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Resumen

Perturbaciones en la homeostasis proteica celular pueden causar la acumulacién de
proteinas mal plegadas en el reticulo endoplasmico (RE) y comprometer la viabilidad
celular. En respuesta a este desajuste se activa la respuesta a proteinas mal plegadas
(UPR) la cual es orquestado por tres proteinas transmembranales residentes del RE:
IRE1 (inositol-requiring enzyme 1), PERK (PKR -like endoplasmic reticulum kinase) y
ATF6 (activating transcription factor 6). Juntos inducen una reprogramacion en la
célula caracterizada por la atenuacidn de la sintesis global de proteinas y el incremento
selectivo de maquinaria de plegamiento (chaperonas) y maquinaria de degradacién
para amortiguar la acumulacion de proteinas mal plegadas. En los ultimos afios se ha
observado que alteraciones en la proteostasis se asocian con varias enfermedades
neurodegenerativas y el dafio isquémico. Sin embargo, se ha encontrado que la
activacion de la UPR puede mejorar o empeorar estas neuropatologias, dependiendo de
la intensidad y duracion del estimulo estresor.

En este trabajo evaluamos la dinamica de activacion y la participacién de IRE1,
la via mas conservada de la UPR, y su posible papel en el dafio neuronal inducido por la
ausencia (AG) y reintroduccién de glucosa (RG). Se utilizaron cultivos primarios de
neuronas corticales y se evalu6 la activaciéon y regulaciéon de IRE1 mediante su
interaccion con distintos cofactores, se detectd la activacion de sus vias de senalizacién
y se evalud su funcion en la sobrevivencia neuronal ante la AG/RG.

Los resultados demuestran que IRE1 se activa tempranamente por fosforilacion
durante la AG y forma complejos con las proteinas pro-apoptéticas BAX y BAK que
incrementan su capacidad de cortar y degradar RNA por el mecanismo denominado
decaimiento regulado dependiente de IRE1 (Regulated IRE1-Dependent Decay, RIDD).
Esta interaccion se sostiene durante la RG y se recluta ASK1 al complejo lo que induce
la translocacién de JNK al nticleo y promueve el aumento en la expresion del factor de
transcripcion CHOP. La activacion sostenida de IRE1la través de su actividad RNAsa
(RIDD) estimula la muerte apoptotica regulando positivamente la via de ASK1-JNK
posiblemente debido a la degradacion del mensajero del regulador negativo de ASK1,
la proteina 14-3-3.

En conclusion, la via de IRE1 se activa tempranamente durante la AG como una
respuesta adaptativa a la privacion de glucosa, ya que al inhibirla la muerte neuronal se
exacerba. Sin embargo, su interaccién sostenida con proteinas pro-apoptéticas y su
actividad de RIDD, contribuyen a la muerte neuronal durante la RG.



Abstract

Disturbances in cellular proteostasis can cause misfolded protein accumulation in the
endoplasmic reticulum (ER) compromising cell viability. In response, the unfolded
protein response (UPR) is activated, which is orchestrated by three ER transmembrane
proteins: IRE1 (enzyme 1 that requires inositol), PERK (PKR: endoplasmic reticulum
kinase) and ATF6 (activator transcription factor 6). Together they induce a
reprogramming of the cell characterized by the attenuation of global protein synthesis,
the selective increase of folding machinery proteins and the degradation of
accumulated misfolded proteins. IRE1 is the most conserved sensor of the UPR. This is
a transmembrane glycoprotein showing Ser/Thr kinase and endoribonuclease (RNAse)
activities, capable of degrading RNAs and interacting with different proteins which
activate different intracellular signaling pathways. In recent years, alterations in
proteostasis have been associated with neurodegenerative diseases and ischemic
injury. However, it has been found that the activation of UPR can either improve or
worsen these neuropathologies depending on the intensity and duration of the
stressing condition.

The aim of the present study was to evaluate the dynamics of IRE1 activation and its
possible role in neuronal death induced by glucose deprivation (GD) and reintroduction
(GD) in primary cortical cultures. IRE1 activation was evaluated by determining its
degree of phosphorylation and its interaction with different cofactors as the pro-
apoptotic proteins BAX, BAK and ASK1, which increase its capability to break and
degrade RNA by the mechanism known as Regulated IRE1-Dependent Decay (RIDD).
The activation of IRE1 downstream signalling pathways was also evaluated as well as
their role in neuronal survival after culture exposure to GD/GR.

Results show that IRE1 is early activated by phosphorylation during GD and its
interaction with BAX and BAK promotes its RIDD activity. Increased IRE1 activity
persists during GR and additionally ASK1 is recruited to the complex inducing JNK
translocation to the nucleus. This promotes the up-regulation of the pro-apoptotic
transcription factor, CHOP. Sustained activation of IRE1 RIDD activity stimulates
apoptotic death by positively regulating the ASK1-JNK pathway, which in turn induces
the mRNA degradation of the negative regulator of ASK1, the protein 14-3-3. Results
also show that IRE1 is early activated as an adaptive response to GD, as its inhibition
exacerbates neuronal death. However, IRE-1 hyperactivation favored by its interaction
with pro-apoptotic proteins, and its persistent RIDD activity, contributes to neuronal
death during GR.



Introduccion

El cerebro es un 6rgano con alta demanda energética y depende de la glucosa como
principal fuente de energia. Del peso total del cuerpo humano, el cerebro representa
solamente el 2 % pero para asegurar un correcto funcionamiento consume
aproximadamente el 25 % de la glucosa total del cuerpo (Mergenthaler et al, 2013).

El metabolismo energético del cerebro es practicamente oxidativo, estudios
pioneros en los 1940s por Schimitt y Kety (Kety & Schmidt, 1948) y después por
Sokoloff (Sokoloff, 1981) demostraron que la glucosa es el sustrato energético
obligatorio del cerebro siendo metabolizado a CO2 y agua para producir de 32 a 36
moléculas de ATP por cada molécula de glucosa oxidada (Squire, 2013). Esta alta
demanda energética se debe a la gran cantidad de energia necesaria para mantener el
potencial de membrana y funciones relacionadas con la sefializacién.

En comparaciéon a otros érganos la eficiencia del cerebro para almacenar
sustratos energéticos como el glucégeno es baja (Obel et al, 2012) por lo que requiere
del aporte continuo de oxigeno y glucosa de la circulacién sanguinea para su buen
funcionamiento (Siegel, 2006). Una disminucidn en los niveles de glucosa sanguinea
puede ocasionar alteraciones en la funcién cerebral y provocar dafio neuronal (Cryer,
2007). La disminucion de los niveles de glucosa en la sangre (hipoglucemia) puede
resultar de trastornos endocrinos, desdrdenes hepaticos, fallas renales, desnutricion,
insulinomas y principalmente de la complicacién en el tratamiento con insulina en
pacientes con Diabetes Mellitus tipo 1, acompafiado de la falla de la respuesta contra
reguladora simpato-adrenal que corrige los niveles de glucosa en sangre (Cryer, 2007).

En condiciones fisiolégicas, la concentracion de la glucosa en el torrente
sanguineo es de 90-100 mg/dl aumentando hasta 200 mg/dl después de la ingesta de
alimentos y disminuyendo a 40-60 mg/dl durante un ayuno prolongado. Si los niveles
de glucosa se mantienen en 50 mg/dl o por debajo de este valor se considera un estado
de hipoglucemia (Lavin, 2002). Durante la hipoglucemia se activan diversos
mecanismos para contrarrestar la disminuciéon de los niveles de glucosa en sangre.
Cuando los niveles de glucosa estan por debajo de 81 mg/dl se activan respuestas
fisiologicas como el decremento en la secrecion de insulina. Si la concentracion de
glucosa continua bajando hasta 68 mg/dl se incrementa la secrecion de glucagén y
adrenalina del pancreas y las glandulas suprarrenales, respectivamente. La
hipoglucemia moderada se presenta cuando la glucosa en plasma alcanza niveles
menores a 60 mg/dl, durante este periodo se presentan una serie de sintomas criticos
para la percepcion del estado hipoglucémico y que se pueden dividir en dos grupos. Un
grupo de sintomas denominados autonémicos o neurogénicos (sudoracion, hambre,
mareos, nauseas, ansiedad y temblores) provocados por la liberacion de noradrenalina
y adrenalina del sistema simpato-adrenal y otro grupo de sintomas denominados
neuroglucopénicos (debilidad, visién borrosa, irritabilidad, confusion, dificultad para
hablar y pensar) causados por la falta de glucosa cerebral. Juntos estos sintomas
inducen al organismo a la ingesta de alimentos (Languren et al, 2013).



Finalmente si las respuestas fisiol6gicas o neurolégicas no revierten la caida de
glucosa en plasma se puede presentar la hipoglucemia severa. Episodios prolongados
de hipoglucemia severa que llevan al estado de coma provocan deterioro cognitivo y
muerte neuronal (Cryer, 2007). Aunque bajo estas condiciones se demostré que el
cerebro no es igualmente sensible a la hipoglucemia, encontrandose muerte neuronal
mas pronunciada en zonas vulnerables como es la corteza cerebral, el hipocampo y el
estriado mientras que otras zonas como el tallo cerebral y el cerebelo son mas
resistentes (Auer, 1986; Auer et al, 1984).

Con este descubrimiento los esfuerzos para encontrar y entender los
mecanismos de la muerte neuronal hipoglucémica han incrementado
importantemente, encontrandose una gran variedad de mecanismos involucrados. Uno
de los primeros en ser descubiertos fue el dafio excitotéxico inducido por la liberaciéon
de aminoacidos excitadores y subsecuente activaciéon de receptores de glutamato
(Wieloch, 1985). Debido a la sobre activacion de estos receptores se ha observado que
aumenta la entrada de calcio extracelular y la liberacion de calcio del reticulo
endoplasmico favoreciendo diversos sistemas generadores de especies reactivas de
oxigeno (ROS, Reactive Oxygen Species), los cuales producen dafio en varios
componentes celulares (Hernandez-Fonseca et al, 2008; Paramo et al, 2010). Por otra
parte, también se ha observado la activacion de proteasas como la calpaina, que es
dependiente de calcio, son importantes ejecutores de la muerte neuronal (Paramo et al,
2013).

Sin embargo, alin con la gran cantidad de procesos desatados por la ausencia de
glucosa, el dafio celular contintia durante la fase de reintroducciéon de glucosa. La
excesiva y continua generaciéon de ROS (Suh et al, 2007), la activacién de PARP-1(Poly
[ADP-ribose] polymerase 1) (Suh et al, 2003) y la ejecucion de una autofagia aberrante
debida en parte a la sobre actividad de la calpaina (Geronimo-Olvera et al, 2017),
contribuyen a la muerte neuronal progresiva después del episodio hipoglucémico. En
conjunto esta informacion indica que el dafio producido por el episodio hipoglucémico
puede prolongarse y causar neurodegeneracion progresiva.

La constante salida de calcio de reticulo endoplasmico, la progresiva
acumulacion de dafio celular y el estrés energético propiciado por un episodio de
hipoglucemia puede también propiciar un desbalance en el control, sintesis,
plegamiento y degradacion de proteinas lo que lleva a una pérdida en la homeostasis
proteica (proteostasis) y a la acumulacion de proteinas mal plegadas dentro de la célula
(Elanchezhian et al, 2012; Schonthal, 2012). Las neuronas para mantener un correcto
funcionamiento requieren de una eficiente coordinacion entre el plegamiento de
proteinas recién sintetizadas y mecanismos de degradacién para reducir la carga de
proteinas mal plegadas, y asi evitar la agregacion anormal de éstas que puede conducir
a la pérdida de sus funciones, la neurodegeneracion o finalmente a la muerte neuronal
(Smith et al, 2015). Para mantener una correcta proteostasis las neuronas cuentan con
mecanismos que ayudan a mantener o restaurar la homeostasis proteica y finalmente
sobrevivir, como es la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR).



1.0 Reticulo endoplasmico

El reticulo endoplasmico (RE) es un compartimento subcelular presente en todos los
eucariontes que lleva a cabo una amplia variedad de procesos como es la sintesis de
lipidos y el almacenamiento de calcio, ademas de cumplir una funcién central en el
plegamiento y procesamiento de aproximadamente un tercio de las proteinas nacientes
(Kaufman, 1999).

El lumen del RE es una gran fabrica que gracias a su ambiente oxidante permite
el correcto plegado de proteinas transmembrana o de secrecién recién sintetizadas.
Estas proteinas nacientes reciben un gran namero de modificaciones postraduccionales
que son dependientes de ATP y Ca2* como son la formacion de enlaces de disulfuro, N-
glicosilacion, proteodlisis controlada y plegamiento final mediado por chaperonas
(DeGracia & Montie, 2004). También hay un sistema de control de calidad para detectar
y eliminar proteinas procesadas incorrectamente denominada degradacién de
proteinas asociada al RE (ERAD, Endoplasmic-Reticulum-Associated Protein
Degradation), donde el péptido mal plegado es reconocido, se transporta en direccion
al citosol a través del translocon del RE, se ubiquitina y se degrada en el proteosoma
(Brodsky & McCracken, 1999). Como cada uno de estos procesos es critico para el
plegamiento adecuado de los péptidos nacientes, su interrupciéon da como resultado la
acumulacion de proteinas mal plegadas en el lumen del RE.

1.1 Larespuesta a proteinas no plegadas

El RE es particularmente sensible a las alteraciones en la homeostasis celular.
Condiciones como disminucién en los niveles de ATP, el desbalance en los niveles redox
intra-reticulares, la salida de calcio del RE (Chen & Gao, 2002) o la alteracion de
cualquiera de los procesos ya mencionados arriba, son capaces de provocar un estrés
en el RE. Es por eso que las células eucariontes han evolucionado y desarrollado un
conjunto de vias moleculares para hacer frente a esta perdida en la proteostasis que en
conjunto se denomina respuesta a proteinas no plegadas (UPR, Unfolded Protein
Response). Esta respuesta reduce la carga de proteinas no plegadas a través de varios
mecanismos que incluyen la expansion de la membrana del RE, la atenuacién de la
sintesis global de proteinas, el incremento de la sintesis selectiva de maquinaria de
plegamiento como chaperonas, y maquinaria de degradacién (Xin et al, 2014).

En células de mamiferos la UPR esta orquestada por 3 proteinas transmembrana
residentes del RE: ATF6 (Activating Transcription Factor 6), PERK (PKR - like
Endoplasmic Reticulum Kinase) e IRE1 (Inositol - Requiring Enzyme 1). En condiciones
de homeostasis cada una de estas tres proteinas es mantenida inactiva a través de su
unién con la proteina chaperona del RE GRP78 (Glucose Regulated Protein 78). Sin
embargo bajo condiciones de estrés la acumulacion de proteinas no plegadas en el RE
induce la disociacién de GRP78 de estas 3 proteinas transmembrana llevando a la
activacion de la UPR (Wang & Kaufman, 2012).

1.1.1 ATFe6



El factor de transcripcion ATF6 se expresa como un precursor anclado a la membrana
del RE mediante un dominio transmembrana. Su extremo N-terminal ubicado en el
citoplasma contiene un dominio de uniéon a DNA de tipo bZIP (basic Leucine Zipper
Domain), ademdas de contener secuencias de localizacién nuclear. Por otro lado, su
extremo C-terminal el cual se encuentra en el lumen del RE, contiene secuencias de
reconocimiento de transporte al Golgi, pero en condiciones de homeostasis, éstas se
encuentran enmascaradas por la interaccién con la chaperona GRP78. Cuando se
induce estrés de RE, GRP78 libera y expone estas secuencias de transporte
promoviendo la translocacién de ATF6 al Golgi (Shen et al, 2002). En el Golgi, ATF6
sufre un procesamiento secuencial por las proteasas transmembrana S1P (Site-1
Protease) y S2P (Site-2 Protease), liberando el fragmento citosolico de ATF6 (Ye et al,
2000), el cual es transportado al nidcleo donde se une a secuencias de respuesta a estrés
de RE (ERSE, ER Stress Response Elements) induciendo la expresion de chaperonas como
GRP78 y GRP94, componentes de la via de ERAD y el factor de transcripcién XBP1
(Hillary & FitzGerald, 2018). (Fig. 1)

1.1.2 PERK

PERK es una proteina transmembrana de tipo 1 localizada en el RE, que tiene actividad
de cinasa de serina/treonina en su dominio citoplasmatico. El1 dominio N-terminal
ubicado en el lumen del RE estd unido a la chaperona GRP78 en condiciones de
homeostasis. La induccidn de estrés de RE facilita la disociacion de GRP78 del dominio
luminal y la exposicidn de surcos de tipo MHC (Major Histocompatibility Complex) los
cuales unen proteinas mal plegadas desencadenando la dimerizacién de PERK. Esta
configuracion permite su trans-autofosforilacion y activacion (Cui et al, 2011). Una vez
activa, PERK es capaz de fosforilar la subunidad a del factor elF2 (eukaryotic Initiation
Factor 2) (Harding et al, 1999), subunidad reguladora del complejo de inicio de la
traduccion. (Fig. 1)

Para cada inicio de la traduccion de una proteina, el complejo multimérico elF2
necesita para su activacion asociarse a GTP. Cuando la subunidad elF2a se encuentra
fosforilada se une al sitio regulador de elF2f3 inhibiendo su actividad de intercambiador
de guanina. Esto reduce la capacidad del complejo elF2 para iniciar la traduccion
reflejandose en la célula como una disminucién en la sintesis de proteinas global
permitiendo asi, en una situacidn de estrés de RE, disminuir la carga de proteinas hacia
el RE.

Sin embargo, la fosforilacion de elF2a permite la traduccién selectiva de algunas
proteinas, las cuales presentan en el extremo 5'no traducido de su RNA mensajero
(mRNA) uno o varios marcos abiertos de lectura (uORFs, upstream Open Reading
Frame) como es el caso de ATF4 (Activating Transcription Factor 4), un factor de
transcripcion que controla los niveles de genes de supervivencia relacionados con el
equilibrio redox, el metabolismo de aminoacidos, el plegamiento de proteinas y la
autofagia (Ameri & Harris, 2008).



1.1.3 IRE1

Dentro de los sensores de la UPR, IRE1 es el mas conservado evolutivamente
encontrandose en todas las familias de eucariontes. En mamiferos existen dos
homologos de esta proteina, IRE1a e IRE1B. IRE1la se expresa en todas las células y
tejidos, mientras que IRE1f3 se expresa especificamente en el epitelio intestinal. La
sefalizacion UPR esta mediada principalmente a través de IRE1q, y 1a funcion de IRE1f3
en la UPR todavia no es clara (Wang & Kaufman, 2012).

IRE1 consiste de un dominio luminal capaz de censar proteinas no plegadas, un
segmento transmembrana de un solo paso y un segmento citopldsmico que contiene
dos funciones enzimaticas, un dominio de cinasa de serina/treonina y un dominio
endorribonucleasa (RNAsa) de tipo KEN (Kinase Extension Nuclease) (Lee et al, 2008).
Siendo la inica proteina reportada hasta el momento que contiene una actividad RNAsa
acoplada a una actividad cinasa (Abdullah & Ravanan, 2018).

Al igual que las demas vias de la UPR, en condiciones de homeostasis la fraccion
luminal de IRE1 se mantiene asociado a la chaperona GRP78. El aumento en la
concentracion de proteinas no plegadas en el RE provoca la disociaciéon de GRP78 de
IRE1, sin embargo se ha visto que la disociacién de GRP78 no es indispensable para que
se active IRE1 (Oikawa et al, 2007), el dominio luminal de IRE1 es capaz de censar, unir
y activarse con la sola presencia de proteinas no plegadas a través hendiduras que
tienen similitud estructural con dominios MHC y que presentan gran afinidad por
péptidos que expongan aminoacidos basicos e hidrofébicos (Gardner & Walter, 2011).
La interaccién con péptidos no estructurados induce la oligomerizacion, la trans-
autofosforilacién y la activacion del dominio de RNAsa de IRE1. Cuando el dominio KEN
de IRE1 se encuentra activo cataliza la escision de un intron de 26 nucleétidos del RNA
mensajero que codifica al factor de transcripcidn de union a la caja X (xbp1), cambiando
el marco de lectura y generando la expresion de una proteina mas estable con capacidad
de factor de transcripcion denominado XBP1 procesado (XBP1s) (Yoshida et al, 2001).
Este factor de transcripcion se transloca al nudcleo y se una a secuencias ERSE y UPRE
(Unfolded Protein Response Element) para inducir la expresion de genes que codifican
para chaperonas residentes del RE, componentes de la via de ERAD y genes para la
biosintesis de fosfolipidos.

En 2006 se reporté en drosophilla melanogaster otro mecanismo relacionado
con la actividad de RNAsa de IRE1, al cual denominaron RIDD (Regulated IRE1-
Dependent Decay) (Hollien & Weissman, 2006), y el cual también se encuentra
conservado en levaduras (Kimmig et al, 2012), mamiferos (Han et al, 2009) y plantas
(Mishiba etal, 2013). La actividad de RIDD degrada mRNA que contienen una secuencia
consenso similar al sitio de corte de XBP1 (Moore & Hollien, 2015). Esta actividad se
sugiere que puede servir como mecanismo adicional para limitar la traduccién de
proteinas previniendo la sobrecarga del RE. Es mas, esta actividad puede ser un
mecanismo de la UPR mucho mas antiguo evolutivamente de lo que se pensaba ya que
en Schizosaccharomyces pombe, el cual no tiene un ortélogo de XBP1, la activacion de
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IRE1 ante un estrés de RE no induce una reprogramacién transcripcional, es la
activacion de RIDD que contiende con el desbalance en la homeostasis del RE (Kimmig
et al, 2012). Aun con esta informacién la participacién de la actividad de RIDD en
mamiferos no se comprende del todo.

Conrespecto a la actividad de cinasa el Unico sustrato que se conoce que fosforila
IRE1 es a si mismo, pero esta activacion permite la interaccién de IRE1 con TRAF2 (TNF
Receptor-Associated Factor 2), una proteina de andamiaje que recluta a la cinasa ASK1
(Apoptosis Signal-Regulating Kinase 1) resultando en la activaciéon de JNK (c-Jun N -
terminal Kinase) (Fig. 1). La sefializacion a través de esta ruta puede desencadenar la
autofagia mediante la activacion de beclin-1 (Ogata et al, 2006), un regulador esencial
de la autofagia.
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Figura 1. Sefializacién de la UPR en mamiferos. La respuesta a proteinas mal plegadas (UPR) es una
respuesta adaptativa en células de mamifero encargada de recuperar la homeostasis celular mediante la
reducciéon de la carga de proteinas mal plegadas en el RE. Estd orquestada por tres proteinas
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transmembrana residentes del RE que censan el ambiente de plegamiento: ATF6 (activating
transcription factor 6), PERK (PKR -like endoplasmic reticulum kinase) e IRE1 (inositol-requiring enzyme
1). Juntos inducen una reprogramacion en la célula caracterizada por la atenuacion de la sintesis global
de proteinas y el incremento selectivo de la maquinaria de plegamiento (chaperonas) y maquinaria de
degradacion (ERAD y Autofagia). Modificado de (Hetz & Mollereau, 2014).

2.1 LaUPRen el cerebro ;amigo o enemigo?

Hasta el momento se conoce que la UPR confiere a las células una respuesta adaptativa
importante ante la pérdida en la proteostasis transfiriendo informacién sobre el estado
de plegamiento de las proteinas en el lumen del RE al nucleo y al citosol, para
amortiguar las fluctuaciones en la carga de proteinas mal plegadas. Sin embargo cuando
las células se enfrentan a un estrés del RE irreversible o prolongado estas vias son
capaces de activar la muerte celular programada (Hetz, 2012).

2.1.1 CHOP, un blanco comun de la UPR

Uno de los componentes mas estudiados de la UPR que inducen la apoptosis es la
proteina CHOP (C/EBP Homologous Protein) también conocido como DDIT3 (DNA
Damage-Inducible Transcript 3). Esta proteina es un factor de transcripciéon que
normalmente es inducido por estrés genotoéxico, sefiales de interrupcion de crecimiento
y condiciones de estrés reticular. El promotor del gen chop contiene secuencias de
union para los tres factores de transcripcion de la UPR, sin embargo solo ATF6 y ATF4
se han demostrado experimentalmente que inducen la expresion de CHOP (Xu et al,
2005).

CHOP promueve la muerte celular a través de varios mecanismos, uno de ellos
es desregulando el delicado balance de proteinas de la familia BCL2 (B-cell lymphoma
2), una familia de proteinas que regulan procesos de permeabilizacién mitocondrial y
constituyen un punto clave en la via intrinseca de apoptosis celular. CHOP regula
negativamente a la proteina anti-apoptdtica Bcl-2 (McCullough et al, 2001) y
positivamente a las proteinas pro-apoptoéticas BIM (Puthalakath et al, 2007) y PUMA
(Galehdar et al, 2010).

Por otra parte CHOP se ha implicado en la muerte celular por estrés oxidativo ya
que induce transcripcionalmente la expresiéon de ERO1 (Marciniak et al, 2004), una
oxidasa residente del RE que en condiciones de estrés de RE prolongado promueve una
hiperoxidacion del lumen y salida de calcio del RE, activando vias de muerte
dependientes de calcio (Li et al, 2009). Multiples investigaciones han observado que el
incremento en la expresion de esta proteina se relaciona con la muerte neuronal
inducida en modelos de ausencia y reintroduccidn de glucosa (Maier et al, 2014; Wang
etal, 2012). Ademas ratones CHOP -/- sufren menos perdida de tejido neuronal después
de un evento de isquemia/reperfusion (Tajiri et al, 2004) indicando asi la participacién
de este mediador del estrés de RE en la muerte neuronal in vivo.

12



2.1.2 Caspasa 12, un integrante controversial

La familia de las proteasas de cisteina implicadas en la muerte celular mejor conocidas
como caspasas tiene un integrante en particular que induce apoptosis durante el estrés
de RE. La caspasa 12 es una proteina que se encuentra como zimdgeno asociado al lado
citoplasmatico del RE y se ha encontrado que se activa de manera especifica ante el
estrés de RE (Nakagawa et al, 2000).

Esta caspasa puede ser activada después del corte por la calpaina durante
alteraciones de la homeostasis de calcio intracelular. Se ha demostrado que la
activacion de la calpaina, una familia de proteasas dependientes de Ca%*, desempefia un
papel clave para generar una caspasa 12 activa en la lesion cerebral isquémica y el dafio
neuronal inducido por ausencia de glucosa (de la Cadena et al, 2014; Nakagawa & Yuan,
2000). Ademas también se ha observado que la caspasa 12 puede auto-activarse a
través de una interaccion directa con IRE1 y el adaptador TRAF2 (Yoneda et al, 2001).
Con respecto a sus blancos, una vez activa la caspasa 12 puede cortar y activar a la
caspasa 9 de manera independiente de Apaf1 (Rao et al, 2002), el mediador habitual de
la activacién de la caspasa 9. Sin embargo se ha encontrado que la caspasa 7 puede
procesary activar a la caspasa 12 independientemente del estimulo apoptético (Rao et
al, 2001), es por eso que aun hay mucha controversia con respecto a su activacion y los
blancos que proteoliza para inducir la muerte celular durante el estrés de RE.

2.1.3 IRE1, una espada de doble filo

Aparte de surol en la atenuacion del estrés de reticulo endoplasmico, se ha demostrado
en eucariontes que el estado de oligomerizacién de IRE1 y su interaccién con diversas
proteinas modulan su actividad, haciéndolo participe en multiples procesos celulares
como diferenciacion, represion del ciclo celular y apoptosis (Abdullah & Ravanan,
2018). Esto hace a IRE1 una proteina versatil y modulable que determina el destino
celular.

Recientemente se ha sugerido que IRE1 regula el destino celular dependiendo
de la amplitud y la duracidn de su activacidn. Se ha encontrado que en condiciones de
estrés prolongado la actividad RIDD de IRE1 induce la degradaciéon de RNA mensajeros
de sobrevivencia y de micro RNA que reprimen genes pro-apoptoticos. De hecho, la
actividad RNAsa de IRE1 (el procesamiento del mRNA de XBP1 y la actividad de RIDD)
se han asociado con efectos opuestos en el destino celular. Estudios en mamiferos
indican que el corte de XBP1 tiene una funcién mas de sobrevivencia, mientras que la
actividad de RIDD tiene un destino apoptético (Maurel et al, 2014). Sin embargo, queda
por aclarar como se regula la actividad RNAsa de IRE1 que lleve a la muerte o a la
adaptacion de la célula en condiciones de estrés de RE.

IRE1 es capaz de inducir la muerte a través de otras rutas, una de ellas es la
interacciéon con TRAF2 (Urano et al, 2000). Esta interaccion recluta a ASK1 para formar
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un complejo ternario IRE1/TRAF2/ASK1 el cual activa a JNK (Nishitoh et al, 2002).
Tanto ASK1 como JNK son cinasas de serina/treonina integrantes de la familia de las
MAPK que se activan por condiciones de estrés y que estan intimamente relacionadas
con la muerte celular. JNK activo es capaz de promover la muerte apoptdtica
inactivando la proteina anti-apoptdtica Bcl-2 (Yamamoto et al, 1999) y activando a las
proteinas pro-apoptdticas BIM (Lei & Davis, 2003) y BAX por fosforilacion (Tsuruta et
al, 2004). Ademas, recientemente se ha demostrado que JNK es capaz de adentrase al
nucleo y fungir como regulador epigenético induciendo la expresion de genes de
diferenciaciéon y de muerte celular (Tiwari et al, 2011), sin embargo la regulacion de las
diversas funciones de JNK ain no se comprende bien a la fecha. Lo que si se sabe, es que
existe una creciente evidencia que confirma la participacidn de esta via de las MAPK
como mediador critico en la induccién de la apoptosis por diversos inductores de estrés
RE; tanto la inhibicion de JNK como la deficiencia de ASK1 han mostrado una proteccion
ante la muerte neuronal en condiciones de estrés de RE (Choi et al, 2010), isquemia
(Zhu et al, 2012) y enfermedades neurogenerativas (Nishitoh et al, 2002), por lo que la
atenuacion de esta via puede desempefiar un papel neuroprotector en diversas
neuropatologias como el coma hipoglucémico.

TRAF2/ASK1 no son las unicas proteinas que se ha encontrado que
interaccionan con IRE1, se ha demostrado que varias proteinas se asocian fisicamente
con IRE1 y que modulan su actividad. Dentro de estos reguladores estan incluidos las
proteinas pro-apoptéticas BAX y BAK, la chaperona de choque térmico HSP72, la
fosfatasa PTP1B (protein-tyrosine phosphatse 1B) y las proteinas relacionadas con las
MAPK como la proteina AIP1(ASK1-interacting protein 1)y JIK (JNK-inhibitory kinase).
Estas proteinas mejoran la sefializaciéon de IRE1 regulando el estado de oligomerizacién
y la actividad enzimatica de IRE1. Por el contrario, la proteina JAB1 (JUN activation
domain-binding protein 1) y BI-1 (BAX-inhibitor 1) atentan la actividad de IRE1 (Hetz,
2012). Aunque adn se desconoce mucho sobre esta compleja dindmica de asociacidon y
disociacion de cofactores con IRE1, la gran cantidad de moduladores sugiere que existe
una regulacion fina en la actividad de IRE1 y que es fundamental en el destino de las
células al determinar la adaptacidn y la supervivencia al estrés de RE o la eliminacion
de células dafiadas irreversiblemente.
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Justificacion

El asegurar una adecuada proteostasis requiere de un control preciso de sintesis,
plegamiento y degradacién de proteinas siendo el reticulo endoplasmico el organelo
fundamental donde se lleva a cabo esta compleja regulacion de la homeostasis proteica.
Cualquier perturbaciéon en estos procesos puede causar la acumulacién de proteinas
mal plegadas y comprometer la viabilidad neuronal. En respuesta a este desajuste se
activa la UPR cuya finalidad es amortiguar la acumulacion de proteinas mal plegadas.

En los dltimos afios se ha observado que alteraciones en la proteostasis se
asocian con varias neuropatologias con alteraciones cognitivas (Buffington et al, 2014),
enfermedades neurodegenerativas (Martinez et al, 2018) y muerte neuronal inducida
por isquemia (DeGracia & Montie, 2004) . Ademas se ha encontrado que la activacion
de la UPR puede mejorar o empeorar estas neuropatologias (Hetz & Mollereau, 2014)
sugiriendo que dependiendo del grado o duracién del estrés, la UPR puede ayudar a la
adaptacién de la neurona o llevarla a la muerte. En el caso particular la via de IRE1
parece ser de las tres mencionadas, la via mas modulable en una situacién de estrés de
RE y que podria determinar el destino celular. Estudios previos han demostrado que la
UPR (de la Cadena et al, 2014) y en especifico la via de IRE1 (Badiola et al, 2011) se
activan durante la ausencia de glucosa, sin embargo adn se desconoce si la activacion
de esta polifacética via contribuye a la sobrevivencia o la muerte neuronal.

Pregunta

;Cual es la participacion de la via de IRE1 en el dafio neuronal inducido por la ausencia
de glucosa?

Hipotesis

El estrés energético inducido por la ausencia y reintroducciéon de glucosa (AG/RG)
desencadenara la activacion sostenida de la via de IRE1 contribuyendo con el dafio
neuronal.
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Objetivo General

Determinar la participacion de la via de IRE1 en el estrés de RE inducido por la AG/RG,
y su contribucidn a la sobrevivencia o la muerte neuronal.

Objetivos Particulares

e Analizar la activacion de la via de IRE1 en cultivos de neuronas corticales
sometidas a la AG/RG.

e Determinar la contribucién de las diversas vias que se desencadenan por la
activacion de IRE1 a la muerte neuronal inducida por la AG/RG.

e Estudiar el mecanismo por el cual IRE1 contribuye o no a la muerte neuronal
inducida por la AG/RG
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Metodologia
. Cultivo celular

Cultivos primarios de neuronas de corteza se prepararon a partir de embriones
de ratas Wistar de 17-18 dias de gestacion. Después de la diseccidn, el tejido de 10-12
cortezas fue cortado en un rebanador, incubados en una solucién de tripsina al 0.25 %
y disgregados pasandolo por una malla en una soluciéon con DNAsa e inhibidor de
tripsina al 0.08 % y 0.52 %, respectivamente. Las células se resuspendieron en medio
Neurobasal con 25 mM de glucosa (Gibco) suplementado con 1% de B27, 1% de B27
Minus AO, 0.5 mM de L-glutamina y 20 pg/ml de gentamicina (Sigma).

Las células se sembraron en cajas precubiertas con poli-L-lisina (5 pg/ml) a una
densidad de 2.2 x 105/cm?. Las células se mantuvieron durante 8 dias in vitro (DIV) a
37 °C en una atmosfera himeda de 5% de CO2 / 95% de aire. Cuatro dias después de
sembrar las células se afiadi6 citosina arabinosa a una concentracion final de 1 uM para
inhibir la proliferacion de las células gliales.

° Tratamiento de neuronas corticales

A los 8 DIV se retiré el medio Neurobasal y las células se expusieron a medio
libre de glucosa DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) durante diferentes
periodos de tiempo (periodo de AG, ausencia de glucosa); finalizado este periodo el
medio libre de glucosa es sustituido por el medio con el que inicialmente las células
fueron sembradas (periodo de RG, reintroduccién de glucosa).

Las células se trataron con el inhibidor de la actividad RNAsa de IRE1 (STF-
083010, 30 y 60 uM), el inhibidor de ASK1 (MSC 2032964A, 1 uM) y el inhibidor de JNK
(SP600125, 10 uM) durante la AG o la RG.

. Analisis del splicing de xbp1

Después de los tratamientos se extrajo RNA total con el reactivo TRIZOL
(Invitrogen). El cDNA se sintetizé a partir de 2 pg de ARN con el uso del kit de High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Byosystems). La reaccidn se llevo a
cabo en un termociclador de la siguiente manera: 25 °C durante 10 min, 37 °C durante
120 min y 85 °C durante 5 min. Los siguientes oligos fueron usados para Xbp1: foward
5’- ACACGCTTGGGGATGAATGC - 3/, reverse 5- CCATGGGAAGATGTTCTGGG - 3". El
protocolo de amplificacion fue: 95°C por 10 min, 40 ciclos de 95°C por 30 seg y 60°C
por 1 min, por dltimo se dejé una extension final de 5 min a 72°C. Los productos fueron
analizados por electroforesis en un gel de agarosa al 3 %. Los geles fueron tefiidos con
bromuro de etidio y visualizado bajo luz UV. (Fig. Suplementaria 2)
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. qRT-PCR

El RNA total se extrajo con el reactivo TRIZOL (Invitrogen). El cDNA se sintetizd
a partir de 2 pg de ARN con el uso del kit de High Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit (Applied Biosystems). La reaccion se llevo a cabo en un termociclador de la siguiente
manera: 25 °C durante 10 min, 37 °C durante 120 min y 85 °C durante 5 min. Se
utilizaron 50 ng de cDNA para cada reaccién y se usé el termociclador de tiempo real
StepOne Real-Time PCR system (Applied Biosystems). Las secuencias de los oligos
utilizados para tubulina, Chop, Xbp1 procesado (Xbp1ls) y no procesado (Xbplu)
fueron:

Xbp1s: 5-TCAGACTACGTGCGCCTCT - 3%, 5- CTCTGGGGAAGGACATTTGA - 37;

Xbplu: 5- CTGAGTCCGCAGCAGGTG - 3%, 5'-TAGCAGACTCTGGGGAAGGA - 37;

Chop: 5- GAAAGCAGAAACCGGTCCAAT - 37, 5'- GGATGAGATATAGGTGCCCCC - 3%;
14-3-3 theta: 5'- AGGACTGACAGCACATTTGG - 3%, 5'- GAAAGGAAACCCCCAAGAAA - 35
a-Tubulina: 5'- GATCTGATGTATGCCAAGCG - 37, 5- TCCACAGAATCCACACCAAC - 3".

La expresion de a-Tubulina fue utilizada como gen normalizador.

. Ensayos de viabilidad

MTT

Como indice de sobrevivencia celular se evaliio la formaciéon de la sales de
formazan a partir de la reduccién del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) que es un indicativo de la actividad de las deshidrogenasas
mitocondriales en células vivas. Después de 2 h de AG y 22 h de RG las células se
incubaron con MTT 150 uM durante 1 h a 37 °C; terminado la incubacion se retir6 el
medio y se afadio isopropanol- HCL para solubilizar las sales de formazan precipitadas.
La absorbancia del formazan se midié con un espectrémetro de luz visible a 570 nm. La
viabilidad celular se expresa como porcentaje de la reduccion del MTT con respecto al
control.

Liberacion de LDH

Como indicativo de muerte celular se cuantifico la actividad de la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH) liberado al medio de cultivo. Después de la exposicion a 2 h AG
y 22 h de RG se colecto medio de cultivo de las células tratadas y se afiadi6 a un buffer
de K2HPO4/KH2PO4 (50 mM, pH 7,5) con NADH (9.4 mM). Para iniciar la reaccién se
afiadio piruvato (20 mM) a la mezcla y se cuantificé la disminucion de la fluorescencia
del NADH a 340 nm después de 5 min en un espectrofotometro. Los datos se expresan
como porcentaje de actividad LDH en el medio respecto al control. La actividad de LDH
en cultivos control no expuestos a AG se normalizé a 0%.
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J TUNEL

Las células se sembraron en cubreobjetos y se expusieron a 2 horas de AGy a
distintos tiempos de RG en presencia o ausencia de los farmacos. Después de los
tratamientos se lavaron las células con PBS y se fijaron por 20 min con
paraformaldehido al 4%. Después fueron bloqueados con una solucién de H202 al 3 %
en metanol durante 10 min a temperatura ambiente. Terminado el bloqueo, se lavaron
las células con PBS y se permeabilizaron con Tritén X-100 al 0.1 % y citrato de sodio al
0.1 % en hielo por 2 min. En seguida se agreg6 la mezcla de reaccién de TUNEL (In Situ
Cell Death Detection Kit, TMR Red; Roche Diagnostics) a 37 °C por una hora cubiertas de
la luz. Finalmente las células se tifieron con Hoechst 0.001% en PBS y los cubreobjetos
fueron montados en portaobjetos. Las células se observaron en un microscopio con una
lampara de fluorescencia. Con el objetivo de 60x se contabilizaron 7 campos diferentes
de cada condicién. Los resultados se expresan como porcentaje de células positivas a
TUNEL con respecto al nimero total de células presentes en cada condicion.

° Fraccionamiento subcelular

Las células se cultivaron en cajas de 60 mm. Después del tratamiento, las células
se lavaron con PBS 0.1 M frio, se recolectaron en buffer A (sacarosa 0,25 M, EDTA 1 mM,
HEPES 20 mM, KCl 10 mM, MgClz 1,5 mM, Triton X-100 al 0.1%, DTT 1 mM y 2 mg/ml
de inhibidor de proteasas), se transfirieron a un tubo eppendorf, se agitaron
suavemente en un rotor durante 10 min a 4 °C y se centrifugaron a 1000 g durante 10
min a 4 °C. El sobrenadante se recuperé a un nuevo tubo, esta fracciéon se tomé como el
extracto citoplasmatico. El sedimento se lavo y se resuspendio en buffer de lisis (Tris-
HCI 50 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM, Triton X-100 al 1%, desoxicolato sdédico al 0,5%, SDS
al 1% y 2 mg/ml de inhibidor de proteasas), esta porcién se tomé como la fraccion
nuclear.

. Co-inmunoprecipitacion

Después del tratamiento las células se lavaron con PBS 0.1 M frio y se
resuspendieron en buffer de IP (Tris-HCI pH 7.5 20 mM, EDTA 1 mM, NaCl 20 mM,
Triton 1 %) con 2 mg/ml de inhibidor de proteasas (Complete, Roche). Se cuantificd
proteina por el método de Lowry y se incubaron 200 pg de proteina con el anticuerpo
contra IRE1 (Cell Signaling) toda la noche a 4 °C. Posteriormente se incub6 con perlas
de proteina A-sefarosa (Sigma) por 2 horas a 4 °C. Terminada la incubacién se lavaron
tres veces las perlas con buffer C (NaH2PO4 0.02 M, NaCl 0.15 M, pH 8). Las perlas se
resuspendieron en Lamelli con 10% de B-Mercaptoetanol y calentadas por 10 min. El

sobrenadante fue utilizado como el inmunoprecipitado y cargado en geles de SDS-
PAGE.
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. Andlisis mediante Inmunoblot (Western blot)

Las células cultivadas en cajas de 35 mm se expusieron a 2h de AG y a distintos
tiempos de RG. Después de los diferentes tratamientos, las células se lavaron con PBS
0.1 M enfriado con hielo y se lisaron con un buffer de lisis que contenia: Tris-HCl pH 8.0
50 mM, NaCl 150 mM, Triton X-100 1%, desoxicolato sédico 0.5%, SDS 1% y 2 mg/ml
de inhibidor de proteasas (Complete, Roche); se centrifugaron a 1500 g a 4 °C durante
5 min. La concentracién de proteina se determind por el método de Lowry y se
separaron 30 pg de proteina en geles de SDS-PAGE, posteriormente se transfirieron a
membranas de PVDF de 0.45 pm (Merck Millipore). Las membranas fueron bloqueadas
con una solucién de leche descremada al 5 % en buffer TBS (Tris-HCl 50 mM pH 7.5,
NaCl 150 mM y Tween 20 al 0.1 %) durante 1 h a temperatura ambiente y con agitacion.
Los anticuerpos primarios se incubaron durante 24 h a 4 °C. Los siguientes anticuerpos
primarios usados y sus diluciones fueron: IRE1 (1:1000, Cell Signaling), p-IRE1 S724
(1:1000, Abcam), XBP1 (1:500, Santa Cruz), CHOP (1:500, Santa Cruz) GRP78 (1:16000,
Abcam), JNK (1:1000, Cell Signaling), ASK1 (1:2000, Cell Signaling), p-ASK1 S967
(1:1000, Cell Signaling), H1.0 (1:1000, Abcam), BAX (1:1000, Merck Millipore), BAK
(1:1000, Cell Signaling), GAPDH (1:16000, Cell Signaling), Actina (1:8000, Merck
Millipore). Para la detecciéon de los anticuerpos primarios se utilizd6 un anticuerpo
secundario anti-conejo o anti-ratén de cabra acoplados a la enzima peroxidasa, se
detect6 la inmunoreactividad mediante el sustrato HRP quimioluminiscente (Merck
Millipore).

o Andlisis bioinformdtico de ChIP-seq

Los datos de ChIP-seq para JNK usados en este trabajo provienen de la base de
datos GEO (Gene Expression Omnibus) con el nombre de acceso GSE25533; estos
resultados fueron obtenidos del trabajo: A chromatin-modifying function of JNK during
stem cell diferentiation (Tiwari et al, 2011). Los datos fueron visualizados en el
programa Genome Data Viewer del NCBI (National Center for Biotechnology
Information).

° Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se presentan como la media +/- el error estdndar de al
menos tres experimentos independientes. Posteriormente se analizaron
estadisticamente usando ANOVA de una via seguido de la prueba de Fisher con
significancia estadistica de p<0.05 en el software GraphPad Prisma 6.
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Resultados
La ausencia de glucosa induce la activacion de IRE1

Para analizar la activaciéon de IRE1 durante la ausencia o la reintroduccion de glucosa
(AG/RG) se cuantifico el estado de fosforilacion de IRE1 mediante inmunoblot. La
fosforilacion de IRE1 ocurre cuando existe un estrés de reticulo endoplasmico, esta
fosforilacién permite que se active su actividad de RNAsa. Se utilizé un anticuerpo
especifico que reconoce a IRE1 fosforilado en la serina 724, una serina importante para
su activacion (Prischi et al, 2014). Se observé que IRE1 fosforilado aumenta
significativamente con respecto al control durante las 2 horas de ausencia de glucosa
(AG) y vuelve a niveles control durante el periodo de reintroduccién de glucosa (RG)
(Fig. 2A), esto parece indicar que la AG induce un estrés en el reticulo endoplasmico que
activa la via de IRE1.

Debido a que IRE1 es una proteina con un gran numero de cofactores que
inducen su activaciéon y modulan su sefializacién se determiné investigar la dindmica
de interacciones (interactoma) de IRE1 mediante un curso temporal de
coinmunoprecipitaciones de IRE1 con otras proteinas. Las proteinas pro-apoptéticas
BAX y BAK, se ha encontrado que son esenciales para la activacion de IRE1 en
condiciones de estrés de RE (Hetz et al, 2006). Tanto BAX como BAK aumentan su
interaccion con IRE1 durante la fase de AG, los cuales contintian durante la fase de RG,
desde las 4 hasta las 20 h (Fig. 2B). Por otro lado, ASK1 es una cinasa de las MAPK que
interacciona indirectamente con IRE1 a través de la proteina adaptadora TRAF2; ésta
interaccion permite la activacién de la via de JNK mediada por IRE1. El experimento de
coinmunoprecipitaciéon revel6 que ASK1 se asocia con IRE1 solo en la fase de RG
(Fig.2B). En conjunto, estos resultados indican que IRE1 mantiene una activacién
sostenida desde la AG hasta la fase de RG.
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Figura 2 Activacion e interactoma de IRE1 en el modelo de AG/RG. A) Western Blot representativo y
cuantificacion de p-IRE1/actina; n=4, * p<0.05 vs control. B) Analisis de la interacciéon de BAK, BAX y
ASK1 con IRE1 mediante coinmunoprecipation y detectados con inmunoblot. Inmunoblots
representativos y esquema de la cinética de interaccion de BAX, BAK y ASK1 con IRE1 a lo largo de la AG
y RG. h =horas.

Induccion de CHOP en el modelo de AG y RG

El estrés cronico y la activacion sostenida de IRE1 puede resultar en la muerte celular
apoptdtica. CHOP es un factor de transcripcion fuertemente relacionado con la
apoptosis en condiciones de estrés de RE al promover la expresion de genes pro-
apoptoticos como BIM y PUMA, e inhibir la expresion de Bcl2, un gen anti-apoptético
(Yang et al, 2017). Es por tal razén que nos dimos a la tarea de investigar si CHOP se
inducia en nuestro modelo. Mediante qRT-PCR se observé que existe un aumento
significativo con respeto al control del mensajero de Chop desde las 8 horas de la fase
de RG (Fig. 3A). Ademdas mediante el fraccionamiento subcelular se observé que este
aumento en el mensajero correlaciona con la presencia de la proteina CHOP en el ntcleo
y en el citoplasma a partir de la misma hora de la RG (Fig. 3B), sugiriendo que este factor
de transcripcion puede estar fungiendo como inductor de la muerte neuronal debido al
estrés cronico ocasionado por la AG/RG.
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Figura 3 Induccién de CHOP en el modelo AG y RG. A) Expresion del gen Chop por qRT-PCR en neuronas
corticales expuestos a AG/RG; n=3, * p<0.05 vs control. B) Analisis de la localizacién de CHOP mediante
fraccionamiento subcelular. Inmunoblot representativo y cuantificaciéon de CHOP en el nucleo y
citoplasma; n=3, * p<0.05 vs control. h = horas.
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La via de IRE1/ASK1/]JNK se activa durante la fase de RG

Para descifrar si la activacion sostenida de IRE1 induce la muerte neuronal ante el
estrés energético se investigaron sus diferentes vias de sefializacién. Primero, al
observar que ASK1 se encuentra interaccionando con IRE1 se determiné investigar la
via de ASK1/JNK. ASK1 es una cinasa que se encuentra inactiva constitutivamente en
las células, su fosforilacién en la serina 967 es esencial para la asociaciéon de ASK1 con
la proteina 14-3-3 y la supresion de su actividad, por lo que una disminucion en esta
fosforilacién indica un aumento en su actividad. Mediante Western blot se
determinaron los niveles de esta fosforilacion y se observéo que disminuye
significativamente contra el control en la fase de RG (Fig. 4A). Este resultado sugiere
que la interaccién de esta cinasa con IRE1 aumenta su actividad durante el periodo de
RG. Al conocer que ASK1 se activa, se investigo la fosforilacion de su blanco principal,
la cinasa JNK. Recientemente se ha observado que JNK es capaz de ingresar al nucleo,
unirse a promotores e inducir la expresion de genes relacionados con muerte celular
(Tiwari et al, 2011), es por esta razon que se determiné investigar si JNK ingresa al
nucleo y si esta translocacion es mediada por ASK1.
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Figura 4 La activacion de la via ASK1/JNK ocurre durante la RG. A) Andlisis de la fosforilacién de ASK1
en la S967 mediante western blot. Inmunoblot representativo y cuantificacién de p-ASK1/actina; n=3, *
p<0.05 vs control. B) Andlisis de la localizacién de JNK en las neuronas corticales expuesta a AG/RG
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mediante fraccionamiento subcelular. H1.0 (histona H1) se usé como control de proteina nuclear y
GAPDH como control de proteina citoplasmatica. Inmunoblot representativo y cuantificaciones de JNK
en el nucleo y citoplasma; n=3, * p<0.05 vs control. C) La translocacion de JNK al nicleo es mediada por
ASK1. Analisis de la localizacién de JNK en presencia del inhibidor de ASK1 (MSC 20329644, 1 uM); n=3,
* p<0.05 vs control, & p<0.05 vs 2h AG +16h RG. h = horas.

Se utilizo un anticuerpo que reconoce las 3 variantes de JNK (JNK1, JNKZ y JNK3)
las cuales después de ser analizadas en un gel de poliacrilamida se distribuyen
predominantemente en dos pesos: 46 y 54 kDa. Mediante el fraccionamiento subcelular
se observo que al menos una de las variantes de JNK incrementa su translocacion al
nucleo después de las 4 horas de la fase de RG (Fig. 4B) y esta translocacidn es revertida
al utilizar el inhibidor MSC 2032964A (MSC), un inhibidor especifico contra la cinasa
ASK1 (Fig. 4C). Estos resultados sugieren que la via IRE1/ASK1 induce la translocacion
de JNK al nucleo y la posible regulacion a la alza de genes pro-apoptéticos.

La via IRE1/ASK1/]JNK participa en la muerte neuronal

Los resultados descritos arriba sugieren que la via de IRE1/ASK1/JNK puede contribuir
a la muerte neuronal. Para comprobar esta hipotesis se utilizé el inhibidor de ASK1
(MSC) y se determind la viabilidad celular mediante dos ensayos. Con el ensayo de LDH
se midio la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa liberada al medio por las
células muertas, y con el ensayo de MTT se monitore6 indirectamente la viabilidad
mediante la actividad metabdlica de las células vivas. Al utilizar el inhibidor MSC
durante la fase de RG se observé una neuroproteccion ante el dafio producido por la
AG/RG, al disminuir la liberacién de LDH y aumentar la reduccién de MTT (Fig. 5A).
Estos resultados sugieren asi que la activacion de ASK1 mediada por IRE1 contribuye a
la ejecucion de la muerte neuronal durante la fase de RG.
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Figura 5 La inhibicién de ASK1 durante la RG reduce la muerte neuronal inducida por la AG/RG. A)
Reduccién de MTT y actividad de LDH de neuronas corticales expuestas a 2h de AG y 22h de RG en
presencia o ausencia del inhibidor de ASK1 (MSC, 1 uM) durante la RG; n=3, * p<0.05 vs control, & p<0.05
vs 2h AG + 22h RG. h = horas.
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JNK induce la muerte neuronal regulando CHOP a nivel epigenético

Al observar que la via de IRE1/ASK1/]NK participa en la muerte neuronal se determind
investigar el posible mecanismo o via de accion. Varios trabajos han observado que
inhibir la actividad de JNK correlaciona con una disminucién en los niveles de CHOP en
condiciones de estrés de RE (Choi et al, 2010; Xin et al, 2014) y como se mencion6
anteriormente, recientemente se descubrié que JNK tiene una funcién epigenética al
unirse en la zona promotora de diversos genes, fosforilar la serina 10 de la histona 3
(H3S10) e inducir la expresion de estos genes (Tiwari et al, 2011). Es por tal motivo que
se propuso la hipoétesis de que JNK es capaz de regular epigeneticamente a CHOP. Para
contestar esta posibilidad, se realizé un analisis bioinformatico del gen Ddit3 (nombre
del gen que transcribe a la proteina CHOP) con los datos de ChIP-seq contra JNK de
neuronas glutamatérgicas diferenciadas publicados en la base de datos GEO del NCBI.
Utilizando el programa Genome Data Viewer se observd que JNK se encuentra
enriquecido en la zona reguladora del gen Ddit3 sugiriendo que es capaz de regular su
expresion. Sin embargo, esta inmunoprecipitacién de cromatina fue realizada en una
condicidn sin estrés del RE. Para confirmar que JNK regula la expresion de Chop en
nuestro modelo se realiz6 una qRT-PCR de neuronas tratadas con el inhibidor de JNK
(SP600125, 10 pM) durante la RG. Se observo una clara disminucién en los niveles de
Chop en las células tratadas con el inhibidor de JNK (Fig. 6B) sugiriendo que JNK induce
la muerte neuronal a través de la regulacion epigenética de Chop ademas, el inhibidor
de ASK1 también disminuyd los niveles de Chop (Fig. 6B) reforzando la idea que ASK1
regula la actividad de JNK. En conjunto estos datos sugieren que la activacion de la via
IRE1/ASK1 induce la muerte neuronal regulando a la alza a CHOP.
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Figura 6 ]NK regula a CHOP a nivel epigenético A) ChIP-seq contra JNK del gen Ddit3 visualizado en el
programa Genome Data Viewer. Recuadro rojo: regiéon promotor del gen Ddit3. B) Reduccién de los
niveles de Chop en neuronas corticales tratadas con el inhibidor de JNK (SP, 10 uM) o el inhibidor de
ASK1 (MSC, 1 uM) durante la RG expuestas a 2h de AG y 22h de RG; n=3, * p<0.05 vs control, & p<0.05
vs 2h AG + 16h RG. h = horas
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El procesamiento de XBP1 sucede hasta el periodo de reintroduccion de glucosa

Hasta el momento se ha investigado que la activacion sostenida de la via de ASK1/JNK
mediada por IRE1 participa en la muerte neuronal inducida por la ausencia de glucosa,
sin embargo, retomando los resultados obtenidos con la coinmunoprecipitacion, se
observo igualmente que las proteinas BAX y BAK mantienen una interaccién continua
con IRE1 sugiriendo que su actividad de RNAsa se activa durante la AG/RG. La
activacion de la capacidad RNAsa de IRE1 permite cortar un intrén de 26 nucle6tidos
en el mRNA del gen de Xbp1 provocando un cambio en el marco de lecturalo cual llevara
a que se traduzca una proteina con funcidén transcripcional. Para determinar si existe el
corte de Xbp1 en el modelo de AG/RG se realizé una PCR usando oligos que delimitan
el intrén, por lo que se amplificara tanto la variante procesada (Xbp1s) y no procesada
(Xbp1u) (Fig. Suplementaria 2). Después de correrlos en un gel de agarosa se observo
la aparicién de xbp1 procesado hasta las ultimas horas de RG (Fig. Suplementaria 3)
indicando que la actividad RNAsa de IRE1 se activa hasta la RG.

Para corroborar este resultado se realiz6 un qRT-PCR con oligos disefiados
especificamente para cada uno de las dos variantes de Xbp1 (Fig. Suplementaria 4). Se
observod que xbplu disminuye a las 2 horas de AG sugiriendo que IRE1 esta cortandolo
pero en el mismo tiempo no se vio un aumento de Xbp1s. De manera inesperada Xbp1
procesado aumenta sus niveles hasta las 8 horas de la RG (Fig. 7A). Para confirmar que
los cambios en los niveles de Xbp1 son debido al procesamiento por IRE1, se utilizé un
inhibidor especifico contra la actividad RNAsa de IRE1 denominado STF-083010
(Papandreouetal, 2011). Después de ser tratadas las neuronas con el inhibidor durante
la RG, se observé mediante gqRT-PCR que el inhibidor STF revirtié el aumento en los
niveles de Xbp1s (Fig. 7B) confirmando asi que IRE1 corta este mensajero durante la
RG.

Al determinar que existe el corte de Xbp1 se investigé la presencia del factor de
trascripcién XBP1 en el nicleo mediante el fraccionamiento subcelular. Se observé que
XBP1 aumenta su translocacidn al nucleo en las ultimas horas de la RG (Fig. 7C). Esto
correlacion6 con el aumento en los niveles de la proteina GRP78 (Fig. 7D), un gen
regulado por XBP1. Esto resultados indican que el corte y la sefializacién de XBP1 se
dan hasta la fase de reintroduccion de glucosa.
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Figura 7 Dinamica de la activacion de la via de XBP1 en el modelo AG y RG. A) Expresion de Xbpluy
Xbp1s por gqRT-PCR en neuronas corticales expuestos a AG y RG; n=3, * p<0.05 vs control. B) Efecto de la
inhibicion de la actividad RNAsa de IRE1 en la expresion de Xbp1u y Xbp1s. El inhibidor STF (30 uM) fue
incubado durante la RG; n=3, * p<0.05 vs control, & p<0.05 vs 2h AG + 16h RG. C) Andlisis de la
localizacion de XBP1 procesado (XBP1ls) mediante fraccionamiento subcelular. Inmunoblot
representativo y cuantificaciones de XBP1s en el ntcleo y citoplasma; n=3, * p<0.05 vs control. D)
Expresion de GRP78 en neuronas corticales expuestas a AG y RG. Inmunoblot representativo y
cuantificacion; n=5, * p<0.05 vs control. h = horas
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Dos caras: La actividad RNAsa de IRE1 participa en la adaptacion y en la muerte
neuronal

Los resultados descritos arriba sugieren que la activaciéon de IRE1 ocurre rapidamente
en respuesta a la ausencia de glucosa pero la sefializacion a través de XBP1 se da hasta
la fase tardia de reintroduccion de glucosa. Para poder determinar la participacion de
la actividad de RNAsa de IRE1 en la sobrevivencia neuronal se utilizé el inhibidor STF.
Alincubar el inhibidor durante la AG se observé que hubo una disminucion significativa
en la viabilidad celular con respecto a las neuronas expuestas a la AG/RG aunque solo
en el ensayo de MTT (Fig. 8A), esto podria indicar que la actividad de RNAsa de IRE1
durante la ausencia de glucosa contribuye a la adaptacién y sobrevivencia neuronal.
Pero cuando se incub6 el inhibidor durante la fase de RG hubo mayor viabilidad celular
al aumentar la reduccion de MTT y disminuir la actividad de LDH en el medio. Ademas
se usaron dos concentraciones del inhibidor STF y se observé que su efecto es
dependiente de la dosis (Fig. 8B) indicando asi que la actividad de RNAsa de IRE1 esta
participando en la muerte neuronal durante la reintroduccién de glucosa.
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Figura 8 Dependiendo del periodo de AG o RG, la actividad de RNAsa de IRE1 participa en la
sobrevivencia o en la muerte neuronal inducida por el estrés energético. A) La actividad RNAsa de IRE1
participa en la sobrevivencia neuronal durante la AG. Reduccién de MTT y actividad de LDH de neuronas
corticales expuestas de AG/RG, en presencia o ausencia del inhibidor STF (30 uM) durante la AG. B) La
actividad RNAsa de IRE1 participa en la muerte neuronal durante la fase de RG. Reduccién de MTT y
actividad de LDH de neuronas corticales expuestos de AG/RG, en presencia o ausencia de diferentes
concentraciones del inhibidor STF durante la RG; n=3, * p<0.05 vs control, & p<0.05 vs 2h AG + 22h RG.
h = horas.
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La actividad de RNAsa de IRE1 regula la via de ASK1/JNK

Al observar que la capacidad RNAsa de IRE1 participa en la muerte neuronal durante la
fase de RG, surge la pregunta de que cual es el posible mecanismo por el cual esta
capacidad de cortar mensajeros puede inducir la muerte neuronal. Como se mencion6
anteriormente, la actividad RNAsa de IRE1 se ha visto involucrada en destinos celulares
opuestos, una mediante el corte y sefializacién de XBP1 el cual se asocia mas con la
sobrevivencia, y el otro mediante la inducciéon de la actividad RIDD la cual se ha
asociado mas con la muerte celular. Es por eso que se decidi6 indagar sobre la posible
participacion de la actividad RIDD en la muerte neuronal. Para ello se investig6 en la
literatura posibles mensajeros blancos capaces de ser cortados por IRE1 y que se
asocian con la muerte neuronal. Como requisito para ser un blanco de la actividad RIDD
de IRE1 se ha observado que el mensajero debe de contener una secuencia consenso
similar al sitio de corte de Xbp1, ademas esta secuencia debe de estar expuesta en el
extremo de una estructura secundaria de tipo tallo-asa. Como resultado de esta
busqueda se encontré al gen YWHAQ como posible blanco de la actividad RIDD (Oikawa
et al, 2010). Este gen transcribe a la proteina 14-3-3 ©, integrante de una familia de
proteinas conservadas en todos los eucariontes y que se unen a diversas proteinas
involucradas en ciclo celular, control de la transcripcién y apoptosis (Berg et al, 2003).
Multiples investigaciones le han conferido a esta proteina un papel protector ante
diversos estimulos inductores de estrés de RE (Brennan et al, 2013; Namikawa et al,
1998). Uno de las proteinas que regula negativamente es justamente a ASK1 (Cockrell
et al, 2010). Es por esta razon que se decidi6 investigar si la actividad RIDD de IRE1
induce la muerte neuronal regulando la via de ASK1/JNK en el modelo de AG/RG.

Primero se investigé de manera bioinformatica si el mensajero del gen 14-3-3 6
(YWHAQ) de rata mantiene conservado el sitio de corte de IRE1 en nuestro modelo ya
que en el trabajo donde se encontrd a este posible candidato, se utilizaron células de
humano. Al comparar las secuencia de rata y humano se aprecia que mantienen mucha
homologia (Fig. 94, color azul) y de manera especifica, el sitio de corte se mantiene
conservado (Fig. 9A, negritas). Ademas, in silico, usando el servidor Web RNAfold, la
capacidad para formar la estructura secundaria de tallo-asa en el sitio de corte es
altamente probable (Fig. 9B). Este analisis sugiere asi que el mensajero de la proteina
14-3-3 O es capaz de ser cortado por IRE1 en nuestro modelo experimental. Para
contestar esta posibilidad se inhibié la actividad RNAsa de IRE1 a diferentes tiempos
durante la AG/RGy se midio mediante qRT-PCR los niveles del gen 14-3-3 O. Se observo
que la inhibiciéon de la actividad RNAsa de IRE1 aumenta los niveles del gen 14-3-3 ©
desde las 2 horas de AG y hasta las 8 horas de RG (Fig. 9C) sugiriendo que la actividad
RIDD de IRE1 esta degradando el mensajero de 14-3-3 O.
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Figura 9 La actividad RIDD de IRE1 induce la muerte neuronal regulando la via de ASK1/JNK. A)
Comparacién del mensajero de 14-3-3 © humano y rata. Zonas de homologia (Color azul), dominio de
tallo-asa (color verde), sitio de corte (negritas). B) Estructura secundaria pronosticada del mRNA de 14-
3-3 O plegado in silico mediante el servidor web RNAfold. C) Efecto de la inhibicién de la actividad RNAsa
de IRE1 en la expresion del gen 14-3-3 O a diferentes tiempos de AG y RG. El inhibidor STF (30 puM) fue
incubado durante la AG (2h) ola RG (4, 8 y 16 h); n=3, * p<0.05 vs control. D) La inhibicién de la actividad
RNAsa de IRE1 revierte la translocacion de JNK al nicleo. Analisis de la localizacion de JNK en presencia
o ausencia del inhibidor STF (30 pM) incubado durante la RG. Inmunoblot representativo y
cuantificaciones de JNK en el nuicleo y citoplasma; n=3, * p<0.05 vs control, & p<0.05 vs 2h AG + 16h RG.
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E) Expresion de Chop en neuronas corticales expuestas a AG y RG en presencia o ausencia del inhibidor
de STF (30 uM) incubado durante la RG; n=3, * p<0.05 vs control. h = horas.

Si IRE1 es capaz de cortar este mensajero, la inhibicion de la actividad RNAsa de
IRE1 seria capaz de abatir toda la via de ASK1/JNK. Para ello se analiz6 la presencia de
JNK en el nucleo en presencia del inhibidor STF durante la RG, se observd que el
inhibidor revierte la translocacion de JNK al nucleo (Fig. 9D) y el aumento en los niveles
de Chop (Fig. 9E) confirmando asi que la actividad RNAsa de IRE1 induce la muerte
neuronal regulando positivamente la via de ASK1/JNK.

La activacion sostenida de IRE1 participa en la muerte neuronal apoptoética

En conjunto, todos estos resultados sugieren que la activacion sostenida de la
via de IRE1 contribuye a la muerte neuronal apoptética durante el estrés energético a
través de la translocacién de JNK al nucleo y la induccion en la expresion de CHOP, es
por tal motivo que se realiz6 el ensayo de TUNEL que permite identificar las células en
proceso de apoptosis mediante la incorporacion de deoxynucleotidos marcados con un
fluorocromo en los extremos de fragmentos de DNA, los cuales se presentan en células
que iniciaron un proceso apoptético. La AG y RG indujo la muerte de aproximadamente
un 70 % de las células. La inhibicién de la actividad RNAsa de IRE1, la inhibicién de
ASK1 y de JNK durante la RG disminuyeron significativamente las neuronas positivas a
TUNEL (Fig. 10) confirmando asi que la activacidn sostenida y crénica de esta via de la
UPR cambia el destino celular hacia la muerte apoptética.
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Figura 10 La activaciéon sostenida de IRE1 contribuye en la muerte neuronal inducida por la AG/RG.
Cuantificacién y micrografias representativas de células positivas a TUNEL expuestas a 2h de AGy 16 h
de RG en presencia o ausencia de los inhibidores: de IRE1 (STF, 30 uM), de ASK1 (MSC, 1 uM) y de JNK

(SP, 10 uM). Los farmacos se administraron solamente en la fase de RG. * p<0.05 vs control, & p<0.05 vs
2h AG + 16h RG. h = horas.
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Discusion
IRE1 es finamente regulado durante el estrés de RE.

Perturbaciones en la proteostasis neuronal pueden ser parte de la etiologia de varias
enfermedades neurodegenerativas, el encargado de contrarrestar y restablecer la
homeostasis celular es la UPR, sin embargo, en el caso particular de IRE1, la activacién
de esta via es capaz de inducir sefiales adaptativas o de muerte. En este trabajo se
describe por primera vez que el destino celular después de la activacién de IRE1 en las
neuronas es dependiente del momento y duraciéon de su actividad en un modelo de
estrés energético, como es la ausencia y reintroduccion de glucosa (AG/RG).

Se ha descrito que la AG en neuronas induce diversas mecanismos para
contender con el estrés energético tal como la activacion de la autofagia (Geronimo-
Olvera et al, 2017), respuestas antioxidantes (Sun et al, 2018a) y la UPR (Badiola et al,
2011; de la Cadena et al, 2014). Sin embargo, la muerte neuronal no resulta
necesariamente de la falla energética inicial, si no de la secuencia de eventos que
prosiguen durante la RG (Suh et al, 2007). Estudios realizados en nuestro laboratorio
ha encontrado que es la fase de RG donde ocurre la muerte neuronal correlacionando
con un aumento en las ROS (Julio-Amilpas et al, 2015) y la activacién de una autofagia
aberrante (Geronimo-Olvera et al, 2017). Juntos estos resultados sugieren que volver
a introducir la glucosa al medio provoca la ejecucién de la muerte neuronal debido a
una desregulacién de mecanismos que un primer instante pudieron ser adaptativos
para la neurona.

Los datos obtenidos apuntan a esta linea de pensamiento en donde IRE1 se
activa rapidamente ante la AG, ya que se observa que aumenta su fosforilaciéon y su
interaccion con las proteinas BAX/BAK. Ademas, contribuye a la sobrevivencia
neuronal a través de su actividad RNAsa, ya que al inhibir esta actividad la muerte se
exacerba. Esto sugiere que IRE1 podria contender con el estrés de RE por dos rutas,
procesando a XBP1 el cual induciria la expresion de chaperonas, o mediante el corte de
RNA mensajeros gracias a su actividad RIDD reduciendo la carga de proteinas al RE. De
manera sorpresiva nuestros resultados indican que XBP1 procesado no aumenta
durante la AG por lo que, el posible mecanismo por el que IRE1 esta participando en la
sobrevivencia neuronal es reduciendo la carga de proteinas al RE degradando RNA
mensajeros. Esta condicion se asemeja a lo ocurrido en Schizosaccharomyces pombe
donde su Unico mecanismo para contender la sobrecarga de proteinas al RE es
justamente la actividad RIDD al no tener un ortélogo de XBP1 (Kimmig et al, 2012), sin
embargo faltarian mas experimentos para confirmar esta idea.

Con respecto a la RG, se observé que IRE1 mantiene una activacion sostenida ya
que persiste la interaccion con BAX y BAK; ademas de observar el reclutamiento de
ASK1 en el basto interactoma de IRE1. Estos resultados indican que la actividad de
RNAsa persiste durante la RG y que la via de IRE1-TRAF2-ASK1 se activa. Cuando se
administrd el inhibidor de RNAsa de IRE1 o el inhibidor de ASK1 durante la RG, se
observé una clara reducciéon en la muerte neuronal indicando que la activacién
sostenida de IRE1 durante la RG adopta una faceta contraria a la que muestra durante

33



la AG, promoviendo la muerte neuronal por varias rutas. Algo que vale la pena resaltar
es que nuestros datos sugieren que la dinamica de asociacion de estos cofactores (BAX,
BAKy ASK1) y la actividad de IRE1 es independiente de su estado de fosforilacidn. Esto
contrasta con resultados previos que demuestran que la fosforilaciéon de IRE1 en la
S724 es necesaria para su actividad de RNAsa (Ali et al, 2011) y que la interaccién de
BAX/BAK es importante para la actividad de IRE1 al promover su fosforilacion y
oligomerizacion (Hetz et al, 2006). Estas diferencias podrian deberse a que existen
otros sitios de fosforilacidn en el dominio cinasa de IRE1 que promueven su actividad
RNAsa (Korennykh et al, 2009). Ademas de que existen mas cofactores que no se
estudiaron en este trabajo que pudieran estar modulando la actividad de IRE1. Por lo
que nuestros resultados sugieren que la fosforilacién en este residuo de serina no
necesariamente correlaciona con un aumento en la actividad RNAsa de IRE1 pero la
interaccion de BAX y BAK si es indispensable para su activacion.

Esto indica que IRE1 es regulado finamente mediante una compleja dindmica de
asociacion y disociacion de estos cofactores, haciendo posible que el patron de
expresion de los cofactores de IRE1 pueda determinar el umbral de estrés necesario
para participar en las respuestas que determinen el destino celular.

La translocacion de JNK al niicleo mediado por IRE1, un factor esencial en la muerte
neuronal

Mediante nuestros experimentos de inmunoprecipitacion pudimos observar que a lo
largo de la AG/RG la actividad y participaciéon de IRE1 en la muerte neuronal es
modulado a través de su interaccién con distintas proteinas. En especifico nuestros
datos sugieren que durante la RG, la interaccion de ASK1 con IRE1 contribuye en la
muerte neuronal. Estos datos concuerdan con diversos estudios en donde se ha
demostrado a ASK1 como un importante inductor de la apoptosis en diversas
neuropatologias a través de la formacion del complejo IRE1-TRAF2-ASK1 (Nishitoh et
al, 2002; Shi et al, 2018). Sin embargo el mecanismo por el cual induce la muerte
neuronal es ain poco comprendido.

Uno de los blancos principales de ASK1 es JNK, una cinasa de las MAPK que es
un regulador importante en la fosforilacion de proteinas en el sistema nervioso. Sin
embargo, en los ultimos afios se ha encontrado que JNK es capaz de fosforilar y regular
diversas proteinas dependiendo de su localizacion intracelular (Coffey, 2014) por lo
que la regulacién de su localizacion intracelular es de gran interés. Datos de otros
grupos de investigacion sugieren que la presencia de JNK en el ndcleo es un importante
inductor de muerte, ya que se ha observado la translocacion de JNK al nucleo en células
cardiacas después de un evento isquémico (Mizukami et al, 1997) y un grupo en 2008
demostr6 que la actividad de esta cinasa en el nucleo es necesaria para la muerte
neuronal (Bjorkblom et al, 2008). Sin embargo, la regulacion de
importacion/exportacion de JNK y la funcidn que lleva acabo dentro del ntcleo es ain
poco clara. Nuestros resultados sugieren que ASK1 induce la muerte neuronal
apoptotica a través de la translocacion de JNK al nucleo. Ademas la inhibicién
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farmacologica de JNK protegié a las neuronas ante la AG/RG al reducir el nimero de
células positivas a TUNEL. En su conjunto, estos resultados apoyan la hipétesis de que
JNK en el nucleo induce la muerte neuronal, aunque no podemos descartar que en el
citoplasma JNK también es capaz de inducir la muerte neuronal apoptética al activar
mediante fosforilacidn directa a la proteina pro-apoptdtica Bim e inhibir a Bcl2 (Putcha
et al, 2003). Ambas posibilidades podrian estar participando en nuestro modelo ya que
la neuroproteccion observada al inhibir farmacolégicamente a JNK no distingue entre
diferentes compartimentos celulares.

Profundizando en el mecanismo, al confirmar que JNK se transloca al ntcleo nos
preguntamos cual era su participacion en la muerte neuronal dentro de este
compartimento celular. En un trabajo de 2011 se demuestra que JNK en el nucleo tiene
una funcién epigenética al estar enriquecido en promotores de genes activos y
fosforilando la ser10 de la histona 3 (H3S10) (Tiwari et al, 2011). Con base a los datos
de Chip-seq obtenidos por este grupo, se buscé de manera bioinformatica posibles
genes relacionados con la muerte neuronal que podria estar regulando JNK. Se encontré
que JNK esta enriquecido en la zona promotora del gen Chop. Este gen codifica para un
factor transcripcional que se encuentra intimamente relacionado con la muerte celular
inducido por estrés de RE. CHOP es un factor de transcripcion capaz de inducir muerte
celular a través de la regulacion a la alza de genes pro-apoptoticos, la baja de genes anti-
apoptéticos (Li et al, 2014) y de la desregulacion en los niveles de calcio intrareticular
(Li et al, 2009). Nuestros datos indican que los niveles de RNA mensajero de chop y la
presencia de la proteina en el ndcleo aumentan durante la RG. Estos resultados
correlacionan con el aumento de JNK en el nucleo reforzando la hip6tesis de que JNK es
capaz de regular epigeneticamente los niveles de Chop. Para confirmar esta idea se
usaron los inhibidores de JNK y ASK1 observando una clara reduccién de los niveles de
Chop.

En conjunto, nuestros datos aportan un nuevo mecanismo por el cual la
activacion de la via IRE1-ASK1 media la translocacion de JNK al ntcleo, la regulacion de
los niveles de CHOP y la subsecuente ejecucion de la muerte neuronal. Indicando que la
presencia de JNK en el nticleo es un marcador de inducciéon de muerte neuronal, por lo
que plantear experimentos de chip-seq para identificar los posibles genes blancos que
regula y conocer el mecanismo molecular de importacién/exportacion al nucleo seria
de gran ayuda para comprender mejor la induccién de la muerte neuronal a través de
la localizacién intracelular de JNK.

Actividad RNAsa de IRE1, un modulador en el destino celular durante el estrés del
RE

Por otra parte, aun con el mecanismo descrito hasta el momento, la funcién mas
reconocida y descrita de IRE1 es su capacidad de cortar RNAs mediante su actividad
RNAsa. Nuestros datos indican que esta actividad presenta dos efectos diferentes
dependiendo del tiempo en que se analice. Durante la AG participa en la sobrevivencia
neuronal posiblemente cortando mensajeros y disminuyendo la carga de proteinas al
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RE pero en la RG esta misma actividad de RNAsa contribuye en la ejecucion de la muerte
apoptotica. Ademas tanto el splicing de XBP1 como la degradacién de RNA mediada por
la actividad RIDD estan ocurriendo en la RG, aunque probablemente no en el mismo
momento. Estudios previos han observado que la actividad RIDD y el corte del mRNA
de Xbp1 estan temporalmente espaciados en condiciones de estrés de RE prolongado
(Bright et al, 2015), por lo que no necesariamente hay una activacién simultanea de
ambos mecanismos.

En experimentos previos de nuestro laboratorio se realizé un seguimiento in
vitroy en tiempo real el curso de la muerte neuronal en el modelo de AG/RG. Se observé
que la muerte de aproximadamente 50 % de la poblacién ocurre durante las primeras
12h dela RGyla poblaciéon celular restante alcanza a adaptarse y sobrevivir (Geronimo-
Olvera et al, 2017). Con base en esta informacion, es probable que la ejecucion de la
muerte neuronal durante la RG se debe a la sobre activacion de RIDD, ya que esta
antecede la muerte neuronal. Por otra parte, posiblemente la aparicién del corte de
Xbp1 a tiempos tardios representa una respuesta de adaptacion en aquellas células que
lograron sobrevivir al estrés energético.

En general, nuestros resultados concilian la doble funcién de IRE1 en las
respuestas celulares que determinan su sobrevivencia o su muerte. De hecho estudios
en mamiferos indican que el splicing de XBP1 normalmente correlaciona con una
funcién de adaptacion y sobrevivencia, incluso a menudo esta sobre activada en el
cancer (Sheng et al, 2019; Sun et al, 2018b), mientras que la actividad RIDD esta
predominantemente relacionada con la inducciéon de la apoptosis y predomina en otras
enfermedades, como la diabetes (Hetz et al, 2011; Morita et al, 2017) es por tal motivo
que conocer cudles son los RNAs que regula o degrada IRE1 es de gran importancia.

El mRNA de Xbp1 es el tnico blanco de splicing de IRE1 identificado hasta el
momento, pero se ha demostrado que numerosos tipos de RNA son sustratos de la
actividad RIDD al tener un sitio de corte homdélogo al mRNA de XBP1 (Oikawa et al,
2010). Uno de esos posibles candidatos es el transcrito que codifica la proteina 14-3-3
O, el cual es el regulador negativo endégeno de ASK1 (Zhang et al, 1999). Nuestros
resultados demuestran de manera preliminar que IRE1 es capaz de cortar el mRNA de
14-3-3 y esta degradacion estimula la activacion de ASK1, la translocaciéon de JNK y el
aumento en los niveles del gen pro apoptético Chop que en conjunto amplifican sefiales
de muerte. A pesar de esto se han propuesto diversas rutas pro apoptéticas
dependientes de RIDD, donde predomina la degradacion de miRNA. Algunos de los
miRNAs que degrada IRE1 reprimen la traduccién de la caspasa-2 (CASP2). Esta
caspasa escinde a BID lo que conduce a su translocaciéon a la mitocondria y a la
activacion de la apoptosis dependiente de BAX/BAK (Upton et al, 2012). Otro
mecanismo pro apoptotico dependiente de la actividad de RIDD es a través de la
degradacién del miR-17 que conduce a un aumento en la expresion de la proteina pro
oxidante que interactda con la tiorredoxina (TXNIP) (Lerner et al, 2012). Curiosamente
TXNIP es un regulador positivo de ASK1 al secuestrar a la tiorredoxina (Trx), una
proteina antioxidante que inhibe a ASK1. Esta podria ser otra ruta de activacién de
ASK1 mediado por la actividad RIDD, reforzando la idea de que IRE1 induce la muerte
neuronal amplificando la via de ASK1/JNK.
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Aun con estos resultados queda por aclarar cémo se regulan las diferentes
modalidades de la actividad RNasa de IRE1 que dirijan el destino celular. Nuestros
resultados sugieren que ambas actividades (splicing de mRNA de Xbp1 y la actividad
RIDD) tienen funciones citoprotectoras, pero después de una exposicién prolongada
y/o cronica al estrés de RE, el RIDD se convierte en citotéxico. El mecanismo que
controla el cambio de la funcién citoprotectora a la funcion citotéxica de RIDD sigue
siendo desconocido, pero se podria proponer que exceder un umbral especifico de
estrés de RE podriallevar a la induccidon de funciones citotéxicas dependientes de RIDD.
Estas amplificarian sefiales de muerte como la via de ASK1/JNK. De manera
esquematizada se plantea la ruta de activacién dependiente de IRE1 en el modelo de
AG/RG en la figura 11.
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Figura 11 Modelo de la activacién de IRE1 en el modelo de AG/RG y su modulacién de la muerte
neuronal.
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En conclusion los resultados de este estudio sugieren que IRE1 es un sensor de
la UPR altamente modulable, que a través de su actividad RNAsa funciona como
redstato que amplifica sefiales de sobrevivencia o de muerte dependiendo de la
duracioén o intensidad del estrés. Tener una mejor comprension de los mecanismos que
modulan la activacidn de IRE1 podria darnos mejores herramientas para contrarrestar
esta via de manera mas oportuna en situaciones de estrés de reticulo prolongado, como
ocurre en algunas enfermedades neurodegenerativas.
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Figuras Suplementarias
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Figura Suplementaria 1 Integridad de RNA. Deteccion de la integridad del RNA de muestras
extraidas con Trizol a diferentes tiempos de AG y RG mediante la deteccién de RNA ribosomales

en un gel de agarosa desnaturalizante.
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Figura Suplementaria 2 Disefio de oligos para ensayo del procesamiento de Xbp1
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Figura Suplementaria 3 Procesamiento de Xbp1 durante la AG/RG. Productos de amplificacién
analizados por electroforesis en un gel de agarosa. Se observan los productos correspondientes
aXbplu (171 pb), Xbp1s (145 pb) y una tercera banda que corre mas lento en el gel de agarosa,
este producto es un artefacto de la PCR. Es el hibrido entre una hebra de XbpIu y una hebra de
Xbp1s que se forman durante la renaturalizacién del dltimo paso de la PCR (Shang & Lehrman,
2004). Inhibidor de IRE1 (STF, 60 @M), Tapsigargina (TG, 5 &IM).
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