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Resumen

Il.- RESUMEN Y ABSTRACT.

1.- Resumen.

La hipoxia es el estado por el cual se priva al organismo del suministro de oxigeno
adecuado. Esta privacion en algunos casos provoca dafios en los tejidos y 6rganos y esta
relacionada con trastornos cardiorrespiratorios, cancer y enfermedades neurodegenerativas.
En la literatura, se han descrito multitud de evidencias de que ciertos neurolipidos como los
endocannabinoides puede ejercer efectos neuroprotectores y anti-inflamatorios, debido a su
participacion en procesos de comunicacién celular y molecular entre los diferentes tipos

celulares del cerebro (especialmente entre neuronas, astrocitos y células de la microglia).

El Sistema Endocannabinoide incluye receptores celulares, ligandos endégenos y
enzimas que regulan la biosintesis y degradacién de los ligandos. Uno de sus ligandos es la N-
araquidonoil dopamina (NADA), la cual parece jugar un papel relevante en los procesos de
neuroproteccién, ya que media importantes efectos bioldgicos a través de mecanismos
dependientes e independientes de receptor (CB; y TRPV1). Del mismo modo, de manera
general las N-acil dopaminas también regulan el metabolismo del acido araquidonico al actuar

como sustratos o inhibidores de las lipooxigenasas.

También se ha descrito que la inhibicion farmacol6gica de la proteina PHD (prolil-
hidroxilasa) induce la activacion del factor de transcripcién HIF-1a, el cual es el eje central del
mecanismo neuroprotector de estos inhibidores (también llamados agentes hipoximiméticos).
HIF-1a. modula la transcripcién de genes implicados en proteccion neuronal, ademas de
provocar respuestas adaptativas tanto en células neuronales como no neuronales y en
situaciones muy diversas como accidentes cerebrovasculares y enfermedades de Parkinson,
Huntington y Alzheimer. Nuestros resultados demuestran como NADA y otras N-acil dopaminas
son capaces de inducir la estabilizaciéon y activacion de HIF-1o en lineas neuronales y no
neuronales y que lo hace a través de la sobre activaciéon de la proteina E3 ubiquitina ligasa
SIAH2, la cual es responsable de la inhibicion de la proteina PHD. Con este estudio se explica
al menos un mecanismo de accién por el cual ciertos endocannabinoides presentan efectos
anti-inflamatorios y neuroprotectores. Ademas, y lo mas importante, abre las puertas a nuevas
vias de investigacion para el tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas y

neuroinflamatorias.

Finalmente, los resultados obtenidos en la presente tesis han contribuido a estudiar el
efecto de NADA y otras N-acil dopaminas sobre los niveles de HIF-1a en diferentes lineas
celulares, caracterizando los posibles mecanismos bioquimicos y moleculares por los que es
posible esta estabilizacion, poniendo de manifiesto el papel de la ubiquitina ligasa SIAH2 en la

accion hipoximimética de NADA.






Abstract

2.- Abstract.

Hypoxia is the condition whereby the organism is deprived of adequate oxygen supply.
This deprivation in some cases causes damage to tissues and organs and is associated with
cardiorespiratory disorders, cancer and neurodegenerative diseases. In the literature, have
been described many evidence that certain neurolipids as endocannabinoids may exert
neuroprotective and anti-inflammatory effects due to their participation in processes of cell and
molecular communication between the different cell types of the brain (especially among
neurons, astrocytes and microglial cells).

Endocannabinoid system includes cellular receptors, endogenous ligands and enzymes
that regulate the biosynthesis and degradation of ligands. One of its ligands is N-arachidonoyl
dopamine (NADA), which seems to play an important role in neuroprotection processes
because mediates important biological effects through receptor-dependent and receptor-
independent mechanisms (CB; and TRPV1). Similarly, the N-acyl dopamines also regulate the

metabolism of arachidonic acid to act as substrates or inhibitors of lipoxygenases.

Also, It has been reported that pharmacological inhibition of PHD (prolyl hydroxylase)
protein induces activation of the transcription factor HIF-1a, which is the central axis of the
neuroprotective mechanism of these inhibitors (also called hipoximimetics agents). HIF-1a
modulates the transcription of genes involved in neuronal protection, and adaptive responses
cause both neuronal and non-neuronal cells and in a variety of situations such as stroke and
Parkinson's, Huntington's and Alzheimer's disease. Our results demonstrate how NADA and
others N-acyl dopamines are able to induce the stabilization and activation of HIF-1lo in
neuronal and non-neuronal lines and making it through the activation of E3 ubiquitin ligase
protein SIAH2, which is responsible for the inhibition of protein PHD. This study explains at least
one mechanism of action by which certain endocannabinoids have anti-inflammatory and
neuroprotective effects. Furthermore, and most importantly, opens up new lines of research for

the treatment of neurodegenerative and neuroinflammatory diseases.

Finally, the results obtained in this thesis have contributed to study the effect of NADA
and others N-acyl dopamines on levels of HIF-1a in different cell lines, characterizing the
possible biochemical and molecular mechanisms by which is possible this stabilization, showing

the role of ubiquitin ligase SIAH2 in the hipoximimetic action of NADA.
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Introduccién

Ill.- INTRODUCCION.
1.- El sistema endocannabinoide.

El aislamiento del A®-tetrahidrocannabinol (THC), el principio activo psicotropico, de la
planta Cannabis sativa hace mas de 40 afios fue el primer hito en la ciencia moderna para
descubrir lo que hoy conocemos como el Sistema Endocannabinoide (SE) (Mechoulam, 1970;
Mechoulam & Gaoni, 1965). Este sistema estd compuesto por receptores especificos
(receptores cannabinoides), por ligandos enddgenos denominados endocannabinoides y por
enzimas que regulan la sintesis y degradacién de estos ultimos (Devane et al, 1988; Devane et
al, 1992; Herkenham et al, 1991; Matsuda et al, 1990; Mechoulam et al, 1995; Sugiura et al,
1995) (Figura 1).
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Figura 1. Esquema general del sistema endocannabinoide.

El SE constituye un nuevo sistema de comunicacion y regulacion celular que
desempefia un papel modulador en diferentes procesos fisiologicos, principalmente en el
cerebro y en el sistema inmune, aunque también juega un papel preponderante en otros
sistemas regulando funciones fisioldgicas claves. Por todo ello se considera que el
mantenimiento de un tono endocannabinoide éptimo es esencial para la homeostasis del
organismo y para la intercomunicacion entre diferentes sistemas. En las dos Ultimas décadas
se han acumulado evidencias muy importantes que muestran que la manipulaciéon
farmacolégica del SE representa una excelente oportunidad para el tratamiento de un amplio

abanico de patologias, donde destacan las enfermedades del Sistema Nervioso Central.
1.1.- Endocannabinoides.

Los endocannabinoides son mediadores lipidicos que interaccionan con los receptores

de cannabinoides clasicos, con otros tipos de receptores y también median su actividad por
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mecanismos independientes de receptor. Estos mediadores son principalmente derivados del
acido araquiddnico y se asemejan a otros transmisores lipidicos como son las prostaglandinas

o los leucotrienos.

El primer endocannabinoide identificado fue la araquidonoil etanolamida, también
denominada anandamida (AEA), nombre que viene de la palabra sanscrita “ananda” que
significa “el que trae bienaventuranza o felicidad” (Devane et al, 1992). Este lipido se sintetiza
bajo demanda a partir de los fosfolipidos de la membrana plasmatica mediante un proceso
dependiente de calcio, el cual es necesario para la activacion de los sistemas enzimaticos
implicados en su biosintesis (Di Marzo et al, 1994). La AEA fue aislada por primera vez en
cerebro porcino mostrando algunas propiedades bioldgicas similares a las observadas
previamente con el THC. Este endocannabinoide se une a los receptores cannabinoides tipo 1
y 2 (CB; y CB,), aunque tiene mas afinidad por CB; y, ademas de encontrarse en cerebro
porcino, ha sido detectado también en cerebro humano y de rata, observdndose las mayores
concentraciones en hipocampo, cortex, talamo y cerebelo (Di Marzo et al, 1994).
Posteriormente se ha descrito que la AEA también es producida a nivel periférico,
especialmente por macréfagos (Di Marzo et al, 1996). Esta molécula lipidica, sin ningan
parecido con los neurotransmisores conocidos hasta el momento, comparte motivos
estructurales con los eicosanoides, mediadores de la inflamacion y el dolor que intervienen
ademas en algunas funciones en la comunicacién neuronal (Piomelli & Greengard, 1990).
Aungue en un principio su papel en sefializacion fue controvertido, el descubrimiento de su ruta
de sintesis y liberacion en cerebro hizo que se confirmara la existencia de un importante rol

fisioldgico para esta molécula.

Tras la identificacién de la AEA, fueron identificados otros endocannabinoides como el
2-araquidonoil glicerol (2-AG) (Mechoulam et al, 1995), el noladin (2-AGE) (Hanus et al, 2001),
la virodhamina (Porter et al, 2002) y la N-araquidonoil dopamina (NADA) (Huang et al, 2002b)
(Figura 2), poniendo de manifiesto la complejidad del sistema endégeno cannabinoide. En este
sentido, uno de los aspectos mas interesantes para entender la funciéon biolégica de los
endocannabinoides es el denominado “efecto entourage” por el cual la actividad de
determinados endocannabinoides puede se amplificada o regulada por otros compuestos de la

misma naturaleza presentes en el tejido donde hacen su funcion.
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Figura 2. Endocannabinoides. Estructura quimica de los ligandos endoégenos del receptor de
cannabinoides descritos hasta el momento.
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1.2.- Receptores cannabinoides.

Debido a la alta lipofilicidad del THC, durante mucho tiempo se pensé que este
compuesto producia sus efectos farmacoldgicos mediante interacciones inespecificas a nivel
de la membrana (Hillard et al, 1985). No fue hasta comienzos de la década de los 90, cuando
se cloné el primer receptor de cannabinoides 1 (CB;) en cerebro de rata (Matsuda et al, 1990).
Algunos afios después se obtuvo la confirmacién de la existencia de un segundo receptor (CB»)
(Munro et al, 1993), mayoritariamente expresado en el sistema inmune. Asi, basandose en su
expresion predominante en el sistema nervioso central y en el sistema inmune periférico, CB; y
CB, fueron inicialmente conocidos como receptor de cannabinoides central y periférico
respectivamente. Tiempo después se constaté que el CB; podia encontrarse también en
terminaciones nerviosas periféricas y tejidos no neuronales como la glandula pituitaria, el
endotelio vascular, las células del sistema inmune, el ileo y los tejidos reproductivos; y que el
CB, se encuentra también expresado en sistema nervioso central y en otras localizaciones

fuera del sistema inmune.

Los receptores CB; y CB,, pertenecen a la familia de receptores cuya estructura incluye
siete dominios tipo hélice insertos en la membrana celular, un dominio extracelular N-terminal
glicosilado y un dominio intracelular C-terminal acoplado a sistemas de sefializacién intracelular
mediados por proteinas G (Pertwee, 1997). Las proteinas G estan formadas por tres tipos de
subunidades a, 3, y y. En presencia de agonistas del receptor, la subunidad a se une al GTP
con alta afinidad provocando la disociacién de las subunidades By, que activan diversos
efectores intracelulares. La subunidad a unida a GTP también se separa del receptor e
hidroliza el GTP a GDP, aumentando la afinidad de a por By, recomponiéndose la proteina G y
permitiendo que se inicie un nuevo ciclo de activacion. Cada receptor puede activar varias
proteinas G por lo que se produce una amplificacién de la sefial tras la unién del agonista al
mismo (Ji et al, 1998). Si bien hay varios tipos de proteinas G, son las proteinas inhibidoras tipo

Gi, las que estan asociadas a los receptores de cannabinoides (Pertwee, 1997).

Ademas de los receptores de cannabinoides CB; y CB,, también se han identificado
otros receptores que también responden a fitocannabinoides o a endocannabinoides. Dentro de
estos otros receptores se encuentra el receptor de vanilloides tipo 1 (TRPV1) (Caterina et al,
1997) y los receptores huérfanos acoplados a proteina G, GPR55 y GPR119 (1zzo & Sharkey,
2010). GPR55 es un receptor cannabinoide que comparte una baja secuencia de homologia
(10-15%) con CB; y CB, (Ross, 2009) y ha sido encontrado en el sistema nervioso central
(SNC) (Sawzdargo et al, 1999) y tejido periférico de mamiferos (Brown & Robin Hiley, 2009).
GPR119 también ha sido encontrado en varias especies de mamiferos (Fredriksson et al,
2003) y en humanos esta expresado en pancreas, higado y tracto gastrointestinal (Overton et
al, 2008). La AEA activa el TRPV1 (Marzo & Petrocellis, 2010), el cual se encuentra expresado
en fibras sensoriales periféricas y también en varios nucleos del SNC (Marinelli et al, 2003). Por

ultimo, los receptores nucleares PPAR (o y y) son también activados por ciertos
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endocannabinoides que pueden participar en la regulacién de los lipidos y el metabolismo de la

glucosa, asi como en las respuestas inflamatorias (Gasperi et al, 2007; Pagano et al, 2008).
1.3.- Sintesis y degradacion de los endocannabinoides.

Los primeros compuestos descubiertos, la AEA y el 2-AG, son dos de los
endocannabinoides mejor estudiados. Ambos compuestos se sintetizan bajo demanda en
respuesta a un aumento de los niveles de calcio intracelular, a partir de precursores
fosfolipidicos que residen en la membrana celular. Ambos, AEA y 2-AG se unen a los
receptores de cannabinoides CB; y CB, con una afinidad similar, aunque algunos
investigadores han observado que 2-AG muestra mayor afinidad por CB; y CB, en
comparacioén con la AEA (Jonsson et al, 2006). Tras su liberacion de la célula, la AEA y el 2-AG
pueden actuar sobre dianas moleculares de manera autocrina 0 paracrina, y su actividad se
encuentra controlada por un proceso de recaptacion celular. Se han descrito diferentes
mecanismos posibles de recaptacién celular, como la difusiébn simple, la endocitosis o el
transporte mediado por un posible transportador de membrana (AMT), cuya estructura

molecular sigue siendo desconocida (McFarland & Barker, 2004).

Una vez en el interior de la célula, los endocannabinoides son degradados
rapidamente. La principal enzima catalizadora de la degradacion de la AEA es la amida
hidrolasa de acidos grasos o FAAH, la cual hidroliza la AEA en acido araquidénico (AA) y
etanolamina. El 2-AG es convertido en AA y glicerol tanto por la FAAH como por la enzima
monoacilglicerol lipasa (MAGL). Cabe destacar que los productos obtenidos de la degradacion
también poseen actividad biolégica. Asi, se ha demostrado que la etanolamina protege a las
células de neuroblastoma contra la apoptosis (Matas et al, 2007) y que el AA puede
metabolizarse de nuevo en leucotrienos y prostaglandinas con funciones importantes en
procesos pro-inflamatorios y carcinogénicos (Furstenberger et al, 2006). Existen también otras
enzimas que, dependiendo del contexto celular, contribuyen al metabolismo de AEA y 2-AG.
Asi por ejemplo, tanto la ciclooxigenasa 2 (COX-2) como lipooxigenasas (LOXs) pueden utilizar
ambos endocannabinoides (AEA y 2-AG) como sustratos (Kozak & Marnett, 2002), generando
de esta manera metabolitos de tipo prostamidas, que a su vez funcionan como nuevos
mediadores de sefiales. Otra enzima que ha sido propuesta es la NAAA (N-acylethanolamine-
hydrolyzing acid amidase) que actuaria hidrolizando tanto a la AEA como a la PEA (N-palmitolil
etanolamina) y la OEA (N-oleil etanolamina), aunque en condiciones de pH inferior a los de la
FAAH (Blankman et al, 2007; Marrs et al, 2010; Tsuboi et al, 2005).

Para afadir mayor complejidad a este sistema, diversos derivados de &cidos grasos
gue poseen actividad farmacolégica pero no mediada por la unién a receptores CB; y CB,,
pueden potenciar la actividad de los endocannabinoides inhibiendo los procesos de recaptacion
0 metabolismo, 0 actuando como sustratos para las enzimas involucradas en su transporte o
degradacion (Pertwee, 2005). Esta actividad es conocida como el efecto “entourage” de los

endocannabinoides anteriormente comentado.
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2.- N-acil dopaminas y N-araquidonoil dopamina.
2.1.- N-acil dopaminas.

Las N-acil dopaminas son compuestos generados a partir de la conjugacion de un
acido graso con una molécula de dopamina a través de un enlace amida y son endolipidos
sefializadores pertenecientes al sistema endocannabinoide/endovanilloide. Hasta la fecha se
han encontrado en mamiferos amidas de dopamina conjugadas con AA (Huang et al, 2002b),
acido oleico, acido esteérico y acido palmitico (Chu et al, 2003). Los efectos de la sefializacién
de las N-acil dopaminas se manifiestan principalmente en el sistema nervioso y en el sistema
inmune realizandolo a través de la interacciéon con los receptores CB; y TRPV1 (Chu et al,
2003; Huang et al, 2002b; Starowicz et al, 2007) y también por mecanismos independientes de
estos receptores (Navarrete et al, 2009; Navarrete et al, 2010; Sancho et al, 2004). Se ha
propuesto que estos compuestos y en particular la N-araquidonoil dopamina (NADA) juegan un
papel relevante en la funcibn del SE y por tanto pueden representar nuevas dianas

farmacolégicas para el tratamiento de diferentes patologias (Bisogno et al, 2000).
2.2.- N-araquidonoil dopamina.

N-araquidonoil dopamina (NADA) ha sido identificada como un compuesto enddégeno
tipo capsaicina que ha mostrado ser agonista a concentraciones nanomolares de los
receptores CB; y TRPVL1. Este endolipido ha sido detectado en areas cerebrales con una alta
densidad de TRPV1, como por ejemplo, el cuerpo estriado, el hipocampo, el cerebelo y los
ganglios dorsales de la médula espinal (Bezuglov et al, 2001; Bisogno et al, 2000; Huang et al,
2002b).

Debido a su accion dual como endocannabinoide y endovanilloide el NADA pudiera
tener un papel relevante en la nocicepcion y en la neuroinflamacion a través de la activacion de
los receptores CB; y TRPV1. Por lo tanto, es importante conocer su ruta de biosintesis y su
catabolismo y hasta la fecha se han propuesto varias rutas posibles para la biosintesis de
NADA. Una primera posibilidad es que el NADA pueda ser sintetizado partiendo de N-
araquidonail tirosina que se convierte en N-araquidonoil-DOPA y esta en NADA por las
enzimas tirosina hidroxilasa (TH) y L-amino &cido descarboxilasa (AADC) que son las mismas
gue intervienen en la conversion de la tirosina en dopamina también en dos pasos.
Alternativamente, se ha sugerido también que el NADA se puede formar por la conjugacion
directa de dopamina preformada con acido araquidénico a través de la accion de la FAAH
(Figura 3) (Hu et al, 2009).
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Figura 3. Representacion esquematica de las rutas de biosintesis de N-araquidonoil dopamina. La
ruta A muestra la sintesis a partir de N-araquidonoil tirosina mediante la intervencién de las enzimas
tirosina hidroxilasa (TH) y aminoacido descarboxilasa (AADC). La ruta B muestra la sintesis a partir de la
unién de acido araquidénico (AA) y dopamina con intervencion de la enzima amida hidrolasa de &cidos
grasos (FAAH).

Apoyando a esta hipdtesis se ha observado que un compuesto con propiedades
cromatograficas idénticas al NADA podia ser biosintetizado en homogenados de cerebro de
rata incubados con acido araquidénico y dopamina o tirosina. Ademas, la formacién de este
compuesto parecido al NADA a partir de la tirosina se reduce al inhibirse la enzima TH lo cual
da una evidencia de que esas rutas son las que producen la biosintesis de NADA (Huang et al,
2002b). En cualquiera de los casos anteriores, la conjugacion de la dopamina o la tirosina con
el acido araquidénico puede ocurrir por condensacion directa o0 mediante una previa formacién
de araquidonoil-CoA el cual seria mas reactivo al ataque nucleofilico por el grupo NH2 de las
aminas. Finalmente, el NADA también puede ser formado en principio por la aminolisis inducida
por dopamina del enlace éster del araquidonoil glicerol de fosfolipidos (Pajouhesh & Hancock,
1984), o bien su sintesis podria utilizar como precursor biosintético un pool de acido
araquiddnico esterificado en los fosfolipido en lugar de acido araquidénico libre o activado con
CoA.

En mamiferos, las N-acil dopaminas podrian ser metabolizadas a través de una
hidrolisis de muy baja eficiencia mediada por la amida hidrolasa de &cidos grasos (FAAH) (Chu
et al, 2003; Huang et al, 2002b), a través de oxidacién de la dopamina por la NADH
oxidorreductasa de la membrana plasmatica y las mitocondrias (Akimov et al, 2007) y a través
de metilacion del grupo catecol por una catecol-O-metiltransferasa (COMT) citoplasmatica
(Akimov et al, 2007; Huang et al, 2002b). Los &acidos grasos influyen en un mal reconocimiento
del grupo catecol de las N-acil dopaminas por las enzimas, por lo que se ha supuesto que
existe otro sistema enzimatico responsable de la inactivacién de la dopamina que podria estar
implicado en el metabolismo de las N-acil dopaminas (Figura 4). Este sistema esta

representado por las aril sulfotransferasas (ASTs), enzimas las cuales estan ampliamente
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distribuidas en tejidos de mamiferos (Campbell et al, 1987; Eisenhofer et al, 1999) y que
transfieren grupos sulfato a grupos hidroxilo aceptores. Algunas isoformas de las AST son
conocidas por tener sustratos especificos como los carbohidratos, proteinas, fenoles y
catecolaminas y otras son conocidas por ser isoformas especificas de tejidos. Todas estas
enzimas, estan localizadas de manera general en el citoplasma de las células. La actividad de
las AST especificas de fenoles y catecolaminas incrementa la solubilidad de compuestos
fendlicos que facilitan su eliminacion del cuerpo y también inhiben los efectos fisiolégicos de la
dopamina exdgena. Aunque el sulfato de dopamina ha sido encontrado en plasma sanguineo y
liqguido cerebroespinal de mamiferos, su papel biolégico no esta todavia aclarado (Eldrup,
2004).
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Figura 4. Sistemas de biodegradacién de N-araquidonoil dopamina. Las enzimas COMT, NADH
oxidoreductasa vy aril sulfotransferasas pueden participar en la degradacién de N-araquidonoil dopamina
mediante la transformacion a diferentes intermediarios. También es posible la hidrélisis a acido
araquidodnico y dopamina con una posible intervencion de FAAH.

3.- Homeostasis del oxigeno.

La normoxia se define como el nivel de oxigeno requerido para que se produzcan con
normalidad los diferentes procesos fisiolégicos (Maltepe & Saugstad, 2009). El incremento o
disminucién de la disponibilidad de oxigeno resulta en un estado de hiperoxia o de hipoxia
respectivamente. La hiperoxia ocurre fisioldgicamente como resultado de una excesiva
angiogénesis, y clinicamente cuando se suministra en altas concentraciones de O, a pacientes.
La hipoxia por el contrario, es un estimulo fisiolo6gico fundamental que estd presente
especialmente en respuesta al crecimiento de los tejidos durante el desarrollo embrionario, y de
manera patolégica en algunas enfermedades como el cancer, la anemia, hemorragias y
neumonia (Semenza, 2009). La hipoxia implica un desequilibrio entre el oxigeno suministrado y
el demandado, capaz de desencadenar una cascada de eventos fisiolégicos y bioquimicos
para compensar esta situacion (Maltepe & Saugstad, 2009). La hipoxia puede ocurrir tanto de
manera continua como de manera intermitente, llegando a ser incluso aguda o crénica en
duracién. Mientras que la hipoxia crénica continua puede ocurrir en un contexto fisiolégico o
patolégico, la hipoxia crénica intermitente solo ocurre de manera generalizada dentro de un

contexto patolégico (Semenza, 2009).
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3.1.- Ruta de respuesta a hipoxia.

Las células responden a los niveles bajos de oxigeno activando un programa génico
especifico que incluye genes encargados de adaptarse al metabolismo anaerdbico, genes para
potenciar el suministro de sangre y otro gran nimero encargados de la conservacion de la
energia. En este programa, el papel clave lo llevan a cabo los factores de transcripcion HIF (del
inglés Hypoxia Inducible Factor) responsables de la regulacion de la mayor parte de estos
genes (Brahimi-Horn et al, 2007; Semenza, 2001).

De manera resumida, el factor de transcripcion HIF es un heterodimero compuesto de
2 subunidades: HIFa y HIFB. La actividad de la subunidad HIFa esta regulada por oxigeno,
mientras que por el contrario la subunidad HIFB se encuentra constitutivamente expresada. En
presencia de oxigeno, una familia de dioxigenasas denominadas prolilhidroxilasas (PHDSs),
hidroxilan unos residuos especificos de prolina de los factores HIFa. Estos motivos hidroxilados
son reconocidos por la proteina pVHL (proteina Von Hippel-Lindau), la cual forma parte del
complejo E3 ubiquitina ligasa que marca al factor HIFa para su poliubiquitinacién y posterior
degradacion por el proteosoma (Lonser et al, 2003). En condiciones de hipoxia, los residuos de
prolina de HIFa no se hidroxilan y por tanto no son reconocidos por pVHL, permitiendo que el
factor HIFa no se degrade. La acumulacién de HIFa permite formar un complejo con la
subunidad HIFB para translocarse al nucleo y modular de esta manera la expresion de los

diferentes genes diana (Figura 5).
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Figura 5. Esquema de la ruta de respuesta a hipoxia. En condiciones normales de oxigeno, HIFa es
ubiquitinada y degradada rapidamente. Las enzimas prolil hidroxilasas (PHDs) hidroxilan los residuos de
prolina de HIFa, lo que permite su reconocimiento por pVHL y su posterior degradacion. A niveles bajos
de oxigeno, las PHDs no catalizan la hidroxilacion de los residuos de prolina y, por tanto, HIFa no es
degradada. EI complejo formado por HIFa y HIFB se transloca al nicleo activando la expresion de genes
diana.
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3.2.- Factor inducible por hipoxia.

Debido al fuerte impacto que tiene en la fisiologia de los mamiferos, y mas
especialmente por su papel en enfermedades humanas tales como el cancer y la enfermedad
isquémica, ha habido durante la Ultima década un creciente interés en el conocimiento
detallado de la regulacion de la ruta de HIF. Este factor de transcripcion fue descubierto tras la
identificacién de los elementos de respuesta a hipoxia (HRE: Hypoxia Response Elements; 5'-
RCGTG-3') en el promotor del gen de la eritropoyetina (EPO), una hormona que estimula la
proliferacion de eritrocitos y cuya transcripcion estd estimulada por la falta de oxigeno
(Goldberg et al, 1988; Semenza et al, 1991). Como ya hemos comentado anteriormente, el
factor HIF estd formado por un complejo heterodimérico consistente en una subunidad
inducible por hipoxia, HIFa, y una subunidad expresada constitutivamente, HIFB (Wang et al,
1995). Estas proteinas pertenecen a la familia de proteinas basic helix-loop-helix-Per-ARNT-
Sim (bHLH-PAS) (Wang et al, 1995). Los dominios bHLH y PAS son requeridos para la
formacién del heterodimero entre las subunidades HIFo y HIFB, lo que favorece la
configuracién espacial de los dominios de interaccién al ADN y por tanto su unién a la
secuencia HRE presente en los genes diana (Crews, 1998). En humanos existen 3 genes que
codifican distintas isoformas de HIFa. HIF1A codifica HIF-1a, EPASL1 codifica a HIF-2a y HIF3A
se expresa como multiples variantes de HIF-3a (Makino et al, 2002; Maynard et al, 2003; Wang
et al, 1995) (Figura 6).

HIF-1a posee dos dominios de transactivacién, denominados N-terminal (N-TAD) y C-
terminal (C-TAD), presentes en la mitad C-terminal de la proteina (Ruas et al, 2002). El dominio
C-TAD interacciona con coactivadores como CBP/p300 para activar la transcripcién de genes
(Lando et al, 2002). HIF-1a también contiene un dominio de degradacion dependiente de
oxigeno (ODDD: Oxygen-dependent degradation domain) que regula la estabilidad de la
proteina mediada por oxigeno (Pugh et al, 1997). HIF-1la esta expresada ubicuamente en
tejidos humanos y de ratén, y tiene un papel fundamental en mdaltiples respuestas fisiolégicas a

la hipoxia tales como la eritropoyesis, glicolisis y angiogénesis (Semenza, 1998).

HIF-2a fue identificada poco después de la clonacion de HIF-1a, compartiendo un 48%
de identidad, ademas de grandes similitudes bioquimicas y estructurales como por ejemplo la
dimerizacion con HIF-1B y la unién a HREs. A diferencia de HIF-1a, HIF-2a esta expresada de
forma predominante en pulmén, endotelio y cuerpo carotideo (Ema et al, 1997; Tian et al, 1998;
Tian et al, 1997).

HIF-3a fue la Ultima en ser descubierta, esta también expresada en varios tejidos,
dimeriza con HIF-1B y se une a los elementos HRE (Gu et al, 1997). Existe una variante de
HIF-3a llamada PAS inhibitoria (IPAS), la cual se expresa predominantemente en las células de
Purkinje del cerebelo y epitelio corneal. Esta variante no posee ninguna actividad de

transactivacién endégena, mas bien, interactia con la regién amino terminal de HIF-1la y
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previene su unién al ADN, actuando como un regulador dominante negativo de HIF-1a (Makino
et al, 2001). Sin embargo, IPAS puede también ser inducido por hipoxia en corazén y
pulmones, contribuyendo a una retroalimentacion negativa para la actividad de HIF en esos
tejidos (Makino et al, 2002).
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Figura 6. Estructura de las proteinas HIFa y HIF-18 de humanos. HIFa (isoformas HIF-1a, HIF-2q,
HIF-3a. y IPAS) y HIF-1p pertenecen a la familia de proteinas bHLH y PAS. HIFa contiene un dominio
ODDD que media la estabilidad regulada por oxigeno. HIF-1a y HIF-2a dos dominios de transactivacion
(C-TAD y N-TAD), mientras que HIF-3a y HIF-1pB solo tienen un TAD. El nimero total de aminoacidos de
cada subunidad se marca en el extremo de la estructura.

3.3.- Regulacion del factor inducible por hipoxia.

Aunque HIF-1B se expresa constitutivamente y su ARNm y proteina se mantienen a
niveles constantes independientemente de la disponibilidad de oxigeno (Kallio et al, 1997), HIF-
la tiene una vida media corta (aproximadamente 5 minutos) y esté altamente regulada por los
niveles de oxigeno (Salceda & Caro, 1997). Aunque la transcripcién y sintesis de HIF-1la
ocurren de manera constitutiva y parecen no verse afectadas por el oxigeno (Kallio et al, 1997;
Wang et al, 1995; Wiesener et al, 1998), en normoxia, la proteina HIF-1a es rapidamente
degradada resultando en una proteina no detectable (Wang et al, 1995). Por el contrario, en
hipoxia HIF-1a consigue estabilizarse y se transloca desde el citoplasma al ndcleo, donde es
capaz de dimerizar con HIF-1p llegando a ser activos los complejos HIF formados (Huang et al,
1996; Kallio et al, 1997). Por lo tanto, esta regulacién de la estabilidad y posterior actividad de
HIF-1o estad principalmente controlada por modificaciones post-traduccionales, destacando

principalmente la hidroxilacion y ubiquitinacién (Brahimi-Horn et al, 2005).

En un primer paso en la regulacion de los niveles de HIF-1a, las nuevas moléculas
sintetizadas son rapidamente hidroxiladas por una dioxigenasa dependiente de 2-oxoglutarato
(2-OG) en prolina 402 (Pro402) y 564 (Pro564), localizadas en el dominio ODDD (Masson &
Ratcliffe, 2003; Masson et al, 2001; Srinivas et al, 1999). Estos residuos de prolina estan
igualmente conservados en HIF-2a (Pro405 y Pro530) y HIF-3a. La dioxigenasa humana de

HIFa se denomina dioxigenasa de dominio prolil hidroxilasa (PHD: Prolyl hydroxylase domain),
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prolil hidroxilasa de HIF (HPH: HIF prolyl hydroxylase) o Egg-laying Nine (EGLN) y se han
identificado tres isoformas: PHD1/HPH3/EGLN2, PHD2/HPH2/EGLN1 y PHD3/HPH1/EGLN3
(Bruick & McKnight, 2001; Epstein et al, 2001; Huang et al, 2002a). El proceso de hidroxilacién
consiste en dividir una molécula de O, transfiriéndose uno de los oxigenos a la prolina
reaccionando el otro con el 2-OG para generar succinato y CO, (Bruick & McKnight, 2001;
Masson & Ratcliffe, 2003). En presencia de oxigeno, las PHDs son activas e hidroxilan a las
prolinas de HIF-1a, constituyendo una sefial de reconocimiento para la union de pVHL y su
posterior ubiquitinacion, seguido por la degradacion de HIF-l1a (lvan & Kaelin Jr, 2001;
Jaakkola et al, 2001). La ausencia de oxigeno no causa actividad enzimatica, no modifica las
prolinas y no se produce la unién pVHL/HIF, resultando en una estabilizacién de HIF-1a vy
acumulacion en la célula (Epstein et al, 2001). El requerimiento absoluto de oxigeno como
cosustrato ha servido para definir a las PHDs como los sensores de oxigeno de las células
(Epstein et al, 2001).

Aunque la hidroxilaciéon de HIF-1a regula la estabilizacién de HIF-1a, no es suficiente
para completar su capacidad transcripcional. El segundo mecanismo principal para controlar la
actividad de HIF se lleva a cabo mediante la modulacion de sus dominios de transactivacion N-
TAD y C-TAD. Estos dominios son los encargados de reclutar a co-activadores
transcripcionales como CBP/p300, SRC-1 y TIF2 (Arany et al, 1996; Carrero et al, 2000; Ebert
& Bunn, 1998; Ema et al, 1999; Kallio et al, 1997). Bajo presion normal de oxigeno, la
hidroxilacién del residuo de asparagina 803 (Asn803) en el C-TAD de HIF-1a (Asn851 en HIF-
2a) por el factor de inhibicién de HIF-1 (FIH-1) previene la interaccién de HIF-1a con CBP/p300
(Hewitson et al, 2002; Lando et al, 2002; Sang et al, 2002). FIH-1 esta localizada
principalmente en el citoplasma. Su transcripcién es independiente de la concentracion de
oxigeno y no influye en la estabilidad de HIF-1a (Metzen et al, 2003). Al igual que las PHDs,
FIH-1 es una dioxigenasa dependiente de 2-OG. La utilizacion de oxigeno como sustrato

permite a FIH-1 servir como un segundo sensor de oxigeno (Lando et al, 2002).

Una vez que los dos residuos de prolina de HIF-1a se han convertido en hidroxiprolina,
la proteina pVHL puede capturar a HIF-1a (Hon et al, 2002; Min et al, 2002). pVHL se asocia
con las proteinas elongina C, elongina B, culina 2 y Rbx1 para formar el complejo E3 ligasa
VCB-Cul2 (lvan & Kaelin Jr, 2001). La union de HIF-1a a este complejo E3 multiproteico causa
la poliubiquitinacion de HIF-1a permitiendo su degradacion por el proteosoma (Kamura et al,
2000). El complejo E3 ligasa pVHL se expresa ubicuamente en diferentes tejidos y esta
predominantemente localizado en el citoplasma. Su movimiento entre citoplasma y nucleo
permite la degradacién de HIF-1a en ambos compartimentos (Berra et al, 2001; Groulx & Lee,
2002). Ademéas de pVHL, otras proteinas han sido descritas que afectan a la ubiquitinacion y
estabilidad de HIF-1o. Por ejemplo, la E3 ubiquitina ligasa oncogénica doble minuto murina

(MDM2) lleva a cabo la ubiquitinacion de HIF-1a de una manera dependiente de p53 (Ravi et
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al, 2000). La proteina Jabl, un coactivador transcripcional de c-Jun y JunD, también se ha

mostrado que incrementa los niveles de HIF-1a. en hipoxia (Bae et al, 2002).

De entre los mecanismos de control de la expresién de las PHDs en respuesta a
hipoxia descrita hasta la actualidad, la degradacion mediada por SIAH2 (seven in absentia
homolog 2) es hasta la actualidad el paso méas temprano conocido (Nakayama & Ronai, 2004;
Pouyssegur et al, 2006). En respuesta a hipoxia, se incrementan rapidamente los niveles de
ARNm de SIAH2, un aumento que también se observa en condiciones de hipoxia leve (5% O,).
SIAH2 es capaz de interaccionar con las proteinas PHD1, PHD2 y PHD3, produciéndose una
importante degradacion de PHD3 y en menor grado de PHD1 (Figura 7). Curiosamente, y
aunque PHD2 también se encuentra asociada a SIAH2, la estabilidad de esta no se ve
afectada. Entre los mecanismos que subyacen a la seleccion de PHD3 y PHD1, pero no de
PHD2, esta la distinta localizacién subcelular. Dado que PHD3 regula la estabilidad de HIF-1a
a través de la hidroxilacién, los niveles de HIF-1oa se ven significativamente reducidos en
células carentes de SIAH2 y la induccién de los genes diana de HIF-1a, como VEGF, también

se ve disminuida en respuesta a hipoxia (Nakayama & Ronai, 2004; Pouyssegur et al, 2006).
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Figura 7. Esquema detallado de la ruta de respuesta a hipoxia dependiente de SIAH2. En
condiciones normales de oxigeno, HIF-1a es ubiquitinada y degradada rapidamente. Primero, la enzima
prolil hidroxilasa 3 (PHD3) hidroxila los residuos de prolina 402 y 564 de HIF-1o, lo que permite su
reconocimiento por la ubiquitina ligasa E3 pVHL, llevando a cabo su ubiquitinacion y posterior
degradacion proteosomal. A niveles bajos de oxigeno, PHD3 no puede catalizar la hidroxilacion de los
residuos de prolina porque es degradada por la ubiquitina ligasa E3 SIAH2 y por tanto, HIF-1a no es
degradada permitiéndose su migracion al nucleo y dimerizar con HIF-1f. El complejo formado por HIFa,
HIFB y CBP/p300 se une al ADN y activa la expresiéon de genes diana.
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4.- SIAH (Seven In Absentia Homolog).

Las proteinas SIAH (seven in absentia homolog) pertenecen a la familia de las E3
ubiquitina ligasas RING (really interesting new gene) finger. Estas proteinas estan involucradas
en la ubiquitinacién y posterior degradacién proteosomal de sustratos especificos (Lorick et al,
1999; Schnell & Hicke, 2003; Tang et al, 1997). El primer miembro de esta familia fue
descubierto inicialmente en Drosophila melanogaster y se denominé como seven in absentia
(sina), una proteina necesaria para el correcto desarrollo del fotorreceptor R7 (Carthew et al,
1994; Li et al, 1997). Posteriormente, otros tres genes fueron descubiertos en ratén, Siahla,
Siahlb y Siah2 (Della et al, 1993; Holloway et al, 1997). En humanos esta familia esta formada
por dos subunidades, SIAH1 y SIAH2, que poseen funciones similares y redundantes pero que
estan codificadas por genes diferentes (Hu et al, 1997a; Lorick et al, 1999; Schnell & Hicke,
2003; Tang et al, 1997). Los ratones knock-out de Siah2 muestran fenotipos aberrantes, como
el acimulo de precursores hematopoyéticos. Por el contrario, los ratones dobles mutantes para
Siahl y 2 mueren en la etapa fetal, demostrando un papel esencial en la embriogénesis, y
poniendo de manifiesto la funcién parcialmente redundante de Siahl y Siah2 in vivo (Frew et al,
2003).

4.1.- SIAH2.

En humanos, SIAH2 es una proteina dimérica de 324 aminoacidos. En su centro
catalitico presenta el dominio RING que esta en el extremo N-terminal, este es el encargado de
unir a las proteinas E2 de conjugacion de ubiquitina. También, en el extremo C-terminal,
presenta dos estructuras en dedos de zinc y un dominio de unién a sustrato (SBD, substrate-
binding domain) (Figura 8) (House et al, 2006; Polekhina et al, 2001). Sus funciones estan
relacionadas con la regulacién de la apoptosis, el control de la carcinogénesis y ciclo celular, la
transcripcion y la sefializacion celular.

1 324
SIAH2 80-115 | [ '[133-193] 130-322
RING Finger Zinc Fingers SBD

Figura 8. Estructura de SIAH2. La proteina SIAH2 de mamiferos esta constituida por 324 aminoacidos.
Presenta un dominio RING en el extremo N-terminal (del aminoacido 80 al 115), lugar por donde se unen
las proteinas E2 de conjugacion de ubiquitina y dos estructuras de dedos de zinc entre los aminoacidos
133y 193. Por ultimo, presenta un dominio de union a sustrato (SBD) entre los aminoacidos 130 y 322.

SIAH2 se codifica en dos exones separados mediante un intrén de 19,8 Kb. Este gen
se sitla en el cromosoma 3925 y se expresa a bajos niveles, pero uniformes, con mayor
presencia en tejidos adultos. Se expresa en un nivel superior en el epitelio olfatorio, retina,
cerebro anterior y en cartilago de hueso en desarrollo (Della et al, 1993). El ARNm de SIAH2
también se expresa en la mayoria de los tejidos humanos. SIAH2 esta presente en el 100% de
los canceres analizados, lo que revela que la expresion de SIAH2 no estd sustancialmente

alterada en cancer, requiriendo una mayor aproximacion experimental para comprobar las
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posibles mutaciones presentes en su secuencia (Hu et al, 1997a). SIAH2 se localiza tanto en el
ndcleo como en el citoplasma. Sin embargo, las formas fosforiladas de SIAH2 son exclusivas
del nlcleo y de la region perinuclear, lo que relaciona la funcién de esta ubiquitina ligasa con

proteinas localizadas en esta zona intracelular (Khurana et al, 2006).

La expresion y actividad de SIAH2 esta regulada a diferentes niveles. Se ha descrito
que los niveles de SIAH2 son modulados a nivel transcripcional por estrégenos (Frasor et al,
2005) y en respuesta a factores de transcripcion tales como WNT5 y E2F1 (Topol et al, 2003;
Xie et al, 2009). En el mismo sentido, el microARN no codificante MiR-146b se une al ARNm de
SIAH2 para degradarlo en respuesta a la sefializacién por TGFp (Liao et al, 2013). A nivel de
proteina, diferentes modificaciones post-traduccionales han sido descritas para SIAH2, siendo
la mas relevante bajo condiciones fisiolégicas normales su capacidad de controlar su
disponibilidad y actividad por auto-ubiquitinacion (Hu & Fearon, 1999). Bajo condiciones de
estrés, los niveles de SIAH2 podrian ser modulados por fosforilacién llevada a cabo por
quinasas. Por ejemplo, SIAH2 es fosforilada por la MAPK p38, incrementando su capacidad
para degradar PHD3 (Khurana et al, 2006). Por otro lado, existen dos miembros de la familia de
quinasas DYRK (dual-specificity tyrosine-regulated kinases), HIPK2 y DYRK2 que inducen una
gran fosforilacion de SIAH2 modificando su actividad (Calzado et al, 2009; Pérez et al, 2012).
Por otro lado, también se han descrito varios péptidos capaces de modificar la actividad de
SIAH2 (Mdller et al, 2008; Stebbins et al, 2013). Sin embargo, la vitamina K3 (menadiona) es
hasta la fecha el Unico compuesto quimico descrito capaz de afectar los niveles de SIAH2 y su
actividad a través de un mecanismo independiente de redox (Shah et al, 2009). La capacidad
de la enzima desubiquitinasa USP13 ha sido descrita y se muestra capaz de incrementar la
estabilidad de SIAH2 mediante la atenuacion de la actividad de degradacion tanto sobre si
misma como sobre PHD3 y Sprouty2 (Scortegagna et al, 2011). En lineas celulares de cancer
de mama, la quinasa Src tiene capacidad de activar SIAH2 mediante la fosforilacion de

tirosinas (Sarkar et al, 2012).

SIAH2 puede llevar a cabo su funcion como E3 ubiquitina ligasa de manera directa
(Calzado et al, 2009; Sarkar et al, 2012) o mediante proteinas adaptadoras como SIP (SIAH
interacting protein) o PHYL (phyllopod—link proteins) (Li et al, 2002; Matsuzawa & Reed, 2001).
Un gran namero de sustratos de SIAH2 han sido descritos hasta la actualidad, los cuales estan

implicados en importantes rutas de sefializacion (tabla 1).
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SUSTRATO Referencia SUSTRATO Referencia
a-sinucleina (Liani et al, 2004) Pard3A (Famulski et al, 2010)
B-catenina (Topol et al, 2003) PCAF (Grishina et al, 2012)
ACK1 (Buchwald et al, 2012) PHDs (Nakayama et al, 2004)
AKAP121 (Carlucci et al, 2008) PLCe (Yun et al, 2008)
C/EBPS (Sarkar et al, 2012) PML (Fanelli et al, 2004)
CBP/p300 (Grishina et al, 2012) PPAR (Kilroy et al, 2012)
DCC (Hu et al, 1997b) repp86 (Szczepanowski et al, 2007)
DYRK2 (Pérez et al, 2012) Spry2 (Nadeau et al, 2007)
HDAC3 (Zhao et al, 2010) TIN2 (Bhanot & Smith, 2012)
HIPK2 (Calzado et al, 2009) Tip60 (Grishina et al, 2012)
MYPT1 (Twomey et al, 2010) TRAF2 (Habelhah et al, 2002)
N-CoR (Zhang et al, 1998) USP13 (Scortegagna et al, 2011)
OGDHC-E2 (Habelhah et al, 2004)

Tabla 1. Sustratos de SIAH2. Algunos de los sustratos mas importantes de SIAH2 que intervienen en
rutas de sefializacion.

SIAH2 se ha descrito como una proteina clave en el control de procesos relacionados
con la carcinogénesis e inflamacién (House et al, 2006; House et al, 2009; Kim et al, 2011,
Nakayama & Ronai, 2004; Qi et al, 2008). El importante papel que juega SIAH2 en la
progresion de multiples tipos de cancer, incluyendo el de garganta, pancreatico, pulmon,
préstata y melanoma, es evidenciado por la inhibicion de estos tumores en modelos
experimentales consecuencia de la atenuacion de la actividad de SIAH2 (Ahmed et al, 2008;
Behling et al, 2011; Moller et al, 2008; Qi et al, 2008; Qi et al, 2010; Schmidt et al, 2007). No
obstante, de entre las funciones descritas en las cuales SIAH2 estéa involucrada, es sin duda en
la repuesta celular a hipoxia donde juega su papel mas relevante, siendo la degradacion de
PHDs dependiente de SIAH2 el primer paso de esta ruta identificado hasta la fecha (Nakayama
& Ronai, 2004; Pouyssegur et al, 2006).

5.- Implicaciones bioldgicas y fisiopatoldgicas de la modulaciéon de HIF-1a.

5.1.- Implicaciones bioldgicas de la modulaciéon de HIF-1a.

Hasta la fecha se han descrito mas de un centenar de genes dependientes de HIF, con
funciones variables e implicaciones en diferentes procesos biolégicos (Manalo et al, 2005)
(Figura 9). Es el control de la expresién de estos genes lo que determina el papel que juega

este factor de transcripcién en diferentes procesos fisiol6gicos, entre los que destacan:

- Eritropoyesis y metabolismo del hierro: Es seguramente la respuesta fisioldgica
mas importante que se produce como consecuencia de la modulacion de este factor de
trascripcion. En respuesta a hipoxia, la capacidad de las células rojas sanguineas para
transportar oxigeno se regula por la expresion de genes involucrados en la eritropoyesis y en el
metabolismo del hierro. La hipoxia incrementa la expresién de EPO, la cual es requerida para
la formacién de células rojas sanguineas (Semenza et al, 1991). Un aumento en el nUmero de

eritrocitos incrementa el suministro de oxigeno a los tejidos. Los productos de los genes del
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metabolismo del hierro controlan el paso limitante de la velocidad eritropoyética en la
produccion del grupo hemo. La hipoxia aumenta la expresion de transferrina (Tf), encargada de
transportar el Fe** en las células (Rolfs et al, 1997), del receptor de la transferrina (Tfr), al que
se une la Tf y permite la absorcion celular de la misma (Bianchi et al, 1999; Lok & Ponka, 1999;
Tacchini et al, 1999), y de la ceruloplasmina (también conocida como ferroxidasa), que es
requerida para oxidar el hierro ferroso (Fe2+) a hierro férrico (Fe3+) (Lok & Ponka, 1999;
Mukhopadhyay et al, 2000). El incremento de estos genes favorece el suministro de hierro en
tejidos eritroides (Rolfs et al, 1997).

- Angiogénesis: Se trata un complejo proceso que involucra mdaltiples productos de
genes expresados por diferentes tipos celulares (Conway et al, 2001), muchos de los cuales se
incrementan en respuesta a hipoxia (Berra et al, 2000; Bunn & Poyton, 1996; Forsythe et al,
1996; Giordano & Johnson, 2001; Levy et al, 1995; Semenza, 2002). Entre ellos, el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) es el mitdgeno endotelial especifico mas potente, y
participa directamente en la angiogénesis por reclutamiento de células endoteliales en areas
hipoxicas y avasculares, ademés de estimular su proliferaciéon (Conway et al, 2001; Josko et al,
2000; Neufeld et al, 1999). La induccion de VEGF y de otros factores pro-angiogénicos en
respuesta hipoxia conduce a un incremento en la densidad vascular y por ello a una

disminucién en la distancia de difusion de oxigeno.

- Tono vascular y metabolismo de la matriz: HIF-1 también regula genes
involucrados en el control del tono vascular como son la sintasa de oxido nitrico (NOS2) (Melillo
et al, 1995), hemo oxigenasa 1 (HMOX1) (Lee et al, 1997), endotelina 1 (ET1) (Hu et al, 1998),
adrenomedulina (ADM) (Nguyen & Claycomb, 1999), y el receptor adrenérgico a.g (Eckhart et
al, 1997). Ademas, la hipoxia igualmente induce genes involucrados en el metabolismo de la
matriz y maduracién de vasos tales como las metaloproteinasas de la matriz (MMPs) (Ben-
Yosef et al, 2002), el receptor de plasmindgeno activador inhibidor (PAls) (Kietzmann et al,

1999) y la colageno prolil hidroxilasa (Takahashi et al, 2000).

- Metabolismo de la glucosa: En condiciones de bajo suministro de oxigeno, las
células cambian su ruta de metabolismo de la glucosa desde el ciclo de acidos tricarboxilicos
(TCA) que es dependiente de oxigeno, a la glicolisis que es independiente de oxigeno (Dang &
Semenza, 1999; Seagroves et al, 2001). Con solo 2 moléculas de ATP producidas en la
glicolisis, en lugar de 38 producidas en el TCA, las células hipoxicas elevan su capacidad de
producir ATP por el incremento de la captacion de glucosa. Esto se consigue por la sobre-
expresién de enzimas glicoliticas y transportadores de glucosa (Wenger, 2002). La hipoxia a
través de HIF-1 incrementa practicamente todas las enzimas de la ruta glicolitica, asi como los
transportadores de glucosa 1y 3 (GLUT1, GLUT3) (Chen et al, 2001). Ademas, los productos
metabdlicos de la glicolisis, tales como el lactato y el piruvato, han sido descritos como
causantes de la acumulacion de HIF-1a. en normoxia ,y regulan la expresion de genes

inducibles por hipoxia, estableciéndose un ciclo de retroalimentacion positiva (Lu et al, 2002).
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- Proliferacion celular y supervivencia: La hipoxia y HIF-1 inducen factores de
crecimiento, tales como el factor de crecimiento insulinico tipo 2 (IGF2) y el factor de
crecimiento transformante alfa (TGF-o) (Feldser et al, 1999; Krishnamachary et al, 2003). La
union de estos factores a sus respectivos receptores activa rutas de transduccion de sefiales
que permiten la proliferacion y supervivencia celular y estimula la expresion de HIF-la
(Semenza, 2003). Las citoquinas y factores de crecimiento, asi como la hipoxia en algunos
tipos de células, pueden activar las vias de sefializacion de MAPK y PI3K quinasas, que
promueven la proliferacion celular y supervivencia, asi como contribuir a la actividad de HIF-1.
Esto conduce a un aumento de la actividad transcripcional de HIF-1 en los genes diana,
incluyendo IGF2 y TGF-a, contribuyendo asi a una ruta de sefializacién autocrina que son

cruciales para la progresion del cancer (Semenza, 2003).

- Apoptosis: Paradéjicamente, la adaptacion celular a la hipoxia conduce no solo a la
proliferacion y supervivencia sino también a la muerte celular en ciertas circunstancias. La
hipoxia se ha visto que induce apoptosis, donde HIF-1 juega un complejo papel (Carmeliet et
al, 1998). También se ha demostrado que la expresion de HIF-1a y HIF-1p correlaciona con la
apoptosis y factores proapoptoticos tales como la caspasa-3, Fas y el ligando de Fas (Volm &
Koomagi, 1999). Ademas, la hipoxia reprime la proteina antiapoptética Bcl-2 (Carmeliet et al,
1998), mientras que la proteina proapoptoética BNIP3 y su homologo NIX son sobreexpresados
de manera dependiente de HIF (Bruick, 2000). Algunos genes involucrados en el control del
ciclo celular como p53 y p21 han sido también descritos como dependientes de HIF (Carmeliet
et al, 1998). En este sentido, p53 esté implicada en la regulacion de la apoptosis a través de la

induccion de genes proapoptéticos como Bax, NOXA, PUMA y PERP (Schuler & Green, 2001).

- Otros procesos: Ademas de los procesos anteriormente descritos , HIF-1 también
regula muchos otros genes diana implicados en diversos procesos tales como la adipogénesis
(Yun et al, 2002), formacién de cuerpos carétidos (Kline et al, 2002), desarrollo de linfocitos B

(Kojima et al, 2002) y reacciones inmunes (Hellwig-Birgel et al, 2005).
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Figura 9. Resumen de algunos de los procesos en los que interviene HIF-1. HIF-1 interviene en
varios procesos, la mayoria de ellos dispuestos a contrarrestar el estado de hipoxia y conseguir volver a
un estado normal de O,.

5.2.- Implicaciones fisiopatoldgicas de la modulacién de HIF-1a.

La ruta de respuesta a hipoxia se ha relacionado con un amplio nimero de patologias
humanas, entre las que destacan especialmente por su papel relevante la anomalias en el

desarrollo embrionario, el cancer y la enfermedad isquémica.

- Desarrollo embrionario: Como ya hemos comentado anteriormente, diferentes
componentes del sistema de HIF juegan un papel esencial en el desarrollo embrionario. Los
embriones de ratdn deficientes en HIF-1oo mueren en el dia embrionario 11 por falta de
formacién de vasos sanguineos, formacién defectuosa del pliegue neural y malformacion
cardiovascular (lyer et al, 1998; Ryan et al, 1998). Aunque los ratones heterocigotos que llevan
una sola copia del gen HIF-1a (HIF-1cx+") se desarrollan normalmente, muestran peores
respuestas fisiolégicas cuando se enfrentan a hipoxia cronica (Aimee et al, 1999; Kline et al,
2002). Los embriones de ratén carentes de HIF-2a. mueren entre los dias embrionarios 12,5 y
16,5 como resultado de la fusién y remodelado inadecuado de los vasos sanguineos, deterioro
en la maduracion pulmonar fetal y una frecuencia cardiaca muy lenta debido a la produccion
insuficiente de catecolaminas (Peng et al, 2000; Tian et al, 1998). Por lo tanto, parece que HIF-
la y HIF-2a tienen funciones no redundantes en la regulacion de la expresion génica durante el
desarrollo, a pesar de su gran similitud en cuanto a la secuencia de aminoacidos, disposicion

de dominios, capacidad de unién a ADN Yy la activacién de hipoxia. Los embriones sin HIF-13

32



Introduccién

mueren en el dia embrionario 10,5 y muestran defectos en la formaciéon de vasos sanguineos,
angiogénesis defectuosa en el saco vitelino y arcos branquiales, desarrollo atrofiado y

debilitamiento embrionario (Maltepe et al, 1997).

- Cancer: Una de las implicaciones mas importantes de la modulacién del factor de
transcripcion HIF se encuentra en el control de la carcinogénesis. Acompafiando al crecimiento
de los tumores se produce una necesidad de suministro de oxigeno a las células, la cual se
cubre a través de la angiogénesis. Al mismo tiempo, se produce una activacion de la glucolisis,
también denominado efecto Warburg (Seagroves et al, 2001). En este sentido, se han
encontrado en varios tipos de tumores humanos una clara sobre-expresion de HIF-1a y HIF-2a,
provocada como consecuencia de una hipoxia en el interior del tumor (Talks et al, 2000; Zhong
et al, 1999). Esta zona que se va haciendo progresivamente hipdxica a medida que la masa
tumoral aumenta su tamafio, lo que resulta finalmente en un incremento de la estabilidad y

actividad de HIF-1a.

Ademas de las alteraciones provocadas por los cambios en la disponibilidad de
oxigeno sufridos en la células tumorales, otro tipo de modificaciones importantes de la ruta de
HIF se han identificado asociadas a la carcinogénesis. Por ejemplo, la pérdida de la funcién de
VHL en ciertos tipos de tumores, resulta en una expresién constitutiva de HIF-1a (lliopoulos et
al, 1996). Ademas, la pérdida de funcion de p53, la cual esta inactiva en la mayoria de
canceres humanos, incrementa los niveles de HIF-1a y potencia la transcripcion dependiente
de este factor de trascripcion (Ravi et al, 2000). Igualmente, el potencial de transformacion del
oncogén v-Src se piensa que es debido en parte a su induccién por HIF-1a (Jiang et al, 1997).
Por otra parte, el incremento en la sefializacion del receptor tirosina quinasa HER2 se ha visto
que incrementa la tasa de sintesis de HIF-1a (Laughner et al, 2001). En resumen, parece que
la sobre-expresion de HIF-1a confiere ventajas selectivas a las células tumorales. En este
sentido, una correlacion directa entre la expresion de HIF-1a y la mortalidad del paciente, peor

prondstico o resistencia al tratamiento se ha observado en muchos estudios (Semenza, 2003).

- Enfermedad isquémica: La activacion de HIF-1a también ha sido demostrada en un
amplio rango de respuestas fisiologicas a la isquemia, hipoxia y condiciones inflamatorias,
donde juega un papel positivo en la respuesta a dafios en érganos o tejidos. Por ejemplo, los
niveles de HIF-1a y VEGF se presentan incrementados en el miocardio en pacientes con
oclusién de arteria coronaria (Lee et al, 2000). La remodelacién vascular efectiva después de
una lesion isquémica depende igualmente de un programa de expresion génica dependiente de
HIF-1a. El incremento en la expresién de HIF-1a y los genes a los que regula ha sido también
observada en modelos de rata y oveja de isquemia miocardial y cerebral (Bergeron et al, 1999;
Martin et al, 1998). Ademas, la induccién de HIF-1a o HIF-2a ha sido igualmente observada en
la placenta preeclampsia (Rajakumar et al, 2003), en los macrofagos en sinovia reumatoide
(Hollander et al, 2001), en la retina isquémica (Grimm et al, 2002; Ozaki et al, 1999), asi como

en la cicatrizacion de heridas (Elson et al, 2000).
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5.3.- Manipulacion farmacoldgica de la ruta de HIF-1a.

El hecho de que HIF-1a participe en numerosos procesos bhiolégicos, tanto fisiolégicos
como patoldgicos, ha abierto importantes lineas de investigacion con el objetivo de desarrollar
tanto inhibidores de la activacién aberrante de HIF-1a (e]. Cancer y procesos que cursan con
angiogénesis), como activadores de HIF-1a, también llamados hipoximiméticos, para el
tratamiento de enfermedades tan diversas como la anemia, el tratamiento de pie diabético y
Ulceras croénicas, y la enfermedad inflamatoria intestinal entre otras (Rabinowitz, 2013).
Practicamente todos los hipoximiméticos en desarrollo estdn basados en la inhibicion
farmacolégica o génica de la PHD2 (Rabinowitz, 2013). La activacion de HIF-1 puede tener
también un papel muy importante en enfermedades neuroinflamatorias y neurodegenerativas a
través de la induccién de lo que se conoce como precondicionamiento hipéxico (PH) (Stetler et
al, 2014).

La observacion de que el PH protege el cerebro contra una posterior anoxia fue
descubierto hace mas de 20 afios. Subsecuentemente los efectos del PH han sido estudiados
en tanto in vivo como in vitro en diferentes modelos de hipoxia, aunque los mecanismos
moleculares y celulares han sido ampliamente estudiados y ain no se conocen en detalle
varias hipétesis han sido postuladas. Por ejemplo la PH activa una gran variedad de
mediadores enddgenos neuroprotectores o inhibe la produccién de otros mediadores nocivos
para el cerebro. La combinacién de ambos efectos atentan la produccién de radicales libres y

favorecen la supervivencia celular en condiciones de hipoxia severa (Stetler et al, 2014).

Debido al elevado consumo intrinseco de oxigeno, el SNC es extremadamente sensible
a la hipoxia y ademas su capacidad de regeneracién y reparacién es sensiblemente menor al
de otros 6rganos periféricos. Por tanto, la prevencién es especialmente importante en
enfermedades del SNC tales como el infarto y la paralisis cerebral. En la actualidad no existen
farmacos efectivos que puedan proteger al cerebro de estas situaciones patoldgicas, y por
tanto, conocer los mecanismos nheuroprotectores que se activan en el PH contribuird al

desarrollo de nuevas terapias contra enfermedades hipoxicas del SNC (Harten et al, 2010).
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IV.- OBJETIVOS.

Numerosas evidencias sugieren que un aumento del tono endocannabinoide puede
ejercer efectos beneficiosos en enfermedades neuroinflamatorias y neurodegenerativas. Es
posible que el NADA y otras N-acil dopaminas puedan ejercer un efecto neuroprotector a través
de la activacion de HIF-1a, el cual regula numerosos procesos a nivel del SNC incluyendo la
neurogénesis y el precondicionamiento hipéxico. Aunque el metabolismo del NADA y de las N-
acil dopaminas aun no ha sido identificado con detalle, si se sabe que la sintesis del NADA
esta regulada por la FAAH, y es mas que probable que su catabolismo e inactivacion se
produzca por la catecol-O-metil transferasa (COMT) o por aril-sulfotransferasas (AST). Por
tanto es factible que inhibidores del catabolismo del NADA puedan incrementar sus niveles en
el cerebro y asi favorecer su actividad neuroprotectora. Por todo esto, los objetivos del

presente trabajo han sido:

1. Estudiar los mecanismos bioguimicos y moleculares por los que el NADA y otras N-
acil dopaminas estabilizan HIF-1a en células primarias del SNC y en lineas celulares
derivadas del SNC.

2. Estudiar los mecanismos moleculares por los que el NADA desestabiliza SIAH2 y sus

consecuencias biolégicas.

3. Estudiar los efectos del NADA in vivo.
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V.- MATERIALES Y METODOS.
1.- Lineas celulares.

Las lineas celulares HEK-293T, Hela, SK-N-SH, U87, M03.13 y MEF (mouse
embryonic fibroblasts) Siahla™ y Siah2™ , fueron mantenidas en crecimiento exponencial en
medio de cultivo DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS) y 1%
penicilina/estreptomicina. Todas las lineas fueron crecidas a 37 °C en un ambiente
humidificado conteniendo un 5% de CO,. Las células HUVEC (human umbilical vein endothelial
cells) fueron mantenidas en medio 199 suplementado con 20% FBS, 2 mM L-glutamina, 10 mM
Hepes, 30 pg/ml ECGS (endothelial cell growth supplement) y 100 ug/ml de heparina. Las
células primarias fueron suministradas por ScienCell (Carlsbad, CA, USA). Las células HBMEC
(human brain microvascular endothelial cells) fueron mantenidas en medio para células
endoteliales (ScienCell, P60104) suplementado con 5% FBS, 1% ECGS y 1%
penicilina/estreptomicina. Los astrocitos humanos fueron mantenidos en medio de astrocitos
(ScienCell, P60101) suplementado con 2% FBS, 1% AGS (astrocyte growth supplement) y 1%
penicilina/estreptomicina. Neuronas humanas de cortex fueron mantenidas en medio neuronal
(ScienCell, P60157) suplementado con 1% NGS (neural growth supplement) y 1%
penicilina/estreptomicina. La hipoxia fue inducida mediante el cultivo de las células en un

incubador New Brunswick Galaxy 48R a una concentracién de 1% de O..
2.- Transfeccion y plasmidos.

Las transfecciones transitorias fueron llevadas a cabo con Roti-Fect (Carl Roth)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células fueron recogidas entre 36 y 48 horas
después de la transfeccion. Las cantidades de ADN se mantuvieron constantes en cada
transfeccion mediante la adicion de los correspondientes vectores de expresion vacios. Los
plasmidos Flag-SIAH2, HA-SIAH2, Flag-SIAH2 RM (Ring Mutant, H98A/C101A), HA-SIAH2
RM, Flag-SIAH2-5A (Serl6, Thr26, Ser28, Ser68 y Thrll9 convertidos en alanina), Flag-
SIAH2-5D (Serl6, Thr26, Ser28, Ser68 y Thrll9 convertidos en &cido aspértico), HA-
ubiquitina, HA-HIPK2 y Flag-DYRK2 han sido previamente descritos (Calzado et al, 2009;
Gwack et al, 2006; Pérez et al, 2012). El plasmido Flag-PHD3 fue cedido amablemente por el
Dr. Frank S. Lee (Pennsylvania School of Medicine) y el plasmido EPO-Luc fue cedido por el

Dr. M. L. Schmitz (Universidad de Giessen, Alemania).
3.- Reactivos.

N-araquidonoil dopamina (NADA), N-oleil dopamina (OLDA), dopamina, cicloheximida,
DCNP y Tolcapona fueron suministrados por Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). N-palmitoil
dopamina (PALDA) y AM251 fueron suministrados por Cayman Chemicals (Ann Arbor, MI,
USA). N-estearoil dopamina (STEARDA) fue suministrado por Tocris Bioscience (Bristol, UK).

N-araquidonoil-L-tirosina, N-araquidonoil etanolamina (AEA), N-(4-hidroxifenil)-araquidonoil
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etanolamina (AM404), LY294002 y MG-132 fueron suministrados por Enzo Life Science
(Lausen, Suiza). SB705498 fue adquirido de Selleck Chemicals LCC (Houston, TX, USA). Los
compuestos ésteres de hidroxitirosol fueron cedidos por el Prof. Giovanni Appendino (UNIPMN,
Novara, Italia). Los oligonucledtidos silenciadores de ARN control (D-001810-10-20) y el
SIGENOME SMARTpool frente a SIAH2 (M-006561-02) fueron suministrados por Dharmacon
(Waltham, MA, USA). Otros reactivos generales no descritos en detalles fueron comprados a
Sigma-Aldrich.

4.- Western blot y anticuerpos.

Las células fueron lavadas dos veces en PBS (tampon salino-fosfato). Las fracciones
solubles celulares fueron obtenidas mediante el lisado de las células en 100 pl de tampén NP-
40 (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 10% glicerol y 1% NP-40) suplementado con 10 mM
NaF, 1 mM NazVO,, 10 mg/ml leupeptina, 1 mg/ml pepstatina y aprotinina y 2 mM de PMSF.
Tras centrifugar el lisado durante 15 minutos a 4 °C, el sobrenadante fue mezclado con tampdn
de carga SDS 1x (dodecil sulfato de sodio) y hervido a 95 °C durante 3 minutos. A
continuacion, las proteinas fueron sometidas a electroforesis desnaturalizante en geles de
poliacrilamida 8-10% (SDS-PAGE). A continuacioén, las proteinas incluidas en el gel fueron
transferidas a una membrana de PVDF (fluoruro de polivinilideno) durante 30 minutos a 20
voltios. Las membranas fueron incubadas en un tampén TTBS (tampén tris salino con Tween-
20 0,1 %) conteniendo leche desnatada o BSA (seroalbumina bovina) disuelta al 5%. Tras el
blogueo de sitios de unién inespecificos las membranas se lavaron 3 veces en TTBS y se
incubaron con los respectivos anticuerpos. El anticuerpo primario se diluyé en la misma
solucién de bloqueo y se dejo incubar toda la noche a 4 °C y agitacion. Tras este tiempo las
membranas se lavaron 3 veces durante 10 minutos con TTBS y se afiadid el anticuerpo
secundario también disuelto en solucion de bloqueo y se incubé durante 1 hora a temperatura
ambiente y en agitaciéon. Los anticuerpos secundarios llevan acoplados la peroxidasa para
poder ser detectados mediante un sistema de quimioluminiscencia. Tras el tiempo de
incubacion, las membranas se volvieron a lavar y se produjo el revelado de las mismas con el

ya mencionado sistema de deteccién de quimioluminiscencia.

Los anticuerpos frente al epitopo Flag (clon M2) y anti B-actina (AC-74) fueron
adquiridos de Sigma-Aldrich. Los anticuerpos anti-SIAH2 (sc-5507) y anti-DYRK2 (sc-66867)
fueron obtenidos de Santa Cruz (Santa Cruz, CA, USA). El anticuerpo anti-HIPK2 fue cedido
por el Dr. M. L. Schmitz y ha sido descrito previamente (de la Vega et al, 2013). El anticuerpo
anti epitopo HA (clon 3F10) fue adquirido a Roche Molecular Biochemicals (Mannheim,
Alemania). El anticuerpo anti-HIF-1o (610959) fue comprado a BD Biosciences (Madrid,
Espafia), el anti-PHD3 (ab30782) y el anti-PHD2 (ab109088) fueron de Abcam (Cambridge,
UK) y el anti-fosfo-Akt Ser472 (9271) fue de Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA).
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5.- Ensayo de inmunoprecipitacion.

Las células fueron recogidas y lavadas dos veces con PBS mediante centrifugacion.
Posteriormente se lisaron en tampdn de inmunoprecipitacion (IP) (50 mM Hepes pH 7,5, 50 mM
NaCl y 1% Triton X-100) suplementado con 5 mM EGTA, 20 mM Na4sP,07, 50 mM NaF, 1 mM
NazVO,, 2 mM PMSF y 1 mg/ml de leupeptina, aprotinina y pepstatina. El lisado fue llevado a
un volumen final de 1 ml e incubado con 1 ug de anticuerpo durante 7-8 horas a 4 °C en
rotacion. Tras este tiempo, se afiadieron 30 pul de bolas proteina A/G PLUS-Agarosa y se dejo
incubar toda la noche a 4 °C y en rotacion. Después de la incubacion, las muestras fueron
lavadas 5 veces con el tampon IP y posteriormente se eluyeron en SDS 2x para finalmente

realizar un western blot.
6.- Ensayo de luciferasa.

Las células fueron recogidas y lavadas en PBS mediante centrifugacion. La lisis se
produjo en tampén de luciferasa (25 mM Tris-fosfato pH 7,8, 8 mM MgCl,, 1 mM DTT, 1%
Triton X-100 y 7% de glicerol) durante 15 minutos a temperatura ambiente. La actividad
luciferasa en el extracto fue determinada siguiendo las instrucciones del sistema Luciferase
assay de Promega (Madison, WI, USA) y mediante el uso del luminémetro Autolumat LB953
(EG&G Berthold, USA). Los niveles de transactivacién fueron expresados como porcentaje de

induccién.
7.- Tratamiento con Tolcapona y 2,6-dichloro-4-nitrophenol (DCNP).

Ante la imposibilidad de suministrar NADA en el cerebro de ratones de forma
diseminada, se ha diseflado un experimento con el que se pretendié incrementar la
concentracion del NADA enddgeno a través de la inhibicién de su degradacién mediante los
compuestos Tolcapona (inhibidor de la COMT) y DCNP (inhbidor de arilsulfonil-transferasas). El
disefio experimental ha consistido en cuatro grupos de seis ratones cada uno. Los grupos
establecidos fueron grupo control, DCNP, tolcapona y DCNP/tolcapona. El tratamiento de los
ratones consistié en la administracién intraperitoneal de los compuestos dos veces con un
intervalo de 16 horas y el sacrificio se produjo 24 horas después de la primera administracion.
El cerebro fue almacenado en RNA later y guardado hasta su posterior utilizacion. Los
compuestos fueron disueltos en una solucion de PBS con un 5% de BSA y 0,2% de DMSO y
las dosis suministradas fueron de 5 mg/kg en el caso de DCNP y de 30 mg/kg en el caso de la

tolcapona.
8.- Extraccion de ARN y gqRT-PCR.

Las células fueron recogidas y lavadas en PBS dos veces. La extraccion de ARN total
fue realizada usando el High Pure RNA Isolation Kit (Roche) siguiendo las instrucciones del

fabricante. La retrotranscripcion de ARNm a ADNCc se realiz6 con iScript cDNA Synthesis Kit
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(Bio-Rad, Madrid, Espafia) siguiendo el protocolo del fabricante. La amplificacion de los
productos retrotranscritos fue realizada mediante el kit iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad) en
un sistema de deteccion iCYCLER (Bio-Rad). El programa de amplificacion esta compuesto por
una desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 95 °C seguida de 40 ciclos con una
desnaturalizacién de 30 segundos a 95 °C, un anillamiento de 30 segundos a 57 °C y una
elongacion final de 45 segundos a 72 °C. La eficiencia de amplificacion fue validada y
normalizada frente a la expresién del gen B-actina. El cambio de expresion fue calculado
usando el método 27247 (Schmittgen & Livak, 2008). Los cebadores usados se muestran en la
tabla 2.

Gen Cebador (5' - 3))
HIF-1 Fw: 5'-GAAAGCGCAAGTCTTCAAAG-3'
e Rv: 5-TGGGTAGGAGATGGAGATGC-3'
SIAH2 Fw: 5'-CTATGGAGAAGGTGGCCTCG-3'
Rv: 5'-CGTATGGTGCAGGGTCAGG-3'
HK2 Fw: 5'- CAAAGTGACAGTGGGTGTGG-3'
Rv: 5'- GCCAGGTCCTTCACTGTCTC-3'
BNIP3 Fw: 5'-GCTCCCAGACACCACAAGAT-3'
Rv: 5'-TGAGAGTAGCTGTGCGCTTC-3'
HMOX1 Fw: 5'-AAGATTGCCCAGAAAGCCCTGGAC-3'
Rv: 5'-AACTGTCGCCACCAGAAAGCTGAG-3'
VEGE Fw: 5-AGGAGGAGGGCAGAATCATCA-3'
Rv: 5'-CTCGATTGGATGGCAGTAGCT-3'
B-actina Fw: 5'-GCTCCTCCTGAGCGCAAG-3'
Rv: 5'-CATCTGCTGGAAGGTGGACA-3'

Tabla 2. Cebadores usados para PCR cuantitativa en células humanas.

La extraccion de ARN de cerebro de ratdon se llevé a cabo siguiendo las instrucciones
del kit RNAeasy Lipid Tissue mini Kit (Qiagen). La posterior retrotranscripcion fue realizada al
igual que en el caso anterior con iScript cDNA Synthesis Kit y la reaccion de PCR cuantitativa
con el kit iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad). En este caso se analizaron los genes Hmox,
Vegfa, Angptl4, Bnip3, Slc2al y Ca-9 utilizando Gapdh como gen normalizador. Los cebadores

se muestran en la tabla 3.

Gen Cebador (5' - 3)
Himox Fw: 5-CACTTCGTCAGAGGCCTGCTA-3'
Rv: 5-GTCTGGGATGAGCTAGTGCTGAT-3'
Vegfa Fw: 5-CATCTTCAAGCCGTCCTGTGT-3'
Rv: 5-CAGGGCTTCATCGTTACAGCA-3'
Aot Fw: 5-GGACTGGGATGGCAATGC-3'
9p Rv: 5-CCTCACCCCCCAAATGG-3'
Brin3 Fw: 5-ACTCAGATTGGATATGGGATTGG-3'
P Rv: 5-GAGACAGTAACAGAGATGGAAGG-3'
Sle2al Fw: 5-ACTGGGCAAGTCCTTTGAGA-3'
Rv: 5-GTCTAAGCCAAACACCTGGGC-3'
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Ca-9 Fw: 5'-CTGAAGACAGGATGGAGAAG-3'
Rv: 5'-GCAGAGTGCGGCAGAATG-3'

Gapdh Fw: 5-TGGCAAAGTGGAGATTGTTGCC-3'
Rv: 5'-AAGATGGTGATGGGCTTCCCG-3'

Tabla 3. Cebadores usados para PCR cuantitativa en cerebro de raton.

9.- PCR Array.

Para realizar el array de expresion génica para cada situacion de estudio, se tom6 1 ug
de ARN vy se retrotranscribié a ADNc usando el RT, First Strand Synthesis Kit (SABiosciences,
Frederick, MD, USA). El ADNc se utilizd para realizar el array "human hypoxia signaling
pathway" (SABiosciences, PAHS-032) usando el RT2 SYBR green gPCR master mix
(SABioscience, 330510) para producir la reaccion de amplificacién. Cada array estd compuesto
por 84 genes que estan involucrados en la sefializacion relacionada con la hipoxia, ademas de
incluir 12 secuencias que actian como control de carga y como medidores de la calidad del
ADNCc. El incremento del cambio en la expresion fue calculado, al igual que las gPCR, usando

AACT

el método 2~ . En esta ocasibn, se utilizaron cinco genes normalizadores siguiendo las

instrucciones dadas por el fabricante.
10.- Ensayo de angiogénesis.

Las células HUVEC y HBMEC se sembraron a una densidad de 2 x 10* en un volumen
final de 100 pl sobre una capa uniforme de 50 ul de matriz Matrigel (BD Biosciences) en placas
negras de 96 pocillos especiales para su posterior consecuciéon de imagenes. El estimulo se
afiadié en el mismo momento en el que las células fueron sembradas. Después de 6 horas ya
es detectable la formacion tubular y en ese momento se lavaron las células dos veces con PBS
para posteriormente tefiirlas con una solucion 5 uM de Calcein-AM (Invitrogen, Carlsvad, CA,
USA) en PBS. La imagenes de la formacion tubular fueron tomadas usando el microscopio BD
Pathway 855 Bioimager con el objetivo 4x y realizando un montaje 3x3 para poder cubrir todo
el pocillo. El posterior andlisis de la imagen se hizo mediante el software BD Attovision v1.7 con

el cual se cuantifico la longitud total de los tubulos y el nUmero de ramificaciones de los tubulos.
11.- Ensayo de viabilidad celular.

Células SK-N-SH fueron sembradas en placas de 96 pocillos a una densidad de 7 x 10°
células por pocillo. Después de 24 horas, las células se pretrataron (0 no) con NADA 10 uM
durante 3 horas y luego fueron sometidas (o no) a hipoxia 1% O, durante 3 horas. La viabilidad
celular se midio6 con el reactivo MTT (5 mg/ml, Sigma-Aldrich). Este fue afiadido tras las 6 horas
de estimulos y se incubé durante 3 horas a 37 °C en oscuridad. Los cristales de formazan
formados se solubilizaron mediante la adicion de 100 uL de DMSO. La medida colorimétrica se
consiguié midiendo la absorbancia a 550 nm usando un lector de placas (TECAN GENios Pro,

Suiza).
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12. Péptido-quinasa-array.

La matriz de péptidos utilizada ha sido validada en anteriores estudios y sus
caracteristicas se describen en la pagina web del fabricante Pepscan Presto (Lelystad, Paises
Bajos). Esta matriz contiene 1.024 péptidos (48 controles, 976 experimentales) que
representan proteinas de sefializacion cuyos fosfo-péptidos se han identificado
experimentalmente y estan incluidos en la base de datos PhosphoELM. La matriz de péptidos
fueron incubadas con extractos celulares de células tratadas o no con NADA, preparados en un
buffer de reaccién conteniendo 60 mM HEPES pH 7,4, MgCl, 10 mM, MnCl, 10 mM, 0,05% de
BSA, 5,3% de glicerol y 267 uCi/ml [32P-y]-ATP en un volumen final por array de 80 ul. La
incubacion se realizé durante 2 horas a 37 °C. Posteriormente se lavaron con PBS conteniendo
0,1% de Triton X-100, seguido de NaCl 2M y finalmente H,O desmineralizada y secado bajo
atmoésfera de N,. La sefial radioactiva se detectd utilizando un Phosphor-Imager (Storm,
Amersham Biosciences) y se cuantificaron mediante el uso de un software de cuantificacién
estandar (Quantity One, BioRad) y el programa ScanAlyze
(http://rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm). Basado en esta informacion, se generd un listado con
las quinasas responsables de la fosforilacién de los péptidos que mostraron una expresion

diferencial en presencia de NADA, la cual se muestra en la seccion de resultados.
13.- Analisis estadistico.

Los datos son expresados con la media y desviacion estandar de un minimo de 3
experimentos. Las diferencias fueron analizadas mediante el test t-Student tomando como
factor de significacion P < 0,05. Las imagenes y analizadas y cuantificadas usando el software
ImageJ v1.45 (http://rsbweb. nih.gov/ij/). Los analisis estadisticos fueron realizados usando el
software GraphPad Prism v6.00 (GraphPad, San Diego, CA, USA)
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VI.- RESULTADOS.

1.- Las N-acil dopaminas median la estabilizacién de HIF-1la a través de mecanismos
independientes de CB; y TRPV1.

En primer lugar, y para investigar el posible efecto de diferentes N-acil dopaminas y de
algunos compuestos relacionados sobre la ruta de respuesta a hipoxia, decidimos analizar los
niveles de la proteina HIF-1a en lineas celulares neuronales y no neuronales. Como se
observa en la figura 10, tanto en el caso de NADA como OLDA indujeron la expresion de la
proteina HIF-1a en las lineas celulares HEK-293T y SK-N-SH, alcanzado niveles similares a los
obtenidos en las mismas células tras ser expuestas a bajos niveles de oxigeno (1% O,). Por el
contrario, ni la AEA ni la dopamina fueron capaces de inducir la expresién de HIF-1a en estas
mismas lineas celulares. Igualmente, incluimos en este primer andlisis el compuesto AM404,
una molécula hibrida con actividad agonista para CB; y TRPV1, el cual tampoco logré

aumentar la expresion de la proteina HIF-1a.
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OLDA (uM) - - - - 5 10 - - - - - -
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Figura 10. Efecto de N-acil dopaminas y compuestos relacionados sobre la estabilizacion de la
proteina HIF-1a. (A) Células HEK-293T y SK-N-SH fueron incubadas con los compuestos a las dosis
indicadas durante 6 horas. La hipoxia fue inducida mediante la incubacién de las células a una
concentracion de O; del 1% durante 6 horas. Finalmente, la expresion de HIF-1a se determind mediante
western blot utilizando anticuerpos anti HIF-1a y anti-B-actina como control de carga. (B) Estructuras
quimicas de los diferentes compuestos.
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A continuacion, y para analizar el posible papel de los receptores CB; y TRPV1 en la
estabilizacion de HIF-1la mediada por NADA en la linea celular SK-N-SH, decidimos usar
antagonistas especificos para cada uno de ellos; AM251 como antagonista de CB; y SB705498
como antagonista de TRPV1. Como se observa en la figura 11, ninguno de los dos

antagonistas fue capaz de inhibir el efecto inductor del NADA sobre HIF-1a.

NADA - + + +
AM251 - - + -
SB705498 - - - +
130 A
oHIF-1a <€ HIF-1a

) 50 )
oActina SN (< Actina

Figura 11. Efecto de los antagonistas de CB;1 y TRPV1 sobre la estabilizaciéon de HIF-1la en
respuesta a NADA. Células SK-N-SH fueron pre-incubadas con una concentraciéon 1 uM de AM251 o
SB705498 durante 30 minutos previos al estimulo con NADA (10 uM) durante 6 horas. La expresion de
HIF-1a se determin6 por western blot utilizando anticuerpos anti-HIF-1a y anti-B-actina.

2.- Andlisis estructura-actividad de las N-acil dopaminas sobre la estabilizacién de HIF-

1a.

Tal y como se ha comentado en la introduccion, las N-acil dopaminas son conjugados
de &cidos grasos y dopamina unidos mediante un enlace amida. A la luz de los resultados
previos, decidimos estudiar en detalle el papel del grupo dopamina sobre la induccién de HIF-
la. Para ello, en primer lugar células HEK-293T y SK-N-SH fueron estimuladas con las cuatro
N-acil dopaminas que se han descrito hasta la actualidad (Chu et al, 2003; Huang et al, 2002b),
denominadas NADA, OLDA, PALDA y STEARDA. Tal y como se muestra en la figura 12, todas
estas moléculas fueron capaces de inducir la estabilizacion de HIF-1a a niveles similares o

superiores a los obtenidos en respuesta al estimulo con hipoxia.
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Figura 12. Efecto sobre la induccion de HIF-1a de N-acil dopaminas. (A) Tanto las células HEK-293T
como las SK-N-SH fueron tratadas con los compuestos indicados a una concentracion de 10 uM durante
6 horas. La hipoxia fue inducida como se describié anteriormente. Los resultados de expresion de HIF-1a
fueron determinados mediante western blot utilizando los anticuerpos indicados. (B) Estructuras quimicas
de las diferentes N-acil dopaminas.

A continuacion, evaluamos igualmente un endolipido enddgeno relacionado con las N-
acil dopaminas como es la N-araquidonoil-L-tirosina (Figura 13A), junto con otros compuestos
sintéticos andlogos basados en el grupo hidroxitirosol, un metabolito de la dopamina, tales
como el éster araquidonoil hidroxitirosol, éster oleil hidroxitirosol y éster palmitoil hidroxitirosol
(Figura 13B). Como se puede observar en los resultados mostrados en la figura 13, ninguno de
los compuestos fueron capaces de inducir HIF-1o en células SK-N-SH. Todos estos datos en
Su conjunto, y tras analizar en detalle la relacién estructura-actividad, indican que los grupos
hidroxilos presentes en la mitad fendlica son criticos para la actividad hipoxico-mimética de las

N-acil dopaminas.
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Figura 13. Los grupos hidroxilo de la dopamina son criticos para la actividad hipéxico-mimética de
las N-acil dopaminas. (A y B). Células SK-N-SH fueron tratadas con los compuestos indicados a una
concentracion de 10 uM durante 6 horas y la expresién de HIF-1a fue analizada mediante western blot
utilizando los anticuerpos indicados.

3.- NADA estabiliza HIF-1a en diferentes tipos celulares de origen neuronal.

Para analizar en detalle si la capacidad de las N-acil dopaminas de regular la expresion
de HIF-1a esté presente en diferentes células con origen neuronal, estudiamos a continuacién
su efecto en la linea oligodendroglial MO3.13 y en la linea de glioblastoma U87 (Figura 14). De
nuevo, las células fueron sometidas a hipoxia (1% O,) o estimuladas con NADA, y los niveles
de HIF-1a se analizaron mediante western blot. Tal y como se aprecia en la figura, NADA
consiguid inducir la expresion de HIF-1a a niveles similares a los obtenidos en la respuesta a

hipoxia en ambas lineas celulares.
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Figura 14. NADA estabiliza a HIF-1a en diferentes células de origen neuronal. Células MO3.13 (A) y
U87 (B) fueron sujetas a hipoxia o estimuladas con NADA a dosis crecientes (1 pM y 10 puM) durante 6
horas y la expresion de HIF-1a se detecté mediante western blot.

A la vista de estos resultados decidimos ampliar el estudio del efecto de NADA a
células primarias de origen cerebral, utilizando en este caso astrocitos y neuronas primarias
humanas (Figura 15). De nuevo, NADA produjo una clara induccién de la expresion de HIF-1a.
en ambos tipos celulares. Como se observa en la figura 15 A, en el caso de los astrocitos los
niveles obtenidos en respuesta a NADA fueron menores a los obtenidos tras el estimulo con
hipoxia. Las diferencias observadas en la respuesta de HIF-1a a NADA en las distintas lineas y
tipos celulares parece reflejar la posible diferencia de expresion de las dianas especificas de

NADA, responsables de producir en Ultimo término la estabilizacién de HIF-1a.
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Figura 15. NADA estabiliza a HIF-1la en diferentes células cerebrales. (A) Astrocitos primarios
humanos fueron sujetos a hipoxia o estimulados con NADA (10 uM) durante 6 horas. La expresion de
HIF-1a fue analizada por western blot usando los anticuerpos indicados. (B) Neuronas primarias humanas
fueron incubadas con NADA (10 uM) durante 6 horas y la expresion de HIF-1a fue estudiada mediante
western blot.

4.- NADA afecta a la estabilizacion de HIF-1q.

En un primer acercamiento para intentar aclarar el mecanismo responsable de la
estabilizacion de HIF-1a, decidimos analizar el efecto del NADA sobre su expresion tanto a
nivel de ARNm como de proteina. Como mostramos en la figura 16, la estimulacion de células
SK-N-SH con NADA incrementé significativamente la expresién de HIF-1a a nivel de proteina.
Sin embargo, el analisis en paralelo de los niveles de ARNm mediante gPCR no mostro

cambios significativos en la expresion de este factor.
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Figura 16. NADA no afecta a la expresion transcripcional de HIF-1a. Células SK-N-SH fueron
estimuladas con NADA (10 uM) durante 6 horas, lisadas y la expresion de HIF-1a a nivel de proteina
analizada mediante western blot (panel superior) y de ARNm mediante gPCR (panel inferior). Los datos
muestran la media junta a la desviacion estandar de tres experimentos diferentes.

Ya que estos resultados parecen indicar que NADA afecta a HIF-1a a nivel de proteina,
decidimos monitorizar la vida media de esta proteina después de un tratamiento previo con
NADA o hipoxia en presencia de cicloheximida (CHX). Tal y como se puede observar en la
figura 17, la vida media de HIF-1la se vio incrementada tras el tratamiento con NADA,
comparado con el estimulo de hipoxia, pasando de 7,9 a 22,1 minutos. Todos estos resultados

en su conjunto indican claramente que NADA afecta directamente a la estabilizacion de HIF-1a.
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Figura 17. NADA incrementa la vida media de HIF-1a. Células SK-N-SH fueron sometidas a
tratamiento con NADA 10 uM (A) o hipoxia (B) durante 6 horas. Posteriormente, tras lavar las células,
estas fueron tratadas con CHX 40 mg/ml durante los tiempos indicados. Finalmente, la expresion de HIF-
la fue analizada mediante western blot.

5.- NADA induce la degradacion de PHD3 sin afectar a la expresion de PHD2.

Continuando con el estudio de la ruta de regulacién de HIF-1a en respuesta al estimulo
con N-acil dopaminas, las células SK-N-SH fueron transfectadas con un plasmido reportero
dependiente de HIF-1a (EPO-Luc) y estimuladas con NADA. El plasmido EPO-Luc contiene los

elementos de respuesta a hipoxia del gen de la eritropoyetina. En paralelo analizamos la
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expresion de las proteinas HIF-1a, PHD2 y PHDS3, asi como la actividad de HIF-1a. Tal y como
se muestra en la figura 18, el tratamiento con NADA provoc6 un claro incremento de HIF-1a
tras una hora de estimulo, mostrando un pico maximo a las 3 horas y comenzando a decrecer
a las 6 horas. La estabilizacion de HIF-1a fue acompafiada de una disminucién gradual de los
niveles de PHD3, no viéndose afectados los niveles de PHD2. En paralelo, el efecto de la
estabilizacion de HIF-1a por NADA se vio claramente reflejado por el aumento en la capacidad

transactivadora de HIF-1a.
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Figura 18. NADA induce la degradacién de PHD3 y estabilizacién de HIF-1a. Células SK-N-SH fueron
transfectadas con el vector EPO-Luc y 24 horas después estimuladas con NADA (10 uM) a los tiempos
indicados. Posteriormente fueron lisadas y los niveles de HIF-1a, PHD2 y PHD3 analizados mediante
western blot (panel izquierdo) y la expresion de luciferasa estudiada en paralelo (panel derecho). Los
resultados muestra la media + DS de 3 experimentos. *P = 0.0039, **P < 0.0001.

6.- NADA no sinergiza con la hipoxia en la estabilizacion de HIF-1a.

Seguidamente, estuvimos interesados en determinar si NADA afectaba a la
estabilizacion de HIF-1a en respuesta a hipoxia. Para ello, repetimos experimentos similares al
anterior, en este caso sometiendo a las células SK-N-SH a hipoxia en presencia o ausencia de
NADA. Como se muestra en la figura 19, NADA provocé de nuevo la estabilizacion de HIF-1a a
niveles similares a los obtenidos bajo condiciones de hipoxia, y la combinacién de ambos
estimulos no produjo cambios significativos en los niveles de HIF-1a. De nuevo, los niveles de
PHD2 practicamente no se vieron afectados en respuesta a ambas condiciones, mientras que
los niveles de PHD3 si se vieron claramente disminuidos en relacion a la expresion de HIF-1a.
Como era de esperar, la actividad transcripcional de HIF-1a medida a través del gen reportero
EPO-Luc, no se vio afectada por el tratamiento de hipoxia de las células en presencia de
NADA. En general, estos experimentos sugieren que la estabilizacion de HIF-1o mediada por
NADA se lleva a cabo a través de una ruta de sefializaciébn que estd también activada en

respuesta a hipoxia, sin afectar a la expresién de PHD?2.
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Figura 19. NADA no sinergiza con hipoxia. Células SK-N-SH fueron transfectadas con el vector EPO-
Luc y 48 horas después sometidas a hipoxia y/o estimuladas con NADA (10 uM) durante 6 horas. Las
células fueron recogidas y una alicuota fue utilizada para determinar mediante western blot la expresion
de las proteinas HIF-1a, PHD2 y PHD3 (panel izquierdo). En paralelo, otra alicuota fue usada para
estudiar la expresion de luciferasa (panel derecho). Los datos muestran la media y desviacion estandar de
tres experimentos. *P < 0.0001.

Una vez conocida la cinética de estabilizacion de HIF-1a en respuesta a NADA,
decidimos calcular el EC50 (concentracién de NADA que se necesita para que se exprese un
50% de la maxima expresion de proteina) a las 3 horas de estimulacion (Figura 20). Debido a
que los endocannabinoides pueden unirse a la albumina presente en el suero, igualmente
decidimos analizar si esta actividad puede influir en el potencial del NADA. Para ello, células
SK-N-SH fueron crecidas durante 12 horas en medio de cultivo con y sin suero, y estimuladas
con diferentes concentraciones de NADA. De nuevo los niveles de HIF-1a fueron analizados
mediante western blot y cuantificados mediante densitometria usando la expresiéon de B-actina
como proteina normalizadora. En la figura 20 se muestra que NADA present6 un EC50 de 2,6
uM cuando las células fueron cultivadas en presencia de suero, viéndose reducido a 2,3 uM en

condiciones libre de suero.
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Figura 20. Determinacién del EC50 del NADA sobre la estabilizacion de HIF-1a. Células SK-N-SH
fueron crecidas en medio con o sin suero durante 12 horas y luego fueron sometidas a hipoxia durante 6
horas o estimuladas con NADA a la concentracién indicada durante 3 horas. La expresion de HIF-1a fue
analizada mediante western blot y los niveles de HIF-1a cuantificados mediante densitometria.
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7.- NADA afecta la expresion de SIAH2.

Para determinar cudl era el mecanismo de accion de NADA sobre la ruta de respuesta
a hipoxia, decidimos analizar el efecto de esta N-acil dopamina sobre la proteina SIAH2. Como
se ha comentado en la introduccién, esta proteina es una E3 ubiquitina ligasa encargada de
controlar los niveles de HIF-1a principalmente a través de la regulacién de los niveles de PHD3
en respuesta a baja concentracion de oxigeno (entre 1% y 5% de O,). En un primer abordaje,
expresamos en células HEK-293T diferentes cantidades de SIAH2 junto con PHD3 en
presencia o ausencia de NADA. Como se puede ver en la figura 21A, la expresion de SIAH2
degradé a PHD3 de manera dosis dependiente, mientras que los niveles de HIF-1la no
cambiaron significativamente. Contrario a nuestras expectativas, la estimulacion con NADA
produjo una clara inhibicién de la expresion de SIAH2, la cual se vio igualmente acompafiada
de nueva disminucién aun mas importante de los niveles de PHD3. A la vista de estos
resultados, decidimos investigar el efecto de NADA sobre SIAH2 endégeno tanto a nivel de
proteina como de ARNm. Tal y como se muestra en la figura 21B, el estimulo con NADA
produjo una clara disminuciéon de manera dosis dependiente en los niveles de proteina SIAH2.
Por el contrario, no observamos ninguna alteracion significativa en la expresién génica de dicha
proteina. Estos datos en su conjunto indicaban que NADA es capaz de afectar a SIAH2 a nivel
de proteina. Para analizar mas a fondo esta posibilidad expresamos SIAH2 en células HEK-
293T, las cuales se trataron con NADA 10 uM en presencia o ausencia del inhibidor del
proteosoma MG-132 (Figura 21C). Como podemos observar, el tratamiento con NADA inhibio
fuertemente la expresién de SIAH2 y este efecto fue abolido casi completamente en presencia
de MG-132. Por lo tanto, nuestros datos indican que la degradacién de SIAH2 mediada por

NADA es llevada a cabo a través del proteosoma.
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Figura 21. La expresion de SIAH2 se ve afectada por NADA. (A) Células HEK-293T fueron
transfectadas con los plasmidos indicados para expresar PHD3 y diferentes cantidades de SIAH2.
Después de 36 horas, se afiadi6 NADA (10 uM) durante 6 horas y las células se lisaron para medir la
expresion de proteinas mediante western blot. (B) Células HEK-293T fueron estimuladas con NADA a
concentraciones de 1 uM y 10 uM durante 6 horas. Pasado este tiempo, parte de las células fueron
lisadas y se inmunoprecipito la proteina SIAH2. La otra parte de las células fueron usadas para extraer
ARN vy analizar mediante qPCR el nivel de ARNm de SIAH2. Los datos muestran la media y DS de tres
experimentos. Los valores presentados bajo los geles indican la sefial de intensidad de la proteina SIAH2
evaluada por densitometria mediante el software ImageJ. Para obtener este resultado, se realizé una
normalizacion con la sefial de intensidad de la proteina B-actina. (C) Células HEK-293T fueron
transfectadas para expresar SIAH2 y se estimularon con NADA 10 puM tanto en presencia como en
ausencia de MG-132 (10 uM). El posterior lisado celular fue analizado mediante western blot.

8.- SIAH2 participa en la estabilizacion de HIF-1a mediada por NADA a través de PHD3.

Para demostrar la contribucion de SIAH2 en la estabilizacion de HIF-1a inducida por
NADA, se silencid SIAH2 mediante el uso de siRNA y se analizaron los niveles de HIF-1a junto
a PHD3. Tal y como se muestra en la figura 22A, el silenciamiento de SIAH2 redujo
drasticamente la estabilizacién de HIF-1o en respuesta al tratamiento con NADA. De manera
paralela, esta inhibicién de SIAH2 indujo la estabilizacién de PHD3 en las mismas condiciones
experimentales. Un experimento similar realizado en células MEFs knockout para Siahla/2
(Figura 22B) revel6é que la degradacion de PHD3 inducida por NADA fue mas prominente en
las células que si poseian Siah2. Ambos resultados confirman la participacién de SIAH2 en el
proceso de estabilizacién de HIF-1a inducido por NADA. Finalmente, y para confirmar el papel
de PHD3 en este proceso, decidimos comparar el efecto de sobre-expresar PHD3 en un
experimento de estabilizacién de HIF-1a por NADA, con la intencion de restablecer sus niveles
normales en ausencia de NADA. Como consecuencia, y tal como mostramos en la figura 22C,
el restablecimiento de los niveles de PHD3 disminuyd la estabilizacién de HIF-1a inducida por
NADA, sugiriendo de nuevo la relevancia de esta proteina en este proceso. Estos resultados en
su conjunto demuestran que SIAH2 y PHD3 juegan un papel relevante, pero no exclusivo, en la
estabilizacion de HIF-1o mediada por NADA. No obstante, no podemos descartar que otras
proteinas con funcién similar como SIAH1 y PHD1 podrian también exhibir redundancia

funcional en este proceso.
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Figura 22. SIAH2 contribuye a la estabilizacion de HIF-1a a través de PHD3. (A) Células HEK-293T
fueron transfectadas con 100 nM de siRNA para SIAH2 o la misma cantidad de silenciador control.
Después de 4 dias, las células fueron estimuladas con NADA 10 uM durante 6 horas y una fraccion fue
utilizada para analizar los niveles enddgenos de las diferentes proteinas. El resto de las células fue
utilizada para analizar los niveles de ARNm de SIAH2 mediante gPCR. Los datos representan la media y
desviacion estandar de tres experimentos diferentes. **P < 0.001. El valor indicado debajo de los geles
indica la sefial de intensidad de las proteinas SIAH2, PHD3 y HIF-1a después de ser normalizadas con la
intensidad de sefial de la B-actina. (B) Células MEFs silvestres y knockout para Siahla/2 fueron tratadas
durante 6 horas con NADA 10 uM, luego se lisaron y se evaluo la expresion de PHD3 mediante western
blot. Los valores debajo de los geles indican la intensidad de sefial de la proteina PHD3 tras la
normalizacion con la sefial de B-actina. (C) Células HEK-293T fueron transfectadas con PHD3 para
obtener un nivel similar al endégeno tras el tratamiento con NADA 10 uM durante 6 horas. Las células
fueron lisadas, y la expresién de proteinas evaluada mediante western blot. Los valores debajo de los
geles muestran la sefial de intensidad de la proteina HIF-1o después de la normalizacion con B-actina.

9.- NADA incrementa la actividad de SIAH2.

¢ Estan las N-acil dopaminas afectando a la actividad de SIAH2? Una de las principales
caracteristicas de las E3 ubiquitina-ligasas de dominio RING es su capacidad de limitar su
propia disponibilidad a través de un proceso de auto-ubiquitinacion y por lo tanto de auto-
degradacion (Hu & Fearon, 1999). La capacidad mostrada anteriormente de NADA para inhibir
tanto la expresion de SIAH2 como igualmente la de su sustrato PHD3, nos llevé a considerar la
posibilidad de que esta N-acil dopamina estuviera incrementando la actividad ligasa de SIAH2 y
por consiguiente aumentando su propia degradacion y la de sus sustratos. Para comprobar
esta hipotesis, primero analizamos el efecto del NADA sobre una variante de la proteina SIAH2

que presenta una mutacion puntual en el dominio RING (H98A/C101A) que la hace deficiente
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en su actividad ligasa (SIAH2-RM). Como se muestra en la Figura 23, NADA no afecté a la
estabilidad de la proteina SIAH2-RM en presencia 0 ausencia del inhibidor de proteosoma MG-
132. De manera similar a los resultados anteriores, NADA si fue capaz de producir la
estabilizacion de HIF-1a. Este resultado soporta la hipétesis de que NADA puede afectar a la
auto-degradacion de SIAH2, ya que para observar su efecto es necesario que la actividad

ligasa de SIAH2 se mantenga intacta.

Flag-SIAH2RM  + + + +

MG-132 - - + +
NADA - + - +
aFlag | s .- | < SIAH2

130
aHIF-1a -“ <€ HIF-10

aActina OO " w— — - | < \cting
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Figura 23. NADA no ejerce ningun efecto sobre un mutante de SIAH2 carente de actividad ligasa.
Células HEK-293T fueron transfectadas para expresar la proteina SIAH2-RM vy tras 36 horas fueron
estimuladas con NADA (10 uM) en presencia o ausencia de MG-132. Después de 6 horas, las células
fueron lisadas y la expresion de SIAH2 y HIF-1a se analiz6 mediante western blot. Los valores debajo de
los geles indican la intensidad de sefial de las proteinas SIAH2 y HIF-1o después de ser normalizadas
frente a B-actina.

A continuacion, y para determinar si NADA altera la estabilidad de SIAH2, decidimos
analizar la vida media de esta proteina en presencia de CHX (Figura 24A). Para ello, las
células HEK-293T fueron transfectadas con SIAH2 y su mutante carente de actividad ligasa
SIAH2-RM, siendo seguidamente estimuladas con NADA. Tal y como se muestra en la figura
24A, NADA redujo la vida media de SIAH2 desde 6 a 3 horas. Por el contrario, no se
produjeron cambios significativos en el caso de SIAH2-RM. Estos datos una vez mas sugieren
que la capacidad del NADA para reducir la estabilidad de SIAH2 se debe a su capacidad para
incrementar la actividad E3 ligasa de SIAH2. En este sentido, y para demostrar de manera
directa que NADA incrementa la actividad de SIAH2 afectando a su auto-ubiquitinacion,
decidimos analizar los niveles de ubiquitinacion de SIAH2 en presencia o ausencia de NADA
(Figura 24B). Para ello analizamos mediante inmunoprecipitacion y posterior western blot el
estado de ubiquitinacion de SIAH2 en presencia y ausencia de NADA. Para ello co-expresamos
HA-Ubiquitina junto con SIAH2 en presencia o ausencia de NADA, inhibiendo el proteosoma
mediante MG-132 para acumular formas ubiquitinadas de SIAH2. Como se muestra en la
figura, NADA es capaz de estimular la poliubiquitinacién basal de SIAH2, demostrando de

nuevo su capacidad para incrementar la actividad de SIAH2.
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Figura 24. NADA incrementa la actividad de SIAH2. (A) Células HEK-293T fueron transfectadas para
expresar la proteina SIAH2 6 SIAH2-RM. Después de 36 horas fueron tratadas con cicloheximida (CHX) a
una concentracion de 40 pg/ml durante 0,5, 1, 2, 4 y 6 horas tanto en presencia de NADA (10 uM) como
en ausencia de este. A tiempo final, las células se lisaron y se analiz6 mediante western blot la expresion
proteica. El grafico representa la media y desviacion estandar de tres experimentos diferentes. (B) Células
HEK-293T fueron transfectadas para expresar la proteina SIAH2 y ubiquitina, 36 horas después fueron
estimuladas con NADA (10 uM) en presencia de MG-132. Tras 6 horas, una fraccién de las células fueron
lisadas y sometidas a western blot para observar la ubiquitinacion de SIAH2 (Input). La otra fraccién de
las células fueron lisadas y sometidas a inmunoprecipitacion usando anticuerpo anti-Flag. Finalmente, tras
la elucion, la proteina SIAH2 fue detectada mediante western blot.

10.- NADA no afecta ni a la dimerizacién de SIAH2 ni a su regulacion a través de la ruta
AKT.

Para intentar determinar como NADA estaba afectando a la actividad de SIAH2 se
realizaron una nueva serie de experimentos. En primer lugar, exploramos la posibilidad de que
NADA pudiera estar alterando la dimerizacion de SIAH2, uno de los mecanismos reguladores
clave capaces de controlar su actividad catalitica. Para ello, realizamos experimentos de co-
inmunoprecipitacion entre Flag-SIAH2 y HA-SIAH2 en células HEK-293T. Como se muestra en
la figura 25A, Flag-SIAH2 y HA-SIAH2 mostraron una fuerte interacciéon tanto en presencia
como en ausencia de NADA. Del mismo modo, no se observaron diferencias entre la expresion
de SIAH2 tras la inmunoprecipitacion en presencia de NADA vy los niveles en el input, indicando
por tanto que el proceso de dimerizacidn no se ve afectado. Resultados similares se obtuvieron

usando el mutante en la actividad ligasa SIAH2-RM (Figura 25B).
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Figura 25. NADA no afecta a la dimerizacion de SIAH2. Células HEK-293T fueron transfectadas con
Flag-SIAH2 y HA-SIAH2 (A) o los plasmidos equivalentes para SIAH2-RM (B), y estimuladas con NADA
(10 uM) durante 6 horas. Pasado este tiempo se lisaron las células y una fraccion fue sometida a
inmunoprecipitaciéon (IP) usando anticuerpo anti-HA. Tras la elucién, Flag-SIAH2 fue detectada mediante
western blot. La fraccion restante fue utilizada para analizar la presencia de las proteinas (INPUT).

Seguidamente, realizamos una primera aproximacion con el fin de identificar aquellas
rutas de sefializacién involucradas en la estabilizacion de HIF-1o mediada por NADA, y mas
especificamente aquellas que pudieran estar afectando directamente a la actividad de SIAH2.
Para ello, decidimos analizar los posibles cambios sufridos en la actividad de quinasas
celulares, proteinas responsables principalmente del control de la sefializacion celular. Para
ello hemos realizado ensayos de péptido-quinasa array con sustratos celulares procedentes de
células sin estimular o estimuladas con NADA. Estos chips contienen 1024 péptidos por
triplicado con secuencias conocidas de sustratos de quinasas celulares. Tras un preciso
proceso de cuantificacién, identificamos un total de 34 quinasas cuya actividad podia estar
modificada por la presencia de NADA. Un andlisis de las posibles rutas implicadas en el
proceso mediante el uso de Ingenuity Pathway Analysis (IPA) revel6 una posible alteracién en
la ruta de sefializacion PI3K/AKT (Figura 26).
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A B

ID Proteina Funcién

SPOt deviations NP 000035 AKT1 Comunicacion celular y transduccion de sefiales
NP 942131 AMPK alpha 1 Energia y metabolismo
NP 001918 Aurora kinase B Organizacion Celular
NP 001761 Bruton's tyrosine kinase Inmunidad
NP 002604 c-Src Comunicacion celular y transduccion de sefiales
NP 073728 Casein kinase | Procesamiento y sintesis de acidos nucleicos
NP 000438 Casein kinase Il Comunicacion celular y transduccion de sefales
NP 004514 CcDC2 Organizacion Celular

NP 003745 Cyclin dependent kinase 11 Procesamiento y sintesis de proteinas

NP 000537  Cyclin dependent kinase 2 Procesamiento y sintesis de 4cidos nucleicos

NP 005578 Cyclin dependent kinase 5 Procesamiento y sintesis de acidos nucleicos
NP 000537 D.NA depende.nt protei[l
kinase catalytic subunit

Procesamiento y sintesis de acidos nucleicos

NP 005222 EphB2 Organizacion Celular
NP 000116 ERK2 Procesamiento y sintesis de acidos nucleicos
NP 005578 ERK5 Procesamiento y sintesis de acidos nucleicos

FMS-related tyrosine kinase

NP 004110 Comunicacion celular y transduccion de sefiales
NP 000614 :igerz:zir"k?::::gem Comunicacion celular y transduccion de sefales
NP 077719 Sg:ern synthase kinase 3 Comunicacion celular y transduccion de sefiales
NP 068810  IKK beta Procesamiento y sintesis de acidos nucleicos
P43403 Lck Comunicacion celular y transduccion de sefiales
NP 002388 MAPK14 Procesamiento y sintesis de acidos nucleicos
NP 002739 MAPK6 Comunicacion celular y transduccion de sefiales
NP 000689 MAPKAP kinase 2 Energia y metabolismo
NP 000116  MAT1 Procesamiento y sintesis de acidos nucleicos
AAC24716 PAK1 Comunicacion celular y transduccion de sefiales
NP 008881 PAK2 Comunicacion celular y transduccion de sefales
NP 006197 PDGF receptor, alpha Comunicacion celular y transduccion de sefiales
NP 002825 PDGF receptor, beta Comunicacion celular y transduccion de sefiales
NP 005515 Protein kinase C alpha Comunicacion celular y transduccion de sefales
NP 009330 Protein kinase C delta Procesamiento y sintesis de 4cidos nucleicos

NP 003319 Protein tyrosine kinase TXK  Comunicacion celular y transduccion de sefiales

-0.5 0 05

AAH13200 SYK Comunicacion celular y transduccion de sefiales
NP 006276 'll(';satlsses“peclflc protein Comunicacion celular y transduccion de sefiales

NP 006171 TrkB tyrosine kinase Comunicacion celular y transduccion de sefiales

Figura 26. Ensayo péptido-quinasa array. (A) Cada chip contiene 1.024 péptidos por triplicado de
secuencia conocida y aquellos que modificaron su patrén de fosforilacion se detectaron mediante el uso
de BioRad FX Imager en comparacién con el control. (B) Listado de las proteinas quinasas identificadas
cuya actividad podia estar modificada por la presencia de NADA.

A la vista de estos resultados, y a publicaciones previas que describen la participacion
de la ruta PI3K/AKT sobre la regulacion de la expresién de SIAH2 (Nakayama et al, 2009),
decidimos analizar el posible papel de esta ruta sobre la estabilizacion de HIF-1a inducida por
NADA. En este sentido, células HEK-293T fueron estimuladas con NADA en presencia del
inhibidor de la PI3K quinasa LY294002, analizando posteriormente la expresion de la proteina
AKT fosforilada junto con HIF-1a mediante western blot. Como se puede observar en la figura
27, aunque NADA incrementd muy levemente los niveles de fosforilacion de AKT, la
estabilizacion de HIF-1a mediada por NADA no se vio afectada por la presencia del inhibidor
LY294002. Estos resultados indican que la ruta de AKT no esta directamente involucrada en

este proceso.
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Figura 27. La ruta de AKT no estéa involucrada en la estabilizacion de HIF-1a mediada por NADA.
Células HEK-293T fueron incubadas con el inhibidor de PI3K LY294002 a concentracion 10 uM durante
30 minutos antes del estimulo con NADA a concentracién 10 uM durante 6 horas. Tras este tiempo las
células se lisaron y la expresion de las diferentes proteinas fue analizada mediante western blot.

11.- NADA no afecta a la fosforilacién de SIAH2.

Como se ha comentado en la introduccion, la fosforilacion de SIAH2 es el mecanismo
descrito hasta la fecha mas importante de regulacién de la actividad de esta ubiquitina ligasa.
En este sentido, se han identificado varias quinasas capaces de fosforilar a SIAH2 en
diferentes residuos, alterando significativamente su actividad sobre diferentes sustratos
(Calzado et al, 2009; Khurana et al, 2006; Pérez et al, 2012). Por este motivo, en primer lugar
nos preguntamos si el nivel de fosforilacién de SIAH2 pudiera jugar un papel clave en la
capacidad del NADA para alterar la estabilidad de esta proteina. Para ello, analizamos la
capacidad del NADA de alterar la estabilidad de SIAH2-WT, en comparaciéon con diferentes
mutantes de SIAH2 donde todos los sitios de fosforilacion descritos hasta la actualidad han
sido mutados a alanina (SIAH2-5A: Serl6, Thr26, Ser28, Ser68 y Thrl19), o bien estan
mutados a acido aspartico mimetizando un estado de completa fosforilacién (SIAH2-5D). Para
ello, células HEK-293T fueron transfectadas con Flag SIAH2-WT, Flag SIAH2-5A y Flag SIAH2-
5D y tratadas con NADA. Como se muestra en la figura 28A, la estabilidad de SIAH2 en todos
los casos fue inhibida por NADA de una manera similar. En paralelo, analizamos la capacidad
de NADA para afectar a los niveles de fosforilacion de SIAH2 mediados por la quinasa HIPK2 y
DYRK2 (Figura 28B, C y D). En ambos casos, NADA no afect6 a los niveles de fosforilacion
mediados por ambas quinasas. Por el contrario, si observamos como NADA induce una clara
inhibicién de la expresion de ambas quinasas, tanto cuando estan sobre-expresadas como a
nivel endégeno. Ambas quinasas han sido descritas como sustratos especificos de SIAH2, lo
cual de nuevo vuelve a demostrar la capacidad de NADA de aumentar la actividad de SIAH2.
Todos estos resultados en su conjunto indican que la fosforilacion de SIAH2 no esta

involucrada en el mecanismo de accién del NADA.
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Figura 28. NADA no afecta a la fosforilacion de SIAH2. (A) Células HEK-293T fueron transfectadas con
los vectores de expresion que codifican para Flag-SIAH2 y los mutantes Flag-SIAH2-5A y Flag-SIAH2-5D.
Tras 36 horas la células fueron estimuladas con NADA (10 uM) durante 10 horas, lisadas y la expresion
de las diferentes proteinas analizadas mediante western blot con los anticuerpos indicados. (B) Células
HEK-293T fueron transfectadas con los plasmidos indicados, y tras 36 horas tratadas con 10 yM de
NADA durante 10 horas. Posteriormente fueron lisadas y la expresion de proteinas analizadas mediante
western blot con los anticuerpos indicados. (D) Células MO3.13 fueron estimuladas con NADA (+, 1 pM;
++, 10 uM) durante 6 horas, lisadas y la expresion tanto de HIPK2 como de DYRK2 analizada mediante
western blot con los anticuerpos indicados. Los valores mostrados bajo los geles indican la intensidad de
sefial cuantificada tras normalizar frente a la expresion de actina. (C) Células HEK-293T fueron
transfectadas con los plasmidos indicados, y después de 36 horas tratadas con NADA a 10 uM durante 10
horas. Las células fueron posteriormente lisadas, y la expresion de las diferentes proteinas evaluadas
mediante western blot con los anticuerpos indicados.

12.- NADA incrementa la expresion de genes neuroprotectores y la supervivencia celular

en respuesta a hipoxia.

Finalmente, para analizar las consecuencias fisiolégicas mas directas de la
estabilizacion de HIF-1oo mediada por NADA, decidimos en primer lugar estudiar su efecto
sobre la expresiéon de genes directamente relacionados con la respuesta a la falta de oxigeno.
Para ello, estimulamos astrocitos primarios humanos con NADA a una concentracion 10 uM
durante 6 horas, realizando con posterioridad un gPCR-array que incluye 84 genes
involucrados directamente en la ruta de respuesta a hipoxia. Tal y como se muestra en la figura
29A, tras el primer analisis 18 genes mostraban cambios significativos a la estimulacion con
NADA cuando se comparé con la situacion de normoxia. Es importante destacar el cambio de
expresioén sufrido en respuesta a NADA por genes dianas de HIF-1a como son HMOX1, HK2,
VEGFA y BNIP3, los cuales estan directamente relacionados con la supervivencia celular y la
neuroproteccion. Seguidamente, decidimos analizar en detalle la expresion de un seleccionado

nuamero de estos genes mediante gPCR, para de esta manera determinar con mayor precision
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si NADA afecta a su regulacion usando de nuevo astrocitos primarios humanos. Como se
muestra en la figura 29B, NADA induce la expresion de HMOX1, HK2 y BNIP3 a niveles
similares a los obtenidos bajo condiciones de hipoxia, mientras que la combinaciéon de ambos
estimulos no produjo ningin cambio significativo. Por el contrario, si observamos que se
produce una sinergia entre los dos estimulos en el caso de la expresién de VEGFA, gen
responsable de la sintesis del factor de crecimiento endotelial vascular, proteina clave

implicada en el control de la vasculogénesis y la angiogénesis.
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Figura 29. NADA incrementa la expresion de genes neuroprotectores. (A) Astrocitos primarios
humanos fueron estimulados con NADA (10 uM) durante 6 horas, siendo posteriormente analizada la
expresion de genes involucrados en la ruta de respuesta a hipoxia mediante gPCR-array. Mapa
colorimétrico muestra los genes sobreexpresados (verde) y desregulados (rojo) en células tratadas con
NADA comparadas con el control. (B) Astrocitos primarios humanos fueron estimulados con NADA,
hipoxia 0 ambos durante 6 horas y los niveles de ARNm de los genes HK2, BNIP3, HMOX1 y VEGF
fueron analizados mediante qPCR. Los datos muestran la media y desviacion estandar de tres
experimentos. *P < 0.0001.

Seguidamente y para evaluar la posible capacidad de las N-acil dopaminas para inducir
supervivencia celular en respuesta a hipoxia, decidimos investigar el potencial efecto
citoprotector del NADA en un modelo in vitro de muerte celular inducida por hipoxia (Carmeliet
et al, 1998; Yamaguchi et al, 2002). Para ello, células SK-N-SH fueron pre-tratadas o no con
NADA durante 3 horas y luego sometidas a hipoxia durante 3 horas mas. Como se muestra en

la figura 30, el NADA por si solo no afecté a la viabilidad celular. Por el contrario, si fue capaz
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de proteger de manera significativa (P = 0.0036) a las células de la citotoxicidad inducida por la

hipoxia.
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Figura 30. NADA protege de la muerte celular inducida por hipoxia. Células SK-N-SH se trataron o no
con NADA (10 uM) durante 3 horas y luego fueron sometidas a hipoxia durante 3 horas mas. Tras este
tiempo, se midié la viabilidad celular mediante un ensayo MTT. Los datos muestran la media y desviacién
estandar de cuatro experimentos. **P= 0.0036.

13.- Actividad angiogénica de NADA.

Con el objetivo de comprobar las consecuencias funcionales de la estimulacién con
NADA analizamos la formacion de tdbulos de células endoteliales en un modelo de
angiogénesis. Para ello utilizamos dos tipos de modelos celulares, por una lado células
endoteliales humanas derivadas de venas umbilicales (HUVECs) (Figura 31A), y en paralelo
células endoteliales humanas microvasculares de cerebro (HBMECs) (Figura 31B). Ambas
células fueron estimuladas con NADA a una concentracion de 10 uM durante 6 horas y la
formacién de tubulos fue cuantificada usando un microscopio BD PathwayTM Bioimager. Tal y
como se puede observar en la figura 31 el estimulo con NADA resulté en un claro incremento
del nimero de ramificaciones de los tabulos en ambas lineas celulares (HUVEC y HBMEC).
Del mismo modo, observamos un incremento significativo de la longitud total de los tibulos en

las células HUVEC, el cual no se observé en las células HBMEC.
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Figura 31. NADA incrementa la angiogénesis. Células HUVECs y HBMEC fueron sembradas en placas
sobre una capa de matriz extracelular BD Matrigel™ y tratadas con NADA (10 pM) durante 6 horas. El
analisis cuantitativo de la formacion de tdbulos fue realizado con un microscopio BD Pathway ™ Bioimager
855 usando el software Attovission v1.7. (A) Los datos muestran la media y desviacion estandar de 3
experimentos.**P = 0.0029, ***P = 0.0002. (B) Los datos muestran la media y desviacion estandar de 3
experimentos. **P = 0.0017.

14.- El tratamiento con Tolcapona y DCNP no aumenta la expresion de genes
relacionados con la ruta de respuesta a hipoxia.

El compuesto 3,4-dihidroxi-5-nitrofenil (Tolcapona) ha sido descrito como un inhibidor
de la enzima catecol-O-metil transferasa (Bonifacio et al, 2007), ya que actla como un sustrato
competitivo de la enzima. Por otro lado, el compuesto 2,6-Dicloro-4-nitrofenol (DCNP) fue
descubierto como un inhibidor de la sulfatacion de la dopamina actuando también como un
sustrato alternativo (e inhibidor por lo tanto) pero en este caso de la enzima aril sulfotransferasa
(AST) (Seah & Wong, 1994). Por tanto, con el objetivo de intentar elevar los niveles enddgenos
de NADA en el SNC realizamos una primera aproximacion experimental tratando ratones con
Tolcapona, con DCNP y con una combinacién de ambos a concentraciones efectivas en otros
modelos y a un solo tiempo. Ya que los niveles enddégenos de NADA son extremadamente
dificiles de medir dada la corta vida media del mismo en tejidos, decidimos investigar por qPCR
la expresion de genes regulados por HIF-1a (Hmox1, Vegfa, Bnip3, Angptl4, Sic2al y Ca-9)
como marcadores subrogados del potencial aumento de NADA inducido por la inhibicién
farmacolégica de su catabolismo. Con este disefio experimental solo encontramos cambios
significativos en la expresion de Ca-9 tanto en respuesta a DCNP como a tolcapona. Sin
embargo esta induccién no se observd cuando los dos compuestos se administraron de
manera conjunta. Aunque Ca-9 es regulado por HIF-1a, no parece que este sea el mecanismo
de accion responsable del efecto de DCNP y Tolcapona ya que los otros genes analizados
dependientes de HIF-1o no mostraron cambios con el mismo tratamiento. Este resultado, en
principio, no se correlaciona con un incremento de NADA endégeno por inhibicién de su

catabolismo y se necesitaran nuevos experimentos incluyendo otros regimenes terapéuticos
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Figura 32. Los tratamientos de DCNP y Tolcapona no logran incrementar la expresion de genes
dependientes de HIF-1a. Los tratamientos con estos compuestos no inducen una expresion significativa
de genes regulados por HIF-1a, con la excepcion del gen Ca-9. Los datos muestran la media y desviacion
estandar.
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VII.- DISCUSION.

El papel de los endolipidos como moléculas de sefializacion se ha convertido en uno de
los campos mas interesantes de la farmacologia moderna. Estas moléculas son reconocidos
mediadores de las comunicaciones intra y extracelulares. Dentro de este grupo de mediadores
se ha prestado especial atencion a la sintesis, catabolismo y funciones biolégicas de los
ligandos lipidicos del CB;. El primer ligando enddgeno de este receptor fue la AEA, que
representa el prototipo de las N-acil etanolamidas, la cual es una familia de lipidos

sefializadores que difieren en la longitud y grado de saturacion de su cadena hidrocarbonada.

Recientemente una nueva familia de ligandos lipidicos que actGan sobre el sistema
endocannabinoide ha sido identificada. Este familia de compuestos, denominada N-acil-
aminoacidos/neurotransmisores (NAANS), difiere de la AEA en que la etanolamida es sustituida
por glicina, GABA o dopamina. Estos NAANs estan distribuidos diferencialmente en diferentes
drganos, su expresion esta altamente regulada en el cerebro y presentan una amplia variedad
de funciones bioldgicas en el SNC, en células del endotelio vascular y en el sistema inmune.
Sin embargo, la mayoria de sus efectos fisiolégicos estan aun por descubrirse. Dentro de la
familia de NAANSs, las N-acil-dopaminas como NADA y OLDA son de especial relevancia por
ser activadores duales de los receptores CB; y TRPV-1, los cuales estan altamente expresados
en el SNC.

Los endocannabinoides y los diferentes NAANs parecen jugar un importante papel en
neuroproteccién por participar en la regulacion de la comunicacién celular entre el SNC y el
sistema inmune en los procesos neuroinflamatorias y de dafio neuronal (Skaper & Facci, 2012).
Sin embargo, los mecanismos exactos por los cuales estos mediadores lipidicos ejercen su

funcion adn estén lejos de ser completamente identificados.

Como se ha comentado en la introduccion, NADA se ha identificado en varias areas del
cerebro y se ha sugerido que puede jugar un papel relevante en la fisiopatologia del dolor y la
neuroinflamaciéon (Huang et al, 2002b). Asi, en diferentes modelos experimentales se ha
mostrado que el NADA es un endocannabinoide con actividad pleiotropica a través de
mecanismos dependientes e independientes de los receptores CB; y TRPV-1. NADA tiene
actividad cannabimimética en ratones produciendo la clasica tétrada de sintomas producidos
por la activacién del CB; (Bisogno et al, 2000). Adema4s, induce hiperalgesia (Huang et al,
2002b), contraccién del masculo liso bronquial y de la vejiga (Harrison et al, 2003),
vasodilatacion periférica (O'Sullivan et al, 2004), stress oxidativo y apoptosis en células
hepaticas estrelladas (Wojtalla et al, 2012). Por ultimo, se ha demostrado que el NADA también
tiene actividades anti-HIV, neuroprotectoras y antiinflamatorias (Navarrete et al, 2009;
Navarrete et al, 2010; Sancho et al, 2005; Sancho et al, 2004). Los analogos saturados de
NADA como N-palmitoil-dopamina (PALDA) y N-estearoil-dopamina (STEARDA) también han
sido identificados por su capacidad de hacer efecto "entourage” con NADA sobre el TRPV-1
(Chu et al, 2003).
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El dafio neuronal derivado de una lesién cerebral como puede ser la hipoxia cerebral o
un proceso neurodegenerativo, es un proceso complejo que implica cambios inflamatorios. La
activacion de un mecanismo comun relacionado con la supervivencia o muerte celular,
mediado por la estabilizacion y transactivacion de HIF-1a ha sido observado en estas
condiciones de dafio neuronal. Asi, es conocido que la activacion de HIF-1a es una respuesta
del SNC para protegerse frente a un dafio hipéxico que puede ocurrir no solo en los infartos
cerebrales (anoxia aguda) sino también en situaciones de inflamacioén crénica donde la hipoxia
estd mas restringida a localizaciones anatomicas y tipos celulares especificos (ej. Parkinson,
Esclerosis Mudltiple, ...). Por ejemplo, se ha descrito que la induccién de HIF-1a por
glucocorticoides es uno de los mecanismos de proteccién de oligodendrocitos primarios frente
a estimulos excitotdxicos que ocurren en patologias neuroinflamatorias como la Esclerosis
Multiple (Sun et al, 2010).

Aungue en la actualidad hay una mayor comprension de los mecanismos involucrados
en los procesos de muerte celular asociada con la hipoxia-isquemia (HI) cerebral, todavia no
existen terapias eficaces. Algunas aproximaciones terapéuticas que tienen como objetivo una
neuroproteccion a largo plazo incluyen factores neurotréficos, corticosteroides, antagonistas de
los receptores de glutamato y la hipotermia (Almli et al, 2000; Bona et al, 1998). Durante mucho
tiempo el estrés leve ha sido conocido por "condicién previa" o precondicionamiento hipoxico
(HP) para proteger contra un posterior dafio cerebral (Gidday, 2006). Los tratamientos que
pueden inducir una proteccion contra la posterior aparicion de lesiones incluyen isquemia leve
(Simon et al, 1993), hipertermia (Ota et al, 2000), lipopolisacarido bacteriano (Eklind et al,
2005) e hipoxia (Bergeron et al, 2000). La tolerancia producida por HP estd mediada por la
activacion de HIF-1a y la induccion de genes involucrados en la eritropoyesis, angiogénesis,
transporte de glucosa y glicélisis anaerébica (Speer et al, 2013). Después de la exposicion a
una hipoxia suave o a hipoximiméticos tales como el cloruro de cobalto o la desferrioxamina, la
expresion de HIF-1o y de genes regulados por este factor se encuentra elevada en el cerebro
(Jones et al, 2008). Ademas, el PH con ambos hipoximiméticos previene del dafio cerebral
inducido por hipoxia severa y favorece la posterior recuperacion funcional (Speer et al, 2013).
Las proteinas PHDs son las responsables de la degradacion dependiente de oxigeno de HIF-
la y también funcionan como sensores del metabolismo celular (Aragonés et al, 2009). Por lo
tanto, la inhibicién de las PHDs mediante pequefias moléculas hipoximiméticas representa una
interesante estrategia para el desarrollo de terapias neuroprotectoras y para la prevencion

frente a condiciones hipdxicas (Speer et al, 2013).

En nuestro laboratorio hemos descrito previamente que el NADA y el OLDA también
previenen la activacion de NF-kB por inhibir la fosforilacion de p65/RelA (Sancho et al, 2004).
Aunque el papel de NF-xB en neuroproteccion ha sido controvertido, se ha demostrado que la
inhibicibn de NF-xkB provoca un estado de neuroproteccién en diferentes modelos

experimentales. La activacion de NF-xB en la microglia ha sido propuesta para promover el
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dafio cerebral a través de la induccion de citoquinas proinflamatorias (Harari & Liao, 2010).
Ademas, hay evidencias que indican que la activacion de NF-xB en neuronas contribuye a una
proteccién neuronal inducida por isquemia (Xu et al, 2012). Por lo tanto, las N-acil dopaminas
pueden ejercer una actividad neuroprotectora a través de mecanismos pleiotrépicos que

incluyen al menos la induccién de HIF-1a, la inhibicion de NF-kB y la activacion de CB1.

¢Cual es por tanto el mecanismo responsable del efecto observado de las N-acil
dopaminas en este trabajo? Hasta la actualidad, entre los diferentes mecanismos capaces de
modificar la expresion y actividad de los diferentes miembros de la familia de proteinas SIAH se
incluyen cambios en los niveles de glucosa, dafio al ADN, apoptosis e hipoxia (Carlucci et al,
2008; Fiucci et al, 2004; Nakayama et al, 2004; Winter et al, 2008; Yego & Mohr, 2010).
Aunqgue en la literatura no hay muchos datos publicados sobre los mecanismos de regulacion
de SIAH2 a nivel transcripcional en respuesta a estos estimulos, si hay mdultiples evidencias de
su regulacién a nivel post-transcripcional (MacLeod et al, 2007; Topol et al, 2003; Xie et al,
2009). Por ejemplo, se ha descrito que la activacion de la ruta de AKT incrementa los niveles
de SIAH2 a nivel transcripcional y modula la respuesta a hipoxia a través de la degradacién de
PHD3 y estabilizacion de HIF-1a (Nakayama et al, 2009). Sin embargo, en nuestros
experimentos la estabilizacion de HIF-1a en respuesta NADA no se afectd en presencia del
inhibidor de PI3K/AKT LY 29400, sugiriendo que el efecto de NADA sobre dicha estabilizacion
es independiente de AKT. No obstante, no podemos descartar la posibilidad de que NADA

pueda tener alguna influencia sobre esta ruta de sefializacion.

Entre las modificaciones postraduccionales descritas hasta la fecha que son capaces
de regular SIAH2, destaca su capacidad de auto-ubiquitinarse bajo condiciones fisiolégicas
para limitar su disponibilidad y actividad (Depaux et al, 2006). Esta capacidad es regulada por
otras modificaciones postraduccionales de SIAH2, tales como la fosforilacion llevada a cabo
por diferentes proteinas quinasa en respuesta a varios estimulos (Calzado et al, 2009; Pérez et
al, 2012), asi como por la accién de enzimas desubiquitinantes (Scortegagna et al, 2011).
Nuestro grupo y otros investigadores han descrito algunas de las quinasas que son capaces de
fosforilar a SIAH2, e incluyen a p38, HIPK2 y DYRK2, las cuales afectan a los residuos de
serina 16, 28 y 69 y a los residuos de treonina 26 y 119 (Calzado et al, 2009; Grishina et al,
2012; Khurana et al, 2006). Asi, en este trabajo hemos analizado en detalle el efecto de NADA
directamente sobre la fosforilacién y actividad de SIAH2 mediada por DYRK2 y HIPK2. Del
mismo modo, hemos analizado el efecto del NADA en diferentes mutantes donde todos los
sitios de fosforilacién descritos han sido mutados a alanina o a acido aspartico de modo que
imite a un estado totalmente desfosforilado o a un estado de completa fosforilacion
respectivamente. Encontramos que los niveles de fosforilacién y la estabilidad de SIAH2 fueron
alterados por NADA de manera similar en todos los casos. En conjunto, estos datos indican
que la fosforilacién de SIAH2 en esos residuos no esta involucrada en el mecanismo de accion
del NADA. Sin embargo, no podemos descartar la posibilidad de que el NADA pueda tener

accion sobre una quinasa no identificada capaz de fosforilar y modificar a SIAH2 y del mismo
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modo, tampoco podemos descartar que el NADA pueda ejercer su efecto a través de la
alteracién de otro mecanismo de regulacién postraduccional que podria mejorar la actividad de
SIAH2.

Otro mecanismo que hemos estudiado en este trabajo fue la posible interaccién directa
entre las N-acil dopaminas y SIAH2. Hasta hoy, la menadiona (vitamina K3) es el Unico
compuesto descrito que es capaz de inhibir la actividad de SIAH2, lo cual es posible debido a
un efecto directo en su conformacién (Shah et al, 2009). En el caso del efecto opuesto llevado
a cabo por el NADA (incremento de actividad), aunque no lo hemos descartado totalmente de
forma experimental, no parece que una interaccidon directa entre NADA y SIAH2 sea la
explicacion a nuestros resultados. Asi, la incapacidad del NADA para alterar la interaccion
entre los dimero de SIAH2, como la pérdida de efecto de la interaccién de SIAH2 con algunos

sustratos parece descartar esta posibilidad.

Dado que las concentracion de NADA en condiciones normales y patolégicas son
desconocidas, es dificil especular sobre la relevancia fisiologica de nuestros hallazgos. Sin
embargo, la relativa alta concentraciéon de NADA (EC50: 2,6 uM) requerida para la induccion de
HIF-1a no deberia considerarse como una evidencia en contra del papel fisiol6gico para esta
N-acil dopamina. EI NADA fue detectado en el cuerpo estriado de rata a una concentracion
nanomolar, y del mismo modo se ha sido descrito que tiene una vida media muy corta, y por
tanto los niveles fisiolégicos no son faciles de identificar de forma inequivoca (Hu et al, 2009;
Huang et al, 2002b; Woijtalla et al, 2012). También es especialmente importante destacar que
ciertos endocannabinoides pueden ejercer su actividad biolégica en el interior de la célula, es
decir, sin necesidad de ser secretada. Por ejemplo, se ha visto que la interacciéon de AEA con
el TRPV-1 ocurre en una zona citoplasmica del mismo y ademdas las concentraciones
intracelulares de la AEA son mas altas que las concentraciones extracelulares. Por ejemplo,
Biswas y col. han demostrado que la AEA puede alcanzar hasta 50 uM en las células del lugar
de inflamacién (Biswas et al, 2003). Por lo tanto, los niveles celulares de los
endocannabinoides pueden ser superiores al encontrado en tejidos. Por todo ello, seria posible
que un aumento de NADA pudiera inducir la activacion de HIF-1a en las misma célula
productora, y actuar de forma paracrina sobre otras células a través de la secrecion de factores
solubles neuroprotectores regulados por HIF-la como seria el caso de la eritropoyetina.
Ademas, se ha mostrado que el llamado "efecto entourage" de endocannabinoides podria

disminuir la concentracion de N-acil dopaminas requerida para un efecto bioldgico especifico.

Aunque las rutas de biosintesis y catabolismo del NADA son poco conocidas, se ha
sugerido que la amida hidrolasa de &acidos grasos (FAAH) y la tirosina hidroxilasa (TH) median
la biosintesis del NADA y la catecol-O-metil transferasa (COMT) regula su catabolismo (Hu et
al, 2009). Sin embargo, se ha encontrado que en células hepaticas estrelladas la FAAH juega
un papel en la degradacién del NADA mas que en la sintesis de este (Wojtalla et al, 2012).

Ademas, la sulfatacion de las N-acil dopaminas en higado de rata y sistema nervioso por aril
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sulfotransferasas (ASTs) ha sido sugerida también como un mecanismo involucrado en el
catabolismo de NADA y OLDA, el cual puede ser diferente en los distintos tejidos (Akimov et al,
2009). Con el fin de investigar si la inhibicién de la COMT y de las ASTs pudiera inducir la
expresion de genes regulados por HIF-1o como reflejo de un aumento de NADA enddgeno,
hicimos un experimento piloto en animales tratados con inhibidores de ambas enzimas. Los
resultados mostraron que estos inhibidores no indujeron cambios en la expresién de genes
regulados por HIF-1a, indicando que los niveles enddgenos de NADA no se habian
incrementado, al menos a niveles capaces de inducir la estabilizacion HIF-1a. Ya que los
endocannabinoides en general se sintetizan bajo demanda, una posible explicacion a estos
resultados negativos es que NADA se debe inducir en primer lugar (i.e. estimulo patolégico) y
posteriormente la inhibiciébn de su catabolismo podria resultar en un mantenimiento de los

niveles elevados de NADA.

En resumen, este estudio ofrece un nuevo mecanismo de accion de las N-aclil
dopaminas con importantes consecuencias en la respuesta a hipoxia y control de la
angiogénesis en el contexto del SNC. Demostramos como el NADA puede modular la actividad
de SIAH2, afectando a la estabilidad de algunos de sus sustratos, incluyendo PHD3, HIPK2 y
DYRK2. La inhibicion de PHD3 afecta a la expresion del factor de transcripcién HIF-1a, el cual
promueve la expresion de genes como EPO, VEGFA, HMOX1, HK2 y BNIP3 que estan
implicados en la angiogénesis, neuroproteccion y supervivencia celular. El potencial
farmacolégico de la modulacién de las N-acil dopaminas abre la puerta al desarrollo de nuevas
terapias con importantes aplicaciones en la prevencién de procesos como la isquemia cerebral

y enfermedades neurodegenerativas.
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VIIl.- CONCLUSIONES.

1.- Las N-acil dopaminas, a través de su grupo dopamina, median la estabilizacién de HIF-1a a

través de mecanismos independientes de receptor.

2.- EI NADA es capaz de estabilizar a HIF-1o e incrementar su vida media.

3.- NADA induce la degradacion de PHD3 a través de la activacién de SIAH2.

4.- NADA incrementa la actividad de SIAH2 sin afectar a su dimerizacién, fosforilaciéon ni
regulacion a través de la ruta AKT.

5.- NADA incrementa la expresiébn de genes neuroprotectores e involucrados en la
angiogénesis, aumentando esta Ultima y protegiendo a las células frente a la muerte provocada
por hipoxia.
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The N-acyl conjugates of amino acids and neurotransmitters (NAANs) are a class of endogenous lipid messengers
that are expressed in the mammalian central and peripheral nervous system. Hypoxia inducible factor-1c (HIF-
1) is a transcription factor that plays a key role in the cellular adaptation to hypoxia and ischemia, and hypoxic
preconditioning through HIF-1a has been shown to be neuroprotective in ischemic models. This study showed
that N-acyl-dopamines induce HIF-1a stabilization on human primary astrocytes and neurons as well as in trans-
formed cell lines. N-arachidonoyl-dopamine (NADA)-induced HIF-1a stabilization depends on the dopamine
moiety of the molecule and is independent of cannabinoid receptor-1 (CB;) and transient receptor potential
vanilloid type I (TRPV1) activation. NADA increases the activity of the E3 ubiquitin ligase seven in absentia
homolog-2 (SIAH2), inhibits prolyl-hydroxylase-3 (PHD3) and stabilizes HIF-1ce. NADA enhances angiogenesis
in endothelial vascular cells and promotes the expression of genes such as erythropoietin (EPO), vascular endo-
thelial growth factor A (VEGFA), heme oxygenase 1 (HMOX-1), hexokinase 2 (HK2) and Bcl-2/E1B-nineteen
kiloDalton interacting protein (BNIP3) in primary astrocytes. These findings indicate a link between N-acyl-do-
pamines and hypoxic preconditioning and suggest that modulation of the N-acyl-dopamine metabolism might
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prove useful for prevention against hypoxic diseases.

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The N-acyl conjugates of amino acids and neurotransmitters
(NAANs) include compounds such as glycine, GABA or dopamine conju-
gated with long chain fatty acids. A large number of endogenous NAANs
have been reported although their physiological role remains largely
unknown [1]. Among them N-arachidonoyl-dopamine (NADA) and
N-oleyl-dopamine (OLDA) have attracted special interest because
they have been identified in brain homogenates and target receptors
of the endocannabinoid system [2]. While NADA binds to cannabinoid
type 1 receptor (CB;) and the transient receptor potential vanilloid

Abbreviations: AEA, N-arachidonoyl-ethanolamide; BNIP3, Bcl-2/E1B-nineteen
kiloDalton interacting protein; CB1, cannabinoid receptor-1; EPO, erythropoietin;
HBMECs, human brain microvascular endothelial cells; HUVECs, human umbilical vein en-
dothelial cells; HIF, hypoxia inducing factor; HK2, hexokinase 2; HMOX-1, heme oxygen-
ase 1; NADA, N-arachidonoyl-dopamine; NAANs, N-acyl conjugates of amino acids and
neurotransmitters; NF-B, nuclear factor kappa B; PALDA, N-palmitoyl-dopamine; OLDA,
N-oleyl-dopamine; PHD3, prolyl-hydroxylase-3; SIAH2, seven in absentia homolog-2;
STEARDA, N-stearoyl-dopamine; TRPV1, transient receptor potential vanilloid; VEGFA,
vascular endothelial growth factor A
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type 1 channel (TRPV-1) [2-4], OLDA is a capsaicin-like lipid with full
TRPV-1 agonist activity but devoid of affinity for CB receptors [5].

NADA has been identified in the striatum, hippocampus, cerebellum
and the dorsal root ganglion and is proposed to play a role in neuronal
pain and inflammation [2]. In different experimental models it has
been shown that NADA is a pleiotropic endocannabinoid/endovanilloid
that exerts biological activities through mechanisms that are dependent
and independent of CB; and TRPV-1 receptors. NADA had anandamide
(AEA)-like activity in mice, producing the classic tetrad of behavioral
signs characteristic of cannabinoid agonists such as increased immobil-
ity in the ring test, decreased body temperature, reduced locomotor ac-
tivity and delayed response to a thermal stimulus [4]. In addition NADA
induces hyperalgesia [2], smooth muscle contraction in the guinea pig
bronchi and bladder [6], vasorelaxation in blood vessels [7], oxidative
stress and apoptosis in hepatic stellate cells [8] and also has anti-HIV-1,
neuroprotective and antiinflammatory properties [9-13]. Their saturated
analogs N-palmitoyl-dopamine (PALDA) and N-stearoyl-dopamine
(STEARDA) were also identified as endogenous substances not activating
TRPV-1, although they significantly enhanced the TRPV-1-mediated
effects of NADA [5].

Endocannabinoids as well as other NAANs may play a major role in
neuroprotection by regulating the cellular network of communication
between the nervous and immune system during neuroinflammation
and neuronal damage [14]. However, the exact mechanisms by which
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different endocannabinoids and NAANs provide neuroprotection are far
to be understood.

Hypoxia-inducible factor (HIF)-1 mediates the endogenous adaptive
program to hypoxia, and manipulation of components of the HIF-1
pathway results in neuroprotection in different experimental models
[15]. Therefore the development of novel compounds with hypo-
ximimetic activity is of interest for the treatment of hypoxic CNS dis-
eases. In the context of deprivation of oxygen, cells adapt through up-
regulation of the HIF-1« protein, which, together with HIF-13 forms
the transcription factor HIF-1 [16,17]. Under normoxic conditions, HIF-
1o levels are controlled by hydroxylation on proline 402 and 564 medi-
ated by prolyl-hydroxylases (PHDs), which function as oxygen sensors
[18]. The hydroxylated HIF-1cx increased its affinity for the tumor-sup-
pressor protein von Hippel-Lindau (VHL), a component of an E3 ubiqui-
tin ligase complex together with elongin B, C and cullin [19-21]. This
complex mediates poly-ubiquitination of HIF-1a, which causes its deg-
radation by the 26S proteasome [22]. On the other hand, under hypoxic
conditions HIF-1a hydroxylation is decreased because reduced steady
state levels of PHDs, which is controlled by SIAH (seven in absentia
homolog) proteins by poly-ubiquitination and proteosomal degrada-
tion [23]. Low levels of oxygen cause the association between PHD3
and SIAH2, which favors the incorporation of other PHDs, resulting in
the degradation of these enzymes and subsequent HIF-1« stabilization.
In summary, SIAH2 plays a key role in the regulation of hypoxia response
by modulating HIF-1« stability. This role was confirmed by the analysis
of Siah2~/~ mice, which show a blunted response to hypoxia [23]. Sim-
ilarly, the interference of SIAH2/PHD binding reduces hypoxia-mediated
up-regulation of HIF-1aw and impairs neoangiogenesis in a syngeneic
mouse model [24].

The SIAH protein family belongs to the RING (Really Interesting
New Gene) finger E3 ubiquitin ligases, which in humans is formed
by two subunits (SIAH1 and SIAH2) with similar and redundant
functions encoded by different genes [25-28]. SIAH2 is responsible
for ubiquitination and proteosomal degradation of specific sub-
strates, interacting with them either directly or through adapter
proteins [29-32]. SIAH2 substrates are involved in important signal-
ing pathways that have been described, such as PHDs, PML, HDAC3,
3-catenin, HIPK2 and DYRK2 [23,29,31,33-35]. SIAH2 expression
and activity could be regulated at different levels. It has been de-
scribed that SIAH2 levels are modulated at the transcriptional level
by estrogens [17] and in response to transcription factors such as
WNT5a and E2F1 [36,37]. In the same sense, the small noncoding
microRNA MiR-146D targets the SIAH2 mRNA for degradation in re-
sponse to TGF( signaling [38]. At the protein level, different post-
translational modifications have been described for SIAH2, its capac-
ity to control their availability and activity by autoubiquitination
being the most relevant under normal physiological conditions
[39]. Under stress conditions, SIAH2 levels could be modulated by
phosphorylation performed by upstream kinases. For instance,
SIAH2 is phosphorylated by p38 MAPK, increasing its ability to de-
grade PHD3 [40]. Moreover, we have previously showed that two
members of the dual-specificity tyrosine-regulated kinase (DYRK)
family, HIPK2 and DYRK2, induce a strong phosphorylation of
SIAH2 modifying its activity [29,35]. Several peptides able to modify
SIAH2 activity have been described [24,41]. However, vitamin K3
(menadione) is to date the only chemical compound described able
to affect SIAH2 levels and activity through a redox-independent
mechanism [42].

The aims of this study were to determine the capacity of N-acyl-
dopamines and related lipids to regulate hypoxia-dependent mech-
anisms in neuronal and non-neuronal cells. Herein we show for the
first time that N-acyl-dopamines mediate HIF-1a stabilization
through CB;- and TRPV-1-independent mechanisms. Moreover, we
demonstrate that NADA specifically increases the activity of SIAH2
enhancing PHD3 degradation. As a consequence, NADA acts as a
hypoximimetic agent, regulating a large number of genes involved

in the hypoxia response and inducing angiogenesis in primary vascu-
lar endothelial cells. Our results provide new insights into the neuro-
protective mechanisms of N-acyl-dopamines and open new research
avenues for the development of novel therapeutic strategies for the
management of CNS diseases.

2. Material and methods
2.1. Cell cultures

HEK-293T, HeLa, SK-N-SH, U87, M03.13, control MEFs (mouse em-
bryonic fibroblasts) and Siahla=/~/Siah2 =/~ MEF cells were main-
tained in DMEM medium supplemented with 10% FBS and 1% (v/v)
penicillin/streptomycin at 37 °C in a humidified atmosphere containing
5% CO,. HUVECs were maintained in medium 199 supplemented with
20% FBS, 2 mM penicillin/streptomycin (10,000 U and 10 mg/ml, re-
spectively), 2 mM amphotericin B, 2 mM L-glutamine, 10 mM Hepes,
30 mg/ml ECGS, and 100 mg/ml heparin. Primary cells were purchased
from ScienCell (Carlsbad, CA, USA). Human brain microvascular endo-
thelial cells (HBMECs) were maintained in endothelial cell medium
(ScienCell, P60104) supplemented with 5% FBS, 1% ECGS and 1% penicil-
lin/streptomycin. Human astrocytes were maintained in astrocyte
medium (ScienCell, P60101) supplemented with 2% FBS, 1% AGS and
1% penicillin/streptomycin solution. Human neurons from cortex were
maintained in neuronal medium (ScienCell, P60157) supplemented
with 1% NGS and 1% P/S solution. Hypoxia was induced by the culture
of cells in a New Brunswick Galaxy 48R incubator at 1% O, concentration.

2.2. Transfection, plasmids and reagents

Transient transfections were carried out with Roti-Fect (Carl Roth)
and harvested between 36 and 48 h after transfection. DNA amounts
in each transfection were kept constant after the addition of empty ex-
pression vector. Flag-SIAH2, HA-SIAH2, Flag-SIAH2 RM (Ring Mutant,
H98A/C101A), Flag-SIAH-5A (Ser16, Thr26, Ser28, Ser68, and Thr119
to alanine), Flag SIAH-5D (Ser16, Thr26, Ser28, Ser68, and Thr119 to
aspartic acid) and HA-Ubiquitin were previously described [29,35].
Flag-PHD3 was a gift from Dr. Frank S. Lee (Pennsylvania School of Med-
icine) and Epo-Luc was a gift from Dr. M. L. Schmitz (Univ. of Giessen,
Germany). N-arachidonoyl-dopamine (NADA), N-oleoyl-dopamine
(OLDA), dopamine and cycloheximide were from Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA). N-palmitoyl-dopamine (PALDA) and AM251
were from Cayman Chemicals (Ann Arbor, MI, USA). N-stearoyl-dopamine
(STEARDA) was from Tocris Bioscience (Bristol, UK). N-arachidonoyl-L-
tyrosine, N-arachidonoyl-ethanolamide (AEA), N-(4-hydroxyphenyl)-
arachidonoyl ethanolamide (AM404), LY 294002 and MG-132 were
from Enzo Life Science (Lausen, Switzerland). SB705498 was from
Selleck Chemicals LCC (Houston, TX, USA). Hydroxytyrosol esters
were a gift from Prof. Giovanni Appendino (UNIPMN, Novara, Italy).
Scramble control oligonucleotide siRNA non-targeting pool (D-001810-
10-20) and the siGENOME SMARTpool against SIAH2 (M-006561-02)
were purchased from Dharmacon (Waltham, MA, USA).

2.3. Western blotting and antibodies

Protein soluble fractions were obtained by lysing the cells in 100 pl of
NP-40 buffer (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM Nacl, 10% glycerol and
1% NP-40) supplemented with 10 mM NaF, 1 mM Na3VOy, 10 pg/ml
leupeptine, 1 pg/ml pepstatin and aprotinin, and 1 pl/ml PMSF saturat-
ed. After centrifugation the supernatants were mixed with SDS sample
buffer and boiled at 95 °C. Proteins were electrophoresed in 8-10% sodi-
um dodecyl sulfate polyacrylamide gel (SDS-PAGE) and transferred to
polyvinylidene difluoride membranes (20 V and 30 min per mem-
brane). After blocking with non-fat milk or BSA in TBST buffer, primary
antibodies were added. The washed membranes were incubated with
appropriate secondary antibodies coupled to horseradish peroxidase
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that were detected by an enhanced chemiluminescence system (USB).
Antibodies against the FLAG epitope (clone M2) and anti-R-actin (AC-
74) were purchased from Sigma-Aldrich. Anti-SIAH2 (sc-5507) and
anti-DYRK2 (sc-66867) was obtained from Santa Cruz (Santa Cruz, CA,
USA). Anti-HIPK2 was a gift from Dr. M. L. Schmitz and has been de-
scribed previously [43]. Anti-HA epitope (clone 3F10) was purchased
from Roche Molecular Biochemicals (Mannheim, Germany). Anti
HIF-1a (610959) was from BD Biosciences (Madrid, Spain), anti-
PHD3 (ab30782) and anti-PHD2 (ab109088) from Abcam (Cambrigde,
UK), and anti-phospho-Akt Ser473 (9271) from Cell Signaling Technol-
ogy (Danvers, MA, USA).

2.4. Inmunoprecipitation

Cells were washed in PBS, collected by centrifugation and the pellet
was lysed in IP buffer (50 mM Hepes pH 7.5, 50 mM NaCl and 1% Triton
X-100) supplemented with 5 mM EGTA, 20 mM Na4P,07, 50 mM NaF,
1 mM Na3VO,4, 2 mM PMSF and 10 pg/ml of leupeptine, aprotinin and
pepstatin. Before immunoprecipitation, cell lysates were pre-cleared
with protein A/G PLUS agarose (Santa Cruz). Lysates were incubated
with 1 pg of antibody together with 25 pl of the protein A/G. After rotat-
ing for 4 h at4 °C, the beads were washed 5 times in IP buffer and eluted
in 1.5 SDS sample buffer, followed by western blotting.

2.5. Luciferase reporter assays

Cells were collected, washed in PBS and lysed in luciferase buffer
(25 mM Tris-phosphate pH 7.8, 8 mM MgCl,, 1 mM DTT, 1% Triton
X-100, and 7% glycerol). Luciferase activity was measured using an
Autolumat LB 953 (EG&G Berthold, USA) following the instructions
of the luciferase assay kit (Promega, Madison, WI, USA).

2.6. RNA extraction and qRT-PCR

Cells were collected in PBS and total RNA was extracted using the
High Pure RNA Isolation Kit (Roche). Reverse transcription was per-
formed with the iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad, Madrid, Spain).
Real-time PCR was employed with GoTaq qPCR Master Mix (Promega)
in an iCYCLER detection system (Bio-Rad). The amplification profile
consisted of an initial denaturation for 5 min at 95 °C and then 40 cycles
of 30 s at 95 °C, annealing for 30 s at 60 °C, and elongation for 30 s at
72 °C.Acycle of 10 s at 83 °C and a final extension for 1 min was carried
out at 72 °C. Amplification efficiencies were validated and normalized
against -actin, and fold change in gene expression was calculated
using the 2~ 24 method. The following primers were used:

HIF-1o-forward: 5'-GAAAGCGCAAGTCTTCAAAG-3’
HIF-1a-reverse: 5-TGGGTAGGAGATGGAGATGC-3’
SIAH2-forward: 5’-CTATGGAGAAGGTGGCCTCG-3’
SIAH2-reverse: 5'-CGTATGGTGCAGGGTCAGG-3’
HK2-forward: 5’- CAAAGTGACAGTGGGTGTGG-3’
HK2-reverse: 5'- GCCAGGTCCTTCACTGTCTC-3’
BNIP3-forward: 5'-GCTCCCAGACACCACAAGAT-3’
BNIP3-reverse: 5'-TGAGAGTAGCTGTGCGCTTC-3’
HMOX1-forward: 5'-AAGATTGCCCAGAAAGCCCTGGAC-3’
HMOX1-reverse: 5'-AACTGTCGCCACCAGAAAGCTGAG-3’
VEGF-forward: 5'-AGGAGGAGGGCAGAATCATCA-3’
VEGF-reverse: 5'-CTCGATTGGATGGCAGTAGCT-3’
-actin-forward: 5’-GCTCCTCCTGAGCGCAAG-3’
B-actin-reverse: 5'-CATCTGCTGGAAGGTGGACA-3’

2.7. PCR array

One microgram of RNA was transcribed to cDNA using the RT? First
Strand Synthesis Kit (SABiosciences, Frederick, MD, USA) and analyzed

using the human hypoxia signaling pathway PCR array (PAHS-032,
SABiosciences) and the RT? SYBR green qPCR master mix (330510,
SABiosciences). Each array consists of 84 genes involved in hypoxia-
related signaling, as well as 12 sequences to control for loading and
cDNA quality. The fold change in gene expression was calculated using
the 2722 method and five housekeeping genes for normalization fol-
lowing the manufacturer's instructions. Each array was performed in
triplicate.

2.8. Angiogenesis assays

HUVECs and HBMECs (2 x 10%) were seeded over a uniform
layer of Matrigel (BD Biosciences) in a 96-well plate. After 12 h
cells were washed with PBS and stained with 5 uM Calcein-AM
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Tube formation was analyzed
using a 4x objective and a BD Pathway 855 Bioimager. Attovision
v 1.7 BD software was used to quantify the total length and branch
points of tubes.

2.9. Cell viability assay

SK-N-SH cells were seeded in a 96-well plate (7 x 10> per well) for
24 h, pretreated or not with NADA 10 uM for 3 h, and then subjected or
not to hypoxia (1% O,) for 3 h. MTT reagent (5 mg/ml, Sigma-Aldrich)
was added and incubated for 3 h at 37 °C in darkness. The formazan
crystals were solubilized by the addition of 100 L DMSO and the absor-
bance at 550 nm was measured using a Multifunction Microplate Read-
er (TECAN GENios Pro, Switzerland). All determinations were carried
out in triplicate.

2.10. Statistical analysis

Data are expressed as mean + SD. Differences were analyzed by
Student's t test. P < 0.05 was considered significant. Images were ana-
lyzed and quantified using the Image] v1.45 software (http://rsbweb.
nih.gov/ij/). Statistical analyses were performed using GraphPad Prism
version 6.00 (GraphPad, San Diego, CA, USA).

3. Results

3.1. N-acyl-dopamines mediated HIF-1c stabilization through CB;- and
TRPV-1-independent mechanisms

To investigate the effect of several N-acyl-dopamines and related
compounds on the hypoxia response pathway we determined firstly
the steady state levels of HIF-1a protein in neuronal and non-
neuronal cell lines. In Fig. 1A it is shown that both NADA and OLDA in-
duced HIF-1a expression at the protein level to the same extent than
exposure to low levels of O, (1%) in HEK-293T and SK-N-SH cells. In
contrast neither AEA nor dopamine was able to induce HIF-1cx expres-
sion in these cell lines. AM404, a hybrid molecule with CB; and
TRPV-1 agonistic activities, also failed to induce HIF-1o expression.
Using specific chemical antagonists we investigated the involve-
ment of CB; and TRPV-1 receptors in NADA-induced HIF-1a expres-
sion in SK-N-SH cells. We found that neither AM251 (CB; antagonist)
nor SB705498 (TRPV-1 antagonist) inhibited the effects of NADA on
HIF-1 (Fig. 1B).

N-acyl-dopamines are conjugates of fatty acids with dopamine via
an amide bond. To investigate the role of the dopamine moiety in the
induction of HIF-1ax we treated HEK-293T and SK-N-SH cells with the
four endogenous N-acyl-dopamines described so far [2,5], namely
NADA, OLDA, PALDA and STEARDA. As depicted in Fig. 1C all the
N-acyl-dopamines analyzed were able to induce HIF-1o expression.
Moreover, related endogenous endolipids such as N-arachidonoyl-
L-tyrosine or synthetic analogs based on hydroxytyrosol, a metabo-
lite of dopamine, such as arachidonoyl hydroxytyrosol ester, oleyl
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Fig. 1. N-acyl-dopamines mediate CB;/TRPV1-independent HIF-1c stabilization. (A) HEK-293T and SK-N-SH cells were incubated with the different compounds at the indicated doses for
6 h. Hypoxia was induced by the cultivation of cells at 1% O, concentrations for 6 h. The expression of HIF-1a protein was determined by immunoblot analysis. (B) SK-N-SH cells were
incubated with AM251 (CB, antagonist) or SB705498 (TRPV-1 antagonist) for 30 min and stimulated with NADA (10 uM) for 6 h. The expression of HIF-1ow protein was determined by
immunoblot analysis. We show a representative blot of three independent experiments. (C) Upper panel: cells were treated with the indicated compounds at the same concentration
(10 uM) for 6 h and hypoxia was induced as described above. We show a representative blot out of three independent experiments and the positions and molecular weights (in kDa)
are indicated. Lower panel: Chemical structures.

hydrotyrosol ester and palmitoyl hydrotyrosol ester failed to induce 3.2. NADA stabilizes HIF-1c in different neuronal cell types

HIF-1a in SK-N-SH cells (Fig. 2A and B). Altogether these results indi-

cate that the hydroxyl groups of the dopamine moiety are critical for To study whether this HIF-1a regulatory mechanism is present in
the hypoximimetic activity of N-acyl-dopamines. different neuronal cells we analyzed the effect of NADA on M03.13
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(oligodendroglial) (Fig. 3A) and U87 (gliobastoma) (Fig. 3B) cell lines.
The cells were either subjected to hypoxia (1% O,) or stimulated with
NADA and the levels of HIF-1a detected by immunoblot. In both cell
lines NADA induced HIF-1a expression at levels similar to those obtain-
ed in response to hypoxia. To further investigate the effect of NADA on
primary cells we used human primary astrocytes and neurons. We
found that NADA also induced HIF-1ae expression in astrocytes
(Fig. 3C) and in neurons (Fig. 3D), although in the case of astrocytes
the levels were lower than those obtained in response to hypoxia. The
differential effect of NADA in the cells analyzed may reflect the singular
expression of the specific target(s) for NADA to induce HIF-1a
expression.

Next, we investigated the effect of NADA on the HIF-1a expression
at the mRNA and protein levels in SK-N-SH cells. As shown in Fig. 3E,
NADA stimulation significantly increased HIF-1caw expression at the pro-
tein level. However, the levels of mRNA for HIF-1a were not significant-
ly changed as revealed by qPCR. Likewise, we monitored HIF-1cx protein
half-life after NADA and hypoxia treatment in the presence of the
protein synthesis inhibitor cycloheximide (CHX). As shown in Fig. 3F,
HIF-1a half-life was higher in the NADA treatment compared to the
hypoxia condition (22.1 vs 7.9 min). Altogether these results clearly
indicate that NADA directly affects HIF-1ax stabilization.

3.3. NADA induces degradation of PHD3 and does not synergize with hypoxia
to stabilize HIF-1«

To study in detail the HIF-1c regulatory pathway in response to stim-
ulation with N-acyl-dopamines, SK-N-SH cells were treated with NADA
at the indicated times and the steady state levels of HIF-1a, PHD2 and
PHD3 proteins analyzed by immunoblotting. As shown in Fig. 4A
(upper panel), NADA caused a clear HIF-1a stabilization after 1 h, had
a peak at 3 h and started to decrease after 6 h. The HIF-1a stabilization
was accompanied by a gradual decrease in PHD3 levels, without affecting
the PHD2 levels. In parallel, to evaluate the effect of HIF-1c stabilization
by NADA, SK-N-SH cells were transiently transfected with the HIF-
dependent reporter constructs Epo-Luc (containing an HIF-responsive
element from the erythropoietin gene) and stimulated in the same con-
ditions described above (Fig. 4A, lower panel). These results clearly indi-
cate that HIF-1a stabilization mediated by NADA is also accompanied by
an increase of the transactivation capability of HIF-1c.

Next, we were interested in determining if NADA affected the induc-
tion of HIF-1at in cells cultured under hypoxic conditions. SK-N-SH cells
were subjected to hypoxia (1% O-,) in the presence or the absence of
NADA. We found that NADA causes HIF-1« stabilization with levels sim-
ilar to those obtained under hypoxia conditions, and the combination of
both stimuli produced no significant change (Fig. 4B). Similar to the pre-
vious experiment, PHD2 levels were almost unaffected in response to
both conditions, whereas PHD3 levels clearly decreased in relation to
HIF-1ow expression. As expected, the transcriptional activity of HIF-1o
on the Epo-Luc reporter was not affected by the treatment of hypoxic
cells with NADA (Fig. 4B, lower panel). Collectively, these experiments
suggest that HIF-1a stabilization mediated by NADA is conducted
through a signaling pathway that is also activated in response to hypox-
ia without affecting PHD2 expression.

Finally, and knowing HIF-1a stabilization kinetics in response to
NADA, we decided to calculate EC50 after 3 h of stimulation (Fig. 4C).
Endocannabinoids such as AEA can bind bovine serum albumin and
this property could interfere to establish the potency of NADA in cell
cultures [44]. Therefore, SK-N-SH cells were grown for 12 h in the pres-
ence or absence of FCS and stimulated with different concentrations of
NADA. HIF-1a levels were analyzed by western blotting and quantified
through densitometry using actin as the housekeeping protein. We
found that NADA has an EC50 of 2.6 uM, which was reduced to 2.3 pM
after serum withdrawal.

3.4. SIAH2 expression is affected by NADA

To determine the mechanism of action of NADA on hypoxia response
pathway, firstly we studied the effect of this N-acyl-dopamine on the
SIAH2 protein. This ubiquitin ligase controls HIF-1a levels mainly
through PHD3 degradation in response to low levels of oxygen (1% to
5% oxygen) [23]. To assess this point, different amounts of SIAH2 were
co-expressed with PHD3 in the presence or absence of NADA. As
shown in Fig. 5A, SIAH2 expression degraded PHD3 in a dose-
dependent manner, whereas HIF-1a levels did not change significantly.
Contrary to our expectations, NADA stimulation produced a clear inhibi-
tion of SIAH2 expression and therefore we investigated the impact of
NADA on the endogenous SIAH2 levels. As shown in Fig. 5B, increasing
amounts of NADA resulted in a dose-dependent decrease in SIAH2 pro-
tein levels without affecting the gene expression, indicating that the ef-
fect of NADA on SIAH2 expression relied at the protein level. To further
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Fig. 3. NADA stabilizes HIF-1ax in different neuronal cells. MO3.13 (A) and U87 (B) cells were either subjected to hypoxia (1% O,) or stimulated with NADA (+, 1 uM; ++, 10 uM) for 6 h
and analyzed for HIF-1ax expression as shown. (C) Human primary astrocytes were either subjected to hypoxia (1% O,) or stimulated with NADA (10 pM) for 6 h. HIF-1ct expression was
analyzed by immunoblotting with the indicated antibody. (D) Human primary neurons were incubated for 6 h with NADA (10 uM). The expression of HIF-1ax protein was determined by
immunoblot analysis. We show a representative blot out of three independent experiments. (E) SK-N-SH cells were stimulated with NADA (10 uM) for 6 h, lysed and further analyzed for
HIF-1a protein expression by immunoblots (upper panel) and mRNA expression by qPCR (lower panel). Data are mean 4 SD of n = 3 experiments. (F) SK-N-SH cells were either sub-
jected to hypoxia (1% O,) or stimulated with NADA (10 uM) for 6 h, washed twice with PBS and treated with the protein synthesis inhibitor cycloheximide (CHX) (40 pg/ml) for the in-
dicated time. HIF-1aw expression was analyzed by immunoblotting using actin expression as the loading control. We show a representative blot out of three independent experiments.

investigate this possibility we expressed SIAH2 and the cells were treat-
ed with NADA in the presence or absence of the proteasome inhibitor
MG-132. We found that NADA strongly inhibited SIAH2 expression
and this effect was almost completely abolished in the presence of
MG-132. Altogether our data indicate that NADA-mediated SIAH2 deg-
radation is performed by the proteasome (Fig. 5C).

To demonstrate the contribution of SIAH2 in NADA-induced HIF-1a
stabilization, we knocked down SIAH2 by siRNA treatment. As shown in
Fig. 5D (and Supplementary Fig. 1), SIAH2 silencing drastically reduced
the expression of HIF-1« in response to NADA treatment. Similarly, in-
hibition of SIAH2 expression induced stabilization of PHD3 in response
to NADA. A comparison of MEFs lacking Siah1a/2 revealed that NADA-
induced PHD3 degradation was more prominent in wild type cells
(Fig. 5E). Finally, and to confirm the role of PHD3 on HIF-1a stabilization
in response to NADA, we over-expressed PHD3 and analyzed the effect
of NADA on endogenous HIF-1a expression. As shown in Fig. 5F, trans-
fection of PHD3 decreased NADA-induced stabilization of HIF-1c,

suggesting that the abundance of PHD3 is determinant to mediate
NADA-induced HIF-1a stabilization. Collectively, these experiments
showed that SIAH2 and PHD3 play a relevant role, but not exclusively,
in NADA-induced HIF-1a stabilization. However other proteins with
function similar to SIAH1 and PHD1 could also exhibit functional redun-
dancy in this process.

3.5. NADA increases SIAH2 activity and decreases SIAH2 protein level

Are N-acyl-dopamines affecting SIAH2 activity? One of the main
characteristics of RING domain E3 ubiquitin ligases is their ability to
limit their own availability through self-ubiquitination and degradation
[39]. The capacity of NADA to inhibit the expression of both SIAH2 and
its substrate PHD3 (Fig. 5A) led us to consider the possibility that this
N-acyl-dopamine is increasing the E3 ligase activity of SIAH2, and there-
fore its own degradation. To test this hypothesis, first we analyzed the
effect of NADA on a SIAH2 point ligase-deficient mutant (SIAH2 RM,
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Fig. 4. NADA does not synergize with Hypoxia. (A) SK-N-SH cells were transfected with a HIF-1a-responsive vector, and erythropoietin promoter-controlled luciferase construct (Epo-
Luc). Twenty-four hours later, cells were stimulated with NADA (10 pM) at the indicated times, lysed and further analyzed for HIF-1ot, PHD2 and PHD3 expression by immunoblots
(upper panel) and luciferase expression (upper panel). Data are mean + SD of n = 3 experiments. *P = 0.0039, **P < 0.0001. (B) SK-N-SH cells were transfected with Epo-Luc vector
and 48 h later were either subjected to hypoxia (1% O,) or/and stimulated with NADA (10 uM) for 6 h. Cells were harvested and one aliquot was analyzed for the levels of the HIF-1c,
PHD2 and PHD3 proteins by immunoblots while another aliquot was used to study luciferase expression. Data are mean + SD of n = 3 experiments. *P < 0.0001. (C) SK-N-SH cells
were grown in medium with or without FCS (fetal calf serum) for 12 h and were either subjected to hypoxia (1% O,) for 6 h or stimulated with NADA at the indicated concentration
for 3 h. HIF-1ae expression was analyzed by immunoblotting with the indicated antibody. We show a representative blot out of three independent experiments.

Ring Mutant, H98A/C101A). As shown in Fig. 6A, NADA did not affect
the stability of SIAH2 RM in the absence or presence of MG-132 and sim-
ilarly to the previous results, NADA induced HIF-1a stabilization. These
findings support the hypothesis that NADA can affect SIAH2 self-
degradation, since its effect depends on intact RING domain.

To determine whether NADA altered SIAH2 stability, we monitored
SIAH2 half-life in the presence of cycloheximide (CHX). As shown in
Fig. 6B, HEK-293T cells stimulated with NADA reduced the half-life of
SIAH2 protein from 6 to 3 h. However, no significant change was ob-
served in the case of SIAH2 RM. All these data suggest that NADA ability
to reduce SIAH2 stability is due to its ability to increase the E3 ligase ac-
tivity of SIAH2. To demonstrate that NADA increases SIAH2 activity by
affecting its auto-ubiquitination, we decided to compare the SIAH2
ubiquitination levels in the presence or absence of NADA. We co-
expressed HA-Ubiquitin and Flag-SIAH2 with or without NADA in the
presence of MG-132, and analyzed the ubiquitination status of SIAH2
after immunoprecipitation and immunoblotting. These experiments
showed that NADA strongly stimulated basal SIAH2 polyubiquitination
(Fig. 6C), and demonstrated that NADA increased SIAH2 activity.

We next undertook experiments designed to determine how NADA
affects SIAH2 protein regulation. Firstly, we explored the possibility that
NADA could be altering the SIAH2 dimerization, one of the key regulato-
ry mechanisms that control its catalytic activities. Co-expression of Flag-
SIAH2 and HA-SIAH2 in HEK-293T cells showed strong interaction in
the presence and absence of NADA (Fig. 7A). No differences were

observed between the SIAH2 expression after the immunoprecipitation
in the presence of NADA and the input levels, indicating that SIAH2 di-
merization is not affected. Similar results were obtained using the
SIAH2-RM mutant (Fig. 7B). Secondly, since it has been previously de-
scribed that the PI3K/AKT pathway mediated the regulation of SIAH2
expression [45], we analyzed the possible role of this pathway on
NADA-induced HIF-1o expression. To this end, the cells were stimulat-
ed with NADA in the absence and the presence of a LY 294002, a PI3K
inhibitor, and the expression of phospho-AKT and HIF-1a determined
by immunoblots. We found that NADA slightly increased AKT phos-
phorylation but HIF-1aw expression was not affected in the presence of
LY 294002 (Fig. 7C), which indicates that the AKT pathway is not in-
volved in this process.

Next, we asked whether the SIAH2 phosphorylation level, the best-
described mechanisms responsible for regulating SIAH2 activity, was in-
volved in this process. Several protein kinases able to phosphorylate
SIAH2 in different residues modifying their activity have been described
[29,35,40]. We study the ability of NADA to alter SIAH2 wild type stabil-
ity compared with the SIAH2 mutants where all the phosphorylation
sites described have been either mutated to alanine (SIAH2-5A; Ser16,
Thr26, Ser28, Ser68, and Thr119) or in a phosphorylation-mimicking
fashion to aspartic acid (SIAH2-5D). HEK-293T cells were transfected
with Flag-SIAH2-WT, Flag-SIAH2-5A, and Flag-SIAH2-5D and treated
with NADA. We found that SIAH2 stability in all the cases was inhibited
by NADA to a similar extent (Fig. 7D). Similarly, NADA did not affect the
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Fig. 5. SIAH2 expression is affected by NADA. (A) HEK-293T cells were transfected with the indicated plasmids to express Flag-PHD3 and different amounts of SIAH2. After 36 h, NADA (10 puM) was added for
another 6 h. Cells were lysed and protein expression was evaluated by immunoblot with the indicated antibodies. (B) HEK-293T cells were stimulated with NADA (+, 1 piM; ++-, 10 uM) for 10 h, and
harvested and one aliquot was analyzed for the levels of the SIAH protein by immunoblot (upper panel) while another aliquot was analyzed by qPCR to measure SIAH2 mRNA levels (lower panel). Data
are mean + SD of n = 3 experiments. The values below the gels indicate SIAH2 protein signal intensities (quantified using Image]) after normalization to actin signal intensities. (C) HEK-293T cells were
transfected to express Flag-SIAH2 and stimulated with NADA (10 M) in the presence or absence of 10 pM of MG-132 as shown. Cell lysates were analyzed by immunoblot with the indicated antibodies.
(D) HEK-293T cells were transfected with 100 nM of SIAH2 or scrambled (control) siRNAs. After 4 days, cells were stimulated with NADA (10 pM) for 10 h, and lysed and one aliquot was analyzed for
the levels of endogenous protein expression by immunoblot with the indicated antibodies (upper panel, one representative experiment out of three replicates is shown. Supplementary Fig. 1) while another
aliquot was analyzed by PCR to measure SIAH2 mRNA levels (lower panel). Data are mean = SD of n = 3 experiments. **P< 0.001. The values below the gels indicate SIAH2, PHD3 and HIF-1cx protein signal
intensities (quantified using ImageJ) after normalization to actin signal intensities. (E) Knockout MEFs lacking Siah1a and Siah2 genes and wildtype controls were treated for 6 h with NADA (10 uM), and lysed and
PHD3 endogenous protein expression was evaluated by immunoblot using actin expression as the loading control. The values below the gels indicate PHD3 protein signal intensities (quantified using ImageJ) after
normalization to actin signal intensities. (F) HEK-293T cells were transfected with Flag-PHD3 to obtain a similar PHD3 level to endogenous after 6 h of stimulation with NADA (10 piM). Cells were lysed and protein
expression was evaluated by immunoblot with the indicated antibodies. The values below the gels indicate HIF-1cx protein signal intensities (quantified using Image]) after normalization to actin signal intensities.
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Fig. 6. NADA increases SIAH2 activity and decreases SIAH2 protein expression. (A) HEK-293T cell were transfected to express SIAH2 Ring Mutant (RM) and after 36 h were stimulated with
NADA (10 uM) in the presence or absence of MG-132. After 10 h, cells were lysed and SIAH2 and HIF-1ax protein expression was analyzed by immunoblot. The values below the gels in-
dicate SIAH2 and HIF-1a protein signal intensities (quantified using Image]) after normalization to actin signal intensities. (B) HEK-293T cells were transfected with FLAG-SIAH2 wild-type
(WT) or SIAH2 Ring Mutant (RM) and treated with the protein synthesis inhibitor cycloheximide (CHX) (40 pg/ml) for 0.5, 1, 2,4, and 6 h in the presence or absence of NADA (10 puM). Cell
lysates were analyzed by immunoblot using actin expression as the loading control. The graph represents the mean 4= SD of band density from 3 different experiments. (C) HEK-293T cells
were transfected with Flag-SIAH2, and HA-tagged ubiquitin and 36 h later stimulated with NADA (10 uM) in the presence of MG-132. A fraction of the extract was analyzed by western
blotting for the occurrence and ubiquitination of SIAH2 (INPUT, lower panel). Another aliquot was lysed and subjected to immunoprecipitation (IP, upper panel) using anti-Flag antibody.
After elution the Flag-SIAH2 protein was detected by western blotting. The position of ubiquitinated SIAH2 is indicated.

SIAH2 phosphorylation levels mediated by HIPK2 (Fig. 7E). Moreover,
NADA induced a clear inhibition in the expression of both over-
expressed and endogenous HIPK2 and DYRK?2 proteins (SIAH2-specific
substrates) (Fig. 7F and G). All these results indicate that SIAH2 phos-
phorylation is not involved in the mechanism of action of NADA.

3.6. NADA increases the expression of neuroprotective genes and angiogenesis

To determine the consequences of HIF-1« stabilization mediated by
NADA, next we decided to study its effect on gene expression. Human

primary astrocytes were stimulated with NADA (10 uM for 6 h) and
mRNA levels of 84 genes involved in the hypoxia response pathway
were studied through qPCR array analysis (Fig. 8A). From the analyzed
genes, 18 showed changes when compared with the normoxic situation
(Table 1). Interestingly, HIF-1a target genes such as HMOX1, HK2,
VEGFA and BNIP3 are related with cell survival and neuroprotection
and were upregulated by NADA in primary astrocytes.

Next we analyzed in detail the expression of selected genes by qRT-
PCR, to determine if NADA affected their induction in human primary
astrocyte cells cultured under hypoxic conditions. As shown in Fig. 8B,
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NADA induced the expression of HMOX1, HK2 and BNIP3 to levels sim-
ilar to those obtained under hypoxia conditions, and the combination of
both stimuli produced no significant changes. In contrast, we observed a
synergy of both stimuli in the case of VEGFA expression.

To further evaluate N-acyl-dopamines’ capacity to induce cell surviv-
al in response to hypoxia, we decided to investigate the potential
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cytoprotective effect of NADA in response to hypoxia in an in vitro
model of hypoxia-induced cell death [46,47]. SK-N-SH cells were
pretreated or not with NADA for 3 h and then subjected to hypoxia for
3 more hours. As shown in Fig. 8C, NADA alone did not affect cell viabil-
ity but significantly (P = 0.0036) protected the cells from hypoxia-
induced cytotoxicity. Finally, to test the functional consequences of
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NADA stimulation in a physiological model, we measured endothelial
cell tube formation as a model of angiogenesis. Human umbilical vein
endothelial cells (HUVECs; Fig. 8D) and human brain microvascular en-
dothelial cells (HBMECs; Fig. 8E) were stimulated with NADA (10 pM)
for 6 h and tube formation was quantified using a BD Pathway TM
Bioimager. NADA stimulation resulted in an increase in the branch
points of tubes in HUVEC and HBMEC and in an increase in the total
length of tubes in HUVEC but not in HBMEC.

4. Discussion

Neuronal damage secondary to brain injuries such as cerebral hyp-
oxia and neurodegenerative process, is a complex process that involves
inflammatory changes. The activation of a common mechanism related
to survival or cell death, mediated by the stabilization and trans-
activation of HIF-1a, has been observed in these conditions. PHDs are
the gatekeepers for the oxygen-dependent degradation of HIF-1cx and
also function as integrated sensors of cellular metabolism [48]. The
phenomenon that hypoxic preconditioning (HP) protects against
subsequent severe anoxia was discovered approximately two decades
ago, and subsequently has been demonstrated in different hypoxic
model systems [15]. Therefore PHD inhibition by hypoximimetic
small-molecules represents an interesting strategy or the development
of neuroprotective therapies and for prevention against hypoxic
conditions [15].

We previously described that NADA and OLDA also inhibit NF-«B
by targeting the phosphorylation of p65/RelA [9]. Although the role of
NF-KB in neuroprotection has been controversial, it has been shown
that NF-kB inhibition results in neuroprotection in different experimen-
tal models. Microglial NF-«B activation has been proposed to promote
brain damage via induction of pro-inflammatory cytokines [49]. In addi-
tion, strong evidence indicates that NF-kB activation in neurons contrib-
utes to ischemia-induced neuronal injury [49]. Thus, N-acyl-dopamines
may exert neuroprotective activity through pleiotropic mechanisms
that include at least HIF-1o induction, NF-kB inhibition and CB;
activation.

What is the mechanism responsible for the observed effect of N-
acyl-dopamines in this study? Different conditions able to modify
the levels and activity of SIAH family proteins, including glucose
level changes, DNA damage, apoptosis and hypoxia have been de-
scribed [23,50-53]. In the literature there are only a few data about
the regulation capacity of SIAH2 at a transcriptional level in response
to these stimuli [36,37,54]. However, there is an abundance of mech-
anisms mediated through post-translational modifications. It has
been described that activation of the AKT pathway can increase tran-
scription levels of SIAH2, modulating hypoxic signaling through
PHD3 degradation and HIF-1a stabilization [45]. Experiments of
HIF-1a stabilization in response to NADA were not affected in the
presence of the PI3K/Akt inhibitor LY 294002. These results,
together with the lack of effects observed in SIAH2 transcription,
seem to rule out a possible role of NADA on this pathway.

Among the post-translational modifications described to date which
are able to regulate SIAH2, the capacity to self-ubiquitinate under nor-
mal physiological conditions to limit its availability and activity stands
out [55]. This ability is regulated by other post-translational SIAH2

modifications, such as the phosphorylation performed by different pro-
tein kinases in response to several stimuli [29,35], as well as by the ac-
tion of select deubiquitinating enzymes [56]. Others and we have
described the kinases able to phosphorylate SIAH2, such as p38, HIPK2
and DYRK2, affecting the residues serines 16, 28 and 69 and threonines
26 and 119 [29,40,57]. In this study we have analyzed in detail how the
presence of NADA directly affects SIAH2 phosphorylation and activity
mediated by DYRK2 and HIPK2. Similarly, we have analyzed the effect
of NADA on different mutants where all the phosphorylation sites
described to date have been mutated either to alanine or in a
phosphorylation-mimicking fashion to aspartic acid. We found that
SIAH2 phosphorylation and stability levels were altered by NADA in a
similar way in all cases. Altogether, these data seem to indicate that
SIAH2 phosphorylation in these residues is not involved in the NADA ac-
tion mechanism. However, we cannot rule out the possibility that NADA
could target an unidentified upstream kinase able to phosphorylate and
modify SIAH2. Likewise, we cannot discard that NADA may exert its
effect through the alteration of another post-translational regulation
mechanism which could enhance SIAH2 activity.

Another mechanism we considered was the possible direct interac-
tion between N-acyl-dopamines and SIAH2. Until nowadays menadione
(Vitamin K3) is the only described compound able to inhibit SIAH2 ac-
tivity, which is possibly due to a direct effect on its conformation [42].
In the case of the opposing effect exerted by NADA, although we have
not experimentally ruled out a direct interaction, it does not seem prob-
able in the light of our results. The inability of NADA to alter the interac-
tion between SIAH2 dimers, as well as its lack of effect on SIAH2
interaction with some of its substrates (data not shown), seems to
discard this possibility.

Since the concentrations of NADA in normal and pathological condi-
tions are unknown, it is difficult to speculate about the physiological rel-
evance of our findings. However, the relatively high concentrations of
NADA (EC50: 2.6 uM) required for HIF-1a induction should not be
seen as evidence against a physiological role for this N-acyl-dopamine.
NADA was detected in the rat striatum at nanomolar concentrations
but it has been described that NADA is short-lived and thus difficult to
measure [2,8,58]. It is well known that endocannabinoids, and perhaps
other neurolipids, are produced upon demand and are rapidly degrad-
ed. Therefore the cellular levels of endocannabinoids may be higher
than those found in tissues. For instance, Biswas et al. have shown
that AEA could reach up to 50 uM inside the cells at the site of inflamma-
tion [59]. In addition, it has been shown that the so called “entourage ef-
fect” of endocannabinoids may lower the concentrations of N-acyl-
dopamines required for a specific biological effect. Moreover NADA
may bind to the albumin present in the fetal bovine serum and we
have found that the concentrations of NADA required to induce HIF-
1o expression are sensibly lower in experiments performed in serum-
free media.

Although the biosynthesis and catabolism of NADA is not completely
understood, it has been suggested that fatty acid amide hydrolase
(FAAH) and tyrosine hydroxylase mediate NADA biosynthesis and
catechol-O-methyl transferase (COMT) regulates its catabolism [58].
However, it has been found that in hepatic stellate cells FAAH plays a
role in NADA degradation rather than in NADA synthesis [8]. In addition,
sulfation of N-acyl-dopamines in rat liver and nervous system by

Fig. 7. SIAH2 phosphorylation is not affected by NADA. (A-B) HEK-293T cells were transfected with Flag-SIAH2 and HA-SIAH2 (or SIAH2 Ring Mutant, RM) treated with 10 uM NADA for 10
h before lysis. A fraction was subjected to immunoprecipitation (IP) using anti-HA antibody. After elution Flag-SIAH2 protein was detected by western blotting. The remaining extract
fraction was tested for the occurrence of the indicated proteins by immunoblot (INPUT). (C) HEK-293T cells were incubated with PI3K inhibitor LY 294002 (10 uM) 30 min before stim-
ulation with NADA (10 uM) for 6 h before lysis. Protein expression was evaluated by immunoblotting with the indicated antibodies. (D) HEK-293T cells were transfected with expression
vectors encoding Flag-SIAH2 and the variant mutants Flag-SIAH2-5A and Flag-SIAH2-5D. After 36 h, cells were stimulated with NADA (10 uM) for 10 h, lysed and protein expression eval-
uated by immunoblot with the indicated antibodies. (E) HEK-293T cells were transfected with the indicated plasmids, and after 36 h treated with 10 pM NADA for 10 h, and lysed and
protein expression was evaluated by immunoblot with the indicated antibodies. SIAH2 phosphorylation was seen by the upshifted band. The positions and molecular weights (in kDa)
are indicated. (F) HEK-293T cells were transfected with the indicated plasmids, and after 36 h treated with 10 uM NADA for 10 h, lysed and protein expression was evaluated by immu-
noblot with the indicated antibodies. (G) M03.13 cells were stimulated with NADA (+, 1 uM; ++4, 10 uM) for 6 h and analyzed for HIPK2 and DYRK2 expression as shown. We show a
representative blot out of three independent experiments. The values below the gels indicate DYRK2 and HIPK2 protein signal intensities (quantified using Image]) after normalization to

actin signal intensities.
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Table 1
Genes involved in the hypoxia response pathway altered by NADA stimulation.
Gene Name Fold
induction
HMOX1  Heme oxygenase (decycling) 1 28.09
NDRG1 N-myc downstream regulated 1 25.67
PFKFB4  6-Phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 4 6.60
ANGPTL4 Angiopoietin-like 4 6.33
HK2 Hexokinase 2 5.74
SLC2A3  Solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), 5.43
member 3
VEGFA Vascular endothelial growth factor A 497
SLC2A1  Solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), 448
member 1
SLC16A3  Solute carrier family 16, member 3 (monocarboxylic acid 415
transporter 4)
PDK1 Pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 1 3.98
EROIL ERO1-like (S. cerevisiae) 3.90
MXI1 MAX interactor 1 3.64
CA9 Carbonic anhydrase IX 3.54
DDIT4 DNA-damage-inducible transcript 4 3.34
BNIP3 BCL2/adenovirus E1B 19 kDa interacting protein 3 3.08
EGR1 Early growth response 1 —3.27
EDN1 Endothelin 1 —3.65
FOS FB] murine osteosarcoma viral oncogene homolog —5.34

arylsulfotrasnferases (ASTs) has been investigated as the putative cata-
bolic pathway for those endolipids, also suggesting that their catabolism
may be different in distinct tissues [60]. Since we have identified specific
genes upregulated by NADA in primary astrocytes we are currently in-
vestigating in vivo if the treatment with FAAH, COMT or AST inhibitors
can induce the expression of such genes with the aim of validating
surrogated markers for the action of N-acyl-dopamines in brain and
liver.

In summary, this study offers a new mechanism of action for N-acyl-
dopamines with important consequences on the hypoxia response and
the control of angiogenesis in a neuronal context. We demonstrate how
NADA can modulate SIAH2 activity, affecting the stability of some sub-
strates including PHD3, HIPK2 and DYRK2. PHD3 inhibition affects the
expression of the transcription factor HIF-1c, which promoted the ex-
pression of genes such as EPO, VEGFA, HMOX1, HK2 and BNIP3 that
are involved in angiogenesis, neuroprotection and cell survival. The po-
tential pharmacological modulation of N-acyl-dopamines opens the
door to the development of new therapies with important implications
in the prevention of processes such as brain ischemia and neurodegen-
erative disorders.

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.bbamcr.2014.07.005.
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