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Results

Here we show that the treatment of SH-SY5Y cells with IFNy for
48 h induced a strong caspase-8 expression and a moderate
upregulation of CD95 (Fig. 34A). To further investigate if these
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upregulations reconstitute the CD95 induced cell death pathway, SH-
SY5Y cells previously exposed to IFNy for 48h, were treated with soluble
FasL (sFasL). Significant differences were observed from 24 h after

treatment reaching the maximum differences after 72h (see fig. 34B).

Figure 34. IFNy sensitizes SH-SY5Y cells to CD95 induced cell death. A,
Immunoblot of CD95 and caspase-8 after IFNy(50ng/ml) exposure at the
indicated time points. B, SH-SY5Y wt cells were treated with soluble FasL
(100ng/ml) and LDH release was monitored after 24, 48 and 72 h. C, In IFNy
treated cells, cleavage of caspase-8 is analyzed after treatment with FasL,
comparing SY-Neo (left panel) and SY-BclX, (right panel). D, SY-Neo and SY-
BcelX, were treated with IFNy for 48 and the DEVD-ase caspase activity assay
was measured after treatment with CD95L. * indicates p<0.05, ** indicates
p<0.01.
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Moreover, we wanted to know whether CD95L induced apoptosis
in SH-SY5Y cells was type | or type Il. Then, we compared caspase
activation in SH-SY5Y cells stably transfected with empty vector (SY-
Neo) with those stably transfected with BclX, (SY-BclXy).

FasL and IFNy co-treatment induced cleavage of caspase-8 in
Neo cells whereas p18 active fragment of caspase-8 was absent in SY-
BcelX, cells (Fig. 34B). In addition, DEVD-ase activity (indicative of
caspase-3 activity) was also undetectable (Fig. 34D). These results
indicate that IFNy is able to reconstitute the apoptosis cascade activated
by CD95 following the classical type Il pathway, offering the possibility to

study CD95 induced cell death in a neuron-like model.

4.1.4 mLFG inhibits CD95L induced apoptosis in neuronal cells

Antiapoptotic effects of LFG have been tested in cell types that
normally do not show endogenous expression such as LN-18
astrocytoma cell line (Beier CP, et al., 2005), cervical carcinoma HelLa
cells and Jurkat T cell line (Somia NV, et al., 1999). Giving that SH-SY5Y
cells are a suitable model to test antiapoptotic effects of LFG against
CD95 induced cell death, we first proceed to stably transfect mLFG in
SH-SY5Y.
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Figure 35. mLFG expression does not affect caspase-8 and CD95 induced
expression by IFNy. A, extracts were prepared from flag tagged mLFG stably
transfected SH-SYS5Y cells and subjected to SDS-immunoblot analysis. The blot
was sequentially probed with anti-Flag monoclonal antibody, and anti-a tubulin.
The predicted 35 kDa band is indicated with an arrow. B, confocal microscopy of
mLFG, transfected SH-SY5Y cells. C, immunoblot of caspase-8 and CD95 in
LFG overexpressing cells after IFNy treatment. D and E, quantitative analysis of
caspase-8 and CD95 levels in C immunoblots.

Resistant clones were analyzed by Western Blot and those with
high overexpression were selected. As it is shown in figure 35A, flag
tagged mLFG_ overexpression in neuroblastoma cells gives a product of

the expected size, around 35 kDa.

Moreover, when cellular distribution was analyzed by
immunocytochemistry, a spotted pattern compatible with a membrane
associated protein was observed (Fig. 35B). Expression of caspase-8
and CD95 after INFy exposure were analyzed and no differences
between mLFG (SY-LFG) and SY-Neo cells were found (Fig. 35 C, D
and E).

Next, effects of mLFG overexpression on cell death induced by
CD95 was explored. Figure 36A shows cell death after treatment with
soluble FasL (sFasL). SY-Neo and SY-LFG cells were treated with IFNy
for 48 h and then were changed to sFasL containing medium. LDH
release assay was performed after 24 h treatment. SY-Neo cell death
increased with the sFasL treatment while mLFG overexpressing SH-

SY5Y cells showed resistance to sFasL induced cell death (Fig. 36A).

Since caspase-8 is an apical caspase activated in FasL induction
of apoptosis, we further investigated whether LFG affects its activity.
sFasL treatment induced transient activation of caspase-8 up to 2,3 fold

induction in SY-Neo cells reaching maximum levels 9 h after treatment.
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However, SY-LFG cells showed a reduced and delayed increase in
caspase-8 activity (Fig. 36B). Taken together, these results indicate that
soluble FasL induces SH-SY5Y cell death and that overexpression of

mLFG leads to resistance to FasL induced apoptosis.
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Figure 36. A, Twenty-four hours after sFasL treatment (100 ng/ml) SY-Neo cells
showed an increase in the percentage of LDH release comparing to SY-LFG
cells. B, caspase-8 activation after sFasL treatment was determined with the
fluorescent peptide substrate Ac-IETD-AFC. Caspase-8 was activated in SY-
Neo cells after FasL treatment and greatly reduced in mLFG overexpressing

cells. ** indicates p<0.01.

To ascertain whether or not mLFG has a similar effect on sFasL
induced cell death in primary neurons, we repeated these experiments in
embryonic cortical neurons, that had been reported to be sensitive to
sFasL after six days in vitro (Zuliani C, et al., 2005). E15 cortical neurons
were plated and infected with empty vector containing Lentivirus (Lv-
empty) or mLFG (Lv-mLFG). Both vectors contain green fluorescent
protein (GFP) expression cassette downstream an internal ribosomal
entry site (IRES). Neurons matured with no apparent differences
between those infected with Lv-mLFG comparing to Lv-empty. After
seven days in vitro, approximately 90% neurons were GFP positive, and
they were treated with sFasL. Cell death was monitored after 48 h.

Figure 37A shows that neurons expressing mLFG had a significant
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reduction on percentage of LDH release, thus indicating a reduced cell

death.
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Figure 37. mLFG protects mouse cortical neurons against FasL induced cell
death. A, E15 embryonic cortical neurons were infected with Lentivirus
expressing either empty vector (Lv-empty) or mLFG (Lv-mLFG) for 7 days.
Then, cells were treated with sFasL and LDH release assay was performed after

48 h. B, Representative micrographs of the infected culture at DIV7. * indicates
p<0.05

4.1.5 Antiapoptotic effects of mLFG are abolished by RNA

interference.
In order to verify that the apoptotic effects of mLFG in SH-SY5Y

cells were due to the specific overexpression of LFG we generated two
RNA interference (RNAI) that targeted different sites of mLFG sequence

to downregulate ectopic expression of mLFG. To analyze the efficacy of
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the pSUPER-LFG-RNAI we transfected SY-LFG with different amounts of
pSUPER-LFG-RNAIi1, pSUPER-LFG-RNAIi2 (data not shown) and a
scrambled sequence in pSUPER-LFG-RNAIS. The expression of Flag-
mLFG was measured after 72 h by western blot. As shown in figure 38A
five micrograms of pSUPER-LFG-RNAIi1 were enough to efficiently
downregulate the ectopic expression of mLFG. Moreover, the
downregulation of mLFG did not alter neither the levels of caspase-8 and
CD95 induced by IFNy (Fig. 38B) nor the sFasL induced cell death in SY-
Neo (Fig. 38C).

However, the reduction of mLFG expression until undetectable
levels by western blot abolished the protective effects of LFG. Treatment
with sFasL induced LDH release in SY-LFG transfected cells with
pSUPER-LFG-RNAI1 in a similar range to SY-Neo whereas pSUPER-
LFG-RNAIS did not modify the resistance of SY-LFG (Fig. 38C and D).
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Figure 38. mLFG RNAI blocks protective effects of mLFG expression. A,
Immunoblot of SY-LFG cells transfected with increasing amounts of pSUPER-
RNA:I for 72h. B, Analysis of caspase-8 and CD95 levels after downregulation of
ectopic mLFG. C, LDH release assay in SY-Neo transfected with pSUPER-LFG-
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RNA.I. D, SY-LFG cells were transfected with pSUPER-LFG-RNAI 1/S, exposed
to IFNy for 48 h, and treated with sFasL for additional 24 h.

4.1.6 Endogenous LFG gives resistance to CD95 induced cell death
in primary neurons

Neuronal sensitivity to CD95L during development and under
pathological conditions has been studied so far, and appears to depend
on cell population and state of differentiation. Thus, we wanted to
analyze the role of endogenous LFG in embryonic cortical neurons, that
are sensitive to CD95L, and in cerebellar granule neurons, that have
been reported to be CD95 resistant. To test the effects of LFG-RNA. in
primary neurons we generated Lentivirus constructs encoding the same
RNAIi sequence and promoter that pSUPER vectors. HEK293T cells
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were transiently transfected with flag tagged mLFG and subsequently
infected with Lentivirus carrying empty vector (Lv-empty), RNAi1 (Lv-
RNAIi1) and RNAi scrambled (Lv-RNAIS). The levels of flag-mLFG were
tested 48 h post-infection and clearly demonstrate that Lv-RNAi

downregulates ectopic expression of LFG efficiently (see fig. 39A).

Figure 39. A, Immunoblot anti-Flag to detect forced expression of mLFG after
infection with lentivirus carrying the empty vector (Lv-empty), sequence RNAI1
(Lv-RNAi1) and scrambled sequence (Lv-RNAIS). B, E15 cortical neurons were
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infected with Lv-RNAi1 and Lv-RNAIS the day of plating. At DIV 7 cells were
treated with sFasL at 100 ng/ml for 24 h. * indicates p<0,05.

Cortical neurons after six days in vitro become sensitive to
CD95L, despite the fact that they also express LFG. This fact indicates
that LFG might not be the only responsible for maintaining the state of
resistance. However, in figure 39 B we show that although sFasL induces
LDH release in neurons infected with Lv-RNAIS (black bars), the
blockade of endogenous mLFG expression increases the sensitivity of
these neurons to sFasL (Fig. 39B white bars). Taken together these
considerations, we can conclude that although the endogenous levels of
mLFG are not enough to prevent CD95 induced cell death completely,

LFG is affecting the apoptotic signal induced by CD95L.

Schweitzer et al. demonstrated that LFG is strongly upregulated
during postnatal development (Schweitzer B, et al., 1998) and one of the
brain areas with high expression is the cerebellum (Somia NV, et al.,
1999). Then, we wanted to investigate the function of endogenous LFG
in a previously reported resistant neuronal population, like cerebellar
granule neurons (CGNs). At postnatal day 7, CGNs were plated and
infected with Lentivirus containing vectors encoding for RNAI of specific
sequence of mouse LFG (Lv-RNAi 1) and its scrambled sequence (Lv-
RNAI S), with GFP as a reporter. Neuronal culture developed without any
detectable abnormality. Infection efficiency was monitored by visual
observation of GFP positive cells. At DIV 7, between 80 and 90% cells
were GFP positive (Fig. 40A). Figure 40 B shows that CGNs express
detectable levels of CD95 and caspase-8, indicating that these cells
contain essential proteins for CD95 transduction signals. Moreover,
CGNs express one of the most characterized CD95 antagonists, c-FLIP,
but there is a reduction of its expression with days in vitro. Despite the c-

FLIP_ decrease, CGNs are still resistant to CD95, indicating that it is not
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the only antagonist responsible for CD95 resistance in this neuronal
population. Next, we tested the effects of downregulating endogenous
expression of LFG in CGNs sensitivity to CD95. The effectiveness of
LFG RNAI is represented in figure 40C. Anti-LFG serum allowed us to
detect endogenous expression of LFG in CGNSs, probably due to the high
levels of expression comparing to other neuronal populations or cell lines
tested. The reduction of endogenous levels of LFG increased the
sensitivity of CGNs to sFasL (Fig. 40 D) accompanied by an induction of
caspase-8 activity. These results positioned LFG interference on CD95

signalling at the level or upstream caspase-8 activation.
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Figure 40. Knocking down LFG sensitizes CGNs to CD95 induced cell death. A,
Representative micrographs of CGNs at DIV7 infected with lentivirus. B,
expression of essential components of CD95 death signaling pathways during
maturation of CGNs. C, Immunoblot anti-LFG to test the effectivity of LFG RNAI.
Extracts of non infected (C), infected with scrambled (RS) and with RNAi 1 (R1)
cells were loaded in a SDS-PAGE gel and blotted with anti-LFG serum.
HEK293T non transfected (C-) or expressing mLFG (C+) were included as a
control for molecular size. D and E, Infection with Lv-RNAi 1 alone did not alter
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cell survival, whereas treatment with sFasL resulted in LDH release and
caspase 8 activation. Infection with Lv-RNAi S had no such effect.

4.1.7 LFG antagonizes CD95 in the lipid rafts

Recent experimental evidences demonstrate that early CD95
signaling occurs primarily in lipid rafts which consistently appeared to be
the major site of DISC formation and caspase-8 activation (Eramo A, et
al.,, 2004). Lipid rafts are distinct plasma membrane microdomains

enriched in cholesterol and sphingolipids. As a consequence, upon
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membrane solubilization by non-ionic detergents, like Triton X-100, at low

temperatures (4 °C), rafts remain insoluble and float to low density

following gradient ultracentrifugation (London E y Brown DA, 2000).

Figure 41. Distribution of CD95, caspase-8 and LFG in membrane
microdomains. A, Caveolin and transferrin receptor (TfR) immunoblot analysis of
Triton-X-100 soluble and insoluble cell fractions obtained from SH-SY5Y cells.
B, CD95 immunoblot analysis of light fractions (LF), represented by fraction 3,
and heavy fractions (HF) represented by fraction 8. Jurkat total cell lysate was
added as a positive control for CD95 detection. C, Immunoblot analysis of light
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and heavy fractions in SH-SY5Y cells stimulated with sFasL at the indicated time
points. D, Analysis of flag tagged mLFG distribution in SY-LFG cells. E,
Endogenous LFG immunoblot from soluble to insoluble fractions of P7 CGNs at
DIV7. Right panel was loaded with HEK293T cell extracts with overexpression of
LFG (+) or without LFG (-) as an internal control of the experiment.

To further investigate the molecular mechanisms of LFG function
we analyzed the distribution of CD95, caspase-8 and LFG along the
microdomains of plasma membrane. After Optiprep™ (idioxianol)
gradient ultracentrifugation of cell lysates, detergent-resistant lipid rafts
float to light density fractions (LF) because of their high lipid content, in
contrast to the heavy density fractions (HF) with low lipid content.
Caveolin was used as a marker of lipid rafts whereas transferrin receptor
was used as exclusion marker. The transferrin receptor is a surface
molecule that rapidly shuttles between the plasma membrane and
endosomes and therefore has been used as a marker for endosomes
and the non-raft fraction of the plasma membrane (Harder T, et al.,
1998).

In SH-SY5Y cells, immunoblot analysis performed on SDS-PAGE
loaded with equal amounts of proteins for each sample showed that
CD95 was equally distributed between light and heavy density fractions
(Fig. 41 B). We next analyzed whether the distribution of CD95 was
affected by receptor stimulation. We found that CD95 was concentrated
into the light fractions after treatment with sFasL. Caspase-8 was
predominantly in the heavy fractions, but was rapidly recruited to the
insoluble fractions after CD95 engagement. Then, in SY-LFG cells the
distribution of mLFG was analyzed. Unexpectedly LFG was mainly
localized in light insoluble fractions (Fig. 41 D), indicating that the
interaction between LFG and CD95 only takes place upon CD95
activation and concentration in rafts. To exclude the possibility that the

localization of LFG was due to overexpressing effects, we analyzed the
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distribution of endogenous LFG in CGNs. Confirming the previous
results, LFG was specifically localized in the lighter fraction of the

membrane (Fig. 41 E).

Taken all these results together we can conclude that LFG is
mainly detectable in the raft fraction of plasma membrane where, when it
is highly expressed, it is able to interact with CD95 and block caspase-8
activation. On the contrary, the absence of LFG in primary neurons

allows CD95 induction of apoptotic cell death.

4.1.8 Two hybrid screening assay reveals possible regulators of
LFG function

Two hybrid screening in yeast was performed by the BD
MATCHMAKER Two-Hybrid System 3 to screen for proteins that
associate directly with mLFG. The amino-terminal part of mLFG was
cloned in-frame with the GAL4 DNA-binding domain (the bait plasmid).
Screening was done using the adult mouse brain cDNA library, which is
expressed as a fusion of GAL4 activation domain. After partial screening
approximately 30 different cDNAs were isolated from yeast colonies with

a positive interaction phenotype. These cDNAs are listed below:

N° Name Repet. % of total
1 | Ubiquitin B 44 35.77
2 | Ubiquitin A-52 18 14.63
3 | Ribosomal protein S27a 9 7.32
4 | Ubiquitin C 8 6.50
5 | Ubiquilin 2 7 5.69
6 | Tax 1 binding protein ** 5 4.07
7 | UBIN (Ubiquitin like protein) 3 244
8 | TRAF and TNFR associated protein ** 2 1.63
9 | Clone rp23-114 Chsme 17 2 1.63

10 | Ubiquitin associated domain 2 1.63

11 | Ubiquilin 1 2 1.63

13
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12 | EGF pathway substrate 2 1.63
13 | Splicing Factor SC35 2 1.63
14 | Brain MY042 protein 1 0.81
15 | Ancient Ubiquitous Protein 1 0.81
16 | BAC clone RP24-322M5 1 0.81
17 | Ring Finger protein 126 1 0.81
18 | KIAA0312 protein 1 0.81
19 | Hetero nuclear ribonucleoprot. A2/B1 1 0.81
20 | Jun coactivator Jab1 1 0.81
21 | BAC clone RP23-212H18 Cezanne 2 1 0.81
22 | BAC clone RP23-198J15 1 0.81
23 | Quinescin Q6-like 1 ** 1 0.81
24 | Epsin 1 1 0.81
25 | MKKY binding protein 2 1 0.81
26 | Myelin proteolipid protein gene 1 0.81
27 | Hypoth. Ubiquitin-associated protein 1 0.81
28 | Similar to tyr kinase, non-receptor 2 1 0.81
29 | GTP-binding protein (drg2) 1 0.81
30 | Cox 1 0.81

TOTAL SCREENED CLONIES 123 100%

Table 6. List of cDNA after yeast colonies screening. Repet: Number of
independent colonies that encoded the same protein. % of total: Percentage of
the all colonies screened. ** Selected proteins of potential interest.

What we first noticed was that most of the cDNAs obtained were
ubiquitin related proteins. Although it is known that ubiquitin is one of the
major false positives found in two-hybrid systems, the high numer of
cDNA obtained did not allow us to discard a possible role in mLFG
function. Ubiquitylation of proteins has emerged as one of the main
regulatory mechanism in eukaryotic cells, and one of its principal roles is
to regulate the half-life of proteins by targeting them for proteasomal

regulation.

If several clones containing the same proteins are found, the

redundancy of the interaction can be a clue for the relevance of
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interaction. Using this criteria we selected some candidates of potential

interest that are described below:

One of the most represented cDNAs obtained in this assay, non
related to ubiquitin, encoded a portion of the mouse homologue for the
human T-cell leukaemia virus type | (HTLV-l) Tax-binding protein
(TXBP151). The biological role of of TXBP151, that encodes a protein of
approximately 86 kDa, is still not clear, but it has been reported to
interact with the anti-apoptotic zinc finger protein A20. Moreover,
transfection of antisense TXBP151 partially abolished the anti-apoptotic
effect of A20.

. Ubiquitin related proteins
D Others (Once)

[ ] others (Twice)

. Tax 1 binding protein

Figure 42. Schematic representation of the results obtained in the two-hybrid
assay. Blue represents all the cDNAs encoding for ubiquitin related proteins.
Light blue represents the cDNAs represented only once in the screening, and
light yellow represents the percentage of cDNAs found twice. Red represents
the percentage of Tax 1 binding protein, of which five independent clones were
found in the assay.

Furthermore, apoptosis induced by TNFa or CD95 was associated
with proteolysis of TXBP151 (De Valck D, et al., 1999). TXBP151 is also
named T6BP, because it is a TRAFG6-interacting protein demonstrated to

be involved in interleukin 1 signaling (Ling L y Goeddel DV, 2000). As
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occurs in mLFG protein sequence, TXBP151 also contains a specific
consensus sequence for binding 14-3-3 proteins, which might act as

adaptors for proteins involved in TNF or CD95 signaling pathway.

TTRAP (TRAF and TNF receptor-associated protein) encoding
cDNA was found twice in this partial screening. TTRAP has been
reported to interact with CD30, CD40, TNFR1, as well as TRAFs 2, 3, 5
and 6. The binding properties of TTRAP resemble some of those
described previously for the TRAFs and are indicative for a role of
TTRAP in the signaling cascade induced by ligands of the TNF family
(Pype S, et al., 2000).

Another potential gene candidate to interact with mLFG is the
Quinescin Q6-like 1, also known as SOXN (neuroblastoma-derived
sulfhydryl oxidase). We found this gene represented only once in the
screening, but we included it as a gene of potential interest due its role
on apoptosis. The SOXN protein is predominantly located in the plasma
and nuclear membrane, and it has been reported to be a major player in
regulating the sensitization of neuroblastoma cells for IFNy-induced
apoptosis (Wittke 1, et al., 2003).

The interactions described above remain to be validated by

additional biological experiments that are in progress.

16



Results

17






Results

4.2 THE LONG FORM OF FAIM IS REGULATED DURING BRAIN
DEVELOPMENT AND PROTECTS NEURONS AGAINST DEATH
RECEPTOR INDUCED CELL DEATH.

Fas apoptosis inhibitory molecule (FAIM) is a protein identified in
1999 as an antagonist of Fas/CD95 induced cell death. Two years later,
an alternative spliced form was reported. The new form of FAIM was 22
aminoacids longer at the N-terminus part of the protein, and that is why it
was called FAIM long (FAIM.). Whereas FAIMs is widely expressed in
many tissues, FAIM_ is dominantly expressed in nervous system. Recent
work in our laboratory demonstrated that FAIMg is highly conserved
among multiple animal phyla. FAIM_ is also highly conserved but only in

superior vertebrates (See Fig. 43A).
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Figure 43. Role of FAIMs in nervous system. A, Comparison of FAIM protein
sequences from rat, mouse, human, C. elegans, D. melanogaster, G. gallus and
D. rerio. Identical aminoacids are shaded in black, and those with conservative
changes in grey. The extra 22 aminoacids of the long form are underlined. B,
Semi-quantitative RT-PCR quantification of FAIMs and FAIM, expression in
different rat tissues. C, Neurite length measurements of PC12 cells treated with
NGF (100 ng/ml) for 1 day (Sole C, et al., 2004).

We also reported that FAIMs overexpression greatly enhanced
neurite outgrowth in PC12 cells, in contrast with its established role in
modulating CD95 signaling and regulating cell survival in the immune
system (Fig. 43C).

4.2.1 Characterization of anti-FAIM, antibodies

Since the differential sequence between FAIMs and FAIM, are
only 22 aminoacids from de N-terminus part of the protein, a sequence of
16 of the different 22 aminoacids was selected as an antigen peptide.
Several antipeptide polyclonal antibodies were obtained after rabbit

immunization, and two of them were selected for the present study.

To demonstrate antibody specificity, we analyzed tissue lysates of
brain (positive control) and tissue lysates of liver (used as a negative
control). Both antibodies recognized the same immunoreactive band only
in brain lysates with an apparent molecular weight of 23 kDa on Western
blot (Fig. 43B). It was further confirmed that the 23 kDa band

corresponded to FAIM. by an immunoblot experiment using transient
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transfection of increasing amounts of N-terminally flag-tagged FAIM, in
HEK293T cells. The same samples were loaded onto two different SDS-
PAGE gels and one of them was blotted with anti-Flag and the other with
anti-FAIM_. Both antibodies recognized the same band with increasing

intensities corresponding to increasing amounts of DNA transfected.

Moreover, we wanted to analyze whether anti-FAIM_ antibodies
were able to detect the protein in non-denaturing conditions. For this
purpose, we synthesized FAIM_ using an in vitro transcription and
translation system. Two different amounts of reticulocyte suspension
were subjected to immunoprecipitation using anti-FAIM_ antibody.

Immunoprecipitates were resolved on SDS-PAGE gels and blotted with

anti-Flag.
A B C
Antigen peptide
ASGDDSPIFEDDESPLCSLEKM KDa
= 0 = KDa B L B L B L
—— — 25— . —25
ti-FAIM, A
o | coeaws [T S,
lezzA I x_
o anti-FAIM, B pre- Inmune
MW theorical: 22.704 KDa N ‘22}3::’
WB: oFlag M12 WB: aFAIM, E

0 1 25 5 0 1 25 5 {ug of DMA) (w of Reticulocyts suspension)

e — | PRI

WB: aFlag M12

INPUT IP: aFAIM_  IP: Rabbit Serum

————— | ——— — | - o TUbuln

Figure 44. Characterization of anti-FAIM, antibodies. A, schematic
representation of FAIM, protein. White and black regions represent differential
aminoacids respect to FAIMs. Aminoacids corresponding to antigen peptide are
underlined. B, immunoblot of brain and liver lysates with two antipeptide
generated antibodies. C, Specificity of antisera was determined by comparisons
of immune and preimmune serum. D, HEK293T cells were transfected with
different amounts of cDNA encoding flag-tagged FAIM,. Cell extracts were
prepared 1 day later and subjected to SDS/PAGE immunoblot analysis,
comparing anti-flag antibody (left panel) and anti-FAIM, antibody (right panel). E,
In vitro translated flag-FAIM, was immunoprecipitated with polyclonal anti-FAIM,
and non relevant rabbit anti-serum. Immunoblot analysis anti-Flag was
performed.
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Figure 44 D shows that anti-FAIM_ antibodies were able to
immunoprecipitate FAIM_ while no signal was detected using another

rabbit immune serum.

4.2.2 FAIM, is predominantly expressed in the nervous system

The anti-FAIM_ antiserum was used to analyze protein expression
in different tissues by Western blot. An immunoreactive band of
approximately 23 kDa was detected in lysates from different regions of
the adult brain; the highest signal was found in hippocampus and spinal
cord, it was low in cortex and barely detectable in cerebellum. No band
was detected in heart, skeletal muscle, kidney, liver or lung (Fig. 45). The
tissue distribution of the protein confirms the pattern of FAIM_ expression
predicted by RT-PCR (Fig. 43B).

Hipocampus
Heart
Skeletal muscle

Kidney
Spinal Cord

Cerebellum
.| Liver

' fCortex
i
|

L Lung

< FAIM,

<4 Naphtol blue

Figure 45. Expression of FAIM, in different tissues. Immunoblot analysis of
FAIM, in mouse adult tissues (upper panel). As a protein loading control, the
membrane was stained with naphtol blue (bottom panel).

To characterize the localization of FAIM, during development of
the central nervous system we performed immunohistochemistry using
the FAIM, specific antibody. FAIM_. was found in most brain regions.
Higher levels of staining were detected in the telencephalon (cerebral

cortex and hippocampus) and in the cerebellum.
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Some brain regions such as the thalamus, the septum, the
caudate putamen and globus palidus showed FAIM_-immunostainining.
No expression of FAIM_ was found in axonal tracts in any regions of the

brain or cerebellum (not shown).

In the embryonic cerebral cortex, labelled cells were located in the
cortical plate (CP) and in the subplate (SP), probably corresponding to
post-mitotic neurons in these layers (Fig. 46A). At PO cortical plate
neurons maintained FAIM_ expression, and in addition some FAIM,-
positive cells were found in the early cortical layer V (Fig. 46B). At P5,
the soma and dendrites of layer V cortical neurons presented high
FAIM_-immunostaining (Fig. 46C). During all postnatal stages and in
adults, many cortical neurons, mainly in layer V and ll-lll, showed FAIM, -

immunolabeling (fig. 46D,E).

In the embryonic hippocampus, cells in the hippocampal plate
expressed FAIM_ (not shown). At postnatal stages, pyramidal neurons in
CA1-3 and some interneurons through all hippocampal layers expressed
FAIM.. A weak staining was found in the granular neurons of the dentate
gyrus (Fig. 46F-H). The immunoreactivity in the hippocampal
interneurons was not restricted to the somatic region. The initial part of
the dendrites also presented FAIM_ immunostaining. The distribution of
FAIM_-positive cells in the hippocampus was maintained in the adulthood

(not shown).

The cerebellum also showed an intense FAIM_-immunolabeling.
FAIM_. was present in migratory Purkinje cells in the embryonic
cerebellum (not shown). At early postnatal stages (P5), the soma of the
Purkinje neurons expressed high levels of FAIM,, and the Purkinje cells

dendrites also presented an intense FAIM_-immunostaining which
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Figure 46. Distribution of FAIM,-immunoreactive cells during the development of
mice brain. A-E, in the cortex many neuronal cell bodies show
immunohistochemical labelling. A, at E16 neurons in the cortical plate (CP) and
subplate (SP) contain FAIM,. B, at PO, some neurons in the incipient layer V are
FAIM,-positive cells. In postnatal stages many neuronal cell bodies and
dendrites present FAIM,—immunolabelling, mainly in layer V (arrows in C). F-H,
in the hippocampus many pyramidal neurons and hippocampal interneurons
express FAIM,, granular neurons in the dentate gyrus (DG) present weak
immunostaining. Some hippocampal interneurons scattered through the whole
hippocampal layer show a strong immunostaining signal (arrows in F and H). I-L,
in the cerebellum, the soma and dentrites of Purkinje cells show
immunohsitochemical staining at all postnatal stages analyzed. Also some
interneurons located in the granular layer (GL) express FAIM, (arrows in J). MZ,
marginal zone; IZ, intermediate zone; SVZ subventricular zone; VZ, ventricular
zone; CA1-CA3 hippocampal fields; so stratum orines; sp stratum pyramidale;
sr, stratum radiatum; slm, stratum lacunosum-moleculare; sm, stratum
moleculare; sg, stratum granulosum; h, hilus; ML, molecular layer; PCL, Purkinje
cell layer. Scale bar in A, 100 um (also applies to B, F, J, H); in C, 100 um (also
applies to D, E); in G,100 um; and in I, 100 um (also applies to K, L).
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occupied the incipient molecular layer (Fig. 46l1). In addition, at P5 and
P10 some interneurons located in the early internal granular layer were
positive for FAIM_-immunostaining (Fig. 46J,K). Purkinje neurons and
some cerebellar interneurons maintained the FAIM_ expression at

posterior stages and also at adulthood (Fig. 46 J-L).

Considering the data we can conclude that FAIM, is mainly expressed in
neurons, both in soma and dendrites. The highest signal intensities were
observed in mature neurons of early postnatal stages. The strongest staining
was observed in pyramidal neurons of cortical layers II-lll and V, pyramidal
neurons of CA1-3 regions in hippocampus and Purkinje neurons in the

cerebellum.

4.2.3 Intracellular distribution of FAIM, in neurons

Since immunohistochemistry showed a diffuse cytosolic pattern,
we examined the subcellular localization of FAIM, to rule out the
possibility that the protein could also be located in other cell
compartments. Thus, PC12 cells were lysed in hypotonic buffer and
separated by centrifugation into two subcellular fractions, one containing
only cytosolic proteins (C) and the other containing heavy membranes
(HM) and nuclei (N).

Figure 47. Subcellular expression of D

FAIM,. PC12 cells were lysed in a | 2 C  HM+N
hypotonic ~ solution, and two crude | 2 —| W FAIM,
subcellular  fractions were prepared. | 19 —

Equivalent proportions of each fraction - ERK1/2
were subjected to SDS/PAGE immunoblot | 37 —

analysis using antibodies specific for | 37 — wwm | Histone 2B
FAIM,;, pan-ERK (cytosolic marker),

Histone H1 (nuclear marker) and AIF | & — - A
(mitochondria marker). 48 —
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As determined by immunoblot analysis, FAIM_ was detected in
the pure cytosolic fraction as well as the cytosolic proteins ERK1/2. The
signal was not detected in the non-cytosolic fraction that includes
membranes, mitochondria and nuclei. Reprobing the same blots with
antibodies against mitochondrial (AIF), cytosolic (ERK1/2) and nuclear

(Histone H1) proteins validated the fractionation procedure.

To further confirm the staining pattern observed in
immunohistochemistry we performed an immunofluorescence staining of
cortical neurons forced to transient expression of flag-tagged FAIM,.
Confocal microscopy corroborated a diffuse cytosolic staining in the

soma excluding the nucleus. Neurite arbours were also positive.

Figure 48. Subcellular distribution of FAIM,. Confocal microscopy (x60) of E15
cortical cells transfected with flag-FAIML and immunofluorescence with anti-Flag
coupled to a secondary anti-mouse conjugated to FITC.

We therefore conclude that FAIM_ is in the cytosol, based on
computational prediction, subcellular fractionation studies and confocal

immunofluorescence microscopy.
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4.2.4 FAIM, is upregulated during development

To examine whether FAIM_ expression is regulated during
ontogenesis, immunoblots were performed with cortical tissue lysates of
mouse brains from different ages. FAIM_ was barely detectable at
embryonic day 12. A moderate increase was detected from day 15 and
maximum signal was detected at day 18. Then, FAIM_ levels were

stabilized in the early postnatal stages.
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Figure 49. Developmental regulation of FAIM, expression in nervous system. A,
The temporal profile of FAIM, expression at the indicated developmental stages.
Cortical brain lysates of different embryos were processed and immunoblot anti
FAIM, was performed. aTubulin was used as an internal control. Low panel
shows quantification of two independent experiments. B, immunoblot of FAIM,
expression in E12 embryonic cortical neurons at the indicated time points. Lower
panel represents quantification of three different experiments. C, FAIM mRNA
expression during NGF differentiation in PC12 cells was assessed using RT-
PCR and compared with L27 housekeeping gene, shown as relative data. Graph
is one representative of three independent experiments.

In order to know whether FAIM, is more expressed in mature cells, levels
of the protein were analyzed in cultured cortical neurons. The FAIM_
signal was low at day O (few hours after plating), but increased by three
times with time in culture (See fig. 49B). Moreover, expression levels
detected by RT-PCR during NGF induced differentiation in PC12 cells,

showed an increase in FAIM_ expression up to 3-fold comparing with
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proliferating control levels. Furthermore, levels of FAIMs were not altered
during PC12 differentiation, reinforcing the hypothesis that both isoforms
could play different roles in the nervous system. Altogether, these data

suggest that the degree of cell maturation influences the level of FAIM,.

4.2.5 FAIM, NGF induced upregulation is mediated by ERK/MAPK
pathway

NGF is a member of the neurotrophin family of trophic factors that
have been reported to be essential for the survival and development of
sympathetic neurons and a subset of sensory neurons. NGF exerts its
effects mainly by the interaction with the specific receptor Trk A, which
leads to the activation of several intracellular-signaling pathways related
to cell survival and differentiation (Chao MV, 2003).

. 5 24h 48h NGF 100ng/ml _ s *
- 0+ - -+ - % PDO805%Y %
g 3
—— —— | AN, g
g
A x 2
=5 P-ERK1/2 2
|
=1
£
— — — — — o — ERK2 0
5 min 24h 4ah
100000
20000
£ 80000
5
5 70000
= 60000
& 50000 0 Empty veetor
£ 40000 m2200bp
2 30000 @1500 bp
3 20000
=
10000
0
NE NGF NGF+PD

Figure 50. FAIM promoter activity regulated by ERK/MAPK in PC12 cells. A,
immunoblot analysis of FAIML levels after NGF exposure with (+) or without (-)
MEKT1 inhibitor PD98059 50uM. P-ERK1/2 immunoblot was performed to control
the effect of NGF and PD98059. B, histogram shows the quantification of FAIM,
levels of three independent experiments. * indicates p<0.05. C, cells were
transfected with reporter constructs, pGL3 (empty vector), pGL3-2200bp and
pGL3-1500bp and incubated as indicated (100 ng/ml NGF, 50uM PD98059).
Reporter gene activities were measured 48h after transfection and 24h after
treatment.
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One of these pathways is the cascade of kinases of the extracellular-
regulated kinase (ERK) mitogen-activated protein (MAP) kinase pathway.
The first kinase in the cascade is the serine-threonine kinase Raf, which
phosphorylates and activates MAP/ERK kinase 1 (MEK1) and MEK2,
which, in turn, phosphorylate and activate ERK1 and ERK2. ERK
proteins translocate to the nucleus where they can phosphorylate

transcription factors that regulate gene expression.

Since FAIM, was upregulated in response to NFG, we wanted to
investigate whether ERK/MAPK pathway was involved. According to
results observed in figure 49C, NGF treatment in PC12 cells induces
upregulation of FAIM_, not only the transcript but also the protein, up to
2-3 fold increase comparing with proliferating cells. Treatment with MEK
inhibitor PD98059 blocked the increase of FAIM, after NGF exposure,
thus indicating that the ERK/MAPK pathway is responsible for FAIM_

induction.

To further investigate the regulation of FAIM_ transcription, we
cloned the rat FAIM promoter into the luciferase reporter plasmid pGL3-
basic (Promega). Two different constructs were generated, one
containing the full promoter, 2200 bp upstream ATG, and the other
containing the immediatly 1500 bp upstream Exon |. There was a marked
activation of the two FAIM_ reporter plasmids in PC12 cells without
stimulation, probably due to the fact that PC12 cells express FAIM.
Treatment with NGF, an activator of the ERK/MAPK pathway, further
increased luciferase signal. After incubation with MEK1 inhibitor
PD98059, the activity of FAIM promoter was reduced close to
background levels, suggesting that the ERK/MAPK dependent signaling

pathway is the main activator of FAIM, transcription in PC12 cells.
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4.2.6 FAIM, does not have the same effects as FAIMs in nervous
system

Previous work of our laboratory demonstrated that FAIMs
overexpression caused an increase in neurite length induced by NGF,
both in PC12 cells and in SCG neurons. Nonetheless, reduction of
endogenous FAIMs by RNAi significantly decreased NGF-stimulated
neurite outgrowth from PC12 cells and SCG neurons. By contrast, when
forced expression of FAIM_ was tested in the same assays, no enhanced
neurite outgrowth was observed (data not shown). However, the effects
of endogenous FAIM_ were not monitored and the possibility that FAIM_
is necessary for neurite formation was not ruled out. For this purpose, we
generated a specific RNAI that targets different sites of FAIM sequence,

and that could knock down specifically FAIM, or both splicing isoforms.

RNAi n°® 1 (R1), that was designed at the differential sequence
between isoforms, efficiently downregulated FAIM_ as it is shown in
figure 51B. RNAi n°® 2 was targeted to 19 nucleotides after differential
sequence of the FAIM_ and also efficiently knocked down endogenous
FAIM_. Since part of coding sequence in FAIM, serves as a part of the &’
untranslated region of FAIMs we further investigated whether the RNAI
against FAIM_ was able to modify FAIMs expression. In figure 51C it is
shown that R1 did not affect forced expression of flag-FAIMs in PC12
cells while flag-FAIM, was strongly reduced. R2 completely abolished
expression of FAIM_ and FAIMs. Thus, we have developed a powerful
RNAI that will allow us to discriminate between endogenous functions of
FAIMs and FAIM,.

The next step was to investigate if endogenous FAIM_ was required

for NGF-induced neurite outgrowth. To analyze the effect of RNAi on

neurite length, PC12 cells were infected with lentivirus carrying the
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vectors encoding for the different RNAis. After 72 h, the cells were
treated with NGF (100 ng/ml) plus 0,5% HS for 1 d, after which random
pictures were taken and neurite length was measured. PC12 cells
transduced with scrambled RNAi sequence developed neurite arbours
identical to non-infected (NI) cells, indicating that lentiviral infection does

not affect NGF-i nduced neurite outgrowth.
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Figure 51. FAIM, is dispensable for NGF-induced neurite outgrowth in PC12
cells. A, Genomic structure of FAIM locus. Positions for the different RNAI are
indicated, R1 is sequence specific for FAIM, and R2 is in shared sequence. B,
PC12 cells were infected with R1, R2, and RS (scrambled) for the indicated
times and the effects on FAIM, expression were analyzed by Western blot with
anti-FAIM,. C, Analysis of R1, R2 and RS on transiently transfected PC12 cells
with flag-FAIMs and flag-FAIM,. PC12 cells were transfected with flag-tagged
sequences of FAIM and immediately infected with lentivirus encoding RNAi
sequences. Extracts were collected after 48 post-infection. D, PC12 cells were
infected with lentivirus for 72 h and then treated with NGF (100ng/ml) for 1 d.
Histogram shows the neurite length measurements of the labelled and digitally
acquired cultures infected with the indicated RNAI. E, RT-PCR showing effects
of RNAi on FAIMs and FAIM, transcripts levels. Ni: Non-infected. ** indicates
p<0.01

MNeurite length (1m)
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Moreover, PC12 cells infected with R1, specific for FAIM,,
developed normal neurites indistinguishable from NI or RS infected cells.
As expected, PC12 cells infected with R2, that knocks down FAIM, and
FAIMs, produced a 29,14% significant decrease in total neurite length
compared with R1 infected cells. The decrease in neurite outgrowth with
the RNAI construct correlates with the level of FAIMs transcript but not
with the levels of FAIM_, demonstrating that FAIM, does not play a role in

regulating neurite outgrowth in NGF-stimulated PC12 cells (Fig. 51D).

4.2.7 FAIM, protects neuronal cells against death receptor induced
cell death

Because FAIMs was initially cloned as an antagonist of
CD95/Fas, we wanted to ascertain if FAIM_. had similar antiapoptotic
effects in neuronal cells. We first treated PC12 cells stably transfected
with FAIM_ with staurosporine (STP), an inducer of intrinsic apoptotic
pathway. We observed no differences between empty vector stably
transfected PC12 cells (Neo) and those expressing FAIM, after a wide

range of STP doses.
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Figure 52. FAIM, does not affect intrinsic apoptotic pathway. PC12 cells were
stably transfected with empty vector (Neo) or FAIM,. Pools of transfectants were
treated with A, staurosporine (STP) from 10 nM to 5 um during 24 h or B, serum
starved for the indicated times. Cell survival was measured with the MTT
reduction assay and expressed as a percentage of non treated cells.
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To further confirm the effects of FAIM_ on mitochondrial involved
apoptosis we subjected the Neo and FAIM, overexpressing PC12 cells to
serum deprivation, another type of stimulus thought to operate primarily
through the mitochondrial death pathway. Again, forced expression of
FAIM_ did not significantly alter PC12 cell death induced by serum

deprivation.

Then, we tested the extrinsic pathway that is normally induced by
activation of death receptors. PC12 cells are not sensitive to death
receptor induced cell death, and Actinomycin D (ActD) was used to
increase the sensitivity of PC12 to death ligands such as sFasL or TNFa.
Cell viability after sFasL or TNFa was determined by direct counting
condensed nuclei after Hoechst staining. Uniformly stained nuclei were
scored as healthy, viable cells, while condensed or fragmented nuclei

were scored as apoptotic.
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Figure 53. FAIM, overexpression protects PC12 cells from death receptor
induced cell death. Cell death was measured by counting condensed nuclei after
Hoechst staining. PC12 cells were infected with lentivirus carrying empty vector
(Lv-empty) or FAIM, (Lv-FAIM,) for 72 h and then they were treated in A, with
TNFa (100ng/ml) for additional 24 h or in B, with sFasL (100 ng/ml) for 24 h,
alone and in combination with ActD. Data are shown as normalized to respective
controls (n=3). ** indicates p<0,01.
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According to previously reported data, sFasL (Wu S, et al., 2004)
or TNFa (Mielke Ky Herdegen T, 2002) alone did not induced cell death
in PC12 cells whereas combined with ActD induced 13% + 1,5 of cell
death for sFasL and 20% + 0.96 for TNFa. After both treatments, FAIM,
vector infected PC12 cells showed resistance compared to control vector

infected cells (See fig. 53).

Next, we tested if neuron-like PC12 cells could be sensitized to
apoptosis by downregulating endogenous FAIM_ expression using RNAI.
PC12 cells transiently infected with FAIM_ acquired sensitivity to
TNFa alone induced cell death. In contrast, PC12 cells infected with the

scrambled RNAI were still resistant to TNFa (Fig. 54A).
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Figure 54. Endogenous FAIM, protects PC12 cells against TNF« induced cell
death. A,B PC12 cells were infected with Lv-RS or Lv-R1 for 72h and then were
treated with TNFa 100ng/ml for additional 24 h. Left graph shows percentage of
cell death measured by trypan blue exclusion assay. Right panel represents
IETD-ase activity of cell lysates after 24 h of treatment with TNFa . Data are
normalized to non-treated scrambled infected cells. C, Same lysates were
subjected to SDS/PAGE immunoblot analysis to detect PARP, a protein cleaved

by executor caspases. * Unspecific band.
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To investigate the mechanism of prevention of TNFa mediated
apoptosis by FAIM_ in PC12 cells, we studied the role of caspases.
Because caspase-8 has been defined as an apical caspase in both
TNFo and CD95 induced cell death, the cleavage of the fluorescent
peptide substrate AC-IETD-AFC specific for caspase-8 was measured.
Caspase-8 activity increased after TNFa treatment in FAIM_ knocked
down PC12 cells while no activity was detected in scrambled infected
cells. Furthermore, caspase-8 activity was transduced in cleavage of the
executor caspase substrate PARP, indicating a complete caspase
cascade activation. These data suggest that FAIM_ is blocking death

receptor induced apoptosis at the level or upstream caspase-8 activation.
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Discusion
5. DISCUSION

5.1 LIFEGUARD CONFIERE RESISTENCIA A LAS NEURONAS DE
LA MUERTE MEDIADA POR EL RECEPTOR CD95/Fas/APO-1 A
TRAVES DE UN MECANISMO DEPENDIENTE DE SU
LOCALIZACION EN LIPID RAFTS.

Han quedado atras los dias en que se creia que la funcion de los
receptores de muerte se centraba en el sistema inmune, donde existe
una mejor y mas amplia caracterizacioén. Sin embargo, los receptores de
muerte se expresan en multitud de tejidos, entre ellos, el sistema
nervioso. De entre todos los receptores de muerte pertenecientes a la
superfamilia del receptor de TNF, CD95/Fas/Apo-1 ha sido uno de los
mas y mejor estudiados. Su relevancia funcional en sistema nervioso
aun no ha sido ampliamente caracterizada, pero parece ser que sus
funciones van mas allda de la induccién de muerte. De hecho, los
resultados mas esclarecedores respecto a su funcién apuntan a que
pueda ser responsable del modelado neuritogénico. Prueba de ello es
que los ratones transgénicos para el receptor (lpr) o para el ligando (g/d)
se desarrollan casi con toda normalidad en lo que se refiere a sistema
nervioso, a excepcion de defectos de comportamiento o bien de
reduccién de la arborizacion neuritica de determinadas poblaciones
neuronales (Desbarats J, et al., 2003, Zuliani C, et al., 2005). El hecho
de que ratones nulos para otras proteinas proapoptéticas de la misma
via inductora de muerte, como la caspasa-8 o FADD, presenten un
fenotipo letal embrionario debido, entre otras cosas, a malformaciones
cardiacas (Varfolomeev EE, et al., 1998, Yeh WC, et al., 1998), refuerza
la teoria de que CD95 no ejerce una funcién proapoptotica en el
desarrollo del sistema nervioso, o bien que su déficit como inductor de

muerte esta contrarestado por la accién de otros receptores de muerte.
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Los resultados observados en el caso de patologias del sistema
nervioso apoyan la teoria de que los receptores de muerte presentan
también una dualidad funcional. En determinados casos, su déficit puede
mitigar respuestas inflamatorias tras procesos traumaticos (Demjen D, et
al., 2004, Martin-Villalba A, et al., 1999, Wildbaum G, et al., 2000) o
neurodegenerativos (Bamberger ME y Landreth GE, 2002, Combs CK,
et al., 2001, Chen Z, et al., 2005, Sriram K, et al., 2002). Pero por otra
parte, su ausencia puede exacerbar la muerte neuronal en determinadas
enfermedades neurodegenerativas (Ciusani E, et al., 2001, Lambert C,
et al., 2003, Landau AM, et al., 2005).

Asi pues, el conocimiento de los factores que dirijan los efectos
de CD95 hacia la muerte celular apoptética, o bien hacia fenémenos
implicados en la mejora de la comunicacién y plasticidad neuronal,
constituyen una necesidad fundamental. En la primera parte del presente
trabajo se aporta la caracterizacion del ortélogo de ratéon Lifeguard (del
inglés, salvavidas), apodado asi por su efecto bloqueante de la muerte
inducida por CD95.

5.1.1 SH-SY5Y como modelo neuronal para el estudio de la
sefalizacion por CD95

Hasta este momento, las propiedades antiapoptéticas de LFG se
han presentado en modelos no neuronales, como las células Hela
(células de ovario), Jurkat (linfocitos) o LN-18 (glioblastoma) que
endoégenamente no expresan LFG. Por tanto, era necesario validar los
resultados en un linaje neuronal, donde LFG estuviera en su contexto
celular mas fisiolégico. Sin embargo, los modelos en sistema nervioso
para el estudio de la muerte inducida por CD95 son escasos. En este
estudio hemos presentado un modelo celular basado en la linea de

neuroblastoma humano SH-SY5Y, linea celular ampliamente utilizada en
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la bibliografia para el estudio de supervivencia y muerte neuronal
(Encinas M, et al., 2000, Kaplan DR, et al., 1993). Las células SH-SY5Y
son resistentes a la muerte inducida por CD95 debido principalmente a
la ausencia de expresion de caspasa-8. Al igual que se habia visto para
otros neuroblastomas, el tratamiento con IFNyinduce la expresiéon de
caspasa-8 (Casciano |, et al., 2004, Fulda S, et al., 2001, Fulda S y
Debatin KM, 2002) y también del receptor CD95. Al cabo de 48 h de
tratamiento, los niveles alcanzados de expresion son suficientes para
restituir la via apoptotica desencadenada por CD95. Y es mas, las
células SH-SYS5Y tratadas con CD95L siguen una via apoptoética tipo I,
es decir, que los niveles de caspasa-8 activa no son suficientes para la
activacion directa de caspasas ejecutoras, y que precisan de la via
mitocondrial para un correcto desarrollo del programa de muerte. Este
hecho viene demostrado por la capacidad que tiene la proteina
antiapoptética de la familia de Bcl-2, Bcl-X, de bloquear la activacién de
caspasa-8 en células SH-SY5Y ante el estimulo apoptético de CD95
(Ver Figura 34D).

5.1.2 Los niveles de expresion de LFG determinan sus propiedades
antiapoptéticas

La construcciéon pcDNA3-mLFG da lugar a la expresiéon de mLFG
bajo el promotor de citomegalovirus (CMV). Esta expresion es
perfectamente detectable en células muy sobreexpresoras como son las
lineas celulares COS7 o HEK293T. En cambio, en lineas celulares como
Jurkat, PC12 o SH-SY5Y, LFG se expresa aunque a niveles bajos,
incluso no detectables por Western-Blot. Ha sido precisamente este
hecho el que durante bastante tiempo nos ha confundido respecto a la
funcion de LFG. Se han realizado pools de células transfectadas de
modo estable con LFG en PC12, Jurkat y SH-SY5Y, pero en ninguno de

ellos se obtuvieron niveles suficientes para ser detectados por Western-
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blot. En cambio, al inmunoprecipitar y enriquecer los lisados con LFG si
que era detectable. Seguramente, la pobre expresién hizo que no
obtuviéramos reproducibilidad en los ensayos de supervivencia en
experimentos de induccién de muerte por CD95 (datos no presentados).
Para resolver este problema se decidié obtener clones sobreexpresores
de LFG en SH-SY5Y. De un total de mas de 50 clones, se obtuvieron 3
con diferentes grados de sobreexpresién de los cuales se eligioé el que
mayor nivel presentaba. Este clon demostr6 responder al IFNy de la
misma forma que las células control (establemente transfectadas con el
vector vacio), es decir, presentaban el mismo grado de regulacién de
caspasa-8 y de CD95 al ser tratadas con IFNy. Sin embargo, este clon
mostré ser resistente a la muerte inducida por CD95. Para demostrar
que esta resistencia no se debia a un efecto de la seleccién clonal, se
transfectaron transitoriamente con RNAI de interferencia. La reduccion
de los niveles de LFG restaurd la sensibilidad a la muerte inducida por

CD95 a niveles comparables con células salvajes.

Estos resultados obtenidos han sido validados en cultivos
primarios de neuronas. Varios estudios muestran que las neuronas
embrionales corticales maduras, a dia in vitro 7, son moderadamente
sensibles a la muerte por CD95 (Cheema ZF, et al., 1999, Qiu J, et al.,
2002, Zuliani C, et al., 2005). Como hemos demostrado, estas neuronas
expresan LFG, pero aun asi son sensibles a CD95. Sin embargo,
cuando se induce la expresién forzada de LFG, en este caso, por
infeccién con lentivirus, se recupera la resistencia a CD95 comparable a
células no tratadas. Ademas, al reducir los niveles endégenos por RNA
de interferencia, se observa una mayor sensibilidad indicando

inequivocamente que LFG esta afectando a la funcionalidad de CD95.
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Reforzando esta teoria, se presentan también los resultados
obtenidos en células granulares de cerebelo. Como se habia descrito por
Schweitzer y colaboradores (Schweitzer B, et al., 1998), la expresién de
LFG va aumentando durante el desarrollo. Las células granulares de
cerebelo se cultivan a partir de embriones postnatales, y durante su
maduracion in vitro también se ha observado un incremento en la
expresion de LFG (Beier CP, et al., 2005). Este aumento de expresion va
ligado a una resistencia a CD95, puesto que resultados presentes en
este estudio, asi como los conseguidos recientemente por Beier y
colaboradores, demuestran que la disminucién de los niveles endégenos
de LFG por RNA de interferencia sensibiliza a estas neuronas a la
muerte por CD95.

SH-SY5Y y Neuronas corticales Neuronas granulares de cerebelo
Niveles Niveles
g N
. Aumentados por Endé Disminuidos por
Endégenos sobreexpresién ndégenos RNA de

interferencia

“ CDasL

' cDes

© X

Apoptosis Apoptosis
Figura 55. Esquema de la posible funcionalidad de LFG.

En definitiva, tal y como se observa en la figura 55, las células

SH-SY5Y tratadas con IFNy, o bien las neuronas corticales tras su
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maduracién en cultivo, son sensibles a la muerte inducida por CD95, a
pesar de que ha sido detectada la expresion del RNA mensajero de
LFG. Sin embargo, al inducirse la expresion forzada de LFG se obtiene
resistencia a CD95. En cambio, en las neuronas granulares de cerebelo,
con expresion endogena elevada, ya son resistentes a CD95. Si se
disminuye su expresion enddgena por RNA de interferencia, las

neuronas muestran una sensibilidad marcada a CD95.

Asi pues, los resultados presentados en este estudio conducen a
pensar que los niveles de expresion de LFG determinaran su resistencia
a CD95 en las distintas poblaciones neuronales estudiadas y que puede
constituir una de las sefiales por las cuales los efectos de CD95, tras la
interaccion con su ligando, se traduzcan en la muerte celular o bien en

otros efectos aun por determinar.

5.1.3 La funcion de LFG depende de su localizacion en los Lipid
Raft y del bloqueo de la actividad de caspasa-8.

Existe una cierta controversia respecto a que la sefalizacién por
CD95 tiene lugar en microdominios especificos de la membrana
plasmatica llamados lipid rafts (Algeciras-Schimnich A, et al., 2002,
Eramo A, et al., 2004). Estas regiones estan enriquecidas en colesterol y
esfingolipidos, lo que les aporta un mayor orden y una menor fluidez en
comparacion a las zonas ricas en fosfolipidos. Estas propiedades
permiten su separacioén por ultracentrifugacion en gradiente de densidad.
Los rafts permanecen insolubles y “flotan” quedando retenidos en las

fracciones de menor densidad.
De acuerdo con numerosos estudios en otros tipos celulares

(Aouad SM, et al., 2004, Eramo A, et al., 2004, Gajate C, et al., 2004),

hemos demostrado que, en células SH-SY5Y, CD95 se distribuye tanto
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en las fracciones raft como fuera de ellas. Pero al igual que sucede en
otros tipos celulares, al producirse la unién con el ligando, ocurre una
concentracion de CD95 en la fraccién raft, asi como la incorporaciéon de
moléculas clave para el desencadenamiento de la apoptosis como la
caspasa-8 (Figura 41C). Estos resultados conducen a pensar que, en
neuronas, la sefalizacion por CD95 ocurre principalmente en los lipid

rafts.

Al ser LFG una proteina transmembrana quisimos averiguar su
distribucion en las diferentes fracciones membranarias tras su
separacion por gradiente de densidad. Sorprendentemente, vimos que
en las células SH-SY5Y sobreexpresoras de LFG, la expresion de LFG
se acumulaba en las fracciones menos densas, que suponen la fraccion
raft de membrana. Puesto que esta distribucién podia ser consecuencia
de su expresion forzada, decidimos investigar la proteina enddgena en el
modelo de neuronas granulares de cerebelo. De acuerdo con lo
esperado, LFG tan solo fue detectado en las fracciones menos densas,

donde co-localizaba con el marcador de rafts, caveolina.

Resultados publicados anteriormente proclaman que LFG
interacciona con CD95. Estos resultados fueron llevados a cabo en
células HEK293T y sobreexpresando tanto LFG como CD95 en ensayos
de co-inmunoprecipitacion. A pesar de lo sugerido por Beier y
colaboradores, a partir de los resultados de inmunoprecipitacion y co-
localizaciéon por inmunofluorescencia, no se puede inferir una interaccion
directa con CD95. En este trabajo presentamos las evidencias que
indican que LFG tan soélo interaccionaria con CD95 presente en los rafts.
Ello implica que LFG pudiera tener menor efecto protector en aquellos
tipos celulares en los que la sefalizacion por CD95 es independiente de

su localizacion en los rafts.
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Profundizando en el mecanismo molecular de acciéon, Somia y
colaboradores inicialmente emplazaron a la accién de LFG a nivel de
FADD o superior basandose en dos criterios. El primero es que
cantidades en aumento LFG no eran capaces de desplazar la unién de
CD95 con FADD, y por tanto LFG no interferia en la union FADD-CD95.
El segundo criterio se basaba en las diferencias en la sefalizacion entre
CD95 y TNFR. TNFR se diferencia de CD95 por requerir un adaptador
adicional, TRADD, que no necesita CD95, y por lo demas comparten
FADD y caspasa-8. Como LFG no protegia de la muerte mediada por
TNFa, su accién debia situarse a nivel de las diferencias entre ambos
receptores, es decir, a nivel del receptor o de la interaccion CD95-FADD.
Con el tiempo se ha demostrado que la sefalizacién por TNFa difiere
bastante de la de CD95 y actualmente la suposicion de Somia y otros no
podria considerarse valida. En primer lugar, tal y como se ha expliado en
el apartado 1.3.2.2.2 de la introduccién, la sefalizacion por TNFo implica
al formacion de dos complejos macromoleculares. En el primero,
formado en la membrana plasmatica, se activa principalmente NFxB y
que como principal resultado da lugar a la sintesis de proteinas
antiapoptéticas que regularan la actividad del complejo Il. La formacion
del complejo I, que incluye FADD-caspasa-8 no tiene lugar en la
membrana plasmatica, tal y como ocurre en el caso de CD95, y en estas
condiciones LFG, una proteina exclusivamente membranaria, no podria
realizar su funcién bloqueante. Por tanto, de los experimentos de Somia
no se puede concluir que LFG sea un antagonista exclusivo de CD95 y
que no pueda estar regulando directa o indirectamente la activacion de
caspasa-8. Asi pues, no es descartable que LFG pueda regular la
actividad de otros DRs cuya formacién del DISC tenga lugar en la

membrana plasmatica, como es el caso de TRAILR1 y TRAILR2.
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Nuestros resultados demuestran que la expresion forzada de
LFG disminuye la actividad de la caspasa-8 en células SH-SY5Y y que la
reduccién de sus niveles enddégenos promueve un incremento de las
actividad caspasa-8 en neuronas granulares de cerebelo. Estos
resultados demuestran que LFG impide la activacion de caspasa-8.
Como LFG no presenta DD, al igual que otros antagonistas como FLIP,
no parece que el mecanismo de LFG pase por la interaccién directa con

caspasa-8.

5.1.4 LFG puede interferir directamente en la funcién de CD95.

Los diferentes antagonistas de la funcibn de CD95 no siempre
utilizan las mismas estrategias para bloquear su funcion. En casos, los
efectos antagonistas no se situan al nivel del bloqueo de la propagacion
de la sefial sino que tienen que ver con la estabilidad del receptor en la

membrana o las modificaciones postraduccionales que pueda sufrir.

Con los resultados presentados hasta el momento no podemos
descartar que LFG altere la formacién del DISC, o incluso la unién y
composicion estequiométrica de las moléculas que lo conforman. Los
resultados aportados por las herramientas bioinformaticas, junto con los
obtenidos en el ensayo de doble hibrido, sugieren posibles mecanismos

de accion que se describen a continuacion:

Por una parte, la secuencia de LFG muestra hasta cinco motivos
PDZ de clase lll, todos ellos en zonas expuestas de la proteina. Estos
dominios han demostrado ser importantes para el ensamblaje de
grandes complejos multiproteicos en localizaciones subcelulares
especificas. Otros antagonistas de CD95 como FAP-1 contienen motivos
PDZ de clase lll en su estructura y han demostrado ser los responsables

de su unién con el extremo C-terminal de CD95 (Sato T, et al., 1995). La
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unién de FAP-1 con CD95 atenua la exportaciéon de CD95 a la superficie
de la célula (Ilvanov VN, et al., 2003), proporcionando asi un nuevo
modelo de regulacion en el trafico de CD95. En las imagenes de co-
localizacién con CD95 presentadas por Beier y colaboradores, y también
con la distribucion que LFG presenta en células SH-SY5Y se observa un
marcaje en todo el interior celular ademas de en membrana plasmatica y
neuritas. Por tanto, LFG podria interaccionar con CD95 no sélo en la
membrana plasmatica, sino a través de su ruta de endocitosis y regular

de alguna forma su estabilidad en los lipid rafts tras la accién del ligando.

En segundo lugar, en la busqueda de proteinas con interaccion
directa con LFG, un 77,23% mostraron ser cDNAs que codificaban con
proteinas relacionadas con el sistema ubiquitina. La ubiquitinizacion es
uno de los principales mecanismos para regular la vida media de las
proteinas (Vaux DL y Silke J, 2005). En la reaccién de ubiquitinizacion
interviene en primer lugar un enzima que activa a la ubiquitina, al que se
denomina E1. Entonces la ubiquitina se transfiere a un residuo de
cisteina de un enzima conjugante de ubiquitina, E2. Esta proteina E2,
sola o bien con la ayuda de una proteina ubiquitin-ligasa, E3, cataliza la
transferencia de la ubiquitina a un residuo de lisina de la proteina que va
a ser marcada para su degradacién por el proteasoma. En la busqueda
de proteinas que interaccionan con el extremo C-terminal de CD95, se
aislé un clon de cDNA que codificaba para la proteina UBC9, miembro
de la familia de enzimas conjugadores de ubiquitina E2 (Becker K, et al.,
1997). Aunque no esta claro el papel que pueda desempefiar la unién de
proteinas del sistema ubiquitina con CD95, hay varias posibilidades. En
primer lugar puede que estén directamente implicadas en la
ubiquitinizacién directa de CD95 para su posterior degradacion a través
del proteasoma. Por otro lado, estas proteinas pueden reclutar a

enzimas relacionados con la ubiquitinizacion de proteinas vecinas
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implicadas en la regulacion de la apoptosis. Pero no sélo la
ubiquitinizacién es responsable de conducir directamente a las proteinas
al proteasoma para su degradacion, sino que ademas puede tener otras
consecuencias como por ejemplo actuar como sefial de endocitosis
(Hicke Ly Riezman H, 1996).

Por su parte, LFG contiene una secuencia de degradacion PEST,
que podria regular su propio recambio proteico a través del proteasoma.
Estas secuencias son un motivo proteico que se encuentra en un gran
numero de proteinas de vida media corta. Estas regiones se caracterizan
por ser ricas en residuos de prolina (P), glutamato/aspartato (E/D),
serina (S) y treonina (T) flanqueadas por aminoacidos basicos. Ademas,
LFG contiene en su secuencia primaria motivos de interaccion WW.
Estos motivos han sido implicados en la interaccion de proteinas y en

procesos celulares como la degradacién mediada por ubiquitina.

Otra de las proteinas que pueden interaccionar directamente con
LFG es la proteina Tax binding protein 1, también llamada TXP151 o
T6BP (TRAF6 binding protein). Esta proteina puede interaccionar y
regular la actividad de la proteina antiapoptética A20, que puede
bloquear la apoptosis inducida por receptores de muerte (De Valck D, et
al., 1999). T6BP puede también interaccionar directamente con TRAFG,
que tiene actividad E3 ubiquitin-ligasa y que se ha visto implicada en la

sefalizaciéon de receptores de la familia del TNF (Geetha T, et al., 2005).

En resumen, estas posibles interacciones representan indicios
sobre la regulacién de la funcién de LFG, que deberan ser validados
experimentalmente, pero que constituyen una buena alternativa a seguir
en la caracterizacion de los mecanismos moleculares de su

funcionalidad.
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52 FAIM, ES UNA PROTEINA EXCLUSIVA DEL SISTEMA
NERVIOSO Y CAPAZ DE BLOQUEAR LA APOPTOSIS MEDIADA
POR RECEPTORES DE MUERTE.

La conservacion de las neuronas a lo largo de la vida de un
individuo requiere un gran esfuerzo por parte del organismo, dado que
las neuronas estaran sujetas a multitud de estimulos que pueden afectar
su integridad. Entre estos estimulos destaca, en general, la induccién de
apoptosis y mas concretamente la mediada por receptores de muerte,
cuya participacibn en la pérdida patolégica de neuronas ha sido
sobradamente probada. Por tanto, la expresion de proteinas que puedan
bloquear la sefalizacidbn apoptética, jugaran un papel clave en la

protecciéon de la muerte neuronal.

A finales de la década de los 90 se aislé un nuevo gen al que se
le llamé FAIM (del inglés, Fas Apoptosis Inhibitory Molecule), ya que su
sobreexpresion bloqueaba la apoptosis inducida por Fas/CD95/APO-1
en un modelo de células B (Schneider TJ, et al., 1999). Posteriormente,
fue identificada una variante alternativa de splicing, con 22 aminoacidos
extra en el extremo N-terminal, y a la que se le llamé FAIM.. El RNA
mensajero de FAIM_ se expresa de manera diferencial a FAIMs, y su
expresion se limita tan soélo a tejidos del sistema nervioso,
principalmente en cerebro y médula espinal, mientras que FAIMs se
expresa de manera ubicua en todos los tejidos estudiados (Zhong X, et
al., 2001). La secuencia de FAIMs esta altamente conservada durante la
evolucion, desde C. elegans hasta H. sapiens. Sin embargo, los 22
aminoacidos adicionales de FAIM, tan sbélo estan conservados en
vertebrados superiores. Es interesante remarcar que, de todos los genes
implicados la maquinaria apoptética de la célula, los DRs fueron los

ultimos en aparecer en términos evolutivos (Gordeeva AV, et al., 2004)
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hallandose sélo en vertebrados. Un analisis filogenético detallado de la
familia de los receptores de muerte los clasifica en dos grandes ramas.
El primer gran grupo estaria compuesto por los receptores p75"'%,
EDAR y DR6, todos ellos implicados en el desarrollo embrionario. En el
segundo gran grupo se englobarian el resto de receptores. La
divergencia ancestral de este segundo grupo de receptores coincide con
la adquisicion de la respuesta inmune por parte de los vertebrados
(Bridgham JT, et al., 2003). El hecho de que FAIM_ s6lo se encuentre en
vertebrados podria explicarse por uno de los mecanismos generales
propuestos para la modulacién de la actividad de proteinas implicadas
en la apoptosis. Este mecanismo es a través de splicing alternativo,
obteniéndose a partir de un uUnico gen dos productos con funciones
diferentes, como por ejemplo TRID que actua como DcR de TRAIL (Pan

G, et al., 1997) o CED-4L para CED4 (Aravind L, et al., 1999).

Resultados previos de nuestro laboratorio han demostrado que
FAIMs no juega ningun papel relevante en la muerte por falta de soporte
trofico de las neuronas de ganglio cervical superior o de las células
PC12, células utilizadas como modelo de neuronas en desarrollo. A
diferencia de sus efectos descritos en células B, FAIMs regula el
crecimiento neuritico. La sobreexpresion de FAIMs tiene un efecto
promotor de la neuritogénesis promovida por NGF, mientras que la
reduccibn de sus niveles endoégenos la disminuyen muy
significativamente, tanto en células PC12 como en neuronas del ganglio
cervical superior (Sole C, et al., 2004). Resulta paradéjico que la
isoforma FAIMs tenga este efecto, mientras que FAIM,, especifico de
sistema nervioso, no afecte, al menos por sobreexpresion, al crecimiento
neuritico inducido por NGF. Estos resultados, junto con la expresion
diferencial de ambas isoformas, inducen a pensar que puedan tener

funciones diferentes.
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Uno de los grandes inconvenientes para el estudio de proteinas
poco caracterizadas es la ausencia de herramientas comerciales. Por
tanto, nuestro primer objetivo fue el disefio de anticuerpos especificos
que detectaran exclusivamente FAIM.. En la primera parte de este
trabajo hemos demostrado como sueros procedentes de dos conejos
diferentes inmunizados con el péptido especifico de FAIM, detectan la
misma banda inmunoreactiva, con un peso molecular aparente de
aproximadamente 23 kDa, que coinicide con el peso molecular teérico
de la proteina. Ademas, la misma banda no se detecta al utilizar el suero
preinmune. Los sueros inmune generados son capaces también de
detectar la proteina nativa, puesto que demostraron ser eficaces en un

ensayo de inmunoprecipitacion (Ver figura 44).

Esta nueva herramienta nos ha permitido corroborar los
resultados de expresion de FAIM,, previamente obtenidos por RT-PCR,
comprobando que de todos los tejidos estudidados, la proteina FAIM, se
expresa unicamente en las diferentes areas del cerebro y también en la

médula espinal.

5.2.1 Distribucion de FAIM, en el cerebro en desarrollo

Del estudio mas detallado de su distribucidbn anatomica, se
deduce que FAIM, se expresa exclusivamente en neuronas y de manera
diferencial entre las distintas poblaciones. En etapas tempranas del
desarrollo se detecta una expresion mas difusa que ocupa toda la capa y
subcapa cortical. En los primeros estadios postnatales se observa un
marcaje mas restringido, siendo notable su expresioén sobretodo en las
neuronas piramidales de la capa V y en menor medida en las capas II-1lI
de la corteza cerebral. La expresion en las otras areas del cerebro
estudiadas tampoco es generalizada. En el hipocampo se observa una

elevada reactividad en las neuronas de las zonas CA1 a CA3, como
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también en interneuronas repartidas a lo largo de las diferentes capas. Y
en el cerebelo, las células de Purkinje muestran una marcada
inmunoreactividad tanto en el soma como en las prolongaciones
neuriticas. Puesto que se observaba un marcaje difuso en el citosol y
neuritas de las neuronas marcadas quisimos comprobar si FAIM, podia
estar asociado a otras estructuras celulares. Un subfraccionamiento
simple, junto con imagenes de microscopia confocal, nos permitid

determinar que la expresion de FAIM_ es estrictamente citosélica.

Aunque la expresion de receptores de muerte en sistema
nervioso ha estado mas relacionada con procesos inflamatorios o
neurodegenerativos, su expresion durante el desarrollo también ha sido
descrita. Sin embargo, la presencia de CD95, de su ligando, o de ambos
puede ser “permisiva” pero no suficiente para la induccion de muerte
mediada por CD95. Ello implica la posibilidad de que las moléculas clave
para la induccion de apoptosis no estén disponibles o bien que la
presencia de inhibidores bloquee la sefializacion apoptética. De hecho
son muy pocos los datos experimentales que apoyan la relacion entre
muerte apoptética durante el desarrollo y los receptores de muerte, a

excepcion del receptor p75N'r.

Reforzando la hipotesis de que los receptores de muerte jueguen
un papel alternativo a la induccion de apoptosis durante el desarrollo, los
resultados de la expresion de FAIM. nos proporcionan un ejemplo en el
que existe una coincidencia en espacio y en el tiempo de la expresién de
un receptor de muerte como CD95 y de uno de sus posibles
antagonistas. La expresion de CD95 parece coincidir con la observada
para FAIM_ tanto en momentos concretos del desarrollo como en
determinadas areas del cerebro. CD95 empieza a ser detectable a dia

de desarrollo embrionario 15, sobretodo en la corteza cerebral e
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hipocampo (Cheema ZF, et al., 1999). El dia embrionario 15 coincide
con el término de muerte celular apoptética que ocurre en le formacion
de la placa cortical (Bayer SA AJ, 1991). CD95 también se expresa en
estructuras neurales transitorias que incluyen el epitelio ventricular, la
subplaca y la zona marginal de la corteza (Al-Ghoul WM y Miller MW,
1989, Luskin MB y Shatz CJ, 1985, Shatz CJ, et al., 1990). Los primeros
estadios postnatales corresponden a otro pico de induccién de muerte y
seleccion neural durante el desarrollo. Y es justamente entre los
estadios P1 y P5, cuando la expresion de CD95 es maxima en las capas
neuronales del hipocampo y también en las capas ll-lll y V de la corteza,
con mayor inmunoreactividad en las neuronas piramidales (Zuliani C, et
al., 2005). Esta localizacién coincide plenamente con la observada para
FAIM_ en este estudio (Ver figura 46).

Para confirmar la regulacién de la expresion de FAIM_ durante el
desarrollo, estudiamos los niveles de expresion por Western-blot durante
el desarrollo de embriones de raton. A estadios tan tempranos como a
dia 12 de desarrollo embrionario ya se aprecia una leve expresién, que
va aumentando progresivamente hasta llegar a niveles maximos en el
dia 18 de gestacion. En los primeros estadios postnatales hay una
disminucion de la expresibn que dard lugar a una estabilizacion
posterior. Los efectos de la maduracion celular sobre la expresion de
FAIM, también ocurren in vitro. En neuronas corticales extraidas a dia
de gestacion 12 los niveles de FAIM_ son apenas detectables, pero
incrementan rapidamente durante los dias en cultivo. En los primeros
dias de cultivo las neuronas estan aisladas y empiezan a emitir
prolongaciones neuriticas, mientras que en dias mas avanzados del
cultivo se puede observar como la red neuritica se va extendiendo y el
cultivo alcanza su madurez. Este periodo, alrededor del DIV 5, coincide

con la maxima expresion de FAIM,. Posteriormente, a partir de DIV 8,
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los cultivos de neuronas aisladas, es decir, sin presencia de células
gliales, empiezan a degenerar, observandose también una leve caida en
la expresion de FAIM.. Los niveles de expresion de FAIM_ también se
correlacionan en un modelo neuronal de linea celular. Las células PC12,
procedentes de un feocromocitoma de rata, adquieren caracteristicas
fenotipicas neuronales en presencia del factor neurotréfico NGF. Al igual
que ocurre en las neuronas corticales, durante el periodo de
diferenciacién de las células PC12 también se observa un incremento
del transcrito de FAIM,. Curiosamente, FAIMs no se ve alterado en el
transcurso de esta diferenciacion, potenciando aun mas la teoria de que

ambas isoformas juegan papeles diferentes en el sistema nervioso.

Siendo NGF responsable del aumento de la expresiéon del RNA
mensajero de FAIM., quisimos profundizar en el estudio de las vias
moleculares implicadas en dicho efecto. La via de las ERK/MAPK es una
de las vias que se activan en PC12 en respuesta a NGF y que tienen
como consecuencia la promocién del crecimiento neuritico (Qui MS vy
Green SH, 1992, Robbins DJ, et al., 1992, Wood KW, et al., 1992). La
inhibicion farmacologica de la via ERK/MAPK con el inhibidor de MEK1,
PD98059, dio como resultado que los niveles de FAIM, se mantuvieran
estables, es decir, no aumentaron en respuesta a NGF. Los estudios
posteriores del analisis del promotor de FAIM mostraron un incremento
de su actividad en respuesta a NGF y ademas, dicha actividad retornaba
a valores basales en presencia del inhibidor PD98059. Todo ello parece
indicar que la diferenciacién celular promovida, en este caso, por NGF
conlleva la sintesis de proteinas antiapoptéticas como FAIM_, que
pueden participar en el mantenimiento de la integridad celular ante

posibles estimulos nocivos.
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5.2.2 FAIM, ejerce como antagonista de los receptores de muerte
Como se ha mencionado anteriormente, a diferencia de FAIMg, la
expresion forzada de FAIM_ no tiene efectos promotores sobre el
crecimiento neuritico, pero no se excluia la posibilidad de que fuese
necesario para la neuritogénesis. La mejor estrategia para demostrarlo
fue a través de la reduccion de sus niveles de expresién endégena por la
técnica del RNA de interferencia. La reduccion eficaz y diferencial de
FAIM, no tuvo efecto sobre el crecimiento neuritico, evidenciando asi su
papel diferencial respecto a su isoforma mas corta, al menos en sistema
nervioso. Era entonces adecuado pensar que si FAIMs tenia funciones
antiapoptéticas en linfocitos B, donde no se expresa FAIM,, puede que
en el sistema nervioso FAIM, realizara esa funcion. Para averiguar su
papel protector ante estimulos apoptéticos se realizaron ensayos de
expresion forzada de FAIM,. En primer lugar, se probd su efecto ante
estimulos que afectaran principalmente a la via mitocondrial. Ello
permitiria conocer si la funcion antiapoptética de FAIM, se sitla a nivel o
por debajo de las alteraciones mitocondriales que ocurren en el proceso
de muerte celular. Se someti6 a células PC12 establemente
transfectadas con el vector vacio o con FAIM_ a dos estimulos que
inducen muerte celular a través de la mitocondria. Las células
sobreexpresoras de FAIM_ no mostraron un comportamiento diferencial
a aquellas transfectadas con el vector vacio ni ante un amplio rango de
dosis de estaurosporina, un potente inhibidor de quinasas inductor de la

via intrinseca, ni tras la retirada de soporte tréfico.

Seguidamente se investigd si FAIM_ era capaz de afectar a la
apoptosis inducida por receptores de muerte. Las células PC12 son en
principio resistentes a estimulos apoptéticos mediados por receptores de
muerte, como CD95L y TNFa, y requieren de la presencia de inhibidores

de la transcripcién o traducciéon como son la ActD o la Cicloheximida. Asi
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pues, la combinacion de sFasL o TNFa con ActD induce muerte
apoptoética en células PC12, cuantificada por la condensacion y/o
fragmentacion nuclear tras tincidbn con bis-benzimida de Hoechst. El
porcentaje de induccion de muerte fue siempre mayor en el caso del
TNFa, debido a que seguramente la afinidad de los ligandos sobre el
receptor CD95 de rata disponibles comercialmente, como sFasL , no es

Optima.

La sobreexpresion transitoria de FAIM_ bloqued
significativamente la muerte celular inducida por TNFa o sFasL en
presencia de ActD, mostrando asi su funcion como antagonista de
receptores de muerte. Debido a que los estudios de sobreexpresion
pueden conllevar resultados artefactuales, se procedié a evaluar los
efectos de TNFa, el inductor de muerte celular mas potente en nuestro
caso, sobre células infectadas con un RNA de interferencia control y con
el RNA de interferencia especifico para FAIM,. El tratamiento con TNFa
solo, es decir, sin presencia de ActD, indujo de forma significativa la
muerte de las células infectadas con lentivirus portador de la
construccion del RNAI de interferencia especifico para FAIM,, mientras
que no se observdo muerte celular en las células infectadas con la
construccion control. Esta muerte celular estd acompanada de la
induccién de la actividad caspasa-8 tal y como se demuestra en los
experimentos de procesamiento del sustrato especifico de caspasa-8
Ac-IETD-AFC. Ademas, hemos demostrado que esta actividad caspasa-
8 es funcional y proapoptética, puesto que en los mismos extractos
celulares se evidencia procesamiento de la proteina PARP, sustrato
ampliamente descrito de las caspasas ejecutoras. Estos resultados
apuntan a que FAIM_ actua bloqueando la sefial de muerte a niveles
muy cercanos al receptor, puesto que su presencia es responsable, al

menos en parte, de mantener la caspasa-8 inactiva.
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¢, Qué papel puede desempenar FAIM_ endbégeno en sistema
nervioso?. De forma interesante, las células PC12 son, en principio,
resistentes a estimulos apoptoticos mediados por receptores de muerte,
como CD95L y TNFa. En cambio, durante la diferenciacion las células
PC12 se van haciendo menos sensibles a la muerte por CD95L por una
disminucién en la expresion tanto del receptor CD95 como su ligando,
CD95L (Facchinetti F, et al., 2002). Por el contrario, se ha descrito un
aumento de la sensibilidad a TNFa en células PC12 diferenciadas, por
un aumento de la expresion del receptor asi como la de uno de sus
adaptadores, TRAF2 (Mielke Ky Herdegen T, 2002). Sin embargo, los
autores no parecen tener en cuenta que las células PC12 no
diferenciadas se sensibilizan a la muerte por TNFa en presencia del
inhibidor de la transcripcion ActD. Ello indica que la célula posee todos
los engranajes moleculares para la ejecucion del programa de muerte.
Ademas, el porcentaje de muerte que se consigue en 24 h al tratar las
células PC12 con TNFa mas ActD es el mismo que se obtiene en PC12
diferenciadas tras 72 h de tratamiento. Esta diferencia en la
termporalidad del programa de muerte podria ser explicada por la
necesidad de la transcripcion de novo de proteinas necesarias para la
cascada de sefales apoptoticas, seguramente a consecuencia de la
activacion de JNKs. Este programa de muerte seria sustancialmente
diferente al que ocurre en la muerte inducida por la combinacion
conjunta de ActD y TNFa, explicando asi que los niveles de FAIM_
adquiridos durante la diferenciacion no sean suficientes para el bloqueo

de la induccion de muerte a través de la via JNKs.
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Figura 56. Esquema propuesto para la funcionalidad de FAIM,. Las lineas
azules representan sefiales prosupervivencia, las negras representan induccion
del programa de muerte, y en rojo las acciones inhibitorias.

El hecho de que FAIM, sea capaz de antagonizar la apoptosis inducida
por los receptores de muerte CD95 y TNFR1 nos lleva a pensar en el
bloqueo de un mecanismo comun entre ambos receptores. Aunque
CD95 puede activar otras vias independientes de caspasa, su camino
preferencial es la activacién de caspasa-8, mientras que la sefializacion
de TNFR1 es un tanto mas compleja, y es probable que se activen
conjuntamente las vias apuntadas en la figura 55. El desequilibrio de
unas de las cascadas de sefnalizacion posibles determinara la
supervivencia o muerte de la célula. En el caso de la muerte inducida por
la combinacion de TNFa y ActD, la ActD podria estar bloqueando la
actividad transcripcional de NFxB y por tanto, los inhibidores de
recambio rapido como son FLIP y las IAPs, dejarian de ejercer su
funcion, dejando libre a la caspasa-8 para el inicio del programa de
muerte. En este caso, los bajos niveles de FAIM, no son suficientes para
bloquear completamente el programa de inducciéon de muerte, o quizas
el efecto inhibidor de la ActD repercuta indirectamente en la funcién de
FAIM_.. En cambio, su reduccién completa si permite una activacion de

caspasa-8 tras el tratamiento con TNFa solo, indicando que,
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endoégenamente, FAIM_ esta impidiendo directa o indirectamente la
activacion de caspasa-8. Sin embargo, los resultados de Mielke y
colaboradores demuestran que, en el modelo de PC12 diferenciadas, la
via principal de induccién de muerte se ejecuta a través de JNKs,
aunque no se demuestra la impliacidbn de caspasa-8. Estos resultados
estarian en consonancia con el hecho de que FAIM, afectara tan sélo a
la via directa entre TNFR y caspasa-8, puesto que de alguna forma las
céulas PC12 diferenciadas se siguen muriendo a pesar de los altos
niveles de FAIM,.

No podemos obviar que en el paradigma experimental de las
células PC12, NGF se une tanto al receptor TrkA como a p75"'~. Parece
ser que p75"' puede jugar papeles diferenciales, sefializando apoptosis
o0 ayudando a los efectos prosuperviviencia del NGF, dependiendo del
estado fisiologico o del momento durante el desarrollo en que se
encuentra una poblacién neuronal. Existe una tendencia a creer que
p75"R ejerce un efecto pro-apoptético constitutivo, que en condiciones
normales es superado por la accion del NGF a través de TrkA (Ver figura
57).

Segun el modelo que se deduce de los experimentos de
Barret y colaboradores (Barrett GL, 2000), juntamente con Bredessen y
otros (Rabizadeh S, et al., 1993), la sefializacion de TrkA en respuesta a
NGF tiene como consecuencia la transcripcion de un factor o factores
“X” que impiden la sefial proapoptética constitutiva de p75"'". En
ausencia de TrkA, p75"'® tiene via libre para inducir la muerte apoptética

de la célula.
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Figura 57. Modelo de interaccion entre los receptores TrkA y p75 "% En

presencia de TrkA, la sefalizacion de NGF a través de TrkA bloquea cualquier
sefial proapoptdtica activada por p75"™. En ausencia de NGF, la ausencia de
sefializacién por TrkA permite la sefializacion pro-apoptética de p75"™ (Barrett
GL, 2000).

Siendo p75"™}

un receptor de muerte, y habiendo demostrado
que FAIM_ puede actuar como antagonista de los DRs, no es
descabellado pensar que FAIM, puede ser el factor o uno de los factores
“X” responsables de mantener la sefializacién proapoptética de p75™'™*
bloquada. En primer lugar, la sefalizacion por NGF a través de TrkA y la
via ERK / MAPK tiene como consecuencia el aumento de expresion de
FAIM_ (figura 49C y 50). En segundo lugar, experimentos muy
preliminares, y por tanto, no expuestos en la parte de resultados,
muestran que la disminucién endégena de FAIM_ va acompafiada de
una muerte celular tardia en la linea PC12 en presencia de NGF. Otra
posibilidad es que FAIM, sea necesario para la activacion de vias de

supervivencia y/o diferenciacion en respuesta a NGF a través de TrkA.

62



Discusion

El descubrimiento de que la forma no procesada de NGF,

proNGF, se unia preferencialmente a p75"™"®

sefalizando apoptosis en
células que expresan tanto TrkA como p75"'" (Lee R, et al., 2001),
planteé una nuevo escenario en la que la ratio proNGF/NGF maduro es
un factor de regulacién critico para el mantenimiento del balance entre
supervivencia y muerte neuronal (Chao MV y Bothwell M, 2002).
Posteriormente, se ha comprobado que proNGF actia a través de un

complejo de dos receptores, p75"'™}

y la proteina transmembrana tipo |
sortilina (Nykjaer A, et al., 2004). La sortilina actiia como un co-receptor,
imprescindible para la transmision de sefales proapoptéticas en
respuesta a proneurotrofinas. Esta nueva situaciéon implica que durante
el desarrollo, FAIM_ puede contribuir al desplazamiento del balance
entre sefales anti y proapoptéticas hacia la supervivencia de la célula,
proporcionando a las poblaciones neuronales que lo expresen un

mecanismo mas para la prevencion de la muerte apoptotica.

Resumiendo, FAIM_ es una proteina cuya expresion varia
durante el desarrollo. Su expresion aumenta al final del primer periodo
de la muerte apoptotica neuronal, coincidiendo a su vez con el patron
observado para el receptor de muerte CD95. Al igual que el receptor, su
expresion se localiza en estructuras neuronales transitorias asi como en
determinadas neuronas maduras, sobretodo en los primeros estadios
postnatales. Aunque el papel de receptores de muerte como CD95 o
TNFRI en la muerte celular programada durante el desarrollo no ha sido
suficientemente probado, si ha sido demostrada su implicacién en el
modelado neuritico indicando posibles funciones relevantes en el
establecimiento de conexiones y plasticidad sinaptica. Por tanto, la
proteina FAIM_ puede jugar un papel relevante en la proteccién de las
neuronas que utlizan el sistema CD95 para ejercer otras funciones

distintas a la induccién de la apoptosis. En cambio, en el caso de
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poblaciones neuronales que expresan p75"'"°

y cuya funcion es
relevante en el desarrollo, como por ejemplo en neuronas sensoriales
(Hamanoue M, et al., 1999), cambios en los niveles de FAIM, podrian
determinar la supervivencia de estas neuronas en respuesta a factores

como el NGF.

En este trabajo se han caracterizado dos proteinas cuya funcién
en el sistema nervioso no habia sido definida. Estos resultados
contribuiran a la mejora del conocimiento del papel que desempefian los
receptores de muerte en el Sistema Nervioso en condiciones fisiologicas,
tanto en el desarrollo embrionario como en el sistema nervioso maduro.
Ademads, la caracterizacibn de antagonistas selectivos de los DRs
(Lifeguard para CD95) o de espectro mas amplio (FAIM_) permitira un
mejor abordaje en el disefio de herramientas terapéuticas para el
tratamiento de patologias que afecten al sistema nervioso en el cual los

DRs juegan un papel clave.
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6. CONCLUSIONES

Primera: La linea de neuroblastoma humano SH-SY5Y tratada con IFNy
constituye un buen modelo para el estudio de la sefalizacion por el

receptor de muerte CD95/Fas en el sistema nervioso.

Segunda: La sobreexpresidon del antagonista de CD95, Lifeguard,
conduce a la inhibicibn de la muerte apoptética desencadenada por
CD95 en la linea celular SH-SY5Y y en neuronas corticales embrionales

de raton.

Tercera: La disminucion de la expresion enddgena de Lifeguard, por la
técnica del RNA de interferencia, sensibiliza a la apoptosis inducida por

CD95 en neuronas corticales y granulares de cerebelo.

Cuarta: Lifeguard se localiza en los microdominios de membrana Lipid
Rafts, lo que le puede permitir su interaccion con el receptor CD95/Fas y
bloquear la senalizacién apoptotica a través de caspasas iniciadoras

como la caspasa-8.

Quinta: FAIM,, a diferencia de FAIMs, no tiene efectos promotores sobre
el crecimiento neuritico ni tampoco es necesario para la diferenciacion
inducida por NGF; ello indica que ambas isoformas pueden realizar

funciones diferentes en el sistema nervioso.

Sexta: La expresion de FAIM_ aumenta durante el desarrollo en la
corteza cerebral de ratén in vivo e in vitro, durante la maduracién de
células PC12 tratadas con el factor neurotréfico NGF, asi como también

en cultivo de neuronas primarias corticales de raton.
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Séptima: La sobreexpresion de FAIM, es capaz de bloquear la muerte
apoptotica inducida por los receptores de muerte CD95/Fas y TNFR1 en
células PC12.

Octava: Los niveles de expresion endégenos de FAIM, son, en parte,
responsables de la resistencia a la muerte por TNFa en células PC12,
por un mecanismo dependiente directa o indirectamente del bloqueo de

la activacién de la caspasa-8.

La perfeccion se alcanza, no cuando ya no hay nada mds que anadir, sino

cuando ya no queda nada mas que quitar. Antoine de Saint-Exupery (1900-1944);
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