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RESUMEN

La autofagia es un proceso catabdlico presente en todas las células eucariotas en el que
maltiples componentes citoplasmicos son entregados al lisosoma o vacuola por un
organulo de doble membrana denominado autofagosoma. La autofagia se da a nivel basal
en condiciones normales con el fin de mantener la homeostasis celular. Sin embargo, los
niveles aumentan en condiciones estresantes, algo crucial para que los organismos se
adapten a nuevas condiciones. Dentro de los genes implicados en la autofagia (genes
ATG), el sistema Atg4-Atg8 es sustancial para que el proceso autofagico sea eficiente. A
diferencia de otros genes ATG de levaduras en los que en mamiferos existe un unico
ortélogo, el sistema Atg4/Atg8 ha sufrido un aumento de complejidad a lo largo de la
evolucidn, encontrandose varios ortdlogos de los genes Atg4 y Atg8. Esto abre la
posibilidad de una asociacion de nuevas funciones, asi como de una mayor complejidad
necesaria para llevar a cabo la autofagia en los eucariotas superiores. En el presente
trabajo se analiza el flujo autofagico en células de ratén cultivadas, caracterizando
mediante Western- Blot el estado de las proteinas ATG8 (los posibles sustratos de las
proteasas ATG4) en fibroblastos adultos de raton que no presentaban los genes que
codifican para ATG4B, ATG4C y ATG4D. Paralelamente, se estudia el flujo autofagico
in vivo en modelos animales que son Knock-out para atgda y para atg4a, atg4b y atg4d,
expresando por tanto Unicamente Atg4c. Los resultados obtenidos no muestran
diferencias ni en el flujo autofagico ni en el procesamiento de los sustratos en ausencia
de la proteasa ATG4A. Por el contrario, observamos que la presencia Unicamente de la
proteasa ATGA4C es capaz de ejercer una actividad minima frente a las proteinas ATGS,
lo que permite un cierto flujo autofagico, pero que no es capaz de procesar eficientemente
la mayoria de las proteinas ATGS.

Palabras clave: Autofagia, Atg4-Atg8, flujo autofagico, Atg4C, AtgdA, Western-Blot.
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ABREVIATURAS

ABREVIATURA NOMBRE ABREVIATURA NOMBRE
AcNH4 Acetato de amonio LC3/MAP-1 Microtubule-
associated protein
1A/1B-light chain 3
ADN Acido mTOR Mammalian target of
desoxirribonucleico rapamycin
ATG Autophagy related genes NaOH Hidrdxido de sodio
BSA Bovine serum albumin NF Nutrient Free
CAM Chaperone-mediated PAS Preautophagosomal
autophagy structure
CRISPR/Cas9 Clustered regulatory PBS Phosphate Buffered
interspaced short Saline
palindromic repeats
DMEM Dulbecco’s Modified PCR Polymerase Chain
Eagle Medium — high Reaction
glucose
DMSO Dimetilsulfoxido PE Fosfatidiletanolamina
EBSS Earle’s Balanced Salt PFA Paraformaldehido
Solution
EDTA Acido PI3K Phosphatidylinositol
etilendiaminotetraacético 3-kinase
EtOH Etanol PE Fosfatidiletanolamina
FBSi Suero fetal bovino PSG Penicilina,
inactivado Estreptomicinay L-
Glutamina
FI1P200 FAK family kinase- PVDF Polivinildenedifloride
interacting protein of
200 kDa
GABARAP Gamma-aminobutyric RPM Revoluciones por
acid receptor-associated minuto
protein
GABARAPL1 Gamma-aminobutyric SDS Sodium dodecyl
acid receptor-associated sulfate
protein-like 1
GABARAPL2 Gamma-aminobutyric SDS-PAGE Sodium dodecyl
acid receptor-associated sulfate
protein-like 2 polyacrylamide gel
electrophoresis
Hsc70 Heat shock cognate 70 ULK unc-51 like
autophagy activating
kinase
KO Knock out VPS34 Phosphatidylinositol
3-kinase
LAMP-2A Lysosome-associated WT Wild type
membrane protein 2
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INTRODUCCION

El término de autofagia (del griego “auto”, uno mismo y “fagia”, comer) se empleaba ya
en la década de 1960 haciendo referencia a un sistema de autoalimentacion del cuerpo
humano para sobrevivir en situaciones de privacion de nutrientes. Mas tarde, Christian de
Duve, descubridor de los lisosomas y quien inicidé los primeros experimentos para
demostrar bioguimicamente la participacién de los lisosomas en el proceso de autofagia,
definié la autofagia como el mecanismo celular a través del cual los materiales
intracelulares se entregan al lisosoma o vacuola para su degradacion (1). Estudios
posteriores describieron que la autofagia es un sistema de reciclaje dindmico de mdltiples
componentes citoplasmicos durante condiciones fisioldgicas normales y en respuesta a
diferentes tipos de estrés, como el ayuno, que produce nuevos bloques de construccion y

energia para la renovacion celular y la homeostasis (2).

TIPOS DE AUTOFAGIA EN EUCARIOTAS

Las celulas eucariotas tienen dos sistemas de degradacion principales, el lisosoma y el
proteasoma. La degradacion proteasomal tiene una alta selectividad por los sustratos
ubiquitinados, mientras que la degradacion lisosomal degrada tanto material extracelular
endocitado por la célula como componentes citosolicos y organulos transportados hasta

el lisosoma por autofagia (2).

La autofagia es un proceso catabolico altamente conservado en eucariotas, desde
levaduras a mamiferos. Existen al menos tres formas distintas de autofagia: la
microautofagia, la autofagia mediada por chaperonas (CMA) y la macroautofagia;
difiriendo principalmente en la forma por la cual se entrega la carga citosélica al lisosoma

).

+ La microautofagia hace referencia al secuestro de componentes citosélicos
directamente por los lisosomas a traves de invaginaciones en su membrana. La
captacion se produce directamente en la membrana limitante del lisosoma y puede
incluir organulos intactos. Debido al nimero limitado de herramientas disponibles
para el estudio de este proceso, es escaso el conocimiento acerca de su regulacion,
asi como papel en la salud y enfermedad en el ser humano. Esto se debe

principalmente a la dificultad de observar invaginaciones de membrana en los
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pequefios lisosomas de células de mamiferos junto con la falta de ensayos
concluyentes para medir especificamente la tasa de microautofagia (Figura 1) (4).
La CMA fue el primer proceso estudiado que indicé que la degradacién de los
componentes intracelulares por el lisosoma puede ser selectivo. Esta selectividad
se demostrd posteriormente para otras formas de autofagia. La CMA implica la
translocacion directa de las proteinas a degradar a traves de la membrana del
lisosoma mediante la accidn de una chaperona citosolica y lisosomal, la HSC70,
que reconoce las proteinas sustrato que contienen un pentapéptido con una
secuencia similar a KFERQ (Lys-Phe-Glu-Arg-Gln) (5).

Las chaperonas conducen las proteinas a degradar hasta el lisosoma donde son
translocadas hacia el lumen por medio del receptor LAMP-2 (proteina de
membrana asociada al lisosoma tipo 2A) (5).

Los niveles basales de CMA difieren ampliamente entre los tipos de células y
tejidos y se induce en respuesta a una gran variedad de factores estresantes, como
el ayuno, el estrés oxidativo, las agresiones genotoxicas, la hipoxia y la radiacién
(6) (Figura 1).

La macroautofagia (referida como autofagia a lo largo del trabajo) es el principal
mecanismo catabolico regulado que utilizan las células eucariotas para degradar

proteinas y organulos.

En esta forma de autofagia las partes de citoplasma se secuestran dentro de una
vesicula de doble membrana, el autofagosoma, para entregarla al lisosoma. Este
proceso esta mediado por un conjunto de genes evolutivamente conservados, los
ATG, de los cuales se hablara mas adelante.

El secuestro puede ser inespecifico, con la incorporacion del citoplasma
directamente, o selectivo, degradandose de forma especifica organulos, agregados

proteicos 0 microorganismos invasores (5).

La autofagia requiere de la formacion inicial “de novo” de un fagdforo o
membrana de aislamiento, que posteriormente se alarga a través de mecanismos
poco conocidos actualmente, formando una membrana limitante. La membrana

limitante secuestra porciones del citosoplasma destinadas a su degradacién y se
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sella sobre si misma para formar el autofagosoma, la vesicula de doble membrana
(5).

El autofagosoma carece de enzimas requeridas para la digestion de su contenido,
por ello, la degradacion del contenido se da por fusion del autofagosoma con el
lisosoma o vacuola (esta Gltima en caso de levaduras y plantas), resultando en el
autolisosoma. En el autolisosoma tanto el contenido citoplasmico como la
membrana interna se degradan por las hidrolasas lisosomales. Los metabolitos
resultantes se transportan al citoplasma mediante permeasas de membrana y se
emplean para la sintesis de nuevas macromoléculas o como fuente de energia (5,7)
(Figura 1).

a Macroautophagy

e
Expansion

Phagophore/
isolation membrane

—
Completion

e
Metabolite ~/N& _
efflux

Lysosome/vacuole

@o— @5 —@*X
\ D
Translocation \
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- ¥
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’ZQQ> LAMP-2A Hsp70 Protein KFERQ , Metabolite
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Figura 1. Representacion de los diferentes tipos de autofagia. A) Formacion del

b Chaperone-mediated autophagy

autofagosoma y fusién con el lisosoma en la macroautofagia. B) Translocacion
del sustrato al lumen del lisosoma por medio de chaperonas en la CMA. C)
Secuestro de componentes citosdlicos directamente al lisosoma en la

microautofagia (8).

GENES RELACIONADOS CON LA AUTOFAGIA

Durante los afios 1960-1990 se publicaron extensos articulos sobre la regulacion de la
autofagia por privacion de aminoacidos y factores de crecimiento, asi como descripciones

detalladas de la morfologia ultraestructural de las estructuras relacionadas con la

5



Nerea Gonzélez Macias
Maéster en Biomedicina y oncologia molecular
Trabajo de Fin de Master

autofagia. Sin embargo, las moléculas que participaban especificamente en los procesos
de autofagia seguian sin ser identificadas. No fue hasta los afios 90 cuando el cientifico
Yoshinori Ohsumi descubrio los genes de la autofagia en levaduras y, junto con los
numerosos descubrimientos en los mecanismos de la autofagia, le otorgaron un Premio
Nobel de Medicina en el 2016 (9).

El laboratorio de Yoshinori Ohsumi aislé 15 mutantes de levadura (mutantes apg) que
eran defectuosos en la macroautofagia. Esto llevo al descubrimiento de una serie de genes
relacionados con la autofagia denominados APG (10). Los descubrimientos de otros
genes APG (Anexo 1, 11) por parte de otros grupos de investigacion hicieron aumentar
la lista de Yoshinori Ohsumi y mas adelante, en 2003, la nomenclatura de estos genes se
unifico bajo el nombre de "genes relacionados con la autofagia (ATG) ", Hasta la
fecha, se han identificado 42 genes ATG. De ellos, dieciséis se han clasificado como
genes ATG "centrales", los cuales se utilizan comUnmente tanto por la macroautofagia
no selectiva como por la selectiva. El resto son genes exclusivos de tipos especificos de
autofagia selectiva (por ejemplo, la autofagia mitocondrial denominada mitofagia). Los
genes ATG estdn muy conservados entre los eucariotas y, en consecuencia, han surgido

como un aspecto central en el estudio de la macroautofagia en muchos otros organismos
1)
MAQUINARIA MOLECULAR DE LA AUTOFAGIA

El proceso de autofagia se divide en diversos pasos mecanicamente distintos, que
incluyen induccion, reconocimiento y seleccién de la carga, formacion y transporte de los
autofagosomas, fusion autofagoma-lisosoma y descomposicion de la carga citosolica
seguida de la liberacion de los productos de degradacion al citosol. Diferentes conjuntos
de proteinas ATG estan involucrados en estos pasos conformando la maquinaria

autofagica central (12).

1. Induccion: La autofagia a nivel basal es baja en condiciones normales; por ello,
un mecanismo eficiente para inducir la autofagia es crucial para que los
organismos se adapten al estrés y las sefiales extracelulares. Cuando se da una
situacion de estrés como la falta de alimento, de factores de crecimiento,
infecciones, estrés oxidativo o hipoxia, los niveles de autofagia incrementan para

asi sobrevivir ante estas situaciones desfavorables para la célula (13).
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El mecanismo de la autofagia inducida por la bajada de aminoacidos es el mejor
caracterizado. En estas condiciones, la autofagia se inicia rapidamente con el fin
de promover el recambio proteico y de organulos intracelulares; de esta forma se
proporcionan aminoacidos para mantener la sintesis de proteinas esenciales para
la supervivencia (se desencadena un tipo de autofagia no selectivo). Un regulador
maestro de la autofagia en respuesta a la disponibilidad de nutrientes es el
complejo mMTORC1 (diana de la rapamicina), una proteina serina/treonina
quinasa. Esta quinasa favorece el catabolismo o anabolismo en funcién de las
condiciones energéticas en las que se encuentre la célula (13).

En levaduras y Drosophila, Tor/ dTOR integra informacion de entrada de
multiples vias de transduccién de sefiales ascendentes y regula negativamente
otra serina / treonina quinasa, la Atgl, en condiciones ricas en nutrientes. En las
levaduras, cuando Tor esta inhibido por el ayuno o por tratamiento con
rapamicina, la actividad quinasa de Atgl se activa y la afinidad de union de Atgl
a Atgl3y Atgl7 aumenta, promoviendo la formacion del complejo Atgl-Atgl3-
Atgl7 y el reclutamiento de multiples proteinas ATG a la estructura pre-
autofagosomal (PAS) para iniciar la formacion de autofagosomas. En resumen,
el papel del complejo Atgl en el reclutamiento de proteinas es indispensable para
la induccidn de la autofagia de levaduras (13,14).

En mamiferos hay dos homdlogos de Atgl que parecen funcionar en la autofagia,
la quinasa 1 similar a Unc-51 (ULK1) y -2 (ULK2), y un homologo de la proteina
de levadura Atgl17, FIP200, que forma un complejo con ULK, Atgl3 y ATG101
y se localiza en el fag6foro. Los sustratos Atgl3 y FIP200 son fosforilados por
las ULKs, que también experimentan autofosforilacion, conduciendo a un
cambio conformacional e induccion de autofagia. La quinasa mTORCL fosforila
e inactiva a las ULKs y Atg13 en condiciones ricas en nutrientes. Por el contrario,
cuando mMTORCL1 se inhibe por ayuno o rapamicina, ULK1 y ULK2 se activan y
fosforilan Atgl3 y FIP200, que son esenciales para la actividad de autofagia.
TG101 también es esencial para la autofagia e interactta con el complejo ULK1
mediante la union directa a ATG13 (Figura 2) (15).
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Figura 2. Regulacién de la autofagia por mTORC1(15).

2. Reconocimiento y selectividad de carga

En la autofagia selectiva, la carga citoplasmica se reconoce a través de
interacciones con proteinas receptoras especificas. En los organismos
multicelulares, la autofagia juega un papel importante en el aclaramiento de
sustratos citosdlicos que han sido ubiquitinados o de proteinas que tienen
predisposicion a agregarse. Este proceso catabdlico selectivo esta mediado a
través de la proteina de mamifero p62 / sequestosoma 1 (SQSTM1). p62 se une
directamente a la poli/monoubiquitina por medio de su dominio asociado a
ubiquitina (UBA) y el homologo de ATG8 de mamifero, LC3/GABARAP,
vinculando las cargas citoso6licas ubiquitinadas con la maquinaria de autofagia

para la degradacion autofagica (13).
3. Formacion de los autofagosomas

La formacion de los autofagosomas es uno de los pasos mas complejos de la
autofagia y requiere de una coordinacion altamente regulada de las proteinas
ATG.

La nucleaciéon y ensamblaje de la membrana del fagéforo inicial requiere de la
proteina Atg9 y del complejo de fosfatidilinositol 3-quinasa de clase Ill. Un
miembro de esta familia de quinasas, Vsp34, es la unica PI3-quinasa identificada
en levaduras y se ha conservado evolutivamente a través de mamiferos. Este
complejo estd compuesto, junto con Vsp34, por Vpsl5 (p150 en células de
mamiferos), Atgl4 (Barkor o mAtgl4 en células de mamiferos) y Atg6 / Vps30
(BECLIN 1 en células de mamiferos). La funcion de BECLIN 1 en la autofagia
estd regulada por BCL-2 (linfoma de células B / leucemia-2), una proteina

antiapoptética que inhibe la autofagia al unirse y secuestrar BECLIN 1 en
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condiciones ricas en nutrientes, por el contrario, BCL-2 se disocia de BCL-1y se
induce la autofagia (Figura 3) (16). En relacion con esto ultimo, se ha visto que
la interrupcion del complejo BECLIN 1 — BCL-2 es un mecanismo eficaz para
aumentar la autofagia, prevenir el envejecimiento prematuro, mejorar la salud y

promover la longevidad en los mamiferos (17).

FIP200

Lysosome

“BECLINT

Autolysosome

Figura 3. Papel de ULK-1 en la induccion de la autofagia mediante la activacion de
Atg9 y del complejo VPS34 (16).

En las levaduras, el complejo de fosfatidilinositol 3-quinasa de clase 111 produce
fosfatidilinositol 3-fosfato (P13P) y participa en la seleccidn para la estructura pre-
autofagosomal de varias proteinas ATG de levadura que se unen al PI3P, como
Atgl8, Atg20, Atg21 y Atg24. En la levadura, Atg20 y Atg24 interacttan con el
complejo Atgl-Atg13-Atgl7, mediando la induccién de la autofagia. EI complejo
de fosfatidilinositol 3-quinasa de clase 111 junto con las proteinas ATG anteriores,
recluta al fagoforo dos sistemas de conjugacién similares a ubiquitina (UBL)
interrelacionados, Atgl2-Atg5-Atgl6 y Atg8-PE. Estos sistemas juegan un papel
esencial en la regulacion del alargamiento y expansion de la membrana del
autofagosoma en formacion, funcionan tanto en la autofagia selectiva como en la

no selectiva y estdn muy conservados evolutivamente (13).

Tanto Atg12 como Atg8 se conjugan de forma similar a la ubiquitina:
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Atgl2: se activa inicialmente por Atg7 (enzima activadora de E1),
después se transfiere a Atg10 (enzima conjugadora de E2) y finalmente
se une covalentemente a una lisina interna de la proteina Atg5. El
conjugado Atgl2-Atg5 interactla con una proteina Atgl6 para formar
el complejo Atgl12-Atg5-Atgl6 y se une al fagéforo. Este complejo
Atg12-Atg5-Atgl6 se localiza principalmente en el lado externo del
fagoforo (Figura 4) (13).

Atg8: en levaduras Atg8 se sintetiza como una proteina soluble
inactiva y necesita ser procesada postraduccionalmente para unirse
covalentemente a una molécula de fosfatidiletanolamina (PE) de la
membrana preautofagosomal (18). A diferencia del conjugado Atgl12-
Atgb, la conjugacion Atg8-PE es un proceso reversible.

El proceso de activacion se inicia con la escision de su region C-
terminal por la cisteina proteasa Atg4, exponiendo un residuo de
glicina esencial para las posteriores interacciones. El extremo C-
terminal de Atg8 se adenila en una reaccion dependiente de ATP por
laenzima E1, Atg7, formando un intermediario tioéster Atg8-Atg7 que
se transfiere a la enzima E2 (Atg3). Por ultimo, Atg8 se conjuga con el
lipido fosfatidiletanolamina (PE) donde el resto carboxilo C-terminal
de Atg8 se une covalentemente al grupo amina de PE (enlace amida).
Este paso esta facilitado por el conjugado Atgl2-Atg5-Atgl6 similar a
E3 (Figura 4) (13).

En condiciones ricas en nutrientes, la mayoria de Atg8 es citosélico.
Sin embargo, tras la induccion de la autofagia, Atg8 esta de forma
conjugada con lipidos y se localiza a ambos lados del fagéforo. El
complejo Atg8-PE interviene, al menos, en dos funciones. Por un lado,
participa en el alargamiento del fagéforo o0 membrana de aislamiento
y también tiene un papel importante en el reconocimiento de cargas
selectivas a través de receptores/adaptadores de carga. La lipidacion
con PE se emplea para monitorizar la induccion de la autofagia (18).
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Figura 4. Mecanismo molecular de la autofagia. A) Formacion del
autofagosoma. B) Sistemas de conjugacion Atgl2 y Atg8 (18).

4. Fusion de vesiculas y ruptura de autofagosomas

Una vez completada la formacion del autofagosoma, el Atg8 que esta adherido a
la membrana externa es escindido de PE por Atg4 (rompe el enlace amida) y
liberado de nuevo al citosol. Esta liberacion de Atg8 de los autofagosomas
maduros facilita la fusion de estas estructuras con los lisosomas.

Finalmente, la degradacion de la vesicula interna depende de una serie de
hidrolasas acidas lisosomales / vacuolares y el contenido regresa al citoplasma

por medio de permeasas vacuolares como Atg22 (13).

SISTEMA DE CONJUGACION ATG4-ATGS8

La proteina Atg4 se identifico inicialmente en levaduras como la Unica cistein proteasa
especifica de Atg8. Esta cistein proteasa es necesaria para la activacion de la proteina
Atg8 inmadura, escindiendo su region C-terminal y exponiendo un residuo de glicina
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(GLY116) esencial para su union al fagéforo. Ademas, Atg4 también es responsable de
la recuperacion de Atg8 a través de la delipidacion de Atg8 de los autofagosomas maduros
y de otras membranas a los que se une por error (Figura 5) (19). Dado que tanto la reaccién
de procesamiento como la de delipidacion son importantes para la formacion de los
autofagosomas, la inhibicion de esta proteasa conduce a la inhibicion de la autofagia en
la formacion de los autofagosomas; por tanto, es de especial interés para el desarrollo de

inhibidores autofagicos (19).

Figura 5. Sistema de conjugacion Atg4-Atg8 (19).

Tanto Atg4 como Atg8 estan conservados evolutivamente de levaduras a mamiferos. Las
levaduras tienen un Unico gen Atg4 y Atg8; mientras que los eucariotas superiores
conservan multiples homologos para ambas proteinas (Figura 6). En mamiferos se
conocen cuatro ortélogos de Atgd: ATG4A/Autofagina-2, ATGB/Autofagina-1,
ATGC/Autofagina-3, ATG4D/Autofagina-4. La secuenciacion de los genes que codifican
estos ortdlogos pone de manifiesto la divergencia evolutiva de este gen en dos subfamilias
concretas: ATGAA/ATG4B Y ATGAC/ATGAD (Figura 6) (20). En el caso de Atg8 hay
seis ortdlogos que se agrupan en dos subfamilias: la proteina 1-cadena ligera 3 asociada
a microtubulos (MAP1-LC3) que incluye LC3A, LC3B, LC3C, este ultimo en humanos
y GABARAP (GABARAP, GABARAPL1 y GABARAPL?2/ GATE16). La mayor parte
de la comprension actual sobre los homélogos humanos de Atg8 proviene de la proteina
LC3B, y la mayoria de sus propiedades moleculares se extrapolan a la subfamilia en su
conjunto (20). Las subfamilias de LC3 y GABARAP difieren tanto en las caracteristicas

estructurales como en el papel funcional en la formacion del autofagosoma. Actualmente
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se conoce que actuan diferente en las primeras etapas de la biogénesis de autofagosomas:
los LC3 estan involucrados en el alargamiento de la membrana del fagéforo mientras que
la familia GABARAP / GATE-16 es esencial para una etapa posterior en la maduracién

del autofagosoma (21).

A B
Atg4 Arg8 Hs_
Dm_Atgé-1
Human Hsa_Acg4D
/_/R Ce_Atgd-2 Mmu_Acgdd
4 Atgd 6Atg8
orthologues orthologues
ATG4A LC3A
ATG4B LC3B
ATG4C LC3C
ATG4D GABARAP
GABARAPL| (ATGS8L)
GABARAPL2 (GATEI6)

Figura 6. Incremento de la complejidad en el sistema Atg4-Atg8 a lo largo de la evolucién. (A)
Comparativa entre Atg4 y Atg8 entre levaduras y eucariotas mas complejos (B) Representacion
de la amplificacién del gen Atg4 a lo largo de la evolucién (Sc, Saccharomyces cerevisiae; At,
Arabidopsis thaliana; Ce, Caenorhabditis elegans; Dm, Drosophila melanogaster; Mm, Mus

musculus; Hs, Homo sapiens) (20).

La actividad de cada proteasa ATG4 es diferente entre los ortdlogos de ATG4 y la
susceptibilidad a cada ortdlogo de ATG4 también es diferente entre los ortélogos de
ATGS. Pese a que la eficiencia catalitica de los ort6logos de ATG4 frente a los de ATG8
sea muy diferente, su afinidad de union es similar (21).

Es importante caracterizar la especificidad proteasa-sustrato para comprender las
funciones especificas y mas generales desempefiadas por las proteasas ATG4 de
mamiferos y sus sustratos. Recientemente, varios estudios han elucidado acerca de esta
especificidad al analizar la actividad de proteasas de ATG4 recombinantes hacia algunos
de los sustratos de ATG8 de mamiferos in vitro. Se ha descrito que ATGB es la enzima
con mayor espectro, capaz de procesar la mayoria de los sustratos Atg8 en humanos con
gran afinidad y eficiencia catalitica, por ejemplo, tiene capacidad de eficiencia de
procesamiento de LC3B 1500 veces mayor que los otros ortélogos de ATG4; Atg4A es
la segunda enzima mas potente, siendo una proteasa eficaz frente a GABARAP L2,
aunque es incapaz de escindir LC3B. Al comparar la estructura del centro catalitico de
ATG4A frente a ATG4B se observan similitudes en la triada catalitica (21). Los
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aminoacidos que interactian con LC3B en ATG4B también se encuentran en ATG4A,
con la excepcion de que en este Ultimo Leu232 se ve sustituido por 11e233 (22). De hecho,
se ha comprobado que la mutacion Leu 232 en 11e233 mejora la actividad de ATG4A
hacia LC3 (18). ATG4C y ATGA4D tienen capacidad de unirse de manera eficiente a los
sustratos, pero muestran una actividad catalitica reducida contra ellos, ya que solo pueden
procesar LC3B y GABARAPL2 (probablemente porque la triada catalitica tenga una
posicién que dificulte el acceso de estos sustratos). Tanto ATG4D como ATG4C
presentan sitios de escisién por caspasas, indicando una posible coordinacion entre

procesos apoptoticos y autofagicos en la célula (22).

Este sistema ATG4-ATG8 ha adquirido una complejidad notable a lo largo de la
evolucion, sugiriendo que el proceso de autofagia ademas de ser importante para la salud
celulary tisular, presenta nuevas funciones que estan siendo cada vez mas estudiadas. Por
ello, analizar el reconocimiento de los sustratos o las interacciones entre estas proteinas,

seria de especial interés para comprender y aislar funciones del proceso (20).

AUTOFAGINAS Y PATOLOGIAS

Dada la amplia diversidad de ortélogos y actividades descritas en el sistema ATGS8 de
mamiferos, se ha propuesto la hipotesis de que las proteasas ATG4 pueden estar

implicadas en diferentes procesos fisiologicos.

Los ratones Knock-out han sido herramientas de investigacién con importantes
limitaciones para los estudios globales in vivo realizado sobre autofagia, ya que proteinas
como Atg5, Atg3 o Atg7 son esenciales para la viabilidad de los ratones. Sin embargo, la
aparente redundancia funcional de la familia ATG4 ha hecho posible la generacion de
ratones deficientes en ATG4, que presentan un flujo autofagico alterado, pero son viables.
Esto hace que estos ratones sean unos excelentes modelos para evaluar las funciones in

vivo de la autofagia (19).

La bibliografia actual describe que los ratones deficientes en ATG4C sometidos a
periodos prolongados de ayuno necesitan de ATG4C para que se dé una activacion
méaxima de la autofagia en tejidos que dependen del consumo continuo de energia, como
el diafragma. Ademas, estos ratones atg4c -/- son mas susceptibles a desarrollar
fibrosarcomas inducidos por carcindgenos quimicos debido a la disminuciéon de la

actividad autofagica inducida por este estrés genotdxico (22). En el caso de los ratones
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deficientes de ATG4B se da una secrecién alterada y un ensamblaje de componentes
otoconiales en las regiones vestibulares del oido interno, conduciendo a trastornos del
equilibrio (23). Ademas, estos ratones deficientes en ATG4B muestran alteraciones en la
secrecion de proteinas tanto en las células de Paneth como la resorcidon Osea por los

osteoclastos, apuntando a una funcién de la autofagia en las células secretoras (24).

Ademas, estudios en células epiteliales inmortalizadas deficientes en ATG4 indican que
la maquinaria autofagica puede limitar el dafio del ADN vy la inestabilidad cromosomica
(25). Se ha demostrado que p53 puede unirse y regular ATG4A y ATGAC (entre otros
varios genes ATG como Atg7, Atgl0, Ulkl y Ulk2) en respuesta al dafio del ADN,
induciendo una respuesta autofagica que podria contribuir a la supresion tumoral,

mejorando la apoptosis dependiente de p53 (25).

En cuanto a la relevancia de las proteasas ATG4 en el cancer, se han encontrado diferentes
alteraciones estructurales en los genes que codifican estas enzimas en varias neoplasias
malignas, siendo el gen ATG4D el mas mutado seguido de ATG4B y ATG4C (19). No
obstante, pese a la evidencia genética actual sobre las autofaginas, se sabe poco sobre las
funciones especificas de estas proteasas autofagicas en la progresién del cancer. Por ello,
se necesitan mas estudios in vivo con mas modelos deficientes en ATG4, especialmente
para explicar el papel dual de la autofagia en el céncer, ya sea promoviendo la
supervivencia de las células cancerosas (usan la maquinaria de la autofagia para obtener
nutrientes) o suprimiendo la tumorigénesis manteniendo la homeostasis celular (por

ejemplo, el papel de las ATG4 como posibles genes supresores de tumores) (26).

También se ha observado una funcion alterada de ATG4 en las enfermedades
inflamatorias intestinales (colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn) ya que una autofagia
interrumpida resulta en un procesamiento deficiente de los componentes bacterianos,
desencadenando las respuestas inflamatorias exacerbadas que caracterizan estos

trastornos intestinales (19).

Las proteasas ATG4 (especialmente ATG4B y ATG4D) también se han visto implicadas
en la patogénesis de enfermedades infecciosas causadas por virus y paréasitos, ya que se
sabe que emplean la autofagia para su supervivencia, diferenciacion y virulencia. Por ello,

una intervencion terapéutica a este nivel podria bloguear o ralentizar la infeccién (19).
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Finalmente, la evidencia acumulada durante la Gltima década indica que la autofagia
también tiene un papel directo en la modulacion del envejecimiento. El envejecimiento
es un fendmeno biologico caracterizado a nivel celular por una acumulacion progresiva
de proteinas disfuncionales y organulos dafiados. Esta acumulacion da como resultado la
interrupcion de la homeostasis celular, la degeneracion progresiva y aumenta el riesgo de
muerte celular (27). En relacidn con esto, se ha descrito en varios organismos modelo una
disminucion natural en la funcion autofagica en varios 6rganos y tejidos especificos con
laedad. Probablemente esta pérdida degenerativa de la actividad autofagica en las células
envejecidas limite la capacidad de la célula para mantener una poblacién de proteinas y
orgéanulos saludables con el paso del tiempo, contribuyendo a una pérdida progresiva de
la funcién celular y finalmente llevando a la muerte celular (28).

Pese a que se esta investigando cada vez més el papel de las autofaginas en un contexto
fisiopatoldgico, se necesita enriquecer el campo con mas estudios concluyentes para
definir los determinantes precisos de la autofagia en la salud y en la enfermedad, ya que

es un tema en auge con gran potencialidad en el ambito biomédico.

OBJETIVOS E HIPOTESIS

El objetivo de este trabajo de fin de master realizar una caracterizacion funcional de las
proteasas de la familia ATG4 (autofaginas), con especial interés en ATG4A y ATGAC, a
partir de cultivos in vitro de fibroblastos adultos (AFs) de ratén y estudiar el flujo
autofagico en ausencia de ATG4A, por un lado y de ATG4A, ATG4B Y ATGD
simultaneamente, por otro. Para ello, se cuenta con lineas celulares Wild Type (WT) que
presentan todas las autofaginas y lineas que son triples Knock-out (TKO) para las
autofaginas ATG4A, ATGB y ATG4D; es decir, que Unicamente presentan ATG4C.
Estas células triples Knock-out, procedentes de organismos modificados genéticamente
de la Universidad de Oviedo, facilitaran la comprensién acerca de las funciones que puede

desempefiar ATG4C cuando es la Unica proteasa expresada.

Ademas, con el fin de reforzar estos resultados, se pretende estudiar el flujo in vivo en
modelos animales que son Knock-out para ATG4A vy ratones que Unicamente poseen
ATGA4C, comparéndolo con ratones que presentan todas las autofaginas (WT). La
disponibilidad de estos modelos animales proporciona la posibilidad de analizar las
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consecuencias de la ausencia de ATG4A y de la Unica presencia de ATGA4C ante los
distintos ort6logos de ATG8 in vivo, en ratones de laboratorio.

En lo que respecta a las lineas celulares WT, se espera que los sustratos de las subfamilias
MAP1/LC3 y GABARAP sean procesados correctamente, permitiendo la formacion de
autofagosomas y un correcto desarrollo del proceso de autofagia. Por otro lado, de la linea
TKO se deben tener una serie de consideraciones. La bibliografia actual describe que
tanto ATG4B como ATGA4A son las proteasas que tienen capacidad para procesar los
sustratos ATG8 (especialmente LC3B y GABARAP-L2 respectivamente); siendo
ATGA4C y ATG4D menos eficientes en cuanto a su actividad catalitica (21). Por ello, se
espera que haya una baja efectividad del procesamiento de los sustratos del subgrupo
MAP1-LC3 y GABARAP en estas lineas. Ademas, se ha descrito recientemente que
Atg4D es la principal enzima delipidante de los ATG8 de mamiferos; por lo que en estas
celulas TKO se espera un acumulo de estos en su forma unida a la membrana (29).

En cuanto a los modelos animales, el especial interés en el estudio de los ratones mutantes
para ATG4A se debe a que, asi como para las otras autofaginas si que se han publicado
diferentes articulos que muestran su papel funcional en modelos animales, en ATG4A

apenas existen estudios claros que muestren actividad.

MATERIALES Y METODOS

1.CULTIVOS CELULARES
1.1 Cultivo de fibroblastos de oreja de raton (AFs).

El trabajo experimental se ha realizado con células inmortalizadas de fibroblastos adultos
procedentes de oreja de raton (iAFs). Las orejas de ratones recientemente sacrificados se
esterilizaron con etanol 70%, se enjuagaron en PBS y se cortaron en pequefias secciones
(10 mm) con tijeras esterilizadas. Después se trocearon con un bisturi desechable hasta
que quedd una mezcla densa. Las orejas se incubaron con una mezcla de 500 pl de 4mg
de colagenasa (Roche Applied Science) y 4mg de dispasa (Roche Applied Science) por
un mililitro de DMEM (Unicamente DMEM, sin ninguna adicion) durante 45 minutos en
una incubadora a 37°C y 5% de CO2. Posteriormente se le afiadiéo 5 ml de DMEM+ 10%

de suero fetal bovino (FBS)+ 1X de antibidtico antimicotico y se dejé incubando toda la
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noche. Al dia siguiente, la mezcla se filtr6 mediante filtros especificos de 100 um de
tamarfio de poro y se centrifugdé 5 minutos a 1200 rpm. El pellet se resuspendié en 1mL
de medio de cultivo y se plaqueo en una placa de 12 pocillos. Pasados uno o dos dias las
células comenzaron a adherirse y crecer. Al segundo dia se retird el sobrenadante y se
afiadio medio de cultivo nuevo. Cuando la placa estuvo completamente confluyente, se
tripsinizo y se paso todo a un solo pocillo de una placa de 6 pocillos (pase 1). Las células

se expandieron y congelaron a distintos pases.

El medio de cultivo usado para las células es el Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM- GIBCO 414965-039) suplementado con: 10% de suero fetal bovino (GIBCO
10270-106), 1X de aminoacidos no esenciales (GIBC0O11150-035), 10 mM de buffer
HEPES (GIBCO 15630-056), 2X de Penicilina- Estreptomicina- Glutamina (GIBCO
10378-016), 1X de antibidtico antimicético (GIBCO 15240-062), 66 uM de 2-
Mercaptoetanol (GIBCO 31350-010) y 1mM de piruvato de sodio (GIBCO 11360-039).

1.2 Inmortalizacion de las células

La inmortalizacion de células primarias es un proceso de multiples etapas con la finalidad
de inactivar genes que regulen negativamente la progresion del ciclo celular, en
consecuencia, las células adquieren la capacidad de dividirse indefinidamente. Para ello,
Se generan virus que porten oncogenes y posteriormente se realiza la transduccion de las
celulas primarias con dichos virus. En estas células se han inactivado genes que inhiben
la accion de los supresores tumorales p53 y Rb. El gen codificante del antigeno T grande
del virus SV40 es el que se ha empleado para inmortalizar estas células; como resultado
se activa la transcripcién mediada por E2F mediante la disgregacion de los complejos Rb-
E2F (la interaccion de Rb con los factores de transcripcién E2F inhibe la transcripcién de
genes que codifican proteinas necesarias para la replicacion del ADN vy la progresion del
ciclo celular) y se inhibe p53. En consecuencia, no va a haber arresto en el crecimiento,
y la proliferacion va a estar inducida por la eliminacion del efecto represivo de Rb sobre
E2F. Las celulas fueron transfectadas con el plasmido pBABE-puro SV40 LT (Addgene
Plasmid Cat#13970), con un marcador de seleccion: un gen de resistencia a puromicina.

Para la seleccién con antibiotico, se cultivaron las células dos dias en el medio de cultivo

de las AFs. Después, se le afiadié puromicina al medio de cultivo (0.5 ug/mL) y luego se
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cultivaron otros cuatro dias en presencia de 2ug/mL de puromicina. Finalmente se volvio

a poner una concentracion de 0,5 ug/mL (excepto dos pases antes del experimento).

Los controles sin infectar murieron completamente entre el dia nueve y el once, pero
durante todo el proceso fue necesario revisarlos. Las células resistentes, es decir, las que

incorporaron el plasmido, son las que sobrevivieron.

Dado que el trabajo con virus expone a los trabajadores a una serie de riesgos,
especialmente biologicos, las células inmortalizadas fueron proporcionadas por el
personal cualificado del laboratorio.

1.3 Mantenimiento de las lineas celulares

La induccion del flujo autofagico en las células WT y las células que Unicamente
expresaban Atg4C se ha realizado en la sala de cultivos celulares. Es necesario tomar una
serie de medidas de seguridad en esta sala como, por ejemplo, usar obligatoriamente bata,
guantes y mascarilla; evitar la entrada en el laboratorio con material de fuera de la sala;
usar exclusivamente el material de la sala de cultivos para esa sala, desinfectar con etanol
70% todo lo que entre o salga de la sala de cultivos, etc. Ademas, dentro de esta sala se
deben respetar todas las medidas de higiene basica para evitar contaminaciones (ventanas
cerradas, cerrar debidamente las puertas de acceso al laboratorio, limpiar las campanas
de flujo antes y despues de utilizarla con H20d y EtOH 70%, limpiar inmediatamente

cualquier derrame de medio de cultivo o suspension celular, etc.).

Las células permanecieron en placas de cultivo en un incubador a 37 °C al 5 % de CO2.
El medio de cultivo requerido para el mantenimiento de las mismas fue el medio DMEM
complementado con 50 ml de FBSi, 5 ml de piruvato sédico 100mM (100X), 5 ml de
solucién tamponadora HEPES 1 M, 5 ml de aminoéacidos no esenciales (100X), 800 ul de
2-Mercaptoetanol 50 mM, 5 ml de antibi6tico — antimicédtico y 5 ml de PSG.

Las células también se pueden mantener congeladas en un contenedor a -140 °C, en un
medio compuesto por FBSi y 10 % DMSO en criotubos (el dimetilsulféxido es un
solvente altamente polar y su uso como crioprotector evita que se formen cristales que

puedan dafiar las membranas celulares durante el proceso de congelacion).

19



Nerea Gonzélez Macias
Maéster en Biomedicina y oncologia molecular
Trabajo de Fin de Master

1.4 Genotipado de las células
1.4.1 Extraccion de ADN

Antes de realizar la induccion, se extrajo el DNA de las células plaqueadas
para verificar su genotipo. Las células se trataron con buffer de lisis 2X (200mM
Tris pH 7,4+200mM EDTA pH 8+1% SDS) y 10-20 mg/ml de proteinasa K,
durante 2 horas a 55°C. La finalidad de esto era degradar las membranas y
las proteinas presentes en la solucion celular. Como también se queria degradar
el RNA de la muestra se afiadi6 RNasa A hervida. Para precipitar el DNA se
empled isopropanol y AcNh4 7,5M lavado con etanol frio al 70% y resuspendido
finalmente en tampon TE (10mM Tris pH 8+1mM EDTA pH 8).

1.4.2 PCR, electroforesis en gel de agarosa y secuenciacion

El genotipado de ATG4B, ATGAC y ATG4D se realizd por PCR (Polymerase
chain reaction) usando oligonucleétidos especificos que hibridasen con regiones
especificas de dichos genes que difieren entre los alelos WT y KO. En mi caso,
las células fueron facilitadas ya genotipadas por el grupo de laboratorio. No

obstante, a continuacion, se explica brevemente el procedimiento.

A partir del DNA extraido de las lineas celulares, se afiadieron los componentes
necesarios para que se lleve a cabo la reaccion: 1,6ul de ANTPS 2,5mM; 0,4ul de
cada oligonucleotido 10 umolar; 0,6uL de MgCl2, 2ul. de Buffer para PCR sin
Mg2+, 1uL de DNA y 0,16uL de Taq DNA polimerasa. El programa de PCR se

muestra en la tabla 1.

Tras la amplificacion, las muestras resultantes se separaron por electroforesis en
gel de agarosa al 1,5 % en TBE (Tris Boratos EDTA), usando bromuro de etidio
para la deteccion de las bandas correspondientes a los amplicones de interés y el

Marker V (Sigma-Aldrich®) para revelar el peso molecular de los mismos.

Para el gen ATG4A no se pudieron disefiar oligonucledtidos especificos ya es
una linea obtenida por el sistema CRISPR/Cas9. Por ello, se determind su

genotipo por secuenciacion mediante el método de Sanger.
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TEMPERATURA TIEMPO

95°C 5 minutos

95°C 30 segundos

T “annealing” 30 segundos 35 CICLOS
72°C 30 segundos

72°C 7 minutos

4°C 5 minutos

Tabla 1. Condiciones PCR. Considerar que las temperaturas de “annealing” son especificas para
cada oligonucledtido (Atg4B a 58°C, Atg4C a 59°C y Atg4D a 60°C).

1.5 Induccion del flujo autofagico

Para inducir el flujo de autofagia se deben tener las células en buen estado y con una
confluencia en torno al 70-80%. La dilucidn adecuada de la suspension celular que dara
la confluencia celular deseada en el cultivo varia de un tipo de célula a otro, asi como de
acuerdo con la duracion y el tipo de tratamiento experimental. Por tanto, esto debe
evaluarse empiricamente en cada caso. El dia previo al ensayo, se plaguearon las células
de cada linea en medio DMEM en cada placa de cultivo y una vez comprobado que tanto
las células tanto wild type (wt) como TKO (atg4abd-/-) estaban en buen estado se
prepararon las cuatro condiciones diferentes (Figura 7):

+ Control de estudio: da informacion sobre el flujo autofagico basal. Se utilizo el
medio completo DMEM.

+ Ayuno: Se emple6 como medio bajo en nutrientes el medio EBSS 1X (flujo
autofagico inducido por ayuno; NF:nutrient free). EI medio EBSS 1X se
caracteriza por presentar en su composicion Unicamente sales y glucosa en muy
baja concentracion (1 g/l), de forma que las células sufrieron una restriccion
caldrica durante el ensayo y, por ende, induccion de la autofagia.

+ Control + Bafilomicina Al: la Bafilomicina es un inhibidor de las Gltimas etapas
de la autofagia ya que actla en momento de fusion entre autofagosomas y
lisosomas; la empleada en el estudio fue la Bafilomicina Al (Enzo Life Science,
Cat # BML-CM110-0100, CAS: 88899-55-2).

+ Ayuno + Bafilomicina Al.
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Una vez que se tienen las células bajo estas condiciones se deja durante tres/cuatro horas

en el incubador (37 °C al 5 % de CQO2).

A) Control B) Ayuno
6ml 6ml
WT WT
12 ml de medio de  6ml 12 ml de medio EBSS 6ml
cultivo e (Earle’s Balanced Salt s
Solution)
C) Control + Bafilomicina A1 D) Ayuno + Bafilomicina A1
6ml 6ml
wT wWT
12 ml de medio de ~ 6ml - 12 ml de medio EBSS 6ml -
cultivo +12 pl de BafAl wir D +12 pl de BafAl b

Figura 8: Condiciones en el flujo autofagico. A) Control, se emplea el medio de cultivo
DMEM. B) Ayuno, el medio EBSS (sin aminoacidos) induce la autofagia. C)
Control+BafAl (La bafilomicina es un inhibidor de las ultimas etapas de la autofagia,

actla en el momento de fusion entre autofagosomas y lisosomas). D) Ayuno +BafAl.

1.6 Extraccion de proteinas

Tras la induccion del flujo autofagico pasadas tres/cuatro horas, se realizé la extraccion
de proteina de estas células para posteriormente analizarlas mediante la técnica de
Western Blot.

Para la extraccidn proteica se llevaron a cabo los siguientes pasos:

« Aspirar el medio de cada pocillo donde estan las células con las diferentes
condiciones.

o Lavar con PBS 1X para eliminar los restos de medio y las células muertas. Es
importante realizar todo en una campana de flujo laminar para evitar posibles
contaminaciones.

« Aifadir a cada pocillo 250 pl de tripsina para que las células se desprendan y dejarlo

en torno a 5 minutos en el incubador a 37°C y 5% de CO2.
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« Neutralizar la tripsina afladiendo 1ml de medio y pipetear arriba y abajo para despegar
completamente las células del pocillo.

« Unavez despegadas, pasar a un tubo Eppendorf® de 1.5 ml y centrifugar dos minutos
a 10.000 rpm.

« Extraer el sobrenadante y lavar el pellet con PBS 1X.

« Afadir el tampon de lisis RIPA para disgregar la membrana plasmatica y liberar el
contenido intracelular. Este tampon ademas contiene una solucién que regula el pH,
junto con inhibidores de proteasas y fosfatasas (se afiade en torno a 30-60 pl del
tampdn RIPA a cada tubo Eppendorf®, dependiendo el tamafio del pellet). EI tampon
de lisis RIPA esta compuesto por 100mM TRIS pH 7,4, 100mM EDTA pH 7.4,
150mM NacCl, 0,1 % de SDS, 1% TRITON-X100, PhoSTOP y Complete.

« Dejar el homogeneizado 10 minutos en hielo reposando para que la lisis de las células
se lleve a cabo completamente.

« Centrifugar 10 minutos a 4°C y 13.000 r.p.m.

« Recoger el sobrenadante donde esta el extracto proteico de interés y pasarlo a un
nuevo tubo Eppendorf® de 1,5 ml. El pellet contiene restos de membranas, entre otros
componentes residuales.

« Cuantificar el extracto mediante el ensayo de &cido bincinconinico (BCA).

1.7 Cuantificacién proteica

Antes de realizar la electroforesis en gel, es necesario cuantificar la cantidad de
proteina total en la muestra de interés que se ha extraido previamente. Para ello, se
empleo el método del BCA (ensayo del acido bicinconinico), una prueba empleada
para la deteccion colorimétrica y la cuantificacion de proteinas. Este ensayo combina
la reduccién del i6n cuprico (Cu2+) a ién cuproso (Cul+) en un medio alcalino
(reaccion de Biuret) y la deteccion de este cation usando un reactivo que contiene el
acido bicinconinico. La intensidad del color producido es proporcional al nUmero de
enlaces peptidicos que participan en la reaccion. EI complejo BCA-cobre es soluble
en agua y presenta una fuerte absorbancia lineal a 562 nm con concentraciones

crecientes de proteina.

Una de las principales ventajas del ensayo BCA es que produce una curva de respuesta

lineal, de esta forma se puede determinar de forma precisa la concentracion de
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proteinas desconocidas. El Kit empleado en el laboratorio fue el “BCA protein Assay
Reagent PIERCE Prod, 23227 de la casa comercial Thermo Fisher Scientific el cual
consta de dos reactivos: el reactivo A (BCA protein Assay Reagent A) que contiene
principalmente carbonato y bicarbonato sddico, acido bicinconinico y tartrato

disddico, y el reactivo B (BCA protein Assay Reagent B) que contiene sulfato cuprico.

Para cuantificar la cantidad de proteinas se elabord una recta patron en base a las

absorbancias medidas para diferentes concentraciones conocidas de BSA (Figura 9).

Preparacion de la recta patron

20pL H20+  195pLH20+  19pL H20+ 18 uL H20+ 15 pL H20+ 10 pL H20+ 0 pL H20+
OplBSA 0 ,5u1BSA 1plBSA 2p1BSA 5plBSA 10 plBSA 20 p1BSA
OmgmlBSA 001 mgmlBSA 002mgmIBSA 0,04 mg/ml BSA 0,1 mg/ml BSA 0,2 mg/ml BSA 0,4 mg/ml BSA

Figura 9. Preparacion recta patron. Coloracion violacea progresiva de los estandares a
medida que aumenta la concentracién de BSA.

Ademas, se prepararon los tubos Eppendorf® con las muestras de interés de las cuales
interesaba saber la concentracion. Para ello, se afiadié 2 ul de muestra y 18 ul de agua.

En total, quedaron todos los Eppendorf® con un volumen de muestra final de 20 pl.

El siguiente paso fue preparar el reactivo que da color a las muestras, este reactivo esta
compuesto por una mezcla de 50 partes del BCA protein Assay Reagent A y 1 parte del
BCA protein Assay Reagent B. A continuacion, se echaron 80ul de la mezcla a cada
Eppendorf® (tanto de la curva patron como de las muestras), obteniendo un volumen total
de 100 ul y se dejo incubando a 37°C media hora para que tenga lugar la reaccion.
Transcurrido el tiempo se midi6 la absorbancia a 562 nm en el espectrofotometro (The
Thermo Scientific NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer). Dentro del programa de
Nanodrop se selecciond la funcion de “BCA protein” y se realiz0 en primer lugar la recta
patrén con los estandares. Lo idoneo es obtener un coeficiente de determinacion superior
al 0,99. Las concentraciones correspondientes a los extractos de interés se obtuvieron
comparando las absorbancias resultantes con la concentracion proteica correspondiente a

la recta patrén para dicha absorbancia.
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1.8 Preparacion de los extractos

Una vez que sabemos la cantidad de proteina total por muestra, se rotularon nuevos
Eppendorf® en los que se prepararon las muestras para la electroforesis en gel de
poliacrilamida. Las muestras de proteinas se sometieron a una serie procesos quimicos y

fisicos para permitir su 6ptimo fraccionamiento en la electroforesis vertical.

La reaccion consistio en hervir las muestras en presencia de SDS (desnaturalizay da carga
negativa uniforme y proporcional a la masa de la proteina) y f-mercaptoetanol (reduce
los puentes disulfuro). En este trabajo se cargaron 15 pg del lisado de proteina y un
volumen total de 10 pl por pocillo, por lo que se tuvo que calcular cuantos pl de proteina
y cuantos de tampon de carga se necesitaban (4X y 1X). El tampdn de carga empleado
contiene glicerol (aporta densidad a la muestra), azul de bromofenol (marcador del frente
de avance de la electroforesis y de ayuda de visién de carga de los pocillos), SDS
(importante en la desnaturalizacion y el establecimiento de una relacién carga-tamafio
constante en la proteina, de forma que la movilidad de la proteina durante la electroforesis
sea exclusivamente proporcional a su peso molecular), B-mercaptoetanol (rompe los

enlaces disulfuro), y tampon (estabilizar el pH).

Una vez preparado se sometid la mezcla a una temperatura de aproximadamente unos
95°C entre 5-10 minutos con el fin de desnaturalizar y obtener la estructura primaria de
las proteinas de forma que el SDS pudiera unirse a ellas. Finalizado el tiempo, se

centrifug6 durante unos segundos y se empleo para electroforesis.
1.9 Andlisis de proteinas mediante Western-Blot

La técnica de Western- Blot o inmunoblot sirve para la inmunodeteccién y cuantificacion
de proteinas especificas en homogenados celulares complejos. Esta técnica combina el
poder de resolucion de la electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) o SDS-PAGE y
la especificidad de los anticuerpos para detectar proteinas especificas. Las proteinas se
resuelven sobre la base de su peso molecular en SDS-PAGE vy se transfieren del gel de
poliacrilamida a las membranas (nitrocelulosa 0 PVDF, en este trabajo se han empleado
PVDF), creando una réplica exacta del patron de separacion de proteinas en la membrana.

La electroforesis en gel de poliacrilamida requiere la construccion de un hidrogel, el
soporte donde tiene lugar la separacion de proteinas. Los componentes del gel son:
Acrilamida/bisacrilamida 37.5:1, 1,5M del tampdn tris pH 8,8 + 0,4% SDS, 1,5M del
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tampon tris pH 6,8 + 0,4% SDS, 25% persulfato aménico y TEMED (estos ultimos
generan los radicales necesarios para iniciar la reaccién). Estos geles, compuestos por dos
partes: separacién y empaquetamiento, se colocaron en unas cubetas junto con tampon de
reservorios 1X (192mM glicina, 25mM TRIS, 0,1% SDS). Las muestras se cargaron en
los pocillos que se encuentran en la parte superior del gel (gel de empaquetamiento). En
este trabajo se han cargado 15 ul por pocillo y se ha seleccionado un voltaje entre 75-

150V y un amperaje constante de 25mA por gel durante toda la electroforesis.

Una vez finalizada la electroforesis, las proteinas fueron transferidas a una membrana de
fluoruro de polivinilideno (PVDF) activada previamente con metanol debido a su
naturaleza hidrofdbica. La electrotransferencia se realizd fijando el voltaje a 50 V y
amperaje maximo durante 2 horas en un modulo de transferencia en presencia de tampén
de transferencia CAPS 1X (10 nM CAPS, 4 nM NaOH, 20 % MetOH).

Transcurridas las dos horas se bloqued la membrana con el fin de evitar uniones
inespecificas por el anticuerpo a la superficie de la membrana. El bloqueo se llevo a cabo
con leche al 5% y TBS-T 1X (Tris, NaCl y Tween20). El siguiente paso consistio en
hibridar la proteina diana (que se habia transferido del gel a la membrana de PVVDF) con
un anticuerpo primario. Para llevar a cabo este proceso se elimind en primer lugar la
solucion de blogueo y se afiadié la solucion de TBS-T con el anticuerpo primario diluido
en leche al 5% o BSA (en funcion de las especificaciones del fabricante). El anticuerpo
primario se dejé durante toda la noche en agitacion en la camara fria de 4°C.

En este estudio, se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales:

- Anti-SQSTM1 (MO01, clon 2C11) (Abnova Corporation, n° de
catalogo H00008878-M01); anti-LC3A (Proteintech, Cat # 12135-1-
AP); anti-LC3B (Novus, Cat # NB600-1384); anti-GABARAP
(MBL International, Cat # PMO037); anti-GABARAPL1 (ATGSL)
(Proteintech, Cat # 11010-1-AP); anti-GABARAPL2 (GATE-16)
(MBL International, Cat # PM038); anti-beta-actina (Sigma-Aldrich,
Cat # A2228) y anti-GAPDH (Novus Cat # NB300-320).

Tras la incubacion con el anticuerpo primario se efectuaron tres lavados de 5 minutos con
TBS-T 1X y un lavado final de 15 minutos en TBS-T 1X. A continuacion, se procedi6 a
afiadir el anticuerpo secundario el cual se prepar6 en solucion de TBS-T 1X al 3% de
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leche. Es empleado normalmente a una concentracion de 1:10000 y se dejo6 en agitacion
a temperatura ambiente durante una hora. Transcurrido el tiempo se lavo con TBS-T 1X

de la misma manera que el anticuerpo primario.

El anticuerpo secundario, que hibrida con el primario, estda marcado con una enzima
(peroxidasa de rabano) que, en presencia de luminol, emite una luz que se recoge en una
camara fotogréafica de alta sensibilidad (equipo Odyssey®, LI-COR) y es esta sefial la que

represente a la proteina diana.

2. Flujo autofagico in vivo

Paralelamente al trabajo llevado a cabo con los cultivos celulares, se disefid un
experimento in vivo en el cual los ratones se sometieron a una serie de condiciones

similares a las células con el fin de analizar el flujo autofagico en estos.

Estos ratones eran knock-out para la atg4a/Autofagina 2 y ratones WT controles, los
cuales presentaban todas las autofaginas. Los ratones knock-out de atg4a fueron
generados y genotipados (método de Sanger) previamente por el grupo de laboratorio y
el experimento fue aprobado por el Comité de Experimentacién Animal de la Universidad
de Oviedo (Oviedo, Espafia). Los grupos experimentales consistieron en comparieros de
camada de diferentes genotipos, empleando machos y hembras para descartar diferencias
dependientes del sexo.

Los ratones se agruparon en cuatro grupos diferentes: CONTROL, CONTROL +
LEUPEPTINA, Ayunados y Ayunados + LEUPEPTINA. La leupeptina es un inhibidor
de la autofagia que actlia sobre las serin y la cistein proteasas. En este trabajo se uso la
Leupeptin hemisulfate; Selleckchem Cat n° s7380. La dosis empleada fue de 30 mg/kg,
inyectando un volumen de unos 100 ul de leupeptina por cada 10 gramos de raton (los

ratones fueron pesados previamente).

El experimento se llevd a cabo durante tres dias: el primer dia se quit6 la comida a todos
los ratones por la noche, el segundo dia se dio comida a todos los ratones durante tres
horas. Después de las 3 horas se volvio a quitar la comida a todos los ratones. De esta
forma se minimiza la variabilidad debido a las diferencias en la ingesta de alimentos antes
de iniciar el flujo autofagico. El tercer dia es cuando se realizd el experimento, es muy
importante tener una cierta coordinacion con los tiempos de sacrificado e inyeccion de

leupeptina. A continuacion, se explica como se desarrollo (Figura 10):
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- Tiempo 0 horas: Dar de comer por cuatro horas a los ratones del grupo
CONTROL+LEUPEPTINA vy sacrificar al grupo AYUNO.

- Tiempo 2 horas: Inyectar leupeptina al grupo AYUNO
+LEUPEPTINA.

- Tiempo 4 horas: Inyectar leupeptina intraperitonealmente al grupo
CONTROL+LEUPEPTINA (llevaban 4 horas comiendo). En este
tiempo también se da de comer al grupo CONTROL.

- Tiempo 5 horas: Sacrificar al grupo AYUNO+LEUPEPTINA (deben
pasar tres horas desde que se inyecta la leupeptina hasta que se
sacrifican).

- Tiempo 7 horas: Sacrificar al grupo CONTROL+LEUPEPTINA.

- Tiempo 8 horas: Sacrificar al grupo CONTROL, siendo este el ultimo

grupo experimental a sacrificar.

Control Control + Leupeptina

Sacrificado; a las

WT g
“ e a las 4 horas * wT Comida: Inicio experimento
7 8 horas ) Leupeptina: a las 4 horas
“ Atghuls “ Atgda-/- Sacrificado: a las 7 horas
- ) *:\-)
Ayuno Ayuno + Leupeptina

W' Comida: No ‘ WT Comida: No
2 Leupeptina: a las 2 horas

Sacrificado: Inicio experimento =~ o
P ~ Sacrificado: a las 5 horas

Atgtas- ’ Atgda-/-

———

1

Figura 10. Esquema representativo del flujo autofagico in vivo.

A medida que se sacrificaban los ratones se extraian los tejidos de interés para el estudio:

cerebro, corazén, pulmén, higado, rifion, masculo, bazo, pancreas, timo y grasa.

Cada tejido se peso en una balanza de precision y se repartio de la siguiente manera: mitad
del tejido en PFA 4% en PBS (analisis histologicos) y la otra mitad congelado en un

Eppendorf® (analisis mediante Western Blot).
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2.1 Preparacion de los tejidos para anélisis mediante Western-Blot.

Es muy importante que los tejidos permanezcan en hielo seco durante todo el proceso
para asi mantener la cadena de frio (-80°C). Lo primero que se hizo fue preparar el
material que se iba a emplear: un bisturi desechable, unas pinzas, una placa Petri y unos
tubos especificos para el homogeneizador de tejidos “Precellys” previamente rotulados
con el raton y tejido correspondiente. Se colocaron los tejidos de interés sobre la placa de
Petri y se procedio a cortar lo mas rapido posible para de esta forma evitar la degradacion
por las proteasas. Los cortes de tejido se colocaron en los tubos de precellys y se pesaron
en la balanza de precision (en torno a 15-50 mg). A continuacion, se afiadieron 6 beads
por tubo y el tampdn de extraccion (RIPA + detergentes). La cantidad de RIPA que se
afiadio estuvo en torno a unos 200 pl por 10 mg de tejido. Hay que tener en cuenta que el
detergente y los componentes del RIPA sean los adecuados para la lisis y posterior
acondicionamiento (reduccion y carga negativa). Este buffer de lisis estd compuesto por
100mM TRIS pH 7,4, 100mM EDTA pH 7,4, 150 mM NaCl, 0,1 % de SDS, 1%
TRITON-X100, PhoSTOP y Complete. El siguiente paso fue poner los tubos en el
homogeneizador de tejidos (Precellys 24 tissue homogenizer, Bertin Technologies) y
seleccionar el programa 6000:2:20:0,05. Una vez finalizado se colocaron los tubos en
hielo en la cAmara fria de 4°C hasta que bajo la espuma generada, aproximadamente

media hora.

Una vez transcurrido el tiempo y con los tubos a una temperatura de 4°C se centrifug6 a
13000 rpm durante diez minutos, se recogié el sobrenadante (SN) y se desecho el pellet.

El Gltimo paso fue cuantificar el SN por BCA (mismo procedimiento que en las células).

RESULTADOS
1. Western-Blot

Con el fin de caracterizar las autofaginas, se analizaron mediante Western-Blot los tejidos
correspondientes a los ratones WT y atg4a -/- que se les habia inducido el flujo
autofagico, asi como de ratones y células que Unicamente presentaban la autofagina
3/AtgdC. Estos ratones que Unicamente presentan ATG4C fueron sacrificados

anteriormente por el grupo de laboratorio.

La técnica del Western-Blot permite detectar la especificad de las cistein proteasas ATG4

ya que, si no hay procesamiento, la banda Il correspondiente al sustrato en su forma
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lipidada no puede ser detectada puesto que esta modificacion no es posible sin el
procesamiento del sustrato. Esta es una técnica bésica pero muy importante para evaluar

la autofagia en un sistema experimental.

1.1. Andlisis del flujo autofagico en los cultivos celulares mediante WB (WT Y
atg4abd -/-)

El uso de bafilomicina Al, un antibi6tico macrolido, nos da informacién sobre el flujo
autofagico ya que aporta resultados en cuanto a la formacién de los autofagosomas. La
bafilomicina Al interactla especificamente con la bomba de protones V-ATPasa
lisosomal, inhibiendo la acificicacion, por lo que la degradacion de los sustratos en su
forma lipidada en la membrana interna del autofagosoma estara bloqueada, dando un
resultado méas preciso respecto al flujo autofagico en base a la proporcion de formas
lipidadas detectadas en las condiciones establecidas.

En condiciones de ayuno (medio EBSS), aumenta el flujo autofagico; esto se ve
representado por un aumento de los sustratos lipidados en las células para formar los
autofagosomas. Sin embargo, cuando las células permanecen un tiempo prolongado en
condiciones de privacion de nutrientes, la forma lipidada en la membrana interna del
autofagosoma sera degradada en el autolisosoma y los sustratos de la membrana externa
seran delipidados y devueltos al citosol. A nivel experimental, esto ocurre durante las 3/
4 horas que dura el ensayo de induccién por lo que la interpretacion de los resultados en
lo que respecta la formacion de autofagosomas en funcion a la observacion de formas
lipidadas de cada sustrato puede verse sesgada. Por ello, es importante comparar la
cantidad de las formas lipidadas (ATG8-II) en ausencia y en presencia de bafilomicina
Al, para poder asi interpretar bien los resultados obtenidos mediante los analisis Western-

Blot y poder determinar el flujo autofagico.

Esto indica que un aumento en las cantidades de sustratos lipidados en la mayoria de los
casos esta relacionado con la induccion de la autofagia. Ademas, es importante remarcar
gue una privacion de nutrientes prolongada aumentaria la muerte celular, y los
tratamientos prolongados con inhibidores como la bafilomicina Al tienen efectos

adicionales en las células, pudiendo aumentar la autofagia en lugar de bloquearla.
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Figura 11. Andlisis de los ortélogos de ATG8 en las diferentes lineas de estudio bajo las

condiciones control, medio bajo en nutrientes (NF) y Bafilomicina A1 mediante Western-Blot.

En relacion con esto, observamos en la Figura 11 que tanto en GABARAP L1 como en
GABARAP L2 de las células atg4abd -/- aparece una banda por encima con respecto a
las WT. Esto podria corresponderse con la banda sin procesar de los sustratos. No
obstante, el procesamiento no es del todo deficiente en el caso de GABARAP L2. Por el
contrario, tanto en GABARAP como en LC3B aparece un procesamiento normal por

estas células que unicamente presentan Atg4C.

En el caso de GABARAP L2 se aprecia que las células atg4abd -/- acumulan poca banda
lipidada; las WT para este sustrato tampoco acumulan mucha banda lipidada ni en
presencia de inhibidores; mientras que en GABARAP si que hay acumulacion de banda

lipidada en las células WT en condiciones de ayuno y de Bafilomicina Al.

En LC3A se observa que el procesamiento no es tan eficiente como el de LC3B y
GABARAP, pero si que hay intervencion en la formacion de los autofagosomas ya que
aparece la banda lipidada mas intensificada cuando afiadimos Bafilomicina Al con

respecto al resto de los sustratos.
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Por otro lado, también es importante estudiar los niveles de SQSTM1/p62 (p62), ya que
es un adaptador que reconoce componentes citoplasmicos que han sido marcados por
ubiquitinacion para la degradacion de la autofagia. De hecho, p62 actda como enlace entre
las moléculas objetivo y los sustratos Atg8 en la superficie interna de la estructura del
autofagosoma, siendo degradado con ellos en el ultimo paso del sistema. Asi, los niveles
de proteina p62 se correlacionan negativamente con un flujo de autofagia aumentado. Por
ello, en las células WT lo esperado es que la proteina p62 aumente en presencia de
Bafilomicina Al y disminuya en condiciones de privacion de nutrientes. Esto se ve
reflejado en la Figura 11, aunque no sea muy evidente el cambio, si que se aprecia que
hay menos proteina p62 tras el ayuno con respecto a las células que contenian el medio

con nutrientes. En el caso de la Bafilomicina Al los cambios no son tan evidentes.
1.2 Analisis del flujo autofagico en tejidos mediante WB (ratones WT y atg4a -/-)

Cuando se sacrificaron estos ratones que eran KO para la autofagina 2/atg4a se observo
que sus pulmones presentaban diferencias claras con respecto a los ratones WT, ya que
eran morfolégicamente diferentes y de un color rosaceo. Tras preparar los extractos se

analizaron mediante WB.

WT/ atg4a /- Lung
Control NF Control + Leu NF + Leu

WT KO WT KO

A — - LC3A-1I
B | - 1.C3A-T

- A N

-LC3B-1
-LC3B-II

- GABARAP-I

- GABARAP-IT

- GABARAPL1-I
- GABARAPL1-II

-p62

- Load

Figura 12. Andlisis de los ort6logos de ATG8 en los pulmones de los ratones de trabajo bajo las
condiciones control, ayuno y leupeptina mediante Western- Blot. GAPDH ha sido empleada

como control de carga.

En este experimento in vivo se empled como medidor de flujo autofagico la leupeptina.
Como se muestra en la figura, parece no haber grandes diferencias para ninguno de los

sustratos entre las células WT vy los ratones KO para la autofagina 2/atg4a. Podrian
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observarse pequefas diferencias en las bandas correspondientes a GABARAP-I en los
ratones ayunados y tratados con leupeptina ya que parecen estar por debajo con respecto
al resto de las condiciones, especialmente en los ratones KO. Sefalar que también se
realiz6 la incubacion de anticuerpos para el antigeno de GABARAPL2, pero los

resultados obtenidos tras varios intentos no fueron interpretables.

En la proteina p62 si parece haber cierta acumulacion cuando los ratones WT estan
ayunados y tratados con leupeptina, sin embargo, son resultados poco concluyentes ya
que tras la repeticion de los Western-Blot para corroborar los resultados, la diferencia fue
minima con respecto al resto de las condiciones. Ademas, el experimento con la
leupeptina parece no haber funcionado muy bien ya que al tratarse de un inhibidor
lisosomal esperariamos una acumulacion de las bandas correspondientes a los sustratos
que estan unidos a la fosfatidietanolamina (banda lipidada). Esto no es apreciable en la

Figura 12.

Dado que la bibliografia actual indica que Atg4A tiene un alto nivel de expresion en el
higado y que los cambios en las formas lipidadas de los sustratos son dependientes del

tejido, se analizaron también los higados de estos ratones (Figura 13).

WT/atg4a -/- Liver
Control NF Control + Leu NF + Leu

WT KO WT KO WT KO WT KO
-LC3AI
»
= ~ ] -LC3B-
15KkDA ® ‘ - -LC3B-I
i _ _ I — - GABARAP-I
sore e R e
o= [ .
- GABARAPL2-II
sios [ ] -5
- GABARAPLI-II
2104 w ) B | -
57108 = [ N -1+

Figura 13. Analisis de los ort6logos de ATG8 en los higados de los ratones de trabajo bajo las
condiciones control, ayuno y leupeptina mediante Western-Blot. GAPDH ha sido empleada

como control de carga.

Con respecto a la Figura 13, se aprecian diferencias en GABARAPL2 en condiciones
control y ayuno en la banda | con respecto a la banda Il tanto en los ratones WT como en

los KO para Atg4A. En condiciones de ayuno estos ratones no acumulan banda I, pero al
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hacer la proporcion de banda Il/banda I con respecto a los controles si que es mayor, lo
que puede indicar la participacion de GABARAPL2 en la formacion de los
autofagosomas en estas condiciones en los ratones de estudio. Esto se corrobora en las
bandas referentes a los ratones ayunados a los que se les inyecto leupeptina, ya que
aparece una banda Il claramente més significativa con respecto a los controles (tanto WT
como KO). Sin embargo, las diferencias entre ambos genotipos no son apreciables.

En GABARAPL1 no se observa mucha diferencia, Unicamente en los ratones ayunados

y tratados con leupeptina que si parecen tener mayor cantidad de este sustrato.

En GABARAP parece haber una mayor acumulacion de banda procesada en los ratones
que han sido tratados con leupeptina frente a los que no han sido tratados con este

farmaco, pero tampoco se ven diferencias claras entre genotipos.

Tanto en LC3A como en LC3B no parecen haber diferencias entre las condiciones y los

genotipos (Figura 13).

Con respecto a p62, si se aprecia un aumento en presencia de leupeptina y una
disminucion en condiciones de privacion de nutrientes tanto en los ratones WT, tal y como
se esperaba. Lo mismo ocurre con los ratones KO, lo que sugiere que la autofagia

funciona correctamente en estos ratones.
1.3 Andlisis del flujo autofagico en tejidos mediante WB (ratones WT y atg4abd -/-)

Al igual que se realiz6 el flujo en células que Unicamente presentaban la proteasa ATG4C,
el grupo del laboratorio sacrific6 meses antes ratones que eran KO para todas las
autofaginas excepto la 3/ATG4C. Estos ratones no fueron tratados con leupeptina ya que
presentaban un fenotipo severamente afectado. De estos ratones se analizé el musculo

esquelético, el higado, el cerebro, y el corazon.

En el masculo esquelético (Figura 14) se observan diferencias en todos los sustratos en
la banda lipidada de los ratones que Unicamente presentan ATG4C. Ademas, en los
sustratos LC3 de estos ratones triple knock-out (atg4abc-/-) aparece una mayor
proporcion de sustrato sin lipidar que en el caso de las WT. Esto podria resultar confuso
ya que estos ratones no presentan Atg4B, que es la principal proteasa encargada del
procesamiento de los sustratos LC3. También se aprecia que en todos los sustratos hay
mayor acumulacion de banda lipidada en los ratones TKO que en los WT. Esto es lo
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esperado ya que un estudio reciente de este grupo de laboratorio (29) describio el papel
de ATG4D como principal proteasa delipidante. Estos ratones tampoco presentan esa

autofagina por lo que es normal que acumulen mas banda Il que los WT.

En cuanto a p62 también se observa en la Figura 14 que hay mayor proporcion de la
proteina en los ratones TKO que en los ratones WT.

WT/atgdabd -/- Muscle

Control

-LC3A-1
-LC3A-II

-LC3B-I
-LC3B-I

- GABARAP-I
- GABARAP-II

- GABARAPL1-I
- GABARAPLI1-II

- GABARAPL2-1
- GABARAPL2-II

-p62

- Load

Figura 14. Analisis de los ort6logos de ATG8 en el musculo esquelético de los ratones que
Unicamente presentaban ATG4C mediante Western-Blot. La b-actina ha sido empleada como

control de carga.

Con respecto al higado, observamos en la Figura 15 que los ratones TKO presentan la banda
correspondiente a GABARAPL1 ligeramente por encima con respecto a los WT,
sugiriendo una posible deficiencia en estos ratones en el procesamiento de dicho sustrato.

Algo similar ocurre para GABARAPL2, donde se aprecian diferencias en la altura de las
bandas entre los ratones WT y los TKO.

Tanto en LC3A como en LC3B de estos ratones deficientes aparece mayor cantidad de
sustrato respecto a los que son WT, tanto procesado como sin procesar.

La acumulacion de p62 también es superior en los ratones atg4abd -/- frente a los WT en
este tejido.
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En el corazdn estos ratones atg4abd -/- presentan mayor acumulacion de GABARAPL -
I sin lipidar que los ratones WT. Ademas, aunque no es muy apreciable en la figura, los
niveles de GABARAPL?2 sin procesar parecen ser mayores que en los ratones WT. Algo
similar ocurre para GABARAP (Figura 16).

En el caso de LC3A se observa una mayor proporcion de LC3A-I frente a su forma
lipidada LC3A-II en los ratones atg4abd -/-, mientras que en los ratones WT aparece
representada de manera mas constante. LC3B parece comportarse de manera similar a
LC3A, pero en este caso si que aparece mas banda lipidada en los ratones atg4abd -/-. No
obstante, al hacer la relacion entre la banda sin lipidar con respecto a la banda lipidada,
hay mayor proporcion de banda sin fosfatidiletanolamina en los ratones TKO que en los

ratones WT.

La acumulacion de p62 también es ligeramente superior en los ratones atg4abd -/-.
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- LC3A-I Figura 16. Andlisis de los
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15kDa ™
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o100 = R
37kDa W “ﬂ"- - Load
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WT TKO
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Finalmente, en el cerebro de estos ratones TKO también se observa en la Figura 17 que
las bandas correspondientes a GABARAPL1y GABARAPL2 estan a diferente altura con
respecto a la de los ratones WT. En el caso de GABARAPL?2 se aprecian también bandas
por debajo, sugiriendo una posible dificultad para delipidar el sustrato por estos ratones.
Esto se relaciona por los niveles de p62 ya que aparecen aumentados en estos ratones con

respecto a los WT, insinuando que el flujo autofagico no es del todo eficiente.

Con respecto a los sustratos LC3 se aprecia una clara acumulacién de banda lipidada en

los ratones TKO (Figura 17)

‘WT/atg4abd -/~ Brain
Control

WT TKO
15kDa m jopciiaon
- -LC3A-T
-LC3B
»
LkDa _ -LC3BI

- GABARAP-I
15kDa pp | = - GABARAP-TI

- GABARAPLI-I
15kDa = | - GABARAPLI-II

- GABARAPL2I
15kDa m| T SRS ———————

- GABARAPL2-II

62 kDa .‘ — — .” - p62

37 kDa -’ e —— — . S—— ~LGad

Figura 17. Analisis de los ort6logos de ATG8 en el cerebro de los ratones que Unicamente
presentaban ATG4C mediante Western-Blot. GAPDH ha sido empleada como control de carga.

2. Genotipado de las lineas celulares

El uso de oligonucledtidos que hibridasen con los diferentes alelos Wild Type y knock-
out para cada gen permitié verificar el genotipo correspondiente a cada linea celular. En
el Anexo Il se muestra el patron de bandas de las muestras de ADN resultantes tras la

amplificacion de regiones especificas de los genes Atg4B, Atg4C y Atg4D.
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DISCUSION

La aproximacion al conocimiento del procesamiento de los sustratos ATG8 por las
proteasas ATG4, especialmente ATG4C y ATG4A, hassido posible en este trabajo gracias
al empleo de controles celulares y animales que presentaban todas las proteasas ATG4 y,

por ende, un correcto procesamiento y formacion de autofagosomas.

En relacion con los resultados observados en el Western-Blot de las lineas celulares, se
puede ver que las lineas WT en condiciones de ayuno (Figura 11), es decir, que
esperariamos que en respuesta se indujera la autofagia hay un claro incremento en todos
los sustratos lipidados de esta linea celular, con cambios especialmente notorios en la
subfamilia LC3. En el caso de los sustratos de la subfamilia GABARAP (a excepcién de
GABARAP que se discutira méas adelante), la proporcién en su forma unida a
fosfatidiletanolamina es menor, lo que podria sugerir que no contribuyen de la misma
manera en la autofagia. Pese a que actualmente se conoce que tanto la subfamilia LC3
como GABARAP son importantes, pero no imprescindibles, para la formacion de los
autofagosomas, la diferencial participacién de ambas subfamilias en el proceso sigue sin
estar del todo clara. Ademas, es importante considerar que durante el proceso autofagico,
los sustratos lipidados se degradan en los autolisosomas, que es un marcador ampliamente
utilizado para monitorear el proceso autofagico Sin embargo, un mayor nivel de los
sustratos lipidados en los Western-Blot no siempre son una indicacion de induccion de
autofagia, sino que pueden representar un bloqueo en la maduracion del autofagosoma.
Por lo tanto, el empleo de inhibidores de la degradacion lisosomal como la Bafilomicina
Al ha sido crucial para la correcta interpretacion de los resultados en lo que respecta a la
formacion de autofagosomas en funcion a la observacion de formas lipidadas. En estas
células WT se observa que, en efecto, hay una mayor acumulacion de sustrato lipidado

en condiciones de ayuno y tratamiento con Bafilomicina Al.

Asi como en GABARAPL1 y GABARAPL2 no se ve mucha acumulacion de banda
lipidada, en GABARAP si que se acumula en su forma lipidada con bafilomicina Al y
ayuno, sugiriendo la presencia de autofagosomas funcionales (ya que aumenta al afadir
el inhibidor).

Otro marcador de flujo de uso frecuente es el secuestosoma / p62; esta proteina se une a

miembros de la familia Atg8 y funciona como receptor de carga para proteinas destinadas
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al autofagosoma, degradandose también con ellos en el Gltimo paso del proceso. Por ello,
cuanto menos p62 aparece en los Western-Blot nos indica que més induccién de autofagia
se esta produciendo en esas células. En la figura 11 se observa cémo en condiciones de

ayuno estas células presentan menos acumulacién de dicha proteina.

En las lineas que unicamente presentan ATGA4C se observa en el Western-Blot como
aparece una banda por encima con respecto a las WT, sugiriendo que esta proteasa
presenta dificultades para procesar este sustrato. ESto seria muy interesante
complementarlo en un futuro con lineas celulares que presentan todas las autofaginas a
excepcion de ATGA4C para ver si el procesamiento es eficiente. En relacion con esto, si
Se esperaria un mayor procesamiento, ya que la bibliografia actual demuestra que ya que
tanto ATG4B como ATG4A son las proteasas con mayor eficiencia catalitica frente a los
sustratos. Sin embargo, como se comentaba en los resultados, el procesamiento de
GABARAP y LC3B es aparentemente normal. Tanto en el caso de GABARAP como en
LC3A se puede ver que, pese a que los niveles de banda lipidada en condiciones de ayuno
sean inferiores que los de las lineas WT, hay cierta acumulacion de banda lipidada en
presencia de Bafilomicina. Esto no ocurre en LC3B, si que hay procesamiento, pero no
se acumula cuando afiadimos el inhibidor, sugiriendo una menor eficiencia de la proteasa
ATGAC por este sustrato.

Este trabajo anterior complementado con los ratones que Gnicamente presentaban Atg4C
ha permitido hacer una aproximacion del papel global de esta proteasa en un organismo
entero. Al comparar los sustratos Atg8 de estos ratones triple KO (atg4abd -/-), con un
fenotipo severamente afectado, frente a los ratones WT que presentan todas las
autofaginas, se ha observado que dependiendo del tejido de estudio hay ligeras
diferencias.

e En el musculo esquelético y en el cerebro (Figura 14 y Figura 18) estos ratones
TKO presentan mayor proporcion de forma lipidada en todos los sustratos que los
ratones WT; sin embargo, si se observan los niveles de p62, hay mayor
acumulacién en los ratones deficientes de las autofaginas por lo que el correcto
funcionamiento de la maquinaria autofagica podria no ser del todo eficiente en
ausencia de la proteasa ATG4C en musculo. Como se mencionaba en el apartado
de resultados, una posible explicacion a la acumulacion de banda lipidada, es la

ausencia de ATG4D, descrita recientemente como principal proteasa delipidante.
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Otra posible razén de las bandas lipidadas es que sean una acumulacion de
autofagosomas inmaduros que no maduraron 0 a que se esté dando una
compensacion funcional. En el caso de esto ultimo, se podria dar que Atg4C
procese en mayor proporcion los sustratos por los que tenga mayor afinidad ante
la ausencia del resto de proteasas ATG4 (especialmente LC3A y LC3B). Junto
con esto, la figura muestra que el procesamiento de los sustratos de la subfamilia
GABARAP no parece ser del todo eficiente.

e En el higado parecen tener problemas en el procesamiento de todos los sustratos
de la subfamilia GABARAP (Figura 15). En el caso de la subfamilia MAP-1/LC3
el procesamiento es eficiente pero la formacion correcta de los autofagosomas no
parece serlo del todo, ya que apenas presentan banda lipidada. Los mayores
niveles de p62 con respecto a los WT podrian corroborar esta ultima hipotesis.

e En el corazdén (Figura 16) estos ratones presentan mayor proporcion de sustrato
sin lipidar y menor de sustrato lipidado con respecto a los ratones WT. Esto podria
sugerir que la autofagia esta inducida y por ello el ritmo de degradacion lisosomal
es muy alto, apareciendo menos formas lipidadas; sin embargo, al analizar los

niveles de p62 se observa una acumulacion frente a los ratones WT.

Respecto al flujo in vivo con los ratones KO para atg4a, se trataron con leupeptina como
inhibidor de los Gltimos pasos de la autofagia ya que el uso de la Bafilomicina Al in vivo
resulta nocivo debido a su toxicidad, provocando efectos negativos que no permiten ver
los resultados en su adecuado contexto. Los resultados obtenidos no muestran que haya
diferencias claras entre los genotipos; sin embargo, si que parece haber diferencias en la
forma lipidada de GABARAPL2 en el higado de los ratones ayunados tras la inyeccién
de leupeptina, sefialando que la actividad autofagica difiere entre los diferentes tejidos
siendo mas elevada en el higado. Esto podria reflejar una potencia o biodisponibilidad
diferencial de la leupeptina en diferentes tipos de dérganos. Otra explicacion también

podria ser que el higado alberga niveles mas altos de actividad macroautofagica basal.

Actualmente hay un proyecto en marcha en el laboratorio para realizar la caracterizacion
de esta proteasa, ya que la actividad de ATG4A parece ser relevante en el proceso de
autofagia, abriendo la posibilidad de emplearla como posible diana terapéutica en

enfermedades causadas por una desregulacion de este proceso.
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CONCLUSIONES

Aunque los resultados que se han obtenido en este trabajo requieran de mas investigacion

para corroborarlos y ampliarlos, se pueden sacar las siguientes conclusiones:

Tanto con el flujo in vitro como in vivo se puede sacar en claro que
ATGAC presenta cierta actividad biologica frente a los sustratos ATG8
pero que el proceso de autofagia no es del todo eficiente. EI hecho de
no tener ni ATG4A, ATG4B y ATGAC demuestra que hay un
problema en el procesamiento y delipidacién de los sustratos; y, por
ende, de la maquinaria autofagica. Seria muy interesante seguir
estudiando a estos ratones para hacer una mejor caracterizacion
funcional de esta proteasa ya que, como se mencioné anteriormente,
presentaban un delicado estado de salud.

La leupeptina parece presentar una potencia o biodisponibilidad
diferencial en diferentes tipos de drganos ya que aparecen diferencias
claras entre los pulmones y el higado en GABARAPL2-II.

La proteasa ATG4A no presenta un papel indispensable en el
procesamiento de las proteinas ATG8, ya que los resultados obtenidos
mediante Western-Blot en tejidos de ratones deficientes de esta
proteasa son muy similares con respecto a los de los ratones WT; no
obstante, se quiere de mas estudios para confirmarlo, asi como el

empleo de diferentes técnicas.
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Levaduras | Mamiferos

Atgl
Atg2
Atg3
Atg4
Atg5
Atgb

Atg7

Atg8

Atg9
Atg10
Atgll

Atg12

Atgl3

Atgl4

Atgl5

Atgl6

Atgl7
Atg18
Atg19
Atg20
Atg21
Atg22
Atg23
Atg24
Atg25

Atg26

ULK1, 2

ATG2A, ATG2B
Atg3

Atg4A, 4B, 4C, 4D
Atg5

Beclin-1

Atg7

LC3, GABARAP,
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ATGIA(APGIL1)
TTG9B(APGIL2)

Atg10
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ATG14, ATGI14L,
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ATG16L2

WIPI-1, 2

WIPI-1, 2
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ANEXO |

Funciones

Complejo quinasa Atgl/Atgl3/Atgl7/Atg29.

Complejo Atg2/Atg18/Atg9 (formacion autofagosoma).

Enzima similar a E2 especifica para Atg8 (induccién de autofagia).
Cistein proteasa: Escision del extremo C-terminal deAtg8 y de-PE.
Complejo Atg12/Atg5/Atgl6 (formacion autofagosoma).

Subunidad del complejo Vps34 PI3K (formacion autofagosoma).
Encima similar a E1: TantoAtg8 comoAtg12 son sustratos Atg7.
Proteina  similar a ubiquitina:  Formacion de  Atg8-PE

(fosfatidiletanolamina).

Complejo Atg2/Atg18/Atg9 (formacién autofagosoma).

Enzima similar a E2 especifica para Atg12 (induccion autofagia).

Molécula adaptadora: Incorporacion de API dentro de la vesicula Cvt
en levaduras.

Proteina similar a ubiquitina: complejo Atg12/Atg5/Atg16.

Subunidad del complejo Atgl (induccién de autofagia).
Subunidad del complejo Vps34 PI3K (induccion de autofagia).

Proteina similar a lipasa: degradacion del cuerpo autofagico en
levaduras.

Complejo Atg12/Atg5/Atg16 (formacion del autofagosoma).

Subunidad del complejo quinasa Atgl (formacién autofagosoma).
Proteina de union PIP3: Complejo Atg9/Atg2/Atgl8.

Receptor de API en la via Cvt (levadura).

Proteina de unién PI3P en la via Cvt (levadura).

Proteina de unién PI3P en la via Cvt (levadura).

Proteina de membrana de vacuola en levadura.

Formacion de vesicula Cvt en levadura.

Via Cvty degradacion de peroxisomas (levadura).

Degradacion de peroxisomas en levadura.

Degradacion de peroxisomas en levadura.
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https://www.mblbio.com/bio/g/sch/A/?kw=atg3&kwdrop=on&pcd=&cln=&sig=&iso=&pnum=100&od=6&aps=1
https://www.mblbio.com/bio/g/sch/A/?kw=atg4&kwdrop=on&pcd=&cln=&sig=&iso=&pnum=100&od=6&aps=1
https://www.mblbio.com/bio/g/sch/A/?types=1&kw=atg5&kwdrop=on&pcd=&cln=&sig=&iso=&pnum=100&od=6&aps=1
https://www.mblbio.com/bio/g/sch/A/?kw=atg6&kwdrop=on&pcd=&cln=&sig=&iso=&pnum=100&od=6&aps=1
https://www.mblbio.com/bio/g/sch/A/?kw=atg7&kwdrop=on&pcd=PM039&cln=&sig=&iso=&pnum=100&od=6&aps=1
https://www.mblbio.com/bio/g/sch/A/?kw=LC3%E3%80%80GABARAP%E3%80%80GATE-16&kwdrop=on&pcd=&cln=&sig=&iso=&pnum=100&od=6&aps=1
https://www.mblbio.com/bio/g/sch/A/?kw=LC3%E3%80%80GABARAP%E3%80%80GATE-16&kwdrop=on&pcd=&cln=&sig=&iso=&pnum=100&od=6&aps=1
https://www.mblbio.com/bio/g/sch/A/?kw=Atg10&kwdrop=on&pcd=M151-3&cln=&sig=&iso=&pnum=100&od=6&aps=1
https://www.mblbio.com/bio/g/sch/A/?kw=Atg12&kwdrop=on&pcd=M154-3&cln=&sig=&iso=&pnum=100&od=6&aps=1
https://www.mblbio.com/bio/g/sch/A/?kw=Atg13&kwdrop=on&pcd=&cln=&sig=&iso=&pnum=100&od=6&aps=1
https://www.mblbio.com/bio/g/sch/A/?kw=Atg14&kwdrop=on&pcd=&cln=&sig=&iso=&pnum=100&od=6&aps=1
https://www.mblbio.com/bio/g/sch/A/?kw=Atg14&kwdrop=on&pcd=&cln=&sig=&iso=&pnum=100&od=6&aps=1
https://www.mblbio.com/bio/g/sch/?kw=Atg16L&kwc=on&kwc=nm&gfis=12
https://www.mblbio.com/bio/g/sch/?kw=Atg16L&kwc=on&kwc=nm&gfis=12
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Atg27 Proteina de unién PI3P en via Cyt (levadura).

Atg28 Degradacion de peroxisomas en levadura.

Atg29 Subunidad del complejo quinasa Atgl (induccién autofagia).

Atg30 Degradacion de peroxisomas (Pexofagia).

Atg31 Complejo Atg17-Atg29-Atg31l en autofagia inducida por ayuno.

Atg32 BCL2L13 Degradacién mitocondrias (Mitofagia).

Atg33 Degradacion mitocondrias (Mitofagia).

Atg34 Transporte de alfa-manosidasa.

Atg35 Degradacion de peroxisomas (Pexofagia).

Atg36 Degradacion de peroxisomas (Pexofagia).

Atg37 ACBD5 :g;i:’]r;:nge.z union Acyl-CoA para formacion de membrana de

Atg38 Interactiia con Atgl4y Vsp34. Importante como union entre Vps15-
Vspl4 yVsp30/Atg6-Atgla.

Atg39 Autofagia selectiva de la membrana nuclear

Atg40 Autofagia selectiva del reticulo endoplasmaético

Atg41 Interactla con Atg9 e involucrado en la formacion de PAS (estructura

pre-autofagosomal).

Anexo |. Proteinas ATG en levaduras y mamiferos y sus funciones (11).

ANEXO 11
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Se observa como amplificé la region Wild Type con los oligonucleétidos especificos para

esa region mientras que en el caso de las lineas triples knock-out amplifico la region
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knock-out con los oligonucledtidos especificos para dicha zona. Esto demuestra que las
lineas celulares estaban correctamente genotipadas.

En el caso del gen Atg4B el peso molecular correspondiente al amplicon Wild Type
presenta un peso molecular de 193 kDa mientras que las regiones knock-out el peso es de
288 kDa. En el gen Atg4C el amplicon Wild Type pesa 193kDa y el amplicon knock-out
pesa 404 kDa. Para el gen Atg4D el amplicon Wild Type presenta un peso molecular de
555 kDa y el knock-out de 300kDa.

En lo que respecta a Atg4A, las lineas KO para este gen se obtuvieron por el grupo del

laboratorio en trabajos previos mediante la técnica CRISPR/Cas9.
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