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Resumen

El reticulo endoplasmico (RE) es un organelo esencial para el
plegamiento y secreciéon de proteinas. Diferentes condiciones alteran el
funcionamiento del RE, promoviendo la acumulacion de proteinas mal
plegadas en su lumen, un estado llamado “estrés de RE”. La adaptacion
celular frente al estrés del RE esta mediada por la activacion de una
compleja via de transduccion de sefales conocida como respuesta a
proteinas mal plegadas (UPR). Uno de los sensores de estrés de RE mas
conservado es IRE1a, el cual controla la expresion del factor de trascripcién
‘X-Box binding protein-1" (XBP-1), componente esencial para gatillar
procesos adaptativos. Cuando el estrés de RE dafia irreversiblemente a la
célula y la UPR no es suficiente para reestablecer la homeostasis, esta via
desencadena apoptosis por mecanismos aun no bien conocidos.

“Bax inhibitor-1" (Bl-1) es una proteina residente del RE, conservada
en la evolucion, capaz de suprimir la muerte celular en diferentes especies.
En mamiferos BI-1 regula la apoptosis mediada por diferentes estimulos
intrinsecos. Estudios recientes sugieren una sobre-activacion de la UPR en
ratones deficientes para Bl-1 bajo condiciones de isquemia y reperfusién. Sin
embargo, el mecanismo que explica estas observaciones aun se desconoce.
En esta tesis investigamos el posible rol de BI-1 en la UPR. Células
deficientes en BI-1 muestran hiperactivacion de IRE1a, asociado a un
aumento en los niveles de sus blancos rio abajo, como es la expresion de
XBP-1 y una sobre-expresion de los genes blanco dependientes de XBP-1.
Este fenotipo puede ser explicado por un marcado retraso en la
desactivacion de la sefalizacion de IRE1a observada en la ausencia de BI-
1. Los efectos inhibitorios de Bl-1 en la UPR estan asociados con la
formacién de un complejo proteico estable con el dominio citosélico de
IRE1a, el cual es dependiente de la region C-terminal de BI-1, un dominio
previamente asociado a su actividad anti-apoptética. Analisis filogenéticos
revelaron que este dominio se encuentra conservado en Drosophila
melanogaster y Mus musculus, entre otras especies. Con el objeto de validar
nuestros resultados in vivo, analizamos los niveles de activaciéon de IRE1a
en ratones deficientes para Bl-1 o en una cepa de D. melanogaster que
sobreexpresa Bl-1. En ambos modelos se observé que BI-1 suprime la
actividad de IRE1a al ser sometidos estos animales a estrés de RE
experimental. Nuestros resultados sugieren un nuevo papel para Bl-1 en
procesos adaptativos contra el estrés de RE, funcion que contrasta con su
conocido efecto inhibidor de la apoptosis gatillada por diversos estimulos de
muerte celular intrinsecos.



Abstract

The endoplasmic reticulum (ER) is an essential organelle for protein
folding and secretion. Different conditions alter its functioning promoting the
accumulation of misfolded proteins at its lumen, a condition referred as “ER
stress”. Adaptation to ER stress is mediated by the activation of a complex
signal transduction pathway known as the unfolded protein response (UPR).
One of the most conserved ER stress sensors is IRE1a, which controls the
expression of the transcription factor X-Box binding protein-1 (XBP-1), an
essential component for adaptive processes. When ER stress becomes
irreversible and UPR is not enough to re-establish homeostasis, prolonged
ER stress leads to apoptosis by mechanisms not well understood.

Bax inhibitor -1 (BI-1) is an evolutionary conserved ER-resident
protein, capable of suppress cell death. In mammals Bl-1 regulates apoptosis
initiated by a variety of intrinsic death stimuli. Recent studies suggest a
hyperactivation of the UPR, under ischemic and reperfusion conditions in Bl-
1 deficient mice. Nonetheless the mechanism which explains these
observations is unknown. In this thesis we investigated the role of BI-1 in
UPR. BI-1 deficient cells show hyperactivation of IRE1a, producing an
increase of the downstream targets, such as the expression of XBP-1 and
over-expression of XBP-1-dependent target genes. This phenotype can be
explained by a marked delay of IRE1 signalling deactivation observed in
absence of BI-1. The inhibitory effects of BI-1 in UPR are associated with the
formation of a stable protein complex with IRE-1 cytosolic domain, which is
dependent of C-terminal region of BI-1 a domain previously linked to its anti-
apoptotic activity. Phylogenetic analysis of Bl-1 sequence revealed that this
domain is conserved in Drosophila Melanogaster and Mus musculus among
other species. With the aim of validating our results in vivo, we analyzed the
levels of activation of IRE1a in Bl-1 deficient mice or in a D. Melanogaster
strain that over-express Bl-1. In both models, it was possible to observe that
BI-1 suppresses IRE1a activity, when these animals where under ER stress
conditions. These results suggest a new role for Bl-1 in adaptive processes
against ER stress, a function that contrasts with its inhibitory effect of
apoptosis.
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Introduccion

Reticulo endoplasmico y homeostasis celular

La viabilidad de una célula depende estrictamente de una integracién
funcional y estructural entre sus compartimientos subcelulares. El Reticulo
Endoplasmico (RE) es un compartimiento subcelular con multiples funciones que
controla procesos esenciales para el funcionamiento de la célula. Este organelo
posee una regulada maquinaria que participa en la maduracién de proteinas
sintetizadas a través de la via secretora, empleando un eficiente sistema de
proteinas chaperonas que promueven el correcto plegamiento y previenen la
agregacion de las proteinas sintetizadas (Schroder and Kaufman, 2005).

Las proteinas sintetizadas en el RE son primero translocadas co-
traduccionalmente hacia el lumen del RE adquiriendo luego diversas modificaciones
post-traduccionales que son criticas para asegurar la funcién correcta de las
proteinas y facilitar la formacion de complejos proteicos. Algunas modificaciones,
como las glicosilaciones, continian en el Aparato de Golgi, organelo por el que
trafican las proteinas para su destinacion final cuando estas han sido plegadas
correctamente. Cuando una proteina es plegada incorrectamente, es reconocida por
los mecanismos de control de calidad del RE y luego retrotranslocada al citoplasma
para finalmente ser degradada por el sistema ubiquitina-proteosoma. Este proceso
es conocido como Degradacién Asociada al RE (ERAD) (Travers et al., 2000).

Otras funciones del RE incluyen la biosintesis de esteroides, colesterol y
lipidos, cumpliendo por esto el RE un rol crucial en la biosintesis de organelos y en

la senalizacién intracelular mediada por la generacidon de segundos mensajeros



lipidicos (Schroder and Kaufman, 2005). Finalmente, este compartimiento es bien
conocido por su funcién como uno de los reservorios de calcio mas importantes para
la célula, afectando por esta razén muchos procesos celulares dependientes de la
liberacion regulada de calcio, que incluyen proliferacion, muerte celular y
diferenciacion (Brostrom and Brostrom, 2003).

Ciertas condiciones patologicas y fisiologicas pueden interferir con la funcién
de este organelo, llevando a la alteracion en su capacidad de plegamiento. Estas
perturbaciones fomentan la acumulacién de proteinas mal plegadas, condicion
celular conocida como “estrés de RE". Dentro de las condiciones fisiolégicas que
generan estrés de RE, esta por ejemplo, la alta demanda de produccién y secrecion
de proteinas en los linfocitos B y en las células beta del pancreas (Hetz and
Glimcher, 2008). Experimentalmente, el estrés de RE puede ser generado a través
del uso de compuestos que alteran su homeostasis, como Brefeldina A (inhibe el
trafico de RE a Golgi), Tapsigargina (inhibe la bomba calcio ATPasa del RE) o

Tunicamicina (inhibe la N-glicosilacién de proteinas), entre otros.

Respuesta a proteinas mal plegadas (UPR) y sensores de estrés de

plegamiento.

Bajo condiciones de estrés de RE, una compleja via de transduccion de
sefales es activada la cual es conocida como “Respuesta a proteinas mal plegadas”
(UPR del inglés “Unfolding Protein Response”). La UPR transmite la informacién
sobre el estado de plegamiento de proteinas desde el lumen del RE hacia el nicleo
y citosol, promoviendo asi un aumento en la capacidad de plegamiento, recuperando

la homeostasis celular (Schroder and Kaufman, 2005).



En primera instancia, la UPR consiste en una respuesta adaptativa y pro-
sobrevida frente condiciones de estrés de RE. Sin embargo, si la acumulacién de
proteinas mal plegadas es persistente y el estrés celular no puede ser disminuido, la
UPR comienza procesos pro-apoptéticos (Szegezdi et al, 2006). Muchos
mecanismos han sido propuestos como vinculo entre el estrés de RE y la muerte
celular, incluyendo la activacién de proteasas de la familia de las caspasas,
quinasas, factores de transcripcion y proteinas de la familia Bcl-2 (revision en Hetz
2007).

La UPR es mediada por lo menos por tres proteinas que detectan el estrés en
el RE: “PKR-like ER kinase” (PERK), “Activating transcription factor 6” (ATF6) e
“Inositol-requiring transmembrane kinase/endonuclease” (IRE1) (Ron and Walter,
2007). Cada una de estas proteinas posee un dominio de transmembrana, una
region luminal y una citosélica. Bajo condiciones de estrés de RE estas proteinas
sensoras se activan producto de una homo-dimerizaciéon, desencadenandose luego
el proceso de transduccion de sefales de la UPR (Fig. 1).

PERK, es una quinasa que bajo condiciones de estrés de RE dimeriza,
promoviendo su autofosforilacion y activacion. Una vez activado, PERK fosforila a
elF2a (Factor de inicio de la traduccién eucarionte 2 alfa), lo cual lleva a la inhibicion
de la traduccion general de proteinas, fomentando la sobrevida de la célula por una
disminucién de la sobrecarga de proteinas nacientes que arriban al RE. Sin
embargo, esta atenuacion de la traduccion es selectiva dado que la fosforilaciéon de
elF2a activa la traduccién especifica de ATF4. ATF4 un factor de transcripcion que
induce la expresion de genes envueltos en el metabolismo de aminoacidos,

plegamiento, respuesta antioxidante y apoptosis. Por otra parte, bajo condiciones de
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Figura 1: Respuesta a proteinas mal plegadas en respuesta al estrés de RE y
sensores de estrés implicados en esta respuesta.

La chaperona BIP/Grp78 se disocia de los sensores de estrés cuando se acumulan
proteinas mal plegadas en el RE (estrés de RE) y se activan secuencialmente las
proteinas sensoras: PERK, ATF6 e IRE1a. PERK inhibe la sintesis de proteinas por
fosforilacion de elF2a e induce la traduccién del factor de transcripcién ATF4. ATF6
es activado por protedlisis, previa traslocacién al aparato de Golgi. IRE1a procesa
el ARNm de XBP-1, la proteina resultante XBP-1s al igual que ATF6 y ATF4
translocan al nucleo y actian como factores de transcripcion induciendo la expresion
de genes UPR.



estrés del RE, ATF6 al dimerizar es transportado al aparato de Golgi donde es
procesado por las proteasas S1 y S2, liberandose al citoplasma el fragmento que
funciona como un factor de trascripcion activo, el cual posteriormente se transloca al
nucleo induciendo la expresion de genes que poseen secuencias ERSE (Elementos
de Respuesta a Stress del RE) en sus promotores, tales como algunas chaperonas
del RE y el factor de transcripcion XBP-1 (“X-Box binding protein-17).

IRE1 es el sensor de estrés de RE mas conservado en la evolucién y posee
un dominio serina-treonina quinasa seguido por un dominio con actividad
endorribonucleasa en su region citosélica (Cox and Walter, 1996; Gonzalez and
Walter, 2001; Shamu and Walter, 1996; Shamu and Walter, 1996; Sidrauski and
Walter, 1997). Se han descrito dos isoformas de IRE, denominadas IRE1 alfa
(IRE1a) expresada en forma ubicua e IRE1 beta (IRE1B) expresada en el epitelio
intestinal, siendo IRE1a la mas estudiada. La activacién de IRE1o también depende
de su dimerizacion y fosforilaciéon. Este evento de fosforilacion gatilla su actividad
endorribonucleasa, iniciando el procesamiento no convencional del ARNm que
codifica para el factor de transcripcion XBP-1 (Calfon et al., 2002). En células de
mamifero, la remocién de 26 nucleétidos de un intréon del ARNm de XBP-1 cambia el
marco de lectura que convierte la proteina traducida inicialmente de 267
aminoacidos (XBP-1u) en la forma procesada de XBP-1 (XBP-1s), de 371
aminoacidos y que posee el dominio original de unién a ADN, mas un potente
dominio de transactivacién en extremo C-terminal del ARNm de XBP-1. XBP-1s es
un factor de transcripcién bZIP que regula muiltiples genes de la UPR (Fig. 2) (Lee et
al., 2003). Algunos blancos transcripcionales de XBP-1s incluyen chaperonas del RE

(Erdj4), genes de la degradacién de proteinas en el RE (EDEM) y genes envueltos



!
W Proteinas mal plegadas
— W

o \‘———ia-— ARNm XBP-1
1 XBP-1

BAX/BAK i procesado
X__?gf-_'ml‘, > Genes UPR
Nucleo
B 1 ! Ca
G c A U G
% CG CU- A c
u-A c-g
GoC o
A- U A-U
G-C C: G
ti.ZUGBZ Bacuauch: iesi:
1 T ARNm XBP-1
1 = 826 ARNm XBP-1 no procesado

1164 ARNm XBP-1 procesado

B 184nt ADNc XBP-1 no procesado

Bl 1530t ADNc XBP-1 procesado/

Figura 2: Sefializacion de IRE1a y ensayo de procesamiento.
A) Durante la respuesta al estrés de RE, BIP une preferentemente las proteinas mal
plegadas liberando el efecto inhibitorio sobre IRE1a. IRE1a se dimeriza y autofosforila.
La fosforilacién de IRE1o gatilla la actividad endorribonucleasa la cual media el
procesamiento del ARNm que codifica para XBP-1. La activacién de IRE1a requiere la
unién de las proteinas accesorias BAX y BAK, las cuales pueden estabilizar la forma
activa de IRE1a fomentando las sefiales de supervivencia. B) Ensayo de procesamiento,
para el ARNm de XBP-1 consiste en utilizar partidores que flanquean la zona del
procesamiento no convencional de 26 nt de un intrén del ARNm de XBP-1. En la figura se
muestra las diferencias de tamafios en nucleédtidos de la forma no procesada 184 nt y
procesada 158 nt para el ADNc de Mus musculus.



en la translocacion proteica hacia el RE (sec61) (Fig. 2). Estudios recientes han
propuesto que la activacién prolongada de las vias de PERK promoverian la
apoptosis, mientras que la activacién de ATF6 e IRE1a conducirian mas que nada a

adaptacion celular y supervivencia (Wu et al., 2007; Lin et al., 2007).

La compleja seializacion de IRE1a: el UPRosoma

La regulacion de la activacion de IRE1a depende de la carga de proteinas
mal plegadas en el RE. En condiciones normales la chaperona BiP se une a IRE1a
en su dominio luminal manteniendo a este sensor en una forma monomeérica inactiva
(Bertolotti et al., 2000; Kimata et al., 2003). Cuando se produce estrés de RE esta
chaperona se une preferentemente a las proteinas mal plegadas, liberando la
inhibicion de IRE1a, lo que fomenta su dimerizacion y autofosforilacion.
Recientemente, se ha propuesto otro mecanismo de deteccién y activaciéon de UPR
basado en la resolucién de la estructura tridimencional de IRE1«. Mediante una
region conservada en el dominio luminal de IRE1a (cLD), la cual posee similitud
estructural con el dominio de union a péptidos de MHC-I, IRE1a posiblemente
interactia directamente con las proteinas mal plegadas, promoviendo luego su
dimerizacién y activacion (Credle et al., 2005; Zhou et al., 2006). Estudios in vitro
recientemente validaron ambos modelos para explicar el mecanismo de la activacion
de IRE1a donde la disociacién del complejo BiP- IRE1a permite la formacion de
homodimeros de IRE1a como primer paso y como segundo paso la unién directa de

las proteinas mal plegadas al dominio luminal del sensor (Kimata et al., 2007).



Por otra parte, IRE1o. esta regulado por multiples factores, entre ellos la
fosfatasa PTB-1B (Gu et al, 2004), donde la ausencia de PTB-1B afecta
negativamente el procesamiento de XBP-1 y la expresiéon de los genes blancos de
este sensor. Otro factor que regula a IRE1a es “ASK-1 interacting protein 1” (AIP1).
La asociacién de AIP1 con IRE1o facilita la dimerizacion de este sensor, paso clave
en su activacion. Estudios in vivo en ratones deficientes en AlIP1, expuestos a estrés
de RE, demostraron que la ausencia de AIP1 afecta especificamente la sefializacion
de IRE1a y no de PERK (Luo et al., 2008). Finalmente, nuestro laboratorio describié
recientemente que algunos miembros de la familia BCL-2, como BAX y BAK, regulan
especificamente la via de IRE1a mediante la formacién de un complejo proteico
entre ambas proteinas (Hetz et al., 2006).

Los niveles de XBP-1u también regulan negativamente la via de IRE1a.
Como mencionamos anteriormente, bajo condiciones normales XBP-1u es
rapidamente degradada por el proteosoma (Calfon et al., 2002). Sin embargo, bajo
condiciones de estrés prolongado o crénico, la forma no procesada de XBP-1 es
acumulada en el citosol heterodimerizando con XBP-1s. Este complejo proteico
inhibe la translocaciéon de XBP-1s hacia el nucleo, promoviendo ademas su
ubiquitinacion y degradacién mediada por el proteosoma (Yoshida et al., 2006).

Adicionalmente, IRE1a puede activar otras vias de sefalizacion dependientes
de su actividad quinasa, a través de la unién de varias proteinas adaptadoras y
moduladoras. Por ejemplo, IRE1a activa recluta a la proteina adaptadora TRAF2
(proteina que se une al receptor TNF), activando a la quinasa ASK1 (serina/treonina
quinasa de la familia de las MAPKKK). Eso gatilla la activacion de la MAP-quinasa

rio abajo “cJun-N terminal kinase” (JNK) (Urano et al., 2000; Nishitoh et al., 2002).



Por otro lado, el complejo IRE1a-TRAF2 secuestra IKK el inhibidor de NF-xB
induciendo su sefalizacion y la producciéon de TNF-a (Hu et al., 2006).

Basado en las evidencias descritas anteriormente, es posible observar que la
regulacion y senalizacion de IRE1a es muy compleja y depende de su interaccion
con proteinas adaptadoras y moduladoras. Nuestro laboratorio recientemente

postulé el concepto del “UPRosoma” para referirse a este complejo transduccional

regulador de la UPR (Hetz and Glimcher, 2008).

Rol de las proteinas de la familia BCL-2 en la apoptosis y el estrés de RE

La familia BCL-2 es un grupo conservado de reguladores de la muerte
celular, compuesto de miembros pro- y anti-apoptéticos. Estas proteinas operan
principalmente en la membrana mitocondrial controlando la activacion de las
caspasas, cisteina-proteasas ejecutoras de la apoptosis (Danial and Korsmeyer,
2004).

Las proteinas anti-apoptéticas de la familia BCL-2 estan definidas por la
presencia de 4 dominios conservados denominados BH1, BH2, BH3 y BH4 (del
inglés “BCL-2 homology"). Las proteinas pro-apoptéticas pueden ser sub-divididas
en aquellas que presentan multidominios homélogos a BH1, BH2 y BH3 (BAX y
BAX), y miembros que poseen solo el dominio BH3, denominados “BH3-only” (BIK,
BIM, PUMA, NOXA, etc). La expresion de las proteinas BAX y BAK es esencial para
gatillar la apoptosis, ya que en ellas convergen multiples estimulos pro-apoptoticos
intrinsecos. Las proteinas “BH3-only” acttan rio arriba de BAX y BAK, controlando
su activacion conformacional, fenémeno que es inhibido por proteinas anti-

apoptoticas como BCL-2 y BCL-X. (Wei et al., 2001). La activacion de BAX y BAK



resulta en la permeabilizacion de la membrana mitocondrial y la posterior liberacion
de proteinas mitocondriales, como citocromo ¢, la cual gatilla la activacién de
caspasas, provocando la muerte celular (Danial and Korsmeyer, 2004).

Estudios recientes indican que proteinas de los tres subgrupos de la familia
BCL-2 estan localizadas en la membrana del RE. Se ha propuesto que la familia
BCL-2 regula en este organelo distintas respuestas a condiciones de estrés (Hetz
and Glimcher, 2008). Proteinas pro-apoptéticas “BH3-only” son fuertemente
inducidas bajo condiciones de estrés de RE, lo que esclarece en parte el mecanismo
por el cual la apoptosis es iniciada bajo condiciones de dafio al RE (Puthalakath et
al., 2007; Li et al., 2006). Una de las funciones principales descrita para la familia
BCL-2 en el RE es la regulacion de la homeostasis del Calcio (Ca®*) (Rong and
Distelhorst, 2008), lo cual modula directamente la muerte celular iniciada por

estimulos que dependen de la liberacién de calcio del RE.

BAX y BAK como mediadores criticos en la UPR y la regulacién de IRE1a

Se ha descrito recientemente una nueva funciéon para las proteinas pro-
apoptoticas BAX y BAK en el RE donde regulan la amplitud de sefializacion de
IRE1a. Esta regulacion esta dada por el control de su autofosforilaciéon y estado de
oligomerizacion. (Hetz et al., 2006). Tejidos y células doble deficientes (DKO) para
BAX y BAK en ratones, mostraron una disminucion clara en la expresion de XBP-1s
bajo condiciones experimentales de estrés de RE. Este efecto regulatorio es
mediado por la interaccion fisica entre BAX/BAK e IRE1a (Hetz et al., 2006). Basado
en estos antecedentes se postulé que la activacion de IRE1a requiere de la union

de proteinas accesorias como BAX y BAK, las cuales posiblemente estabilizan la



forma activa de IRE1a, fomentando la sefalizacion de la UPR. Por otro lado,
estudios recientes sugieren indirectamente la existencia de un nuevo modulador de
IRE1q, la proteina “BAX inhibitor -1 “(Bl-1) (Bailly-Maitre et al., 2006). Sin embargo,

la posible regulacién directa de IRE1a por Bl-1 no ha sido aln analizada y es objeto

de estudio de esta tesis.

“BAX inhibitor-1”

Bl-1 se describié inicialmente como “Testis Enhanced Gene Transcript”
(TEGT) (Walter et al., 1995) y posteriormente identificada en una pesquisa de genes
capaces de inhibir la muerte de levaduras mediada por la sobre expresion de BAX
utilizando una libreria de ADNc humana. kIl analisis niogenetico de la secuencia de
Bl-1 establece que esta proteina esta altamente conservada en diferentes especies;
incluyendo levaduras, plantas, mamiferos e insectos (Fig.3) (Chae et al., 2003,
Huckelhoven, 2004), sugiriendo que su efecto inhibitorio de la muerte celular frente a
condiciones de estrés celular podrian estar conservadas en la evolucion, desde
organismos unicelulares a complejos organismos multicelulares. De hecho, ha sido
demostrado que BI-1 inhibe la muerte celular inducida por la sobreexpresion de BAX
en animales y plantas, ademas de levaduras (Bailly-Maitre et al., 2006; Xu and Reed,
1998). Estudios en células humanas demostré que la sobreexpresion de Bi-1, al
igual que BCL-2, protege frente a muerte celular inducida por privacién de nutrientes,
dafio a DNA y estrés oxidativo (vias intrinsecas). Sin embargo, Bl-1 no afecta la
apoptosis gatillada por la estimulacién de receptores de muerte como Fas y TNF-R
(Xu and Reed, 1998) (Fig.3). Asimismo, células deficientes para Bl-1 son mas

sensibles a la apoptosis inducida por diferentes estimulos de muerte intrinsecas



(Chae et al., 2004). Por ejemplo, lineas celulares de fibroblastos embrionarios de
ratén (MEFs) deficientes para Bl-1 presentaron una mayor susceptibilidad frente a la
apoptosis provocada por agentes que inducen estrés del RE (Tunicamicina,
Brefeldina A y Tapsigargina). El efecto anti-apoptético de BlI-1 correlaciona con la
inhibicién de la activacion de BAX y la supresion de la activacion de caspasas (Chae
et al., 2004). Estudios con ratones deficientes para Bl-1 también demostraron que
esta proteina es un importante regulador de la apoptosis iniciada bajo condiciones
de estrés en el RE in vivo (Bailly-Maitre et al., 2006)

Otras analogias existen entre la funcion de BI-1 y BCL-2. La sobreexpresion
de BI-1 también disminuye los niveles de calcio (Ca") luminal del RE (Fig.3) (Xu et
al., 2008), asi como la cantidad de Ca?* liberado desde el RE en respuesta a
diversos estimulos (Chae et al., 2004; Westphalen et al., 2005; Xu et al., 2008). Por
otra parte, ha sido demostrado que el efecto de BI-1 en la permeabilidad del Ca** del
RE es dependiente del pH celular. Esta actividad depende del dominio citosélico C-
terminal de BI-1 (Kim et al., 2008).

El analisis de la secuencia del ADNc de BI-1 permitié identificar un ORF que predice
una proteina de 237 aminoacidos (25-27kDa), la cual contiene varios segmentos
putativos de transmembrana (6 a 7 dominios hipotéticos) (Fig.3). BI-1 esta
localizado en membranas intracelulares, principalmente en la membrana del RE (Xu
and Reed, 1998). Por otro lado, estudios de co-inmunoprecipitacion sugieren que Bl-
1 interactia con BCL-2 y BCL-X,, pero no con BAX. La regulacién de la apoptosis
por Bl-1 depende de su region c-terminal, la cual consiste en 10 a 14 aminoacidos

cargados positivamente expuestos hacia el citoplasma (Kawai-Yamada et al., 2004).
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Figura 3: Bl-1 y sus funciones.
A) Esquema de las funciones de BI-1: Regula el calcio, inhibe la apoptosis intrinseca y

regula negativamente la actividad de IRE1a. B) Alineamiento de la secuencia aminoacidica
de BI-1 de distintas especies: Homo Sapiens (hBI-1), Mus musculus (mBI-1), Arabidopsis
thaliana (aBl-1), Drosophila melanogaster (dBI-1) y Saccharomyces cerevisiae (YNL305C).
En negro se muestran los aminoacidos idénticos, gris oscuro conservados y gris similares.
C) Perfil de hidrofobicidad de BI-1 humano: la linea roja representa la puntuacion para
anfipaticidad y la azul para hidrofobicidad segun los criterios de analisis de Kyte-Doolittle
para hidrofobicidad. Los segmentos azules representan dominios hipotéticos para

transmembrana.



“BAX inhibitor-1” y la UPR.

Estudios recientes indican que ratones deficientes en BI-1 presentan una
hiperactivacién de la via de IRE1a frente a modelos de isquemia y reperfusién en el
higado y rifiones (Bailly-Maitre et al., 2006; Xu et al., 2008; Bailly-Maitre et al., 2006).
Por otro lado se ha descrito que el dafio generado por isquemia-reperfusion induce
fuertemente el incremento de los niveles de XBP-1s, ATF6 y fosfo-JNK en ratones
deficientes para BI-1 probablemente producto del dafio oxidativo a las proteinas.
Estos resultados sugieren indirectamente que BI-1 podria poseer una actividad
inhibitoria sobre IRE1a (Bailly-Maitre et al., 2006).

Basado en los antecedentes descritos, en este proyecto decidimos
caracterizar en detalle las respuestas a estrés de RE en células MEFs deficientes en
Bl-1 y definir a nivel molecular los posibles mecanismos involucrados en esta
regulacion. Nuestros resultados sugieren una nueva funcién para Bl-1, controlando
la UPR a través de la modulacién de la via IRE1a/XBP-1. Estos resultados, junto con
antecedentes previos, reafirman un modelo en donde la expresién de proteinas pro-

y anti-apoptéticas en la membrana del RE determinan la amplitud la las respuestas

de UPR.



HIPOTESIS: BIl-1 regula negativamente la sefalizacion de IRE1a mediante la
formacion de un complejo proteico.

OBJETIVO GENERAL

Investigar la participacion de la proteina Bl-1 en la regulacion de la sefializacion de
IRE1a.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Analizar la sefalizacién de IRE1a en células MEFs deficientes en Bl-1 (BI-1 KO) y
en células MEFs silvestres (BI-1 WT).

1.1 Estudiar los cambios en los niveles de procesamiento del ARNm y de la
proteina de XBP-1 en condiciones de estrés reticular en células Bl-1 KO y BI-
1 WT.

1.2 Analizar la activacion de XBP-1 de manera indirecta, determinando los
niveles transcripcionales de sus genes blanco.

2) Estudiar la posible interaccion entre IRE1a y Bl-1 y su relaciéon con la regulacion
de la UPR.



Materiales y métodos

Animales

Los ratones silvestres y deficientes en BI-1 utilizados en este trabajo se
generaron por el laboratorio del Dr. John Reed y son mantenidos en el
centro de recursos animales del Instituto Burnham. Las moscas dBI-1570%%%2
se obtuvieron de Bloomington stock center (BL-16568) y son mantenidas en

el laboratorio del Dr. Alvaro Glavic en la Facultad de Ciencias de la

Universidad de Chile.

Cultivo celular

Las células MEFS transformadas con SV40 deficientes y silvestres para Bl-1
se obtuvieron como donacién del Dr. John Reed y se describieron
previamente (Chae et al., 2004). Las células HEK293 y HEK293Ty utilizadas

se adquirieron comerciaimente de ATCC.

Reactivos

Las sales, acidos, bases, detergentes, bromuro de etidio y solventes
utilizados de grado analitico o de biologia molecular, se consiguieron en
Merck y Sigma. La agarosa ultrapura-1000, ADN estandar, enzimas Taq
ADN polimerasa, se obtuvieron de Invitrogen, New England Biolabs vy
Promega, respectivamente. El reactivo Micro BCA para cuantificar proteinas

y sustrato para quimioluminiscencia se obtuvieron en Pierce. Las peliculas



fotograficas de radiografia se obtuvieron de Fuji. Los anticuerpos primarios
para anti-XBP-1, anti-ATF4, anti-SP-1, anti-MYC, anti-HA, anti-elF2o. se
consiguieron de Santa cruz a excepcion de anti-p-elF2a que se elaboré por
Stressgen, anti-BAK de UPSTATE vy el anti-VSV de Sigma. Los anticuerpos
secundarios conjugados a HRP se obtuvieron de Zymed.

La Tunicamicina (Tm), Brefeldina (Bref.A) y ZVAD-fmk se adquirieron
de Calbiochem EMB Bioscience Inc. El medio de cultivo celular, los
antibiéticos y el TRIzol® se obtuvieron de Invitrogen. El suero fetal bovino se
obtuvo de Life Technologies (Maryland). Hoechst, lysotracker, y Brefeldina

A-BODIPY se obtuvieron de Molecular Probes.

Construcciones

Los amplificados de PCR del ADNc humano de IRE1a se ligaron con un
linker que contenia las secuencias de marcaje HA. Luego estos se insertaron
en un plasmidio pMSCV-hygro (Clontech) entre los sitios Bgl Il y Xho | para
generar IRE1a-HA. Adicionalmente se generaron por la ligacion de
amplificados del ADNc humano de IRE1a en este mismo vector: IRE1a-
(AC)-HA, que contiene las secuencias aminoacidicas 1-500 de IRE1a
humano mediante los partidores: 5'-GAGATCTCGCCATGCCGGCCCGGCG
G-3'y 5'-GGACGCGTGGGTGGAAGGGCAGCTGC-3' e IRE1a~(AN)-HA que
contiene las secuencias aminoacidicas 467-977 de IRE1a humano con los
partidores: 5-GGAGATCTGCCATGAGCATGCATCAGCAGCAG-3" y b5'-

ACGCGTAGGGCGTCTGGAGTCACTGG-3".



Alternativamente, la porcion citosolica de IRE1 se marcé con VSV
usando el vector pCR3 (Invitrogen). Luego se generé en este mismo vector
un mutante inactivo en el dominio ARNsa IRE-K907A-VSV por mutagénesis
sitio dirigida.

BI-1-MYC humano y la mutante de BI-1-CS9A-MYC clonado en
pCDNA3 (Invitrogen)se obtuvieron a partir de una donacioén del Dr. John
Reed y se describieron previamente (Xu and Reed, 1998).

El ADNc de BI-1-WT humano y del mutante por deleciéon de 9
residuos del carboxilo terminal (BI-1AC) se subclonaron para generar
proteinas fusionadas a EGFP mediante el uso del vector pEGFP-N1
(Clontech). A continuacion, las proteinas fusionadas a EGFP se subclonaron

en vector puro-retroviral pMSCV (Clontech).

Cultivo celular

Las células se mantuvieron a 37°C con 5% de CO- en “Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium” (DMEM). Suplementadas con 5% de suero fetal bovino
(FBS), 1 mM de glutamina, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de
estreptomicina y 10 uM de aminoacidos no esenciales en el caso del cultivo
de las células MEFs.

Para la inhibicibn de caspasas las células se pretrataron con 10 pM de

zVAD-fmk por 30 min.



Transfecciones

Las células se sembraron a una concentracion de 0.35*10° células/ml y
luego de 24h se transfectaron con el reactivo Efectene de Qiagen segtn el
protocolo del fabricante. Una vez transfectadas, las células se cultivaron por
48 h antes de ser colectadas para preparar los extractos de proteina totales
para su analisis por electroforesis e “inmunoblot” (WB) en solucién tampén
de lisis RIPA (Tris 20mM pH 8,0, NaCl 150 mM, SDS 0,1 %, DOC 0,5% vy
tritén X-100 0,5%). En el caso de la preparacién de extractos de proteinas
para inmunoprecipitacion (IP), las células se colectaron en solucién tampén
CHAPS (CHAPS 1%, KCI 100 mM, Tris 50 mM pH 7,5, NaF 50mM, Na3VO,

1mM, PMSF 250 mM e inhibidores de proteasas).

Extraccion de ARN, RT-PCR y PCR en tiempo real

El RNA total se preparé a partir de células MEFs utilizando TRIzol® segun el
protocolo del fabricante. Luego se sintetizé el ADNc con el kit iScript cDNA
Sintesis de BIORAD, utilizando el siguiente programa: 5 min. a 25 °C, 45
min. a 44 °C y 5 min. a 85 °C.

Realizamos reacciones cuantitativas de PCR en tiempo real utilizando el
reactivo fluorescente SYBRgreen y la enzima ADN polimerasa GO Taq®
Flexi (Promega) en un sistema ABI PRISM 7700 de Applied Biosystems. Las
cantidades relativas de ARNm se calcularon a partir de los valores del ciclo
umbral comparativo usando actina como control interno. Los partidores se
diseAaron utilizando el software Primer Express (Applied Biosystems, Foster

City, CA) u obtenidos de la base de datos de partidores:



http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/index. html

Realizamos PCR en tiempo real usando los siguientes pares de partidores:

Gen Partidor en sentido directo | Partidor en sentido inverso
erdj4

5'-CCCCAGTGTCAAACTGTACCAG-3' 5- AGCGTTTCCAATTTTCCATAAATT-3'
Edem

5'- AAGCCCTCTGGAACTTGCG-3' 5- AACCCAATGGCCTGTCTGG-3'
secb1a

5- CTATTTCCAGGGCTTCCGAGT-3' 5- AGGTGTTGTACTGGCCTCGGT-3'
herp

5’- CATGTACCTGCACCACGTCG-3' 5'- GAGGACCACCATCATCCGG-3'
ero1

5- TCAGTGGACCAAGCATGATGA-3' 5-TCCACATACTCAGCATCGGG-3'
wfs-1

5'-CCATCAACATGCTCCCGTTC-3' 5'-GGGTAGGCCTCGCCAT-3'
Actina

5'- TACCACCATGTACCCAGGCA-3 5-'CTCAGGAGGAGCAATGATCTTGAT-3’

Tabla 1: Partidores usados para PCR en tiempo real.

Ensayo de procesamiento del ARNm de XBP-1.

Para los ensayos de procesamiento las células MEFs se sembraron a una
concentracién de 0.35*10° células/ml y tratadas con Tm. El ARN se extrajo y
el ADNc se sintetiz6 como se explicé en la seccion anterior. Una vez
obtenido el ADNc este se diluyé (1:2) en agua libre de nucleasas. Utilizamos
los  partidores 5-ACACGCTTGGGAATGGACAC-3' y 5-CCATG
GGAAGATGTTCTGGG-3', que incluyen las secuencias que flanquean el

sitio de procesamiento del ARNm de xbp-71 en ratdén, para su amplificacién




por PCR con el mix para PCR GO Taq® Green (Promega). El programa que
se utilizd es el siguiente: 4 min. de denaturacién 94°C, luego 30 seg. de
denaturacion 94°C, 45 seg. de hibridacion 58°C, 45 seg. de elongacién 72°C
por 35 ciclos y 10 min. finales de elongacion a 72°C.
En el caso del ensayo de procesamiento del ARNm de XBP-1 en Drosophila
utilizamos los siguientes partidores: 5-CAGATGCATCAGCCAATCCAAC-3'
y 5-ACAACTTTCCAGAG TGAG-3' y el programa que se utilizé es el
siguiente: 2 min. de denaturacion 95°C, luego 1min. de denaturacion 95°C,
50 seg. de hibridacion 56°C, 50 seg. de elongacién 72°C por 35 ciclos y 10
min. finales de elongacién a 72°C.

Los productos de PCR se separaron mediante electroforesis en gel de
agarosa-1000 al 2,5% y se visualizaron con tincion de bromuro de etidio.
En algunos casos el producto procesado se cuantificé por el nimero de
pixeles utilizando el sistema Versadoc de Biorad y los valores totales se

relativizaron con respecto al producto total y se expresaron en porcentaje.

Co-Inmunoprecitaciones.

Las inmunoprecipitaciones (IP) se realizaron en solucién tampén CHAPS.
Para la preparacion del extracto celular las células se recolectaron en PBS y
se resuspendieron en tampén CHAPS. Luego se incubaron a 4 °C por 30
min en un rotor de rueda. Se realizaron las IP en 500 ul de extractos post-
nucleares. Los extractos seleccionados se incubaron con complejos
anticuerpo-agarosa anti-HA (Roche), o complejos anticuerpo-agarosa anti-

MYC (Upstate technologies) por 4 h a 4°C. A continuacién estos se lavaron



dos veces con 1 ml de solucién tampén CHAPS y por altimo, una vez con
solucion tampén CHAPS con NaCl 500 mM. Los complejos de proteina se
eluyeron mediante competencia con el péptido HA 1,4 mg/ml (Roche) o con
el péptido MYC (Upstate Technologies) por 30 min. a 4°C y finalmente por
10 min. a 37°C.

En el caso del experimento realizado con el péptido BI-1°"', luego del
tercer lavado con CHAPS, el extracto posnuclear con el complejo anticuerpo-
agarosa anti-MYC se incubd por 30 min. con distintas concentraciones del
péptido y posteriormente se eluyé con el péptido MYC por 30 min. a

temperatura ambiente y finalmente por 10 min. a 37°C.

Analisis de Western Blot.

Para este analisis, las células se colectaron y se homogenizaron mediante
sonicacion en solucién tampén RIPA en presencia de un coéctel de
inhibidores de proteasa (Roche). La concentracion de proteinas se
determiné mediante el ensayo de micro-BCA. El equivalente a 30-50ug de
proteina total se cargd en geles de 12 o 15 % de poliacrilamida preparados
segun (Laemmli, 1970).

Los siguientes anticuerpos y diluciones se utilizaron: anti-XBP-1 1:1000, anti-
GFP 1:1000, anti-ATF4 1:2000, anti-SP-1 1:1000, anti-MYC 1:2000, anti-HA
1:2000, anti-VSV 1:3000, anti-p-elF2a. 1:3000, anti-elF2« 1:3000, anti-Bak
1:3000. Los anticuerpos secundarios conjugados a HRP se utilizaron a una

dilucién de 1:4000.



Inmunofluorescencia.

Para este fin, distintos organelos se marcaron mediante sondas
fluorescentes especificas para ER/Golgi y lisosomas. Las células vivas se
tiferon con Lysotracker 200 nM por 45 minutos a 37°C y CO, 5%.
Agregando directamente al medio Brefeldina ABODIPY 0,2 nug/ml por 45
minutos y visualizado el ER/Golgi. Luego las células se lavaron dos veces
con PBS frio y fijadas por 30 min con formaldehido 4% en hielo. Luego las
células se mantuvieron en PBS con formaldehido 0,4% para su visualizacion
y analisis mediante microscopio confocal.

Para el analisis de proteinas marcadas con MYC, las células se fijaron
por 30 min en PBS con paraformaldehido 4% y se permeabilizaron con
metanol frio a 20°C por 10 min. Después de 1 h. de blogueo con gelatina
5%, las células se incubaron con anticuerpos anti-MYC por 1 h. a 37°C,
lavadas tres veces en PBS, e incubadas con anticuerpos secundarios
conjugados a fluoroforos Alexa (Molecular Probes) para su analisis mediante

microscopia confocal. Los ntcleos se tifieron con Hoechst.

Modelo experimental

Induccién de estrés de RE en lineas celulares

Las células se trataron con Tm a concentraciones que fluctuaban entre 0 y 1
ng/ml para los experimentos de dosis respuesta, los cuales se incubaron 2,5
h. para el ensayo de procesamiento del ARNm de XBP-1 y 4 horas para WB

sin remover la Tm del medio. Solo cuando evaluamos la posible participacion



de BI-1 en la inactivacion de IRE1q, las células Bl-1 WT y KO se trataron
con 1 mg/ml de Tm por 2h. Luego de transcurrido este tiempo las células se
lavaron 3 veces con PBS 1X e incubadas por 0, 6, 8, 16 y 24 h en medio
fresco libre de Tm previamente calentado a 37°C. Durante distintos tiempos
de recuperacion, el procesamiento del ARNm de XBP-1 se monitored
utilizando RT-PCR. En el caso de la incubacion con Bref A las células se

trataron a una concentracion de 10 uM por 2,5 h.

Tratamientos con el péptido BI-1°*"

El medio de cultivo de las células MEFs deficientes y silvestre para Bl-1 se
sustituyé por medio con suero al 2% e incubadas por 1 hora a 37°C y 5%
CO,. Posteriormente las células se trataron con 50 uM del péptido BI-1°""
que corresponde a la region C-terminal de Bl-1 acoplado a 8 argininas
adicionales en el amino terminal, adicion que aumenta la permeabilidad a las
células. Las incubaciones se realizaron por 2 horas. Finalmente las células
se trataron con bajas concentraciones de Tm para determinar el efecto del

péptido en el procesamiento del ARNm de XBP-1.

Generacion de lineas estables de Bl-1

Células MEFs BI-1 KO se reconstituyeron con Bl-1 y BI-1AC humano como
proteinas de fusibn EGFP usando vectores retrovirales. Para esto células
HEK293Ty se transfectaron con los vectores hBI-1-GFP-pMSCV y hBI-1AC-
GFP-pMSCYV e incubaron por 48h. Luego el medio conteniendo los retrovirus
se colectd vy filtr6; luego agregoé sobre las células MEFs deficientes en BI-1

en presencia de “Polybreen” a una concentraciéon de 10 ug/ml. Posterior a



esto, las lineas celulares se seleccionaron utilizando Puromicina a 3 pg/ml.
Finalmente, los niveles de expresion de GFP se determinaron mediante
citometria de flujo en el equipo BD FACS modelo Canto, midiendo en el

canal FITC (515-545nm).

Modelo de estrés de RE en ratones

Los animales se inyectaron intraperitonealmente una vez con 0,2 pg/gramo
de peso corporal con una suspension de Tm en dextrosa. Luego de 6 h. los
animales se sacrificaron por narcosis de CO;. El higado se removi6 y se
prepararon extractos celulares para analisis mediante WB. Para el analisis
de XBP-1 los extractos de tejido se fraccionaron para obtener nucleos

utilizando un protocolo previamente descrito (Hetz et al., 2006)

Generacion de moscas transgénicas para Bl-1 y modelo de estrés de

RE en larvas

El mutante de mosca dBI-1EY03662 corresponde a un Unico elemento P
insertado en la 5UTR, 63 pb rio abajo del sitio de inicio de la transcripcion
de dBI-1 (CG7188). Esta insercion produce una sobreexpresion de dBI-1,
como se ha detectado por PCR. Para los ensayos UPR se crecieron larvas
Canton S y dBI-1EY03662 en medio estandar o medio estandar
suplementado con Tunicamicina 50 pg/ml por 20h. Luego se extrajo el ARN
total y se analiz6 el procesamiento de dXBP-1 como se describid

anteriormente.



Resultados

Aumento del procesamiento del ARNm de XBP-1 en células deficientes

para BIl-1.

A pesar que la via de senalizacién de IRE1a es la mas conservada de la

UPR, poco se conoce acerca de su regulacion. La activacion de IRE1a
induce el procesamiento directo del ARNm de XBP-1. Con el objetivo de
definir la posible regulacién de IRE1a por BI-1, fibroblastos embrionarios de
raton (MEFs) silvestres (Bl-1 WT) y deficientes para Bl-1 (Bl-1 KO) se
expusieron a distintas concentraciones de Tunicamicina (Tm) (0, 25, 100 y
250 ng/ml) por 2,5 h. y luego el nivel de procesamiento del ARNm de XBP-1
se monitoreé utilizando un ensayo basado en RT-PCR (Fig. 2B). Como se
muestra en la Figura 4, las células BI-1 KO experimentaron procesamiento
del ARNm de XBP-1 a concentraciones de Tm de 0 a 250 ng/ml las cuales
son consideradas concentraciones bajas, comparadas con las células MEFs
controles que no muestran procesamiento o solo un minimo procesamiento
bajo estas condiciones (panel superior). Por otra parte, los niveles de ARNm
de XBP-1 procesado (XBP-1s) y XBP-1 total se determinaron, por RT-PCR
observandose niveles mayores de XBP-1s en las células Bl-1 KO expuestas
a Tm comparadas con las células BI-1 WT. Como control analizamos los
niveles de ARNm de BI-1 confirmando la deficiencia de BI-1 en las células
Bl-1 KO.

Sin embargo, los efectos de la ausencia de BI-1 en el procesamiento
del ARNm de XBP-1 no se observaron a concentraciones de Tm mayores a

1,6 pyg/ml (Fig. 5A). Los niveles relativos del procesamiento de ARNm de
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Figura 4: Aumento del procesamiento de XBP-1 en células deficientes para Bl-1.
MEFs KO de BI-1 y MEFs control se trataron con las concentraciones indicadas de Tm por
2,5 h. Los niveles de procesamiento de ARNm de XBP-1 se determinaron mediante un
RT-PCR del ADNCc total. Se indican los fragmentos de PCR procesados y no procesados.
Adicionalmente los niveles totales de XBP-1 o ARNm de XBP-1 procesado se
determinaron con partidores especificos mediante RT-PCR. Como control, los niveles de
ARNm de BI-1 y actina se midieron por RT-PCR.
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Figura 5: Los efectos inhibitorios de Bl-1 dependen de las concentraciones de Tm.
A) MEFs KO de BI-1 y MEFs control se trataron con las concentraciones indicadas de
Tm por 2,5 horas y se determinaron los niveles de procesamiento de ARNm de XBP-1.
B) Cuantificacion del procesamiento del ARNm de XBP-1. Los niveles del ARNm de
XBP-1 procesado se relativizaron respecto a los niveles totales (Sumatoria de XBP-1
total y procesado).



XBP-1 mostrados en la figura 5A se cuantificaron y graficaron como
porcentaje, observando un mayor procesamiento en las células Bl-1 KO (Fig
5B). Estos resultados sugieren que Bl-1 es un modulador negativo de la

actividad de IRE1a.

La deficiencia de Bl-1 induce un aumento de XBP-1s bajo condiciones

de estrés de RE.

El procesamiento del ARNm de XBP-1 consiste en la remocién de 26
nucleétidos de un intréon, cambiando el marco de lectura lo que genera una
proteina mas estable y activa. Para evaluar los niveles de expresion de XBP-
1s realizamos experimentos de curso temporal y dosis respuesta (Fig.6A y
6B, respectivamente). Celulas deficientes y controles para Bl-1 se
sometieron a concentraciones de de 0, 0,1, 0,25 y 1 pg/ml de Tm por 4 h.
Por otra parte, ambos tipos celulares se trataron con 100 ng/ml de Tm por
tiempos 0, 1, 2, 4 y 8 horas. Luego, se obtuvieron los extractos de proteinas
nucleares y se analizaron por WB, inmuno-detectando las proteinas XBP-1s
y SP-1 como control de carga. En ambos experimentos observamos una
mayor expresién de la proteina XBP-1s en las células KO para BI-1 en
comparacion con las células WT. Este resultado correlaciona muy bien con
el incremento observado en el procesamiento del ARNm de XBP-1 que
experimentan las células deficientes en Bl-1 bajo condiciones de estrés de

RE.
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Figura 6: BI-1 inhibe la sefalizacién rio abajo de IRE1q, sin afectar la via de PERK.
A) Las células WT y KO para BI-1, se trataron con Tm 100 ng/ml en los intervalos de
tiempo indicados. Extractos de proteinas nucleares se analizaron por WB, midiéndose los
niveles de XBP-1s, como control interno se utilizaron los niveles de la proteina nuclear
SP-1. B) Células WT y KO para BI-1 se trataron con las concentraciones de Tm indicada
por 4 h. Las proteinas XBP-1s, ATF4 y SP1 se analizaron en extractos nucleares
mediante WB. Adicionalmente, | se determinaron por medio de Western blot de extractos
totales los niveles del factor de inicio de la traduccién eucarionte 2 alfa en su forma
fosforilada activa (fosfo-elF2a. ) y en su estado basal inactivo (elF2a).



Bl-1 inhibe la sefializacion rio abajo de IRE1q, sin afectar la via

dependiente de PERK.

Células WT vy deficientes para Bl-1 se trataron por 4 horas con Tm a
concentraciones de 0, 0,1, 0,25 y 1 ug/ml. Las proteinas XBP-1s, ATF4 y
SP1 se determinaron en extractos nucleares mediante WB. Adicionalmente,
los niveles de fosforilacion de elF2a y elF2a total se determinaron en
extractos de proteinas totales por medio de WB. La deficiencia de BI-1
generd un incremento de la proteina XBP-1s bajo condiciones crecientes de
Tm. Sin embargo, ésta no afect6 drasticamente la expresion de eventos
independientes de IRE1a, como la expresion de ATF4 o la fosforilaciéon de
elF2a (Fig. 6B). Estos resultados sugieren que Bl-1 afecta especificamente

eventos de la UPR relacionados con la activacion de IRE1a.

Aumento en la expresion de los genes blanco de XBP-1s en células

deficientes para BI-1.

Trabajos previos han demostrado que XBP-1 es un factor de transcripcién
que regula la expresiéon de genes frente a respuesta a estrés de RE. Para
definir el impacto de BI-1 en las respuestas adaptativas de la UPR, los
niveles de ARNm de diferentes genes blanco de XBP-1 se determinaron en
celulas WT y deficientes en BI-1 mediante PCR en tiempo real. En
experimentos de dosis-respuesta, donde las células se expusieron por 8
horas a las distintas concentraciones de Tm, donde observamos un aumento

en los niveles del ARNm para Sec61 y EDEM en células deficientes para Bl-



1 al ser comparadas con células controles (Fig. 7A). En consecuencia con
esto, un amplio panel de genes blanco de XBP-1s (Erdj4, ,EDEM, Sec61,
Ero1, Herp, WFS1) se analizé en células tratadas con 100 ng/ml de Tm por 8
h. Bajo estas condiciones las células Bl-1 WT mostraron un leve aumento en
los niveles de ARNm de los genes blanco de XBP-1. En contraste con esto,
las células deficientes para Bl-1 mostraron una marcada activacion de la
UPR evidenciada por un drastico aumento en los niveles de los ARNm de los
genes blanco de XBP-1s (Fig. 7C).

Experimentos de curso temporal en células WT y deficientes para Bl-
1 tratadas con Tm a una concentracion de 100 ng/ml a los tiempos de 0, 2,
4,6, 8 y 10 h., indicaron un rapido y pronunciado aumento en el ARNm de
los genes EDEM, Sec61 y HERP en células deficientes para Bl-1 (Fig. 7B),
indicando que la expresion de BI-1 controla tanto la amplitud como la

cinética de las respuestas transcripcionales dependientes de IRE1a/XBP-1.

La expresion de Bl-1 es necesaria para la inactivacion de la via de

IRE1a0/XBP-1.

Previamente se ha reportado que los niveles de procesamiento del ARNm
de XBP-1 disminuyen a niveles basales en condiciones de un estrés de RE
prolongado (Lin et al., 2007). Esta respuesta se corroboré en nuestros
experimentos al exponer las células WT a concentraciones de Tm 100 ng/mi
por tiempos prolongados. En estos experimentos observamos una
disminucion en los niveles del procesamiento del ARNm de XBP-1 alrededor

de las 18 h de tratamiento (Fig. 8A). Sorprendentemente, se observd que el
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Figura 7: BI-1 controla la amplitud de las respuestas transcripcionales
dependientes de la via IRE1a/XBP-1.

A) Celulas MEFs KO y Bl-1 se trataron con las concentraciones indicadas de Tm por 8 h.
y los niveles de ARNm de los genes blanco de XBP-1, Sec61 y EDEM, se determinaron
por PCR en tiempo real. Los valores se normalizaron con los niveles de ARNm de actina
para cada muestra, como control interno. B) Los niveles de ARNm de EDEM, SecB1 y
HERP se determinaron en los intervalos de tiempo indicados en células tratadas con Tm
100 ng/ml. C) El nivel de ARNm para los genes blancos de la UPR: ERdj4, EDEM, Sec61,
Ero1, Herp y WFS1 se medié mediante PCR en tiempo real en células WT y KO de Bl-1
tratadas con Tm 100 ng/ml por 8 h.



procesamiento del ARNm de XBP-1 se mantuvo en el tiempo en células
deficientes para Bl-1, inclusive 24h después del tratamiento con Tm. Esto
sugiere que BI-1 podria estar involucrado en la inactivacion de la
sefalizacion de IRE1a (Fig. 8A). Este efecto inhibitorio se correlacioné con
un aumento en los niveles del ARNm de Sec61 y EDEM luego de 24h
después del tratamiento con Tm en células deficientes en Bl-1 (Fig. 8B).
Para evaluar la posible participacion de Bl-1 en la inactivacién de
IRE1q, las células Bl-1 WT y KO se trataron con una concentracion alta de
Tm de 1 pg/ml 2 h para inducir un procesamiento total de XBP-1 en células
Bl-1 WT y KO. Luego de transcurrido este tiempo, las células se lavaron e
incubaron por 0, 6, 8, 16 y 24 h en medio fresco libre de Tm (Fig 8C).
Durante este periodo de recuperacion observamos el procesamiento de
XBP-1 en células controles. Concordando con los resultados previos, las
células deficientes en Bl-1 presentaron niveles sostenidos de procesamiento
del ARNm de XBP-1 comparadas con células WT donde observamos una
disminucién de los niveles del ARNm de XBP-1 procesado a las 24 h
después del tratamiento (Fig. 8C). En conjunto, estos resultados permiten

postular a BI-1 como un regulador negativo de la via IRE1a/XBP-1.

Bl-1 forma un complejo proteico con IRE1a

Ya que BI-1 es capaz de modular la sefalizaciéon de IRE1o decidimos
investigar si esta modulacién esta asociada o no con una asociacion fisica
entre IRE1a y BI-1. En esta seccion evaluamos y definimos las regiones de

IRE1a implicadas en la interacciéon entre IRE1a y Bl-1 y su efecto sobre la
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Figura 8: Inactivacién retardada de la sefializacion IRE1/XBP-1 en células
deficientes en BI-1.

A} El procesamiento de ARNm de XBP-1 se monitoreé a través del tiempo en células KO
de Bl-1 y WT tratadas con Tm 100 ng/mi. B) Los niveles de ARNm de genes blanco de
XBP-1 se determinaron mediante PCR en tiempo real: Edem y Sec61 en células MEFs
KO y WT para Bl-1 después de 18 y 24 h de tratamiento con Tm 100 ng/ml. C) Células
WT y KO de BI-1 se trataron por 2 h con 1 mg/ml y lavadas 3 veces con PBS e incubadas
por los tiempos indicados en medio fresco libre de Tm. Posteriormente, el procesamiento
de ARNm de XBP-1 se evalud mediante RT-PCR.



actividad de IRE1a. También realizamos experimentos para analizar si la
interaccion entre Bl-1 se produce cuando IRE1o es activado o bien si la
interaccién es independiente de la activacion de este sensor.

La posible interaccion de IRE1a con BI-1 se evalué mediante

experimentos de co-inmunoprecipitacion utilizando lisados de células HEK
293T co-transfectadas con vectores de expresiéon para IRE1a-HA y BI-1-
MYC. Luego la posible co-inmunoprecipitacién se determiné mediante WB.
Se observé una fuerte co-precipitacion entre ambas proteinas (Fig. 9,10 y
11).
Con el objeto de determinar e identificar regiones de IRE1a relevantes en su
interaccion con BI-1, células 293T se co-transfectaron con vectores de
expresion para BI-1-MYC o BI-1C9A-MYC en conjunto con IRE1a-HA WT o
mutantes de delecion de IRE1a en su dominio citosélico (IRE1aAC) o
luminal del ER (IRE1aAN). La co-inmunoprecipitacion entre IRE1a y Bl-1
resulté ser dependiente de la region citosdlica de IRE1a e independiente de
la region luminal de IRE1a (Fig. 11A). Por lo tanto inferimos que la
interaccion entre Bl-1 e IREa requiere de la regién C-terminal citosélica de
IRE1a, la cual codifica para los dominios quinasa y endorribonucleasa de
esta proteina.

Para comprobar si la interaccién entre IRE1a y Bl-1 depende de la
activacion de IRE1a, realizamos experimentos bajo condiciones de estrés
de RE (en presencia de Tm o Bref A). Células 293T se co-transfectaron con

vectores de expresion para BI-1-MYC e IRE1a-HA. Después de 48 h., las
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Figura 9 : Bi-1 forma un complejo proteico con IRE1a que no es afectade por el
estrés de RE.

A) Células 293T se co-transfectaron con vectores de expresién para BI-1-MYC e
IRE1a-HA. Después de 48 h, las células se trataron con Tm o Brefeldina A (Bref. A) en
los intervalos de tiempo indicados. Extractos citosolicos totales se inmunoprecipitaron
con anti-MYC-agarosa. Posteriormente realizamos WB para las proteinas de fusién HA
y Myc. B) Células 293T se co-transfectaron con BI-1-MYC ¢ con un mutante inactivo de
IRE1a (K907A) en presencia de IRE1a marcada con VSV. Esta ultima carecia del
dominio luminal del ER y se inmunoprecipité y analizé por Western Blot.



células se trataron con Tm o Bref. A en los intervalos de tiempo indicados en
la Figura 9A. La interaccién entre Bl-1 e IRE1a no se vio afectada en células
expuestas a estresores del RE, observandose un nivel similar de co-
inmunoprecipitacion como en la condiciones control (Figura 9A).

Con el objetivo de confirmar que la interaccién entre IRE1a y Bl-1 no
depende de la activacion de IRE1q, utilizamos una mutante inactiva de la
region ARNasa de IRE1a. Con este fin, células 293T se co-transfectaron con
BI-1-MYC o con IRE-1a WT o con la mutante inactiva de IRE1a (K907A),
ambas con la marca VSV y carentes del dominio luminal del ER. Se observo
que Bl-1 se asocié en forma similar con el mutante inactivo de IRE1a (K907)

e IRE1a silvestre en experimentos de co-inmunoprecipitacion (Fig. 9B).

BAK y BI-1 interactian con IRE a través de mecanismos relacionados.
Ya que es conocido que las proteinas BAX y BAK estabilizan la forma activa
de IRE1a por una unidén con este receptor, quisimos determinar si el
complejo IRE1a-BAK es o no afectado por la presencia de Bl-1.

Células 293T se co-transfectaron con vectores de expresiéon para BAK
e IRE1a-HA en presencia o ausencia de Bl-1. Posteriormente, se evalué el
efecto de BI-1 sobre la co-inmunoprecipitacion de BAK con IRE1a-HA. La
co-expresion de BAK y Bl-1, redujo significativamente la interaccién de BAK
con IRE1a, en comparaciéon con la interaccion determinada en ausencia de
Bl-1. Estos resultados sugirieren que BAK y BI-1 interaccionan con IRE1a a

través de mecanismos relacionados (Fig.10).



Bl-1 regula IRE1a a través de su regiéon C-terminal

La secuencia proteica de BI-1 esta altamente conservada en distintas
especies. Ademas, el extremo C-terminal citosolico de BI-1 esta compuesto
por solo 10 aminoacidos altamente conservados en mamiferos, region
esencial para la regulacion de la apoptosis. Para determinar la posible
funcién del C-terminal de Bl-1 en la UPR, expresamos una mutante de BI-1
donde los ultimos nueve aminoacidos de la proteina se reemplazaron por
alaninas (BI-1°°4). Luego la interaccién con IRE1a se determiné por ensayos

de co-imunoprecipitacion. Como se muestra en la figura 13A, BI-1°®* n

o}
interactud significativamente con IRE1a. Por otro lado, realizamos controles
para determinar la localizacion subcelular de la mutante BI-1°°* utilizando
inmunolocalizacion y co-tincidon con diversos marcadores de organelos
incluyendo RE/Golgi, lisosomas y nucleo. No se observaron cambios en la
distribucién subcelular de BI-1°®* comparado con BI-1"". Ambas proteinas
se localizaron en el RE, mostrando un patrén de distribucién perinuclear
caracteristico del RE y Golgi. Por lo tanto, la disminucién de la interaccién

1 C9A

entre Bl- e IRE1a no se debe a cambios en la localizacion de la proteina

(Fig 11B). Con el fin de analizar en mas detalle el rol del extremo C-terminal
de BI-1 en la UPR, utilizamos un péptido sintético idéntico a los ultimos 10
aminoacidos de Bl-1, el que se acoplé a una regiéon de poliarginina para
aumentar su permeabilidad celular (BI-1°'®). Para determinar los posibles

efectos del péptido BI-1°"" en la interaccién entre Bl-1 e IRE1a, primero el

complejo BI-1/IRE1a se inmunoprecipité y luego se incubd con diferentes

1C-ter

concentraciones de Bl- por 30 minutos.
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Figura 10 : BAK y BI-1 interactian con IREa a través de mecanismos
relacionados.

Celulas 293T se co-transfectaron con vectores de expresion para BAK e IRE1a-HA en
presencia o ausencia de BM1. Luego la co-IP de BAK con IRE1a-HA se evalué
mediante Western Blot. Para evitar los efectos toxicos de sobre-expresion de BAK, los
experimentos se realizaron en presencia del inhibidor de caspasas zVAD-fmk.
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Figura 11. El dominio C-terminal de BI-1 es necesario para su interacciéon con
IRE1a.

Células 293T se co-transfectaron con vectores de expresion para Bl-1-MYC o Bl-1CSA-
MYC con mutantes IRE1a-HA WT o mutantes de delecion de IRE1a en su dominio
citosolico o luminal del ER. Transcurridas 48 h., se prepararon extractos celulares para
luego inmunoprecipitar HA-IRE1«. Posteriormente determinamos la posible interaccién
con Bi-1 por medio de Western blot. B) La distribuciéon subcelular de BI-1WT y BI-1CSA
se evalud mediante inmunofiuorescencia (verde) para ver la ubicacién de BI-1, co-
tincion con brefeldina A-BODYPI para ver ubicacion del RE/Golgi, lysotracker (rojo) para
ver la ubicacion de los compartimientos acidicos y Hoechst {(azul) como control para ver
el nicleo.



Al utilizar 150uM el péptido observamos una disminuciéon clara en la
interaccion entre IRE1a de BI-1Y". Este resultado mostré que el péptido
sintético idéntico al extremo C-terminal es capaz de competir con Bl-1 del
complejo con IRE1a de una manera dependiente de su concentracion
(Fig.12A)

Posteriormente la actividad de BI-1°"" se evalud en células tratadas con
bajas dosis de Tm. Como se muestra en la Fig. 12B, se aumentd el
procesamiento del ARNm de XBP-1 al tratar las células con el péptido BI-1¢
'’ Este efecto no se observé en células MEFs BI-1 KO en ninguna
concentracion utilizada (Fig 12B), indicando que la actividad del péptido BI-
1% depende de la expresion Bl-1 endégeno. En conjunto, estos resultados
indican que BI-1 es un regulador negativo de IRE1a y que esta regulacién
ocurre a través de la formacion de un complejo proteico entre ambas
proteinas donde participa el extremo terminal de BI-1.

Finalmente, células MEFs deficientes en Bl-1 se reconstituyeron con un
vector de expresion de Bl-1 humano o un mutante en el que se delecionaron
los altimos 10 aminoacidos BI-1°° como proteinas de fusion con GFP
usando vectores retrovirales (Fig. 12C). Consistentemente con la falta de
interaccion entre BI-1°®* e |IRE1o. en experimentos de co-
inmunoprecipitacion, la mutante carente del extremo C-terminal no logré
restaurar los niveles normales de actividad de IRE1a en células deficientes
en Bl-1. Sin embargo, la expresién de Bl-1 humano redujo los niveles de
procesamiento del ARNm de XBP-1 en células deficientes en Bl-1 expuestas

a estrés de RE (Fig. 12C).
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Figura 12: Bl-1 regula a IRE1a mediante su regién citosélica C-terminal.

Células 293T se co-transfectaron con vectores de expresion para Bl-1-MYC y VSV-
dominio citosdlico de 1IRE1a. Después de 48 h., se prepararon extractos celulares y se
realizd |IP de Bl-1-MYC. Los complejos proteicos inmunoprecipitados se incubaron con
concentraciones crecientes de un péptido sintético idéntico en secuencia a los 10
aminoacidos del C-terminal por 30 min., y la asociacién entre IRE1a y Bl-1 se medio via
Western blot. B) A partir de ADNc total, los niveles de procesamiento de ARNm de XBP-1
se determinaron en células Bl-1 WT y Bl-1 KO mediante RT-PCR. Estas células se
trataron previamente con péptido Bl-1C-term 50 uM por 2 h. y luego con Tm 100 o 200
ng/ml por 2,5 h. C) Células deficientes en Bl-1 se infectaron con retrovirus codificantes
para proteinas de fusién con GFP para BI-1WT, y BI-1AC. Los niveles de procesamiento
del ARNm de XBP-1 se midiercn después del tratamiento por 2,5 h. con tunicamicina.



BI-1 regula negativamente a IRE1a en organismos multicelulares

Para evaluar la funcién de BI-1 en la regulacién de la UPR en distintas
especies in vivo, primero determinamos la susceptibilidad de respuesta a
estrés en ratones Bl-1 KO. Para esto utilizamos un modelo ampliamente
empleado en la literatura para monitorear respuestas a estrés de RE en
animales (Hetz et al., 2006). Ratones WT y deficientes en Bl-1 se inyectaron
intra-peritonealmente con una dosis de Tm (0.2 ug/g de ratén) por 6h y luego
los niveles de XBP-1s, ATF4, y CHOP se analizaron en extractos nucleares
de higado (Fig. 13). Los ratones deficientes en Bl-1 experimentaron un fuerte
aumento en los niveles de XBP-1s, comparados con los ratones WT. Sin
embargo, no se observaron diferencias en la induccién de ATF4 en estas
muestras, indicando que Bl-1 regula especificamente la rama de IRE1a de la
UPR in vivo. Resultados similares se observaron cuando se analizaron los
rifones de los mismos ratones, otro 6rgano altamente afectado por
tratamiento con Tm (datos no mostrados).

La via de IRE1a /XBP-1 esta altamente conservada en D. melanogaster
(Plongthongkum et al., 2007; Souid et al., 2007). En consecuencia con esto,
decidimos determinar el posible efecto regulatorio de Bl-1 sobre la UPR en
moscas. Para esto, obtuvimos una mosca transgénica para Bl-1 de la
coleccion Bloomington (BL-16568). Luego el procesamiento del ARNm de
XBP-1 se monitored en larvas que sobreexpresan Bl-1 de D. melanogaster.
Como modelo experimental, larvas de moscas se crecieron en medio que
contenia 50 pg/ml de Tm por 20 h y posteriormente los niveles de

procesamiento del ARNm de XBP-1 se determinaron por RT-PCR en



extractos de ADNc derivados de tejido total. Como se muestra en la Figura
14, la sobreexpresion de dBI-1 disminuy6 significativamente los niveles de
procesamiento de XBP-1 en larvas tratadas con Tm, indicando que BI-1

también regula la via IRE1a/XBP-1 en invertebrados.
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Figura 13: Bi-1 regula el procesamiento del ARNm de XBP-1 en ratones in vivo.

A) Ratones Bl-1 WT y deficientes se inyectaron intraperitonealmente con Tm 0,2 ug/gr
peso. Una vez transcurridas 6 h. desde el tratamiento, los animales se sacrificaron por
narcosis de CO2. El higado se removid y se prepararon extractos celulares para
analisis mediante WB. B) Los niveles de expresion XBP-1s, ATF4 se determinaron
mediante Wesfern blot de extractos nucleares. Los niveles de SP-1 nuclear se
analizaron como control de carga.
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Figura 14: Bl-1 regula el procesamiento del ARNm de XBP-1 en Drosophila in vivo.
A) Larvas de D. melanogaster WT (Canton S) o que sobreexpresan dBi-1 (dBI-
1EY03662) se crecieron en medio estandar en presencia o ausencia de Tm 50 ug/mi
por 20 h. Luego el ARN total se exirajo. B) Los niveiles de ARNm de XBP-is se
determinaron por PCR. Como control 1a sobreexpresion de dBl-1 se midio via RT-PCR
en larvas que presentaban alelos control o alelos dBI-1EY03662. Los niveles de actina
se monitorearon como control de carga.



Discusién

La familia BCL-2 juega un papel esencial en el control de la apoptosis
en mamiferos, sin embargo estas proteinas no estan presentes en plantas y
levaduras. Bl-1 es uno de los pocos supresores de la muerte celular
conservados en animales y plantas. Homoélogos putativos de Bl-1 humano
han sido descritos en otros eucariontes, plantas, bacterias e incluso virus
que codifican proteinas tipo Bl-1 (Chae et al., 2003; Huckelhoven, 2004).
Predicciones computacionales del perfil hidrofébico de la proteina utilizando
los criterios de Kyte-Doolitle sugieren que Bl-1 es una proteina integral de
membrana, con 6 a 7 dominios transmembrana (Fig.3) (Xu and Reed, 1998).
Bl-1 posee un dominio C-terminal citosélico con caracteristicas hidrofilicas,
rico en lisinas, el cual es esencial para su actividad anti-apoptética (Chae et
al., 2004; Xu and Reed, 1998).

Bl-1 estd especificamente localizada en el RE donde controla la
homeostasis del Ca?* (Fig.3) (Chae et al., 2004; Westphalen et al., 2005) al
igual que sus pares anti-apoptéticos de la familia BCL-2 como BCL-X, y
BCL-2 (Hetz and Glimcher, 2008). ElI dominio hidrofilico ubicado en el
extremo C- terminal de BI-1 también es necesario para el control ejercido
sobre la homeostasis del Ca?*, sumandose a lo descrito para su actividad
anti-apoptética.

La familia de proteinas BCL-2 tiene un rol esencial en la regulacién de
las vias de apoptosis mitocondrial donde BAX y BAK son requeridas para la
activacion de las caspasas (Wei et al., 2001). Estudios recientes indican que

varios miembros de la familia BCL-2 estan también presentes en otros



organelos donde realizan funciones alternativas a las relacionadas con el
control de la apoptosis (Hetz, 2007). Apoyando este concepto, recientemente
nuestro laboratorio describié que BAX y BAK modulan al sensor de estrés
IRE1a en la membrana del RE (Hetz et al., 2006). Mutaciones en los
dominios BH1 y BH3 de BAK, motivos criticos para la induccién de la
apoptosis, interrumpen su interaccion fisica con IRE1a anulando sus efectos
moduladores de la UPR. Hasta el momento no se han descrito otras
proteinas relacionadas con apoptosis que a su vez regulen a IRE1a. En esta
tesis presentamos evidencias indicando que BI-1 interactua con IRE1a y que
regula negativamente la via IRE1a/XBP-1. Células deficientes para BI-1
mostraron una hiperactivaciéon de IRE1a asociado con un aumento en el
procesamiento del ARNm de XBP-1 y el consecuente aumento de los niveles
de la proteina XBP-1s (Fig.6). Esto ultimo, correlacioné con el incremento en
su funcién medido por el aumento en el ARNm de los genes blanco de este
factor de transcripcion: Erdj4, EDEM, Sec61, Ero1, Herp y WFS1 (Fig.7).

Es importante destacar que nuestros resultados sugieren que el
proceso de inactivacion de IRE1a, medido a través del procesamiento del
ARNmM de XBP-1, se retras6 marcadamente en las células MEFs deficientes
en Bl-1, indicando que BI-1 tiene una actividad inhibitoria importante sobre la
actividad endonucleasa de IRE1a (Fig. 8). La regulacién de IRE1a por Bl-1
ocurridé solo a concentraciones bajas de Tunicamicina. Sin embargo, a
concentraciones mayores a 1.6 ug/ml no se observaron diferencias entre el
procesamiento del ARNm de XBP-1 entre células BI-1 WT y células

deficientes en Bl-1 (Fig. 4 y 5). Este resultado nos permite postular que Bl-1



es mas bien un modulador de la actividad de IRE1a, y no un prerrequisito
para esta actividad.

Bioquimicamente, esta regulacion se evalué mediante el analisis de la
formacion de posibles complejos proteicos entre IRE1a y Bl-1. Nuestros
resultados indican que BI-1 forma un complejo que contiene IRE1a. Esta
asociacion no se afectd por condiciones de estrés de RE (Fig.9A). Asimismo,
una mutacién en el dominio endonucleasa de IRE1a no afecto su interaccién
con Bl-1 (Fig.9B). Lo anterior nos indica que el complejo proteico entre
IRE1a y Bl-1 es independiente de la activacion de IRE1a.

También determinamos a través del uso de mutantes de IRE1a que la
interaccién entre IRE1a y Bl-1 es dependiente de la region citosdlica de
IRE1o. e independiente de la regiéon luminal de este sensor (Fig.11).
Posteriormente, se evalud el rol del C-terminal citosélico de BI-1 en la
regulacion de IRE1o mediante la utilizacion de un péptido sintético que
contenia la misma secuencia del dominio C-terminal de BI-1 (los Gltimos 10
aminoacidos). Mediante el uso de este péptido logramos inhibir
competitivamente la union de BIl-1 al complejo proteico con IRE1a utilizando
ensayos de inmunoprecipitacién. Concentraciones crecientes del péptido
desplazaron a BIl-1 del complejo Bl-1-IRE1a. Del mismo modo, el efecto
biologico de éste péptido se evalud al ser incubado con las células BI-1 WT y
células deficientes en Bl-1. Este tratamiento produjo un aumento en los
niveles de procesamiento del ARNm de XBP-1 bajo condiciones de estrés
del RE. Respecto a este resultado, es posible proponer que la regiéon C-

terminal de BI-1 es esencial para regular la activacion de IRE1a en



respuesta a estrés de RE, lo cual abre la posibilidad de usar este péptido
para activar artificialmente la UPR.

Luego analizamos el posible efecto de Bl-1 sobre la unién de BAK a
IRE1a, un regulador positivo de este sensor. Utilizando ensayos de
sobreexpresion y co-inmunoprecipitacion de BAK con IRE1a logramos
observar que la expresién de Bl-1 desplaza a la proteina BAK del complejo
con IRE1q, indicando que BAK y BI-1 estarian interactuando con IRE1a a
través del mismo sitio de unién (directo o indirecto) o bien, BI-1 podria alterar
la conformacién de IRE1« liberando a BAK, entre otras posibilidades.

La inhibicion de IRE1a por Bl-1 se comprobé in vivo utilizando ratones
deficientes en Bl-1 y en larvas de moscas que sobreexpresan el homélogo
de BI-1 de D. melanogaster. Estos experimento se realizaron utilizando
modelos experimentales de estrés de RE in vivo ampliamente utilizados y
validados en la literatura (Plongthongkum et al., 2007; Souid et al., 2007).
Estos resultados indican fuertemente que BI-1 es un regulador importante de
IRE1a in vivo y que esta funcion esta conservada en diferentes especies.

La activacion de via IRE1a/XBP-1 confiere proteccion frente al estrés
del RE (Lin et al.,, 2007). Nuestros resultados indican que BI-1 controla
negativamente la expresion de XBP-1s, lo que contrasta con su conocida
actividad anti-apoptética frente a estimulos intrinsecos de muerte, tales
como privacion de factores de crecimiento, estrés oxidativo y dafio de ADN
(Xu and Reed, 1998). De manera interesante, los efectos regulatorios de Bl-
1 sobre la UPR son mas evidentes cuando se emplean dosis mas bajas de

estresores del RE a lo comunmente usado en la literatura. Este paradigma



experimental se asemeja mucho mas a condiciones fisiolégicas en las cuales
la UPR es normalmente activada in vivo como es en las células secretoras
donde un procesamiento basal bajo del ARNm de XBP-1 es observado. En
este sentido, dosis bajas de Tm se asemejan mas a condiciones adaptativas
en la cual las células pueden sobrevivir al estrés. Altas dosis de
Tunicamicina llevan al dafio crénico del RE, resultando en una apoptosis
celular masiva (Fig.15). De acuerdo con éste concepto, ha sido reportado
que condiciones suaves de estrés del RE generan distintos procesos de
sefalizacion, donde eventos relacionados con la apoptosis, como la
expresion de CHOP vy fosforilacion de JNK, no son observados al
compararlos con las sefiales de estrés del RE bajo estimulos cronicos (altas
dosis de estresor) (Rutkowski et al., 2006).

Actividades bifuncionales de proteinas relacionadas con la apoptosis, han
sido descritas recientemente (ver revision en (Hetz and Glimcher, 2008). A
modo de ejemplo, la proteina pro-apoptética BAD controla positivamente el
metabolismo de la glucosa (Danial et al., 2003) y la secrecién de insulina en
céelulas B (Danial et al., 2008), lo que contrasta con su conocida actividad
pro-apoptotica. De forma similar, la expresion de la proteina pro-apoptética
BID es importante para el compromiso de sobrevida en respuestas de
reparacion de ADN (Kamer et al., 2005; Zinkel et al., 2005). Finalmente, BAX
y BAK también controlan la morfogénesis mitocondrial (Karbowski et al.,
2006). En resumen, estos reportes indican que proteinas relacionadas con la
apoptosis tienen funciones alternativas a la muerte celular, jugando un papel

vital en otros procesos fisiologicos.
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Figura 15: El papel dual de Bi-1 en la regulacién de la UPR y la apoptosis.

La senalizacion de la UPR inicia procescs de adaptacién rapidos en células bajo
estrés de ER. BI-1 controla negativamente la actividad de IRE1a, posiblemente
mediante asociacion fisica con el complejo IRE«. Este fenémeno se correlaciona con el
desplazamiento de BAK desde el complejo.

Cuando las células son dariadas irreversiblemente por stress de ER, entran en apoptosis.
BI-1 también regula la iniciacién de la activacion de caspasas rio-abajo, iniciado por estrés
de ER y otros estimuios de muerte intrinsecos.



IRE1a/XBP-1 es la rama mas conservada de la UPR, y es la Unica via
que gobierna respuestas de estrés de RE en levadura. Ya que BAX y BAK
no estan presentes en levaduras, la adquisicién de una actividad modulatoria
sobre la UPR puede haber aparecido en eucariontes superiores. Conocemos
antecedentes que indican que no existe un efecto significativo en la
activacion de la UPR en levaduras deficientes para la proteina putativa tipo
BI-1 de levadura (YNL305c) (datos no mostrados), lo que correlaciona con la
ausencia de la regiéon C-terminal citosélica de esta proteina en levaduras
(Fig.3). Por otro lado, ha sido demostrado que la proteina YNL305c no esta
localizada en el RE (Huh et al., 2003) lo que sugiere que esta proteina no es
un homologo funcional de Bl-1 de mamiferos.

PERK e IRE1a comparten dominios funcionales de activacion en la
region luminal, similares en estructura primaria y ambos sensores son
normalmente activados in vitro con cinéticas similares. Sin embargo, ambas
proteinas son activadas diferencialmente in vivo por estrés fisiolégico de
proteinas mal plegadas. Por ejemplo, la secrecion de inmunoglobulinas en
los linfocitos B depende de IRE1a y XBP-1 pero no es afectada por la
deficiencia de PERK (Bertolotti et al., 2000). Nuestros experimentos
muestran que en células y ratones deficientes para BI-1, la inhibicién de la
via de IRE1a es especifica, sin afectar la via de PERK. Este hallazgo nos da
una idea de la especificidad y regulacion fina del proceso de activacion de la
UPR, lo que podria ayudar a explicar la activacion diferencial de esta
respuesta a estrés en tejidos especificos in vivo donde proteinas accesorias

modulan el proceso de activacién de sensores de estrés particulares.



La activacion de IRE1a controla no solo el procesamiento del ARNm
de XBP-1, sino también otras vias de sefializacion como la activacion de las
quinasas como JNK (Urano et al., 2000), ASK1 (Nishitoh et al., 2002), ERK
(Nguyen et al., 2004), y la via NF-xB (Hu et al., 2006). Proteinas tales como
la fosfatasa PTP-1B modulan especificamente la amplitud de la sefializacion
de IRE1a sin afectar a PERK (Gu et al., 2004). De forma similar BAX/BAK
(Hetz et al., 2006) o AIP1 (Luo et al., 2008) regulan especificamente la rama
de la UPR medida por IRE1a. Estos antecedentes en conjunto con los
resultados presentados en esta tesis sugieren que la sefializacién de IRE1a
es un proceso altamente regulado, controlado por la formaciéon de un
complejo proteico que nuestro laboratorio denominé previamente como
UPRosoma. Estas observaciones sugieren un modelo en el cual el balance
entre la expresiéon de proteinas anti- y pro-apoptéticas en la membrana del
RE controla la amplitud de la sefializacién de IRE1a, y por lo tanto modula la
sensibilidad celular frente a condiciones de estrés de RE. En resumen,
nuestro trabajo de tesis permitié identificar un nuevo regulador de la UPR
especifico sobre IRE1a. Por otro lado, logramos demostrar a nivel molecular
que BI-1 forma un complejo proteico con IRE1a el cual es importante para la
regulacion del procesamiento del ARNm de XBP-1. Por ultimo, nuestros
resultados sugieren que BI-1 regula la inactivacion de IRE1a, proceso
pobremente estudiado en la literatura. En resumen, mediante un estudio
sistematico a diferentes niveles y mediante el uso de herramientas genéticas
poderosas en dos modelos animales, proponemos que Bl-1 es parte integral

de la via de senalizacion de IRE1a, representando uno de los pocos



reguladores conocidos para esta via de adaptacion a estrés conservada en

la evolucién.
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