
huso central es determinante para la progresion de la citocinesis puesto que establece
la posicién del surco de corte que separard fisicamente la membrana celular de las
células hijas%. La actividad del huso central es iniciada gracias a la actividad de diversas
proteinas (el Complejo Centralspindlina, diversas GTPasas y el Complejo Pasajero del
Cromosoma) permitiendo la cascada de sefalizacion que favorece la ingresion del surco
de corte para la escisidn gracias a la reorganizacion citoesquelética y la activacion de
proteinas motoras’’. Una vez que el surco de corte ha ingresado se genera el midbody,
una estructura centralizada en el puente citoplasmatico que sigue uniendo las células
hijas, compuesto por microtibulos empaquetados junto con material amorfo
electrodenso. La Centralspindlina queda altamente concentrada en las regiones
proximas al midbodygg, mientras que en las zonas mas distales se localizan microtibulos

y proteinas del complejo ESCRT que permitiran la escision’. Algunas proteinas como
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MYH10 y DNA-PK han sido descritas como moduladoras del proceso de citocinesis'® '

12, Aunque AIRE y DNA-PK interaccionan””® no identificamos co-localizacién de DNA-PK
en torno al midbody en células post-mitéticas, la presencia de DNA-PK en torno al
midbody podria ser muy transitoria y su deteccién fue menor en términos de intensidad
de fluorescencia respecto a las células en interfase (Figura 16). El incremento en los
niveles de MYH10 en transfectantes estables de AIRE nos llevé a postular una posible
relacion entre ambas proteinas durante este proceso. MYH10 efectivamente localiza en
el surco de ingresién durante el proceso de division celular quedando relegada al anillo
de escisidn tras la citocinesis. MYH10 y AIRE no co-localizaron, AIRE localizé en el
exterior de los anillos de MYH10 que flanquean el midbody (Figura 17). No obstante la
importancia de MYH10 en la complecion de la mitosis y también de la meiosis en
células de linea germinal masculina®® refuerza la implicacién de AIRE en la regulacion

de ciclo celular, el incremento en la expresion de MYH10 podria asegurar la correcta

division meidtica y la correcta estabilidad gendmica en linea germinal.

Probablemente la localizacidn en estructuras en torno al midbody pueda deberse a la
interacciéon de AIRE con los microtubulos y otros componentes esenciales para la
citocinesis incluyendo Aurora Kinasa B, proteinas centrosémicas como CEP55, CNTROB,
HAUSS5 y HAUSS8 y proteinas reguladoras de la dindmica de microtubulos como CLASP1y

CLASP2** 2°

. No obstante, queda por discernir los motivos y dominios de AIRE
implicados en esta localizacion e interaccidén con el resto de proteinas asociadas a
citocinesis. Esta localizacion relacionada con el ciclo celular no hace mas que acrecentar
la plétora de actividades que ejerce este factor de transcripcion tan inusual mas alla de

la regulacion de la Tolerancia Central.

Una de las proteinas de tipo chaperona que también se vio incrementada en células
HEK293-AIRE* fue CACYBP/SIP (Figura 19), una proteina adaptadora que interviene en
multiples procesos biolégicos como modificacién postraduccional de proteinas,
ubiquitinacion, dindamica del citoesqueleto, regulacion de expresiéon génica y

. . .y , .y . .y . . 213
diferenciacién asi como regulacién de la proliferacién celular y la tumorogénesis™.
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CACYBP/SIP también se vio incrementada en la protedmica comparativa de células

110 .. . .z . ,
* 1%, sugiriendo una posible relacién funcional entre esta proteina y AIRE.

HT93-AIRE
CACYBP/SIP se vio incrementada en clones de transfectantes estables de HEK293-AIRE-
MycHis®, debido a la principal actividad como proteina mediadora en procesos de
ubiquitinacion, cabe pensar que este incremento se podria deber a una accién
reguladora sobre los niveles de AIRE. CACYBP/SIP podria mediar en la degradacion de
AIRE, sin embargo, la transfeccion transitoria de CACYBP/SIP sobre los mismos
transfectantes estables HEK293-AIRE-MycHis" no logré reducir los niveles de AIRE sino
que incluso llegaron a incrementarse. La relaciéon entre ambas proteinas tampoco es
directa, experimentos de co-inmunoprecipitacién tras una co-transfeccion de ambas
proteinas determinaron que ambas proteinas no interaccionaban. Este hecho sugirid
que la posible relacion entre ambas proteinas podria deberse a un mecanismo de
respuesta bioldgica de compensacion: CACYBP/SIP y AIRE podrian competir por el
mismo sustrato, lo que se traduce en un incremento cuando la otra proteina se
sobreexpresa. Una de las caracteristicas mas llamativas de CACYBP/SIP es la presencia
en su secuencia de un motivo consenso de unién a SIAH1, compuesto por (PxAxVxP)>%.
CACYBP/SIP interacciona a través de dicho motivo con la E3 Ubiquitin Ligasa SIAH1,
facilitando la ubiquitinacion especifica de f-Catenina en respuesta a dafio genotéxico209
%0 Este motivo aparece hasta dos veces a lo largo de la secuencia de AIRE: el primer
motivo de unidn, completo, situado entre los 119-125aa (PKALVPP) y el segundo
motivo de union, con la Ala3 sustituida por una Leu, situado entre los 416-422aa
(PLLCVGP). La presencia de ambos motivos sugiere una posible relacion directa entre
proteinas de la familia SIAH y la proteina AIRE. La captura especifica de SIAH1 o SIAH2
en lisados celulares tras una co-transfeccion transitoria con AIRE-MycHis y FLAG-SIAH1
o AIRE-MycHis y FLAG-SIAH2 permitié la recuperacién, en ambos casos, de AIRE-
MycHis, confirmando la existencia de una interaccién entre ambas proteinas. La regién
que contiene el motivo de unidn de SIAH1 con el que CACYBP/SIP interacciona con
SIAH1 no presenta ninguna estructura definida ni dominio especifico, es una zona de
unién o linker libre’™". El primer motivo de unidn a SIAH1 de la secuencia de AIRE

también se situa en una region no definida estructuralmente (119-125aa PKALVPP)

entre los dominios HSR/CARD y SAND, facilmente accesible para otras proteinas. El

153



DISCUSION TIRADO-HERRANZ, A. — Tesis Doctoral

segundo motivo de unién, en cambio, recae dentro de la regién rica en prolinas (PRR)
de la secuencia de AIRE y se incluye dentro del tercer motivo de Leucinas (LXXLL).
Aunque ambas son regiones muy conservadas en secuencia y que participan en

70 261

multiples aspectos de interacciones proteina-proteina , AIRE establece interaccion

con varias proteinas a través de dichas regiones, como CREBBP, P-TEFb o DNA-PK entre
otras®® 7 % Es factible pensar, por tanto, que ese mismo hecho dificulte la
interaccion de SIAH1 a través de ese motivo o sea mas inaccesible, ademas, la
secuencia del segundo motivo no cumple los requisitos del motivo consenso al
presentar una Leucina en vez de una Alanina en la posicién numero dos. La importancia
del primer motivo de unién a SIAH1 en la secuencia de AIRE quedd corroborada al
detectarse en la fraccion purificada de los lisados celulares aquellas proteinas de AIRE
truncadas que portaban la region que contenia el primer motivo de unién (AIRE-(107-
545)-MycHis, AIRE-(1-180)-MycHis y AIRE-(1-343)-MycHis) cuando se

inmunoprecipitaron especificamente SIAH1 y SIAH2 (Figura 25).

El motivo consenso de unidn a SIAH1 ha sido ampliamente estudiado, mas de la mitad

de las proteinas que se unen a SIAH1 lo contienen, resultando esencial para su

208 209 263 264 265 . . . . .
. Estudios de afinidad con diversas secuencias

interaccién y funcionalidad
han demostrado una importancia clave en las posiciones V3 y P4 del motivo: las
cadenas laterales de ambos aminoacidos apuntan a un surco hidrofébico formado por

203

los residuos F165, V179, V176, A167, W178 y M180 de SIAH1"". No obstante, varias

proteinas que establecen interacciéon con dicha E3 ubiquitin ligasa difieren en los

: . . .. 208 207
aminoacidos de dichas posiciones

. También se ha recalcado la implicacion de
aminodcidos adyacentes al motivo, como por ejemplo la Lisina previa a la posicién P1 (o
aminodcidos de la misma naturaleza, como Histidina o Arginina), que interacciona
favorablemente con el residuo D162 de la proteina SIAH1. El residuo conservado P1
formaria un cluster hidrofdbico con las cadenas laterales de L158 y 1163 para mantener
la Lisina precedente en una conformacion favorable para la interaccion con el residuo

D162 de SIAH1*%,
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Respecto a la funcionalidad de la interaccion, AIRE se veia eficientemente reducido en
transfecciones transitorias con SIAH1 y parece que en alguna medida con SIAH2,
aunque era mas claro con SIAH1 que con SIAH2. La expresidn transitoria de AIRE-
MycHis y FLAG-SIAH1 o AIRE-MycHis y FLAG-SIAH2 provocaba una disminucién en los
niveles totales de AIRE comparado con la misma condicion de transfeccion en presencia
de inhibidor de proteasoma y con la transfeccién de AIRE-MycHis y el Dominio de Unidn
a Sustrato (FLAG-SBD) que no porta el dominio catalitico de SIAH1. Este descenso era
mas acusado con con SIAH1 que con SIAH2. Con SIAH2 los resultados no fueron
suficientemente consistentes ni estadisticamente significativos. Este resultado se
repetia en el caso de transfecciones transitorias sobre el clon transfectante estable
HEK293-AIRE*. SIAH1 produjo una ubiquitinacién especifica que dependia de la
presencia del motivo de unidon a SIAH1 en la secuencia de AIRE, solamente se detectaba
un incremento en AIRE poliubiquitinado en los transfectantes estables AIRE-MycHis y
AIRE-(1-343)-MycHis que si portaban el motivo consenso en su secuencia, mientras que
el transfectante estable AIRE-(181-545)-MycHis no lo mostraba (Figura 29). Este
resultado sugiere fuertemente que la interaccion de AIRE con SIAH1 y, en menor
medida, con SIAH2 lleva a su degradacion via proteasoma. AIRE ha sido relacionado con
eventos de modificacion post-traduccional como la ubiquitinacién o con el sistema
Ubiquitin-Proteasoma debido a la presencia de dos dominios PHD en su secuencia®’. De
manera general, los dominios PHD se encuentran conservados entre proteinas cuya
actividad esta asociada a la regulacion de la transcripcion mediada por interaccion con
cromatina®. Los dominios PHD de AIRE presentan la estructura candnica de dominio
PHD* y ésta, resulta claramente distinta al plegamiento de un dedo RING tipicamente
presente en enzimas E3 Ubiquitin Ligasasg. Algunos autores afirman, sin embargo, que
la proteina es capaz de exhibir una actividad E3 Ubiquitin Ligasa a través de su dominio

266

PHD17™, ya que se han descrito varias proteinas con dominio PHD capaces de realizar

. ey . s 267 268
procesos de ubiquitinacion especifica

. Otros, en cambio, han confirmado que
AIRE-PHD1 no presenta una actividad E3 Ubiquitin Ligasa intrinseca, ni establece
interaccion con su enzima E2 de Conjugacién de Ubiquitina putativa para completar el

. ., . 0 64
proceso de ubiquitinacidn especifica™.
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Inequivocamente, AIRE es modificado post-traduccionalmente influyendo en su

225 227 269

capacidad de regulacién de transcripcion . De manera general, AIRE puede ser

fosforilado favoreciendo su dimerizacidn u homomultimerizacién, estado esencial para

232 225

ejercer su actividad como regulador de transcripcion . Esta situacidon permite la

ubiquitinacion especifica de AIRE al unirse a la E3 Ubiquitin Ligasa Proteina 3 F-Box

PO (SKP1-CUL1-F-box) que incrementa la

(FBOX3) generando el complejo SCF
interaccion entre AIRE y P-TEFb, potenciando la actividad transcripcionaIZGQ. La
regulacion transcripcional ejercida por AIRE favorece la activacion de enzimas
reguladoras de cromatina como metiltransferasas o deacetilasas de histonas, asociadas
a complejos proteicos como el compuesto por DAXX, que interacciona con AIRE,
regulando negativamente su actividad®”’. En esta tesis no se ha abordado, pero seria de

gran interés, la caracterizacion de la influencia de modificaciones postraduccionales en

la interaccion de AIRE con las proteinas SIAH y su efecto en la fisiologia celular.

Todo ello sugiere un escenario en el que la expresion y actividad de AIRE ha de ser
regulada cuidadosamente. La homomultimerizacion de AIRE para ejercer su actividad™
puede hacerlo susceptible a sufrir un “control de calidad” mediada por PML-NBs. Esta
susceptibilidad presenta una relacién inversa al grado de interaccién de AIRE con la
cromatina. Afectaciones en el dominio CARD impedirian la correcta estabilizacién de los
homomultimeros, favoreciendo la generacién de agregados y alteraciones en el
dominio PHD1 inhabilitarian a AIRE para interaccionar con la cromatina, derivando a su

.z . 270
traslocaciéon hacia los PMLs

. Los PML-NBs estan implicados en una amplia variedad
de procesos celulares: actividad supresora tumoral, defensa viral, regulacion de la
transcipcion, entre otros. Estas estructuras parecen localizarse adyacentes a regiones
transcripcionalmente activas y puede presuponerse que puedan modular el proceso de
transcripcion sobre loci especificosm. Se ha demostrado que los PML-NBs también se
localizan en zonas de dafio del DNA asociados a la maquinaria celular de reparacién de
DNA y DSBs y también parecen estar relacionados con procesos de apoptosis debido a

.z 272
su relacidn con p53°°°.
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La S-nitrosilacion de GAPDH en respuesta a estrés oxidativo induce la interaccién con
SIAH1 y su estabilizacion. La traslocaciéon posterior al nucleo favoreceria Ia
ubiquitinacion y degradacion de proteinas nucleares™®. Los niveles de SIAH1 también

3 202
. Con ello,

se ven incrementados en respuesta a dafio genotdxico y apoptosis’’
podriamos suponer que la expresion de SIAH1 podria ser inducida en respuesta a dafio
genotoxico derivado de la actividad de TOP1 y TOP2a al generar DSBs sobre zonas del
genoma reguladas por AIRE al mismo tiempo que el estrés oxidativo derivado de un
plegamiento aberrante de proteinas favoreceria la activacion de GAPDH. Esta situacion
favorecia la actividad de SIAH1 permitiendo, por un lado la ubiquitinacién de AIRE
pudiendo inducir la traslocaciéon de AIRE a PML-NBs donde seria regulado por otras
proteinas presentes. La implicacion de AIRE en apoptosis también podria verse
relacionada con SIAH1, esta E3 Ubiquitin ligasa también participa en la induccién de

apoptosis via p53/TP53 y podria explicar el incremento de muerte celular tanto en

lineas celulares como las mTECs.

Mutaciones en el gen AIRE provocan APS-1 APECED, una enfermedad rara autoinmune
monogénica de cardcter autosémico recesivo®’. Este sindrome provoca respuestas
autoinmunes o6rgano-especificas con el consecuente deterioro y destruccion de
multitud de tejidos, principalmente, tejidos de tipo endocrino. Las manifestaciones
principales de esta enfermedad se dividen en tres componentes: candidiasis crdnica,
hipoparatiroidismo autoinmune y enfermedad de Addison, la identificacién de al menos

40 42 43 . L .
. Los factores etioldgicos que

dos de ellos son necesarios para el diagndstico
provocan la enfermedad se producen por la pérdida de la tolerancia central debido a
fallos en el proceso de seleccidn timica. La pérdida en la correcta expresidon de AIRE ya
sea por la produccion de una proteina aberrante o una proteina con dominios no
funcionales, convergen en el impedimento de la regulacion en la expresion de TRAs v,
por tanto, de la adquisicion de una correcta antigenicidad en la médula del timo,

provocando en ultima instancia la liberacion a periferia de timocitos potencialmente

autorreactivos y afectaciones a las poblaciones de linfocitos Treg para el control de la
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43 44 .z 4
. Todo ello provoca la generacion de una plétora de

tolerancia en periferia
autoanticuerpos dirigidos contra autoantigenos comunes entre pecientes de este
sindrome, asi como infiltrados linfocitarios en diversos 6rganos y tejidos. Es una
enfermedad rara pero especialmente prevalente en algunas poblaciones, como

poblacién finlandesa (1/25000), poblacién sarda (1/14000) y judios iranies (1/9000)".

La mayoria de las mutaciones identificadas en el gen de AIRE se concentran en los
dominios funcionales de la proteina, entre ellas, las predominantes aparecen sobre la

region codificante para el dominio HSR/CARD vy los dominios PHD™ 7

. Algunas de ellas
consisten en mutaciones nonsense o de cambio de marco de lectura, generando
polipéptidos truncados; otras son mutaciones de cambio de sentido en un solo
aminoacido, generando la proteina completa pero no funcional”®. Hasta la fecha se han
identificado muy pocas mutaciones que operan de manera dominante negativa, entre
ellas: algunas que afectan al dominio SAND (p.G228W o p.R247C) y otras que recaen

sobre los dominios PHD1 (p.C311Y) y PHD2 (p.Cc446G)” ™

. En estudios in vitro se
comprobé el efecto dominante negativo sobre genes regulados por AIRE tras la co-
transfeccion de AIRE WT y AIRE con diversas mutaciones sobre el dominio PHD1,
incluida p.C311Y sobre lineas celulares. Otras mutaciones relativas al dominio
HSR/CARD vy la mutacién p.C311* mostraron un efecto recesivo. La mutacion p.R471C
referente al domino PHD2 no ofrecia variaciones a nivel de regulacion sobre genes

73 74 75 . . . .
. En estudios in vivo en modelos animales

dependientes comparado con AIRE WT
de ratén se confirmaron estos efectos y caracteristicas: ratones con mutaciones
monoalélicas (p.C311Y) y (p.C446G) presentaban un impedimento para la expresidon de
TRAs dependientes de AIRE en mTECs y una reduccion en el nimero de células Treg en

. , . . 76
el timo, asi como respuestas autoinmunes de caracter leve™.

Las mutaciones dominantes negativas muestran una penetrancia incompleta y los

pacientes portadores presentan cuadros clinicos alejados de los comunes establecidos
. . 77 .

para APS-1 de caracter recesivo’ ' esto es debido a que, de manera general, las

mutaciones dominantes-negativas generan proteinas disfuncionales, actuando como
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inhibidores competitivos de la funcidon de la proteina WT, la formacidon de hetero-
oligémeros (MT/WT) u homo-oligémeros (MT/MT)54 provocaria, por una parte, la
incapacidad de AIRE para formar oligdmeros funcionales y una localizacién celular
6ptima para ejercer su actividad como factor de transcripcidn, por otra, la inhibicién de
la interaccion con otras proteinas que colaboran con AIRE regulando su funcion”.
Algunas mutaciones sin sentido p.R257* o p.C311* generarian proteinas truncadas que
establecerian hetero-oligdmeros con proteina AIRE WT, manteniendo el core funcional
(dimeros de AIRE WT activo), ello explicaria el caracter recesivo de éstas mutaciones’*
. Afectaciones a los dominios PHD1 o PHD2 en las mutaciones p.C311Y y p.C446G
generarian homo-oligémeros o hetero-oligdmeros incapaces de ejercer su actividad

. . . 76
sobre la cromatina pese a la correcta localizacion subcelular™.

El descubrimiento de una nueva via regulatoria sobre AIRE gracias a la actividad de
SIAH1 podria suponer la identificacion de una nueva diana terapéutica. El
potenciamiento de la actividad de SIAH1 o el incremento en su expresidén, mas que la
inhibicidon de su actividad con compuestos quimicos o péptidos competidores podria
suponer la degradacién de las proteinas aberrantes de estas mutaciones dominantes
negativas (p.C311Y y p.C446G) permitiria regular los niveles de las mismas, ya sea por
control desde los PML-NBs o al verse incrementada su capacidad de expresion respecto
a la proteina WT permitiendo en ultima instancia la generacion de homo-oligdmeros
(WT/WT) funcionales pudiendo rescatar o, en todo caso, incrementar la actividad de
AIRE WT en mTECs de pacientes heterocigdticos para éstas mutaciones dominantes
negativas. En otro tipo de mutaciones recesivas, donde la funcionalidad de AIRE se ve
disminuida, pero no se produce una proteina aberrante, el bloqueo de la degradacién
via SIAH1 (con péptidos bloqueantes de la interaccidn con AIRE u otra terapia similar)
podria alargar la vida de la proteina AIRE defectiva, lo que podria facilitar que ejerciese

su funcidn y paliar los efectos de la mutacion.
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CONCLUSIONES

1. Los proteomas de células que expresan AIRE muestran, en general, un incremento de
proteinas proapoptdticas y de diversas chaperonas y una disminucidon de diversas
proteinas relacionadas con el citoesqueleto. Este patron proteico se ve reflejado en un

incremento de la apoptosis y en una mayor movilidad celular.

2. El analisis de los peptidomas asociados a HLA de clase | se correlaciona con los datos
obtenidos en el analisis de los proteomas. La expresion de AIRE no modifica de forma
apreciable la generacidn de ligandos asociados a los diferentes alotipos de HLA de clase

3. Se ha caracterizado una nueva localizacidon de AIRE cerca del midbody en células
post-mitéticas. Para la localizacion de AIRE en esta nueva localizacion, hace falta al
menos la regidon 1-180, que es la regidn necesaria para la oligomerizaciéon de la

proteina.

4. Se ha identificado por primera vez la presencia de AIRE en el huso acromatico
durante las diferentes fases de la mitosis en células humanas. Hasta el momento, solo

se habia descrito en células embrionarias de ratén.

5. AIRE interacciona con las E3-Ubiquitin ligasas SIAH1 y SIAH2 a través del primer
motivo de interaccién presente en su secuencia. Dicha interaccién permite la
ubiquitinacion de AIRE y su degradacion por SIAH1, mientras que con SIAH2 este efecto

€es menor.
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