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Las PHDs (Prolyl-Hydroxylase Domain containing proteins) catalizan la hidroxilacién de proteinas diana y
se identificaron inicialmente como sensores de oxigeno capaces de regular la estabilidad de la subunidad a
del factor de transcripcion HIF (Hypoxia Inducible Factor), implicado en la cascada de sefializacién de
hipoxia y la homeostasis de oxigeno. Estas enzimas estan altamente conservadas evolutivamente y se han
descrito tres isoformas en mamiferos: PHD1, PHD2 y PHD3. Se trata, no obstante, de tres enzimas que
exhiben funciones no redundantes. La existencia de vias de regulacién propias podria explicar parte de

estas especificidades.

La SUMOilacién es un proceso semejante a la ubicuitinacidn que etiqueta covalentemente las proteinas
diana con una pequeiia molécula de 10 kDa denominada SUMO (Small Ubiqutin related MOdifier). Dicha
modificacion sucede de un modo secuencial, dindmico y es reversible por la accién de las deSUMOilasas. La
SUMOilacién modula diversas vias de sefializacién y entre ellas, la cascada de sefalizacién de hipoxia.

Estudios previos de nuestro laboratorio han identificado PHD1 y PHD3 como dianas de SUMO in vitro.
Este trabajo profundiza en la regulaciéon de PHD1 y PHD3 por SUMO.

Los resultados indican que PHD1 es modificado in cellulo por SUMO sobre las lisinas 118/120 y 361.
Dicha SUMOQilacién disminuye en condiciones de hipoxia y contribuye a la localizacién nuclear de PHD1 al
inhibir su exporte al citoplasma. Los conjugados PHD1-SUMO no afectan la actividad transcripcional de HIF.
Sin embargo, modulan los niveles de expresion de ciclina-D1 y ERa/PR favoreciendo la proliferacion de
células ERa(+). Ademads, PHD1-SUMO antagoniza el papel represor de PHD1 sobre la actividad de ATF4

inducida por hipoxia o tapsigargina, sin afectar a la estabilidad de la proteina.

En cuanto a PHD3, nuestros datos indican que la SUMOilacion de PHD3 reprime la actividad
trascripcional de HIF-1, aunque no de HIF-2. Dicha represién estd mediada por el NTAD de HIF-1q, si bien

este dominio resulta necesario pero no suficiente.

En conclusidn, los resultados de este trabajo sugieren que la SUMOQilacién de PHD1 y PHD3 es esencial

en la seleccidn vis a vis de sus diferentes substratos.



PHDs (Prolyl-Hydroxylase Domain containing proteins) catalyze the hydroxylation of target proteins and
were initially identified as the oxygen sensors that control the stability of the a subunit of Hypoxia Inducible
Factor (HIF), which drives the hypoxia-signalling cascade and oxygen homeostasis. These enzymes are
highly evolutionary conserved and three isoforms have been described in mammals: PHD1, PHD2 and
PHD3. Nevertheless, the three enzymes exhibit non-redundant functions. We anticipated that particular

regulatory pathways might explain such singularities.

SUMOylation, similar to ubiquitination, involves the covalent attachment of the 10 kDa Small Ubiquitin
related Modifier (SUMO) to a target protein. This modification is sequential, dynamic and highly reversible
process that modulates a number of signalling pathways including the hypoxia cascade. Previous data from

our lab have shown that PHD1 and PHD3 are indeed in vitro SUMO targets.
Here, we have explored PHD1 and PHD3 regulation by SUMO.

Our results demonstrate that PHD1 is modified by SUMO in cellulo on three lysine residues (118/120
and 361). PHD1 SUMOylation decreases under hypoxia and contributes to the nuclear localization of PHD1
by inhibiting its export to the cytoplasm. PHD1-SUMO conjugates do not affect HIF transcriptional activity.
However, they modulate the expression levels of cyclin-D1 and ERa/PR and promote ERa(+) cell
proliferation. Furthermore, PHD1-SUMO antagonizes PHD1-mediated expression of hypoxia- and

thapsigargin-induced ATF4 activation without affecting ATF4 stability.

Regarding PHD3, our data indicate that PHD3 SUMOylation represses HIF-1 but not HIF-2 transcriptional

activity. Moreover, the NTAD of HIF-1a is necessary but not sufficient to mediate such repression.

Taken together, our results suggest that PHD1- and PHD3- SUMOylation is a key regulatory mechanism

to select among their specific targets.
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|. Abreviaturas






Aquellas palabras cuya sigla no corresponda con las palabras que la definan en castellano, se definirdn

en inglés.

2-0G: 2-oxoglutarato

3D: tridimensional

3,4 DHB: 3,4-dihidroxibenzoato

ADM: adrenomodulina

ADN: acido desoxirribonucleico

ADNCc: ADN complementario

AEBSF: 4-(2-aminoethyl) benzenesulfonyl fluoride hydrochloride
AKAP12: A-kinase anchor protein 12

AMPc: adenosin monofosfato ciclico

AOS1: SUMO-activating enzyme subunit 1
ARN: acido ribonucleico

ARNm: 4cido ribonucleico mensajero

ARNT: aryl hydrocarbon nuclear translocator
ASNS: asparagine synthetase

ATF4: activating transcription factor 4

ATP: adenosin-5'-trifosfato

ATR: ataxia telangiectasia and rad3-related protein
Bax: bcl-2-like protein 4

Bcl-2: B-cell lymphoma-2

Bcl-xL: B-cell ymphoma-extra large

b-HLH: basic-helix loop helix

BLM: bloom syndrome protein

bZIP: basic region/leucine zipper

CA9: carbonic anhidrase 9

CaMKll: Ca”/calmodulin-dependent protein kinase Il
CAT-1: calcium transport protein-1

CBP: creb-binding protein

CBX4: cromobox homolog 4

CD24/44: cluster of differentiation 24/44
CDK: cyclin dependent kinase

CENP-F: centromere protein F

Cep192: centrosomal protein 192



Chk1: checkpoint kinase 1

CHOP: C/EBP homolgous protein

CHX: cicloheximida

clAP: cellular inhibitor of apoptosis-1

CREB: cAMP response element-binding protein
CSCs: Cancer Stem Cells

CTAD: C-terminal Transactivation Domain

CtBP1: Carboxyl-terminus Binding Protein 1
CUL2: culina 2

DAPI: 4',6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride
DAXX: death domain-associated protein 6
DeSl-1: deSUMOylatin isopeptidase 1

DMEM: dulbecco’s modified eagle’s medium
DMOG: dimetilolaxilglicina

DTT: ditiotreitol

ECL: enhanced chemiluminescence buffer

eEF2: eukaryotic elongation factor 2

EGFR: epidermal growth factor receptor

EGLN: egg laying nine

EPS15: epidermal growth factor pathway substrate 15
ErbB4: Erb-b2 receptor tyrosine kinase 4

EPO: eritropoyetina

ER: estrogen receptor

ERE: estrés de reticulo endopldsmico

EtBr: ethidium bromide

FBS: fetal bovine serum

FDXR: ferridoxin reductase

FIH: factor inhibiting HIF

FH: fumarato hidratasa

FIAT: factor-inhibiting ATF4-mediated transcription
FKBP38: FK506-binding protein 8

FOXO03: forkhead box O3

FRAP: fluorescence recovery after photobleaching
GFP: green fluorescent protein

GLUT1/4: glucose transporter 1/4



GRB2: growth factor receptor bound protein 2
GTPasa: guanosina trifosfatasa

HA: influenza hemagglutinin

HCLK2: human CDC-like kinase 2

HDACA: histone deacetylase 4

HEPES: 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid
HIF: hypoxia inducible factor

HLH: helix-loop-helix

HO1: heme oxygenase 1

HPH: HIF prolyl hydroxilase

hPRP19: human precursor rna processing 19
HRE: hypoxia response element

HSP90: heat shock protein 90

ICPO: infected cell polypeptide O

ID: inhibitory domain

(IDH)1/2: isocitrate dehydrogenase 1/2

IKKB: inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase 8
IP: inmunoprecipitacién

ISR: integrated stress response

JAK: janus kinase

KIF1B: kinesin-like protein KIF1B

K..: constante de Michaelis-Menten

LMB: leptomicina-B

L-Mim: L-mimosina

LIMD1: LIM domain containing protein 1

MCF7: Michigan Cancer Foundation-7

MEF: mouse embryo fibroblast

MEF2: myocyte enhancer factor 2

MEK: mitogen-activated protein kinase kinase
MORG1: map organizer 1

mTORC: mammalian target of rapamycin complex 1
NCOR2: nuclear receptor corepressor 2

NDSM: negatively charged amino acid-dependent sumoylation motif
NES: nuclear export signal

NF«kB: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells



NGF: nerve growth factor

NLS: nuclear localization signal

NM: no modificado

NO: nitric oxide

NREF: respiratory nuclear factor

NTAD: N-terminal transactivation domain

ODDD: oxygen dependent degradation domain
OGD: oxygen and glucose deprivation

0S-9: osteosarcoma precursor 9

P4HD: protein 4 hydroxilase domain

p53: protein 53

p300: histone acetyltransferase p300

PAS: per-arnt-sim

Pax2: paired box 2

PBS: phosphate buffered saline

Pc2: polycomb 2 homologue

PCBP1/PCBP2: poly(rC)-binding protein 1/2
PCNA: proliferating cell nuclear antigen

PCR: polymerase chain reaction

PDEA4D: phosphodiesterase 4D

PDGF: platelet-derived growth factor

PDSM: phosphorylation-dependent SUMOylation motif
PDH: pyruvate deshidrogenase

PDK1/4: piruvate dehydrogenase kinase 1/4
PGCla: peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha
PHA4D: prolyl 4 hydroxilase domain

PHD: prolyl hydroxilase domain containing protein
PIAS: protein inhibitor of the activated STAT
PKM2: pyruvate kinase subtype M2

PML: promyelocytic leukemia body

PMT: photon multiplier tube

PPAR: peroxisome proliferator-activated receptor
PR: progesteron receptor

PRC1: polycomb repressive complex 1

PTMs: post-traslational modifications



PVDF: polyvinylidene fluoride membrane
pVHL: von hippel-lindau tumor suppressor
gPCR: quantitative PCR

RADS52: DNA repair and recombination protein
Rag: recombination-activation gene

Ran: ras-related nuclear protein

RanGAP1: ran GTPase-activating protein 1
RanBP2: ran binding protein 2

Rbx: RING box protein

RE: reticulo endopldsmico

RIP1: receptor-interactin protein 1

RNA: ribonucleic acid

ROS: reactive oxygen species

RPA: replication protein A

Rplp0: ribosomal protein large PO

RPM: revolutions per minute

RT: room temperature

RT-qPCR: quantitative reverse transcription PCR
RUNX2: run related transcription factor 2

S6: proteina S6

S6K: S6 quinase

SAE1/2: SUMO activating enzyme 1/2

SDH: succinate dehydrogenase

SDS-PAGE: sodium sodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
SEM: standard error of the mean

SENP: sentrin specific protease

SGS1: small growth suppressor 1

shARN: short hairpin ARN

SIAH1/2: seven in absentia homolog 1/2

SIM: SUMO interaction motif

SKP1: S-phase kinase associated protein 1
SM-20: smooth muscle-20

SMADA4: Drosophila mother agains decapentaplegic 4
SMT3: suppressor of mif two 3

SP100: speckled 100 kDa



SP-RING: Siz/PIAS-really Interesting new gene

STAT: signal transducer and activator of transcription
STUbL: SUMO-targeted ubiquitin ligase

SUMO: small ubiquitin related modifier

TAD: transactivation domain

TNFa: tumor necrosis factor a

TN: tris-HCI, NaCl buffer

TNT: tris-HCI, NaCl, triton buffer

TOPORS: topoisomerase I-binding RING finger protein
TR-a:: thyroid hormone-a

TRB3: tribbles homolog 3

TRiC: TCP-1 ring complex

TRPAL: transient receptor potential cation channel Al
tSIM-UIMs: SUMO- and ubiquitin-interacting motifs
UBA2: SUMO-activating enzyme subunit 2

UBC9: ubiquitin carrier protein 9

UBL: ubiquitin like proteins

Ulp1/2: ubiquitin-like-specific protease 1/2

UPR: unfolded protein response

USF2: upstream transcription factor 2

USP9x: ubiquitin-specific peptidase 9, x-linked
USP25: ubiquitin-specific protease 25

USPL1: ubiquitin-specific protease-like 1

UV: ultravioleta

VEGF: vascular endothelial growth factor

WB: western blot

Wss1: weak suppressor of a temperature sensitive smt3-331 allele
WT: wild type

XBP1: X box binding protein-1

XRCCA4: X-ray cross-complementation group 4

YKU70: ATP-dependent DNA helicase Il subunit 1

Zf-MYND: myeloid nervy and DEAF-1 zinc-finger domain



Il. Introduccion






Il.1 Prolyl-Hydroxylase Domain Containing proteins (PHDs)

Las Prolyl-Hydroxylase Domain containing proteins (PHDs) (también denominadas EGg-Laying abnormal
Nine, EGLN, o HIF Prolyl Hydroxylases, HPHs) pertenecen a la superfamilia de dioxigenasas dependientes de
hierro y 2-oxoglutarato (2-OG). Esta superfamilia incluye a las prolil- y lisil-hidroxilasas del colageno, las
ADN demetilasas, demetilasas que contienen histonas y la asparaginil hidroxilasa Factor Inhibiting HIF (FIH)

(Aravind y Koonin, 2001; Klose et al., 2006; Pollard et al., 2008; Taylor, 2001).

Las PHDs emplean el oxigeno (0,) y 2-oxoglutarato como co-substratos y Fe™ y ascorbato como co-
factores (Figura 11.1.1.1). Un atomo de oxigeno es afadido a una prolina substrato generandose 4-
hidroxiprolina en la reaccidn de hidroxilacién, mientras que el otro dtomo de oxigeno se acopla, en una
reaccidon de descarboxilacién, sobre el 2-oxoglutarato generandose succinato y didxido de carbono. El Fe*?
actua como andamiaje en la unidn de los reactantes al sitio activo de la enzima y el ascorbato es necesario

para su re-activacion, reduciendo el Fe* resultante de la reaccion de descarboxilacién (Valegard et al.,

1998).

| ?OOH |

Cc=0 C=0 COOH

|CH o (|3H2 |CH & o |

— — H CH

oM+ CH, =2 | ¢ 4+ 0 4+ GO,

N—C | O,,Fe N—C~ “H  CH,

| H, C=0 Ascorbate | H, |
| COOH
COOH

Proline 2-oxoglutarate 4-hydroxyproline Succinate

Figura 11.1.1.1. Reaccion catalizada por las PHDs. Estas enzimas necesitan O, y 2-OG como co-substratos y Fe?* y
ascorbato como co-factores. La reaccién de hidroxilacién genera 4-hidroxiprolina, succinato y CO,. Adaptado de Berra

et al (2006).

Las PHDs surgieron como respuesta a la acumulacién de O, en la atmodsfera terrestre como
consecuencia de la aparicion de las cianobacterias fotosintéticas hace 2,5 millones de afos. Este cambio fue
mortal para la mayor parte de los organismos unicelulares anaerobios debido a la elevada reactividad y
toxicidad del oxigeno (Semenza, 2007). El oxigeno constituyd, sin embargo, un verdadero impulsor de

adaptacion evolutiva. Como consecuencia de dicha adaptacion se desarrollaron organismos mas complejos



con sistemas antioxidantes capaces de acoplar la energia quimica del oxigeno a la produccién de ATP (Dole,
1965; Hedges, 2009). Asi, el oxigeno se convirtié en un elemento vital para la mayor parte de los
organismos y por ello, desarrollaron sofisticados mecanismos para garantizar la homeostasis del oxigeno
(Rich, 2003). Dichos mecanismos son capaces de responder a un déficit de oxigeno (hipoxia) producido por
un incremento en la demanda de O, o un suministro insuficiente. En metazoos, la ruta de sefalizacidon que
coordina esta respuesta es la cascada de seializacion activada por hipoxia, cuyo modulador principal es el
factor de transcripcion Hypoxia Inducible Factor (HIF) (Semenza y Wang, 1992; Wang et al., 1995). La
evolucién de la familia de las PHDs esta intimamente ligada a esta cascada y a los niveles de oxigeno

atmosférico.

La familia de las PHDs estd muy conservada a nivel evolutivo y muestra una creciente complejidad como
se demuestra por la presencia de tres isoformas en mamiferos (PHD1, 2 y 3/EGLN2, 1 y 3) frente a una
Unica isoforma en invertebrados (Figura I1.1.1.2). Es de subrayar la ausencia de la familia EGLN en arqueas,
levaduras, plantas y virus, aunque se ha descrito una hidroxilasa similar en la ameba Dictyostelium, P4H1,
gue hidroxila Skp1, un homélogo de la E3 ubicuitina-ligasa F-BOX (van der Wel et al., 2005). Su presencia en
bacterias es discontinua pero se han descrito genes que podrian codificar proteinas de la familia EGLN en

Pseudomonas aeruginosa y Vibrio cholerae (Aravind and Koonin, 2001).

Avanzando en el arbol genealdgico, nos encontramos con egl-9, la isoforma presente en Caenorhabditis
elegans que fue, de hecho, la primera PHD identificada (Trent et al., 1983). Parece que en su origen, los
ortélogos de las PHDs estaban ligadas a virulencia y/o patégenos. De hecho, Egl-9 es una diana de una
toxina difusible producida por algunas cepas de P. aeruginosa que induce paralisis neuromuscular (Darby et

al., 1999). El ortélogo en Drosophila melanogaster se denomina Fatiga (Acevedo et al., 2010).

La forma ancestral se caracteriza por la presencia de un dominio en forma de dedo de zinc de tipo
Myeloid Nervy and DEAF-1 (zf-MYND) que esta conservado Unicamente en la isoforma PHD2 de mamiferos.
Dicha isoforma estd presente en protistas, nematodos y artrépodos y muestra un 40% de identidad con Egl-
9 (Epstein et al., 2001; Taylor, 2001). La aparicién de PHD2 hace 800 millones de afios coincide, ademas,
con la del factor de transcripcidn HIF. Fue muy probablemente en este momento cuando los sensores de O,
(PHDs) integraron la habilidad de regular una respuesta sistémica en respuesta a cambios en la

disponibilidad de O,.

Coincidiendo con un incremento de O, en la atmdsfera de entorno al 23% (hace 460-421 millones de
afios) surgié por duplicacion génica PHD3, presente en anfibios y peces ademds de en mamiferos.
Finalmente, PHD1, exclusivo de mamiferos, surgié por una nueva duplicacidn génica después de la divisién
de mamiferos y aves/reptiles hace unos 300 millones de afios, momento en el que se registraron los picos

mas elevados en los niveles de oxigeno en la atmdsfera (32%).
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Figura 11.1.1.2. Correlacion de la evolucion de los metazoos, los niveles de oxigeno y la cascada de senalizacion
de hipoxia durante el edn Fanerozoico. Panel superior: Divergencias de los Filos indicados. Panel medio:
Concentracion de oxigeno atmosférico durante el Fanerozoico. Panel inferior: Periodo de aparicion aproximado de los

genes que codifican para los componentes de la cascada de sefalizacion de hipoxia. Adaptado de Cormac y McElwain

(2010).

1.1.2 Descripcion de las diferentes isoformas de las PHDs

PHD1 (de 407 aminoacidos) es codificada en el genoma humano por el gen EGLN2 que se localiza en el
cromosoma 19q13.2 (Taylor, 2001). El gen EGLN1 se sitda en el cromosoma 1g42.1 y codifica la proteina
PHD2, de 426 aminoacidos (Dupuy et al., 2000). Finalmente, EGLN3, ubicado en el cromosoma 14q13.1,

codifica una proteina de 239 aminoacidos (Taylor, 2001).

PHD1 existe como dos especies distintas: PHD1p43 y PHD1p40 que se generan al iniciarse la traduccion

en un codon de iniciacion alternativo, a nivel del aminoacido 34. Ambas variantes se localizan en el nucleo y



no muestran diferencias en su actividad catalitica aunque p43 es mas estable que p40 (Tian et al., 2006).
Los ARNms de PHD2 y PHD3 estan sujetos a un proceso de corte y empalme alternativo. En el caso de PHD2
se han descrito dos variantes que carecen del exén 3 (PHD2A3) y 4 (PHD2A4), respectivamente. Ambas
variantes se expresan de manera mds débil que la forma de longitud completa y carecen de actividad
catalitica (Hirsila et al., 2003). De las tres variantes de corte y empalme de PHD3 descritas, se sabe que
PHD3A1 carece del exdn 1y de actividad catalitica, mientras que PHD3A4 carece del exdn 4 pero retiene su

actividad hidroxilasa (Cervera et al., 2006).

La estructura proteica de las PHDs se caracteriza por la presencia, en el extremo C-terminal de la
proteina, del dominio dioxigenasa denominado Protein 4 Hydroxilase Domain (PH4D) (Figura 11.1.2).
McDonough y colaboradores (2006) cristalizaron el domino PH4D de PHD2 y su estructura muestra un
plegamiento correspondiente a ocho hojas B plegadas en un barril jelly roll. Esta estructura alberga un
motivo -H-X-D-...-H- que contiene dos residuos histidinas y uno aspartico de unién del Fe*. Una arginina

situada en posicion +9 con respecto a la segunda histidina es responsable de la unién del 2-oxoglutarato.

5 6
— —C———
4 3
PDL [ [ms P4HD J ar
7 His-548 8 Arg:S
Q, —C PHD2 [ [atanmo PAHD J a6
4 "ap.® C-terminal
0, !
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Asp-489His-487 N-terminal
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Figura 11.1.2. Esquema representativo de la estructura de las PHDs. Representacion del barril jelly roll de las PHDs
constituido por 8 hojas B plegadas. Se muestra el lugar de unién del hierro (His-487, Asp-489 e His-548) y del 2-0G
(Arg-557). Se muestra también un esquema de las PHDs. En verde, amarillo y rojo se muestran la NLS, el dominio zf-

MYND y el dominio P4HD, respectivamente. Adaptado de Epstein et al (2001).

PHD1 y PHD2 presentan un extremo N-terminal divergente y cuya funcidén no se conoce en detalle
aunque se ha sugerido que dichos extremos son importantes en la determinacidn de la diversidad funcional
de las PHDs (Figura 11.1.2) (Epstein et al., 2001). Ademas, en el caso de PHD2, diversos estudios apuntan a
que el dominio zf-MYND promueve su actividad hidroxilasa y/o regula su estabilidad (Barth et al., 2007;

Ozer et al., 2005; To et al., 2005).

Las tres isoformas de PHD se expresan a nivel de ARNm y de proteina en multiples tejidos pero difieren

en cuanto a su abundancia relativa. PHD2 se expresa de manera uniforme aunque tiene una ligera



preferencia por el corazén, el rifidn y el musculo esquelético. Por su parte, PHD1 se expresa
mayoritariamente en el testiculo y en la placenta. PHD3 es mds abundante en el corazdn, tejido adiposo,

musculo esquelético y placenta (Cioffi et al., 2003; Lieb et al., 2002; Willam et al., 2006).

Las PHDs muestran un patrén de localizacidon subcelular particular. Metzen y colaboradores (2003)
determinaron, empleando proteinas fusionadas a GFP, que PHD1 se localiza exclusivamente en el nucleo;
PHD2, mayormente en el citoplasma; y PHD3, en ambos compartimentos. PHD1 presenta una sefal de
localizacion nuclear bipartida (Steinhoff et al., 2009; Yasumoto et al., 2009). Por otro lado, PHD2 contiene
una sefal de exporte nuclear (NES por sus siglas en inglés) que regula el transporte entre nucleo y
citoplasma (Steinhoff et al., 2009; Yasumoto et al., 2009). Finalmente, PHD3 se distribuye en el nucleo y el
citoplasma aunque parece que la localizacion subcelular de PHD3 no afecta a su funcién (Jokilehto et al.,

2010; Pientka et al., 2012).

Los embriones de ratones knockout para Phd2 mueren entre los estadios 12,5 y 14,5 de desarrollo
embrionario como consecuencia de anormalidades en la placenta, desarrollo deficiente de miocardio y las
trabéculas del corazén (Takeda et al., 2006). Por el contrario, ratones Phd1-/- y Phd3-/- pueden sobrevivir
hasta la edad adulta aunque son varios los fenotipos asociados con dichas invalidaciones génicas (Aragonés

et al., 2008; Bishop et al., 2008; ver apartado 11.1.4.1).

11.L1.3.1 Regulacion de la expresion

La presencia de elementos de respuesta a hipoxia (HREs por sus siglas en inglés) en las secuencias
reguladoras de los genes EGLN1 y EGLN3, aunque no en el gen EGLN2, permite su induccidn transcripcional

por la accidn de HIF (Aprelikova et al., 2004; Berra et al., 2003; Berra et al., 2001; Pescador et al., 2005).

Independientemente de hipoxia, la expresion del gen EGLN2 es inducida por estrégenos (Appelhoff et
al., 2004; Seth et al., 2002). Se han descrito varios inductores de EGLN1 en rata, donde recibe el nombre de
Smooth Muscle-20 (Sm-20). En fibroblastos y neuronas, Sm-20 es inducido por p53 y la retirada del factor
de crecimiento del nervio (NGF por sus siglas en inglés), respectivamente (Lipscomb et al., 1999; Lipscomb
et al., 2001; Madden et al., 1996). En el musculo liso, en cambio, Sm-20 es inducido por el Platelet-Derived
Growth Factor (PDGF) y la angiotensina Il (Lipsbomb et al., 2001; Wax et al., 1994). Ademas, c-Myc y el
suero (Kyo et al., 2000; Menzies et al., 2004) inducen Sm-20 gracias a la presencia, en su promotor, de un
lugar de union SP1/SP3. Entre los inductores del ARNm de Sm-20 se encuentran ademas la forscolina, el
isoprotenerol, y la cicloheximida (Guyton et al., 1986; Wax et al., 1994). Por ultimo, en células endoteliales,

PHD3 es inducido por interferén-y via JAK/STAT (Gerber et al., 2009).



La expresién de EGLN3 se reduce debido a la hiper-metilacién en las islas de CpG presentes en el
promotor de su gen en neoplasias de células B y en diferentes lineas celulares derivadas de melanoma,
prostata, carcinoma de mama y rifién y cdncer colorrectal (Hatzimichael et al., 2010; Huang et al., 2010;
Place et al., 2011; Rawluszko et al., 2013). Con respecto a EGLN2 y EGLNI1, los datos relativos a su

regulacién por metilacién son contradictorios.

11.1.3.2 Regulacion de la estabilidad

La estabilidad de PHD1 y PHD3, aunque no la de PHD2, es modulada por Seven in absentia homolog 1y 2
(Siah1 y Siah2). Estas E3 ubicuitina-ligasas son capaces de poli-ubicuitinar PHD1 y PHD3 lo que conlleva su
degradacion en el proteasoma (Nakayama et al., 2004). No obstante, aunque Siah1/2 son fuertemente
inducidos en hipoxia, los niveles de expresion de PHD3 incrementan considerablemente. Y es que en
normoxia, PHD3 forma homo-multimeros y agregados citosélicos de bajo peso molecular enzimaticamente
activos y accesibles a Siah1/2, limitando la disponibilidad de la forma mas activa de PHD3 (Rantanen et al.,
2013). En hipoxia, sin embargo, PHD3 forma hetero-multimeros junto con PHD1 y PHD2. Estos, son menos

activos, de mayor peso molecular e inaccesibles para su degradacidn por Siah1/2 (Nakayama et al., 2007).

Por otra parte, la peptidil prolil cis/trans isomerasa FKBP38 es capaz de unirse a PHD2 a través del
dominio zf-MYND mediando su degradacién por el proteasoma independiente de ubicuitinacion (Barth et

al., 2007).

11.1.3.3 Regulacion de la actividad catalitica

Disponibilidad de oxigeno: Las PHDs requieren oxigeno para ser activas y los valores de sus K, por el O,
se sitlan en torno a 100-250uM. Este valor esta por encima de la concentracion del oxigeno en soluciones
acuosas (10-30uM) y permite que cambios pequefios en la concentracién de oxigeno influyan
significativamente en la actividad catalitica de estas enzimas (Hirsila et al., 2003), tal y como corresponde a
un «sensor» de oxigeno. En normoxia, los niveles de oxigeno en el citoplasma permanecen constantemente
elevados, permitiendo la correcta activacion de las PHDs, a pesar del rapido consumo de oxigeno por las
mitocondrias. Al producirse un déficit de oxigeno, la mitocondria consume el escaso O, disponible en el
proceso de fosforilacidn oxidativa y su concentracion citoplasmatica disminuye inhibiendo las PHDs. En una
hipoxia prolongada, el consumo de O, por la mitocondria se inhibe y el O, se redistribuye hacia el

citoplasma, re-activando las PHDs. (Ginouves et al., 2008; Hagen et al., 2003; Hirsila et al., 2003).

Hierro y otros iones metalicos divalentes: La asociacion de Fe?* al lugar activo de las PHDs es muy
fuerte y su valor de K., es menor de 0.1uM (Hirsild et al., 2005). Sin embargo, se ha observado que el Fe**

puede ser extraido rapidamente por agentes quelantes como los iones metalicos Co*, Ni** o Mn*



mimetizando el efecto de la hipoxia (Epstein et al., 2001; Goldberg et al., 1988). Ademas, el Co* y el Ni%*
también afectan la actividad de las PHDs al disminuir los niveles intracelulares de ascorbato (Salnikow et al.,
2004). In vivo, el Fe* requiere de proteinas de transporte como las chaperonas citosélicas poly (rC) binding
protein 1y 2 (PCBP1 y PCBP2) que forman complejos donadores de Fe*" y su carencia resulta en una
reduccidn en la actividad de las PHDs (Nandal et al., 2011). La disponibilidad de Fe** también puede verse
afectada por otros factores como la acumulacion de especies reactivas del oxigeno (ROS por sus siglas en
inglés). El equipo de Mechta-Grigoriu demostré que la produccion de ROS, como el perdxido de hidrégeno
(H,0,), en células junD-/- conlleva una pérdida en la disponibilidad de Fe** como consecuencia de su

oxidacion y la consiguiente inhibicidn de las PHDs (Gerald et al., 2004).

Inhibicion competitiva por intermediarios metabdlicos: El 2-oxoglutarato es ademdas de un co-
substrato de las PHDs, un intermediario del ciclo de los acidos tricarboxilicos (Hirsila et al., 2003). Asi,
intermediarios del ciclo de Krebs como el succinato y el fumarato compiten con el 2-oxoglutarato por la
unién al lugar activo de las PHDs y las inhiben (Selak et al., 2005). En condiciones fisioldgicas, la
concentracion de estas moléculas es baja y no afecta a la actividad de las PHDS. Sin embargo, defectos en el
ciclo de Krebs como mutaciones en los genes supresores de tumores, succinato deshidrogenasa (SDH) o
fumarato hidratasa (FH), aumentan sus niveles lo que inhibe la actividad de las PHDs (Hewitson et al., 2007;
Isaacs et al., 2005; Koivunen et al., 2007; Selak et al., 2005). No esta claro el papel de otras moléculas como
el oxalacetato (intermediario del ciclo de Krebs), el piruvato y el lactato (intermediarios de la glicdlisis)
puesto que inhiben la actividad de las PHDs en algunas condiciones experimentales aunque no en otras (Lu
et al., 2002; Pan et al., 2007). Finalmente, se ha descrito que mutaciones en la isocitrato deshidrogenasa 1y
2 (IDH-1 e IDH-2), que catalizan la conversidn de isocitrato a 2-oxoglutarato, disminuyen los niveles de 2-0G

y por lo tanto, la actividad de las PHDs (Zhao et al., 2009).

En base a la regulacidn de las PHDs por el 2-oxoglutarato se han desarrollado una serie de inhibidores
farmacoldgicos ampliamente usados en experimentacion e incluso en ensayos clinicos. El mas destacado es
dimetiloxalilglicina (DMOG) aunque también podemos mencionar L-mimosina (L-Mim), 3,4-
dihidroxibenzoato (3,4 DHB) y otros derivados piridinicos (Mole et al.,, 2003; Warnecke et al., 2003;
Warshakoon et al., 2006).

Ascorbato: En el estudio del equipo de Mechta-Grigoriu, la adicion de altas concentraciones de
ascorbato a células deficientes en junD y tratadas con iones divalentes fue capaz de reactivar las PHDs
(Gerald et al., 2004). Los iones divalentes inactivan las PHDs al impedir la entrada de ascorbato en la célula
(Salnikow et al., 2004). Otros agentes, como el glutation, pueden sustituir al ascorbato a la hora de

mantener reducido el Fe?* (Nytko et al., 2011; Tennant y Gottlieb, 2010).



Oxido nitrico (NO): El sentido de la regulacién de las PHDs por el NO parece depender de su
concentracién celular. Asi, concentraciones elevadas de NO (>1uM) inhiben la actividad de las PHDs en
normoxia al competir por el O, disponible o al quelar el Fe” (Yuan et al., 2003; Salnikow et al., 2004; Zhang
et al., 2002). Concentraciones inferiores de NO (<0.4uM) inhiben la citocromo-c oxidasa provocando una
reduccidn en el consumo de O, que se redistribuye hacia el citoplasma y activando las PHDs (Hagen et al.,

2003; Pan et al., 2007).

Finalmente, queremos destacar que ciertas proteinas son capaces de interaccionar con las PHDs,
incrementando las concentraciones locales de estas enzimas, lo que se traduce por un aumento en su
actividad. Entre estas proteinas encontramos: la Osteosarcoma Precursor 9 (0S-9) que es capaz de unirse a
HIF-1a y PHD2 y en menor medida a PHD3 (Baek et al., 2005), A-kinase anchor protein 12 (AKAP12) que
incrementa la interaccion de HIF-1a, pVHL y PHD2 (Choi et al., 2007), LIM domain containing protein 1
(LIMD1), que se une simultaneamente a PHD2 y pVHL (Foxler et al., 2012), Map organizar 1 (MORG1), que
forma complejos con PHD3 (Hopfer et al., 2006); la chaperona TCP-1 ring complex (TriC) que interacciona

con PHD3 y pVHL favoreciendo la activacién de PHD3 (Masson et al., 2004).

11.1.4.1 Hypoxia Inducible Factor (HIF)

Como se ha mencionado anteriormente, la evolucién de las PHDs corre paralela a la de su substrato
inicial: HIF. HIF estd compuesto por una subunidad a de 120 kDa acomplejada a una subunidad B,
denominada también ARNT (Aryl hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator) (Reyes et al., 1992; Wang et
al., 1995). La regulacién de la estabilidad de HIF por las PHDs es, sin duda, el mecanismo clave de regulacién
de la cascada de sefalizacion de hipoxia. En mamiferos, se han descrito tres isoformas para la subunidad a:
HIF-1a, que se expresa de manera ubicua, HIF-2a, que se restringe a tejidos altamente vascularizados, e
HIF-3a, identificada mayoritaria en ojo, cerebro y cerebelo (Ema et al., 1997; Makino et al., 2001; Makino et
al., 2002; Tian et al., 1997; Wang et al., 1995). Existen dos isoformas de la subunidad B en mamiferos: HIF-
1B e HIF-2pB, aunque la primera es la isoforma que forma complejo con HIF-a y se expresa de manera
constitutiva en todos los tejidos (Hirose et al., 1996; Wang et al., 1998; Wang et al., 1995). Las subunidades
a y B contienen en su extremo N-terminal dominios Basic-Helix-Loop-Helix (bHLH) y Per-Arnt-Sim (PAS) que
median la unidn de HIF a una secuencia consenso en ADN (5°-[G/A] CGTG-3") en los HREs de genes diana y
son necesarios para la dimerizacion de las dos subunidades, respectivamente (Gradin et al., 1996., Wang et
al., 1995; Wenger et al., 2005). En su extremo C-terminal, cada subunidad del complejo HIF contienen al
menos un Dominio de Transactivacidon (TAD por sus siglas en inglés). El TAD de HIF-1a e HIF-2a el TAD se

subdivide en un dominio de activacion N-terminal (NTAD) y un dominio de activacién C-terminal (CTAD)



entre los cuales se sitla un dominio inhibidor de la transcripcion (ID por sus siglas en inglés) (Jiang et al.,
1997). HIF-a se caracteriza, ademas, por la presencia de un Dominio de Degradacion Dependiente de
Oxigeno (ODDD por sus siglas en inglés) que regula su estabilidad (Huang et al., 1998; Pugh et al., 1997,
Salceda y Caro, 1997). En condiciones de normoxia, la prolinas P402 y P564 de HIF-1a humano (P405 y
P531, en el caso de HIF-2a) son dianas de las PHDs (Bruick y McKnight, 2001; Epstein et al., 2001; Ivan et al.,
2001; Jaakkola et al., 2001; Masson et al., 2001). Esta modificacién regula la unién a la proteina supresora
de tumores pVHL (producto del gen von Hippel-Lindau) que forma, junto con elonginaB, elonginaC, Cul2 y
Rbx, un complejo E3 ubicuitina-ligasa que poli-ubicuitina HIF-a dirigiéndolo a su degradaciéon en el
proteasoma 26S (Huang et al., 1996; Maxwell et al., 1999; Salceda y Caro., 1997). De manera general, PHD2
y PHD3 presentan una mayor actividad sobre HIF-a que PHD1 (Huang et al., 2002; Tuckerman et al., 2004).
Las tres isoformas de PHDs contribuyen de manera diferencial a la regulacién de HIF-1a e HIF-2aq,
dependiendo, en parte, de su abundancia relativa en cada tejido (Appelhoff et al.,, 2004). No obstante,
PHD2 juega un papel preponderante en el mantenimiento de los niveles basales de HIF-a en condiciones de
normoxia (Berra et al., 2003). Ademas de por las PHDs, HIF-a es hidroxilado por el Factor Inhibiting HIF
(FIH) en la asparagina 803 del CTAD de HIF-1a, reprimiendo su actividad transactivadora al interrumpir el
reclutamiento de los co-activadores p300 y Creb Binding Protein (CBP) (Arany et al., 1996; Lando et al.,,
2002; Mahon et al., 2001). Esta hidroxilacion dual mantiene a HIF en un estado inestable e inactivo en
condiciones de normoxia. Un déficit de oxigeno, sin embargo, inhibe las PHDs y estabiliza HIF-a
permitiendo su dimerizacién con HIF-B. Ademas, la inhibicién de FIH facilita la asociaciéon de p300/CBP y el
complejo transcripcional es capaz de unirse a las secuencias HREs de los genes diana y desencadenar su

transactivacion (Figura 11.1.4.1).
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Figura 11.1.4.1. Regulacion de HIF-a por las PHDs. En normoxia, HIF-a es hidroxilado por las PHDs en residuos de
prolina presentes en el ODDD. En consecuencia, HIF-a se une a pVHL, se poli-ubicuitina y se degrada en el
proteasoma. En hipoxia, las PHDs se inactivan por la deficiencia de O, e HIF-a se estabiliza como se observa en la
inmunofuorescencia anti-HIF1la. HIF1a heterodimeriza con HIF-B y se asocia a los HRE junto con co-factores como
p300/CBP e induce la expresion de los genes diana involucrados en la respuesta a hipoxia. Adaptado de Berra et al

(2006).

HIF induce la expresion de una amplia variedad de genes implicados en el mantenimiento de la
homeostasis del O, tanto en condiciones fisioldgicas (ejercicio, desarrollo embrionario, elevadas altitudes...)
como patoldgicas (inflamacién, formacién de tumores, enfermedades pulmonares, isquemia cerebral,
infarto de miocardio...). El factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF por sus siglas en inglés), la hemo
oxigenasa 1 (HO1), el transportador de glucosa GLUT1 y la eritropoyetina (EPO) son sélo algunos ejemplos
de genes diana (Chen et al., 2001; Forsythe et al., 1996; Levy et al., 1995; Liu et al., 1995; Semenza et al.,
1991). Cabe mencionar que todos estos genes tienen como finalidad aumentar la disponibilidad de oxigeno

o reducir su consumo.

La hipoxia tumoral se asocia con un incremento en la malignidad tumoral, mala prognosis y resistencia a
radio y quimioterapia (Bertout et al., 2008). Acorde con su papel en la regulacién de HIF-q, la expresion de
las PHDs se encuentra disminuida en diferentes tipos de tumores. Asi, los niveles de PHD3 estdn

disminuidos en céncer colorrectal (Xue et al.,, 2010) y la expresién de PHD2 disminuye la proliferacidn



celular y tumorigénesis en células endoteliales, fibroblastos y tumores gliales (Henze et al., 2010; Lee et al.,
2008; Takeda y Fong, 2007). Asimismo, la inhibicidn de la actividad de las PHDs debido a mutaciones en la
SDH o la FH se ha relacionado con sindromes tumorales (Isaacs et al., 2005; Ricketts et al., 2009). Por otro
lado, los tumores implantados en ratones Phd2-/+ son menos hipdxicos, agresivos, metastasicos e invasivos
(Leite de Oliveira et al., 2012; Mazzone et al., 2009). Ademas, estos tumores son mas sensibles a drogas
guimioterapéuticas como consecuencia de una mejor vascularizaciéon del tumor y la reducciéon de los

efectos toxicos en los érganos colindantes (Leite de Oliveira et al., 2012).

Por otra parte, estudios en ratones deficientes en phd1 indican que esta proteina media la adaptacién
metabdlica a hipoxia en el musculo esquelético. La pérdida de phdl reduce la entrada de piruvato al ciclo
de Krebs, debido al incremento en la expresion de PPAR, PDK1 y PDK4 que inhiben el complejo de la
piruvato deshidrogenasa (PDH), en un proceso dependiente de HIF-2a (Aragonés et al., 2008). En
consecuencia, ratones Phd1-/- presentan tolerancia a hipoxia al disminuir el consumo de O,, la formacidn
de ROS y, por ende, el dafio mitocondrial. Un fenotipo similar se observa en neuronas de ratones Phd1-/-.
En respuesta a isquemia, estas neuronas muestran un incremento del flujo glicolitico a través de la ruta de
las pentosas fosfato y en consecuencia, tolerancia a hipoxia al incrementar su capacidad redox

(Quaegebeur et al., 2016).

La induccién de PHD3, via HIF en procesos inflamatorios que cursan en un microambiente hipdxico,
regula la supervivencia de los neutrdfilos. En efecto, ratones Phd3-/- muestran una respuesta inmune
alterada con una menor infiltracién de neutréfilos que se atribuye a un incremento en el factor pro-
apoptoético Sival y una disminucion de la proteina anti-apoptética Bel-xL (Walmsley et al., 2011). Por el
contrario, en macrofagos, la pérdida de PHD3 estd relacionada con una respuesta hiper-activada del
sistema inmune innato. Al ser expuestos a sepsis abdominal, los ratones Phd3-/- exhiben un incremento en
el reclutamiento de macréfagos a drganos internos y un aumento en la producciéon de citoquinas pro-
inflamatorias (Kiss et al., 2012). Asimismo, se intensifica la capacidad fagocitica y migratoria de los
macrofagos indicando que PHD3 limita la respuesta pro-inflamatoria de macréfagos a patogenos (Escribese

et al., 2012; Kiss et al., 2012).

La sefializacion PHDs/HIF desempefia también un papel crucial en la homeostasis del hueso (Provot y
Shipani, 2007; Provot et al., 2007; Shipani et al., 2001). Recientemente se ha descrito que la inactivacion
conjunta de PHD2 y PHD1 o PHD3 produce un incremento en el volumen trabecular del hueso y protege de
la pérdida de masa dsea consiguiente a una ovariectomia. Ello es debido a la supresién de la
osteoclastogénesis por los osteoblastos a través de la expresién, mediada por HIF, de osteoprogeterina (Wu

et al., 2015). Los niveles de HIF han de ser finamente regulados en este proceso ya que la inactivacién



conjunta de las tres PHDs provoca la osificacion extrema de las trabéculas del hueso y hematopoyesis

aberrante como consecuencia de un aumento excesivo en los niveles de HIF.

11.1.4.2 Otras dianas directas de las PHDs

B/y-actina: PHD3 esta implicado en el control de la estructura, motilidad y polaridad epitelial gracias a
su capacidad de hidroxilar B y y-actina. Dicha hidroxilacidon favorece el estado monomérico (G-actina) y

bloquea el ensamblaje de F-actina (Luo et al., 2014).

Cep192: La hidroxilacién de Cep192 por PHD1 es necesaria para su correcta localizacion y la mutacion
de las prolinas dianas (P/A) resulta en la acumulacién de la proteina que conlleva defectos en la duplicacion
de los centriolos, la maduracion del centrosoma vy fallo en la formacién del huso mitético (Moser et al.,
2013). Este mismo afio se ha descrito que CDK2, CDK4 y CDK5 fosforilan la serina 130 de PHD1 e

incrementan su afinidad por Cep192, facilitando la progresién del ciclo celular (Ortmann et al., 2016).

Fosfodiesterasa 4D (PDE4D): PHD2 hidroxila PDE4D y la dirige a su degradacion en un modelo de
cardiomiocitos. Esta modificacién garantiza la funcidén contrdctil de los sarcomeros al mantener los niveles

de AMPc (Huo et al., 2012).

FOXO3a: La hidroxilacion de FOXO3a por PHD1 previene la unidon de la de-ubicuitinasa USP9x vy
promueve su degradacién por el proteasoma (Zheng et al.,, 2014). FOXO3a reprime, entre otros, la
transcripcion de ciclina-D1 y explica, al menos parcialmente, el fenotipo de ratones Phd1-/-. Estos ratones
muestran hipo-proliferacion de la glandula mamaria y la pérdida de PHD1 en tumores mamarios ERa(+)
suprime la proliferacién celular y el crecimiento del tumor debido a la disminucidn en los niveles de ciclina-

D1 (ARNm y proteina) (Zhang et al., 2009).

Human CDC-like kinase 2 (HCLK2): PHD3 promueve la apoptosis al activar la ruta de sefializacion ATR-

Chk1-p53 en respuesta al dafio en el ADN a través de la hidroxilaciéon de la HCLK2 (Xie et al., 2012).

IKKB: Cummins y colaboradores observaron que el tratamiento con DMOG, la mutacién de la prolina
191 de IKKB y el silenciamiento de PHD1 activan la via de NFkB (Cummins et al., 2006). En este trabajo se
propuso que la hidroxilacidn de IKKB previene su activacion al impedir la fosforilacién de las serinas 177 y
181 y consecuentemente, la activacion de NFkB. Recientemente se ha confirmado la hidroxilacién de IKKB
en la prolina 191 propuesta inicialmente si bien el mecanismo de inactivacién no se ha esclarecido por el
momento (Zheng et al., 2014). Ademas, durante la diferenciacién del musculo esquelético, la actividad
hidroxilasa de PHD3 es necesaria en la represidn de la via IKKB/NFkB aunque no esta claro si PHD3 hidroxila

a IKKB (Fu y Taubman, 2010).



Isoforma M2 de la piruvato quinasa (PKM2): PHD3 es capaz de hidroxilar las prolinas 403/408 de PKM2
lo que incrementa su interacciéon con HIF-1a y promueve su actividad. Se establece asi un mecanismo de

retroalimentacion positiva que regula el metabolismo anaerdbico de la glucosa (Luo et al., 2011).

Receptor B2-adrenérgico: El receptor acoplado a proteina G B2-adrenérgico, cuya activacion causa
vasodilatacién, presenta un ODDD similar al de HIF-a. La hidroxilacién de este dominio es catalizada por

PHD3 y conlleva su degradacion dependiente de pVHL (Xie et al., 2009).

Receptor de la hormona tiroidea-a (TR-a): La inhibicién de PHD2/3 facilita la interaccidén de TR-a con el
represor transcripcional NCOR2 y disminuye la expresidon de fosfolambina que activa CaMKIl y provoca

dafio cardiaco (Xie et al., 2015a; Xie et al., 2015b).

Transient receptor potential cation channel A1 (TRPA1): La hidroxilacién de TRPA1 por PHD1 y PHD3
inhibe su actividad como canal idnico (Takahashi et al., 2011). No obstante, se ha propuesto que TRPA1

actua en tanto que «sensor» de oxigeno antagonizando el efecto de las PHDs sobre su propia actividad.

B/y-actina v Polaridad epitelial Luo et al.,, 2014
Cepl192 v Ciclo celular Moser et al., 2013
FOXO03a e Proliferacion celular Zheng et al., 2014

HCLK2 e Respuesta a dafio en el ADN Xie et al., 2012
HIF v v v Homeostasis de oxigeno Bruick y McKnight, 2001

Epstein et al., 2001
Cummins et al., 2007

IKKB v v/ Via candnica de NFkB Fuy Taubman, 2010
PDE4D Ve Niveles intracelulares de AMPc Huo et al., 2012
PKM2 v/ Metabolismo de la glucosa Luo et al.,, 2011

B-:der(;enr:rf)gzco v Contractilidad endotelial y cardiaca Xie et al., 2009

TR-a v/ v/ Contractilidad cardiaca Xie et al., 2015a

TRPA1 v v/ Actividad de canales idnicos Takahashi et al., 2011

Tabla 11.1.4.2. Dianas directas de las PHDs. Listado de los substratos hidroxilados por las PHDs y sus

consecuencias.

11.1.4.3 Dianas plausibles cuya regulacion depende de la actividad catalitica

Activating Transcription Factor 4 (ATF4): ATF4 es un miembro de la familia de factores de transcripcidn
ATF/CREB de regiones basicas/zipper de leucina (bZIP, por sus siglas en inglés) cuya activacién es inducida

en condiciones de hipoxia. Ademas, ATF4 media la respuesta a estrés por privacion de aminoacidos (ISR por


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takahashi%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21873995

sus siglas en inglés) o estrés del reticulo endoplasmatico (ERE) (Ameri et al., 2004; Blais et al., 2004; Fawcett
et al., 1999; Hai y Hartman, 2001; Harding et al., 2003). Entre los genes diana de ATF4 se incluyen genes
responsables del balance redox (HO1), apoptosis (CHOP, TRB3), metabolismo de aminoacidos (ASNS, CAT-1)
o reparacion del ADN (Oskolkova et al., 2008; Rzymski et al., 2009; Siu et al., 2002).

Se ha descrito que la hipoxia y los inhibidores de PHDs son capaces de estabilizar los niveles de ATF4. La
presencia de 5 prolinas conservadas en ATF4 ha sido considerada como un nuevo ODDD (K&ditz et al., 2007,
Wottaba et al., 2010). Por otro lado, PHD1 y PHD3 regulan negativamente la actividad transcripcional de
ATF4 inducida por hipoxia o ERE (Hiwatashi et al., 2011; Koditz et al., 2007).

CD24: Resultados de nuestro laboratorio en colaboracién con el grupo de la Dra. MdM Vivanco han
demostrado que el silenciamiento de PHD3, pero no de PHD1 ni PHD2, al igual que la hipoxia incrementa la
proporcién de la subpoblacién CD44*CD247"°" de células madre cancerigenas (CSCs por sus siglas en inglés)
en cancer de mama ER(-). Ello es consecuencia de la desdiferenciacidon de la masa tumoral y el bloqueo de
la diferenciacion de las CSCs. Dicha regulacién implica cambios en la expresion de CD24 que son

independientes de HIF (Iriondo et al., 2015).

eEF2: PHD2 regula la activacién de la translocasa ribosomal eEF2. En condiciones de hipoxia, eEF2 es
fosforilado en la treonina 56 y la sintesis proteica se inhibe. En condiciones de normoxia, PHD2 promueve la
desfosforilacion de eEF2, re-activando la sintesis proteica (Romero-Ruiz et al., 2012). No esta claro si PHD2
ejerce su efecto sobre eEF2 o a través de la modulacion de otras proteinas como las fosfatasas (Romero-

Ruiz et al., 2012).

KIF1B: La privacion de NGF activa la via de c-Jun y la consiguiente inducciéon de Phd3 que regula la
expresion de esta quinesina provocando la liberacidon de citocromo c y la consiguiente muerte celular
(Schlisio et al., 2008). En efecto, KIF1 media la apoptosis de precursores neuronales para garantizar la
supervivencia selectiva de las neuronas correctamente conectadas durante el desarrollo embrionario.
Ademas, mutaciones de esta quinesina se han asociado con el desarrollo de meduloblastomas,
neuroblastomas y feocromocitomas (Bishop et al., 2008; Lee et al., 2005; Lipscomb et al., 1999; Straub et

al., 2003).

Miogenina: PHD3 interacciona con miogenina, proteina esencial en el proceso de miogénesis,

previniendo su degradacion dependiente de pVHL (Fu et al., 2007).

Paired box 2 (Pax2): PHD3 regula negativamente la expresion de Pax2, factor de transcripcion
fundamental durante la embriogénesis, al mediar su degradacion por el proteasoma. En cancer colorrectal,
se observé una disminucion en los niveles de PHD3 que se correlacionaron con un incremento en Pax2 y

ciclina-D1 (Yan et al., 2011; Zhang et al., 2012).



Via de Mammalian Target Of Rapamycin Complex 1 (mTORC1): Ademas de su funcién en tanto que
«sensores» de oxigeno, las PHDs proporcionan un mecanismo capaz de transmitir sefiales intracelulares en
funcién de la disponibilidad en aminodcidos. El equipo de Gottlieb y colaboradores observé que la pérdida
de a-cetoglurataro (producto del catabolismo de aminodacidos) en células sometidas a privacidon de
aminoacidos, al igual que la hipoxia, inhibe la actividad de las PHDs, aunque sorprendentemente sin afectar
la estabilidad de HIF-a. La inhibiciéon de las PHDs indujo el proceso de autofagia y previno la activacion de
mTORC1 que se inactiva cuando los niveles de aminodcidos son limitantes, en un proceso que implica la

pequefia GTPasa Rag (Duran et al., 2013).

Hiwatashi et al., 2011
ATF4 Ve Ve Respuesta a estrés Koditz et al.,2007
Wottaba et al., 2010
CD24 v Stemness Iriondo et al., 2015
eEF2 v/ Sintesis proteica Romero-Ruiz et al., 2012
KIF1B v Apoptosis neuronal Schlisio et al., 2008
Fu et al., 2007
Mi . Dif s iscul léti '
iogenina v iferenciacién musculo esquelético Fuy Taubman, 2010
mTORC1 v v v Sintesis proteica Duran et al., 2013
Pax2 v Proliferacion celular Yan et al., 2011

Tabla 11.1.4.3 Dianas plausibles de las PHDs. Listado de posibles dianas directas o indirectas de las PHDs cuya

regulacion depende de su actividad hidroxilasa.

11.1.4.4 Dianas que no dependen de la actividad catalitica

Bcl-2: Se ha propuesto que PHD3 interacciona con Bcl-2, inhibiendo la formaciéon del complejo anti-

apoptoético Bax-Bcl-2 en cardiomiocitos (Liu et al., 2010).

FDXR: PHD1 forma un complejo activador con el Nuclear Respiratory Factor 1 (NRF1) y PGCla que
promueve la transcripcion de la ferridoxin reductasa (FDXR) y que mantiene la actividad mitocondrial

(Zhang et al., 2015).

hPRP19: PHD3 forma complejos con hPRP19 que inhiben la muerte celular en respuesta a hipoxia (Sato

et al., 2010).

IKKB: En un modelo de cancer de colon, PHD3 impide la unién de IKKB a HSP90, inhibiendo la

fosforilacidn y activacién de IKKB (Xue et al., 2010).



Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR): PHD3 media la internalizacion del EGFR
(Garvalov et al., 2014). Independientemente de su actividad hidroxilasa, PHD3 actiia como una proteina de
andamiaje que se asocia con el adaptador endocitico Epsl5 y promueve la internalizacién de EGFR en
complejo con Grb2 (Garvalov et al., 2014; Henze et al., 2014). En consecuencia, la pérdida de PHD3 en

glioma promueve la progresion tumoral (Garvalov et al., 2014; Henze et al., 2014).

Receptor-Interactin Protein 1 (RIP1): PHD3 interacciona con RIP1 e interfiere en la unién entre RIP1 y

clAP1, atenuando la activacién de NFkB inducida por RIP1 (Fu, 2016).

Subunidad E1B de la PDH: Se ha descrito que PHD3 interacciona con la subunidad E1B de la PDH
desestabilizando el complejo (Kikuchi et al., 2014). Gracias a este mecanismo, MEFs y células MCF7 PHD3-/-
producen menos ROS y son mas resistentes a muerte celular durante una hipoxia prolongada (Kikuchi et al.,

2014).

Bcl-2 v Apoptosis Liu et al., 2010
EGFR v Sefializacion de EGFR G:;V:Zlg‘;f;flzggr
E1B v Metabolismo de la glucosa Kikuchi et al., 2014
FDXR v/ Funcion mitocondrial Zhang et al., 2015
hPRP19 e Muerte celular Sato et al., 2010
IKKB v Via no candnica de NFkB Xue et al., 2010

RIP1 v Via de NFkB Fu, 2016

Tabla 11.1.4.4. Listado de posibles dianas directas o indirectas de las PHDs cuya regulacion es independiente de

su actividad hidroxilasa.

1.2 Las modificaciones post-traduccionales y los sensores de

oxigeno: papel de SUMO

Las modificaciones post-transcripcionales (PTMs por sus siglas en inglés) suponen la adicién de un grupo
funcional (fosfato, acetilo, ubicuitina, SUMO...) sobre la proteina diana e influyen practicamente en todos
los aspectos de la biologia celular. Se estima que el 5% del proteoma corresponde a enzimas que llevan a
cabo 200 tipos de PTMs diferentes y que practicamente todas las proteinas sufren algin tipo de PTM. Las

PHDs no son una excepcion y asi, como ya se ha mencionado, Siah1/2 media la ubicuitinacién de PHD1 y



PHD3 (Nakayama et al., 2004). Este mismo afio, se ha demostrado que PHD1 es fosforilada por varias CDKs
(Ortmann et al., 2016). En concreto, se ha descrito que CDK2, CDK4 y CDK5 fosforila la serina 130 de PHD1
modulando su actividad a lo largo del ciclo celular e incrementan su afinidad por Cep192 (Ortmann et al.,

2016). Nuestro laboratorio se ha interesado particularmente en el estudio de la SUMOQilacién de las PHDs.

La SUMQilacién es una modificacién post-traduccional que implica la modificacidon por Small Ubiquitin
Related Modifier (SUMO) de la proteina diana. SUMO es un pequefio polipéptido, de 10 kDa, de la familia
de las proteinas semejantes a ubicuitina (Cheng et al., 2006a; Mahajan et al., 1997; Matunis et al., 1996). Se
encuentra altamente conservada entre especies. Las levaduras y Caenorhabditis elegans expresan una
Unica proteina SUMO, denominada Suppressor of mif two 3 (Smt3) (Choudhury y Li, 1997; Johnson et al.,
1997; Lapenta et al., 1997). En el caso de Drosophila melanogaster, estudios recientes han puesto de
manifiesto la presencia de dos genes pardlogos, uno de los cuales se perdid antes de la divergencia de los
himendpteros (Bhaskar et al., 2000; Urefia et al., 2016). Otros eucariotas, incluyendo plantas y vertebrados,
presentan mds de una proteina. Los mamiferos exhiben 4 paralogos de SUMO, denominados SUMO1,

SUMO2, SUMO3 y SUMO4 (Bohren et al., 2004)

SUMO?2 y SUMO3 son idénticas en un 95% y de hecho sélo se pueden distinguir por tres aminoacidos y
se suelen denominar colectivamente como SUMO2/3. Estos SUMOs muestran un 45% de homologia con
SUMOL1 y todos los pardlogos de mamiferos se asemejan a Smt3p en un 45%. Se desconoce el papel que
desempefia SUMO4 vy, a dia de hoy, no se sabe si puede ser procesado a su forma madura (Owerbach et al.,

2005).

En lo referente a su organizacion estructural (Figura 11.2.1.1), SUMO maduro presenta un motivo
altamente conservado en su extremo C-terminal constituido por dos glicinas implicadas en su conjugacion
(Kamitani et al., 1997; Mahajan et al., 1998; Matunis et al., 1996). SUMO exhibe ademds una extensién N-
terminal flexible de entre 15 y 20 aminoacidos, que no esta presente en ubicuitina u otras UBLs (Bayer et

al., 1998; Mahajan et al., 1997; Saitoh et al., 1997).



Ubicuitina SUMO01 SUMO02/3

C-ter

N-ter

Figura 11.2.1.1. Representacion de la estructura 3D de ubicuitina, SUMO1 y SUMO2/3. SUMO1 y ubicuitina son
idénticas en un 18% pero muestran una elevada semejanza en su estructura tridimensional. Adaptado de Martin et al

(2007).

SUMO es conjugado a la proteina en un proceso semejante a la ubicuitinacidon pero que requiere de un
grupo de enzimas especificas (Figura 11.2.1.2). SUMO se traduce como una proteina inmadura que requiere
de la escisién proteolitica de entre cuatro y once aminodcidos del extremo C-terminal de la proteina.
Después de la escision, SUMO expone el motivo de dos glicinas que marca su extremo C-terminal (Johnson
et al., 1997; Kamitani et al., 1997; Mahajan et al., 1998). Este procesamiento proteolitico, semejante al de
la pro-ubicuitina, es catalizado por la familia de proteasas denominadas Sentrin specific Proteases (SENPs)

(Li y Hochstrasser, 1999).

El motivo de dos glicinas C-terminal es activado por una enzima E1 en un proceso que implica la
hidrélisis de ATP. En mamiferos se ha identificado una Unica enzima El-activadora compuesta por dos
subunidades denominadas SAE1/Aos1 y SAE2/UBA2 (Desterro et al., 1999; Johnson et al., 1997; Okuma et
al., 1999). Se forma un grupo SUMO-adenilato que es seguido por la remodelacién del lugar activo de la
enzima E1 y la formacién de un enlace tioéster de alta energia entre la cisteina presente en el lugar activo

de UBA2 y la glicina C-terminal de SUMO (Johnson et al., 1997; Lois y Lima, 2005; Okuma et al., 1999).

A continuacidn SUMO es transferrido desde UBA2 a la enzima E2 conjugadora Ubc9 formando un enlace
tioéster entre la cisteina catalitica de Ubc9 y el motivo de glicinas C-terminales de SUMO (Desterro et al.,

1997).



Finalmente, Ubc9 transfiere SUMO al substrato que presenta un motivo de SUMOilacién consenso
formando un puente isopeptidico entre el extremo C-terminal de SUMO vy el grupo €-amino de un residuo
de lisina de la proteina diana (Nacerddine et al., 2005). Algunas dianas de SUMO requieren en este ultimo
paso de la contribucién de una E3 SUMO-ligasa que cataliza la transferencia de SUMO de Ubc9 al substrato

(Mahajan et al., 1998; Matunis et al., 1998). Se han descrito cinco grupos de E3 SUMO-ligasas.

Hidrolasa C-terminal: Enzima E1 Enzima E2 Enzima E3 Proteasa:
SENP activadora conjugadora ligasa SENPs, De-Sl,
Wss1

GG
i

Maduracion | | Activacion | | De-SUMOilacion

Figura 11.2.1.2. Cascada de SUMOilacion.

Familia de la proteina inhibidora de STAT activado (PIAS): Es la familia mas amplia y contiene un
dominio SP-RING y un dominio PINIT que selecciona la lisina diana (Azuma et al., 2005; Kahyo et al., 2001;
Palvimo, 2007; Takahashi et al., 2001). Se han identificado seis miembros en humanos: PIAS1, PIASxa,
PIASxB, PIAS3, PIASy y Nse2/Msm21 (Andrews et al., 2005; Kahyo et al., 2001; Potts y Yu, 2005; Sachdev et
al., 2001; Sapetschnig et al., 2002; Schmidt y Mdller, 2002).

RanBP2: Presenta actividad E3 SUMO-ligasa frente a Sp100, la clase Il de histona deacetilasas, RanGAP1
y la proteina activadora de la GTPasa Ran (Kirsh et al., 2002; Matunis et al., 1998; Pichler et al., 2002; Saitoh
et al., 1998). RanBP2 se compone de un dominio de repeticion interno formado por dos secuencias de 50
residuos (IR1 e IR2) separados por 24 residuos (M). La actividad catalitica de la enzima reside en los
fragmentos IR1+M que se une de manera estable a Ubc9 favoreciendo su actividad catalitica sin

interaccionar con la proteina substrato (Pichler et al., 2002; Pichler et al., 2004; Reverter y Lima, 2005).



Pc2/CBX4: Es un componente del complejo multimérico policomb represorio 1 (PRC1 por sus siglas en
inglés) y puede actuar como SUMO ligasa al unirse a Ubc9 y a dianas de conjugacion. Entre las dianas de
Pc2 se encuentra el co-represor transcripcional Carboxyl-terminus Binding Protein (CtBP1) (Kagey et al.,

2003). Pc2 contribuye también a la SUMOQilacién de lugares de lesién del ADN (Ismail et al., 2012).

Histona deacetilasa 4 (HDAC4): La expresion de esta E3 ligasa promueve la SUMOQilacién del factor
promotor especifico de miocitos (MEF2 por sus siglas en inglés) (Zhao y Blobel, 2005). HDAC4 ejerce su
funcién al unirse a Ubc9 aunque también se ha sugerido que puede promover la SUMOQilacion al fosforilar

lugares adyacentes a la lisina diana de conjugacién (Yang y Gregoire, 2006).

TOPORS: Es una proteina que contiene un dominio dedo de RING y un motivo de interaccién a SUMO
(Hecker et al., 2006). Se caracteriza por su actividad E3 SUMO y ubicuitina-ligasa (Weger et al., 2005).

Algunas de sus dianas son la ADN-topoisomerasa | y p53 (Weger et al., 2005).

Los substratos de SUMO no sdélo pueden ser mono-conjugados sino que pueden sufrir modificaciones
posteriores por SUMO (Figura 11.2.1.3). Asi, una diana de SUMO puede ser modificada en varias lisinas
(multiple-mono SUMOilacién) y SUMO2/3 pueden formar cadenas de poli-SUMO sobre la lisina 11 (Tatham
et al., 2001). SUMO1 carece de este residuo y, por lo tanto, es incapaz de formar cadenas de poli-SUMO
aunque puede terminar dichas cadenas (Bayer et al., 1998; Matic et al., 2008). Cabe destacar la posibilidad
de formar cadenas hibridas de SUMO y ubicuitina. La sintesis de estas cadenas depende la actividad de las
ligasas de ubicuitina dirigidas por SUMO (STUBLSs por sus siglas en inglés) que reconocen especificamente y
ubicuitinan cadenas de SUMO presentes en proteinas substrato. Estas cadenas son reconocidas por
proteinas receptoras que contienen motivos de interaccién con SUMO y ubicuitina (tSIM-UIMs) implicadas,

por ejemplo en reparacién del ADN (Guzzo y Matunis, 2013).
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Mono-SUMOilacién Multiple-Mono-SUMOilacién Poli-SUMOilacién Cadenas hibridas de
SUMO-ubicuitina

Figura 11.2.1.3. Tipos de modificacion por SUMO de un substrato. La SUMOilacion puede producirse una vez
(mono-SUMQilacién) repetidas veces sobre diferentes Ks (multiple-mono SUMOQilacion) o sobre la misma K (poli-
SUMOilacién) formando cadenas. Las cadenas de SUMO estan compuestas por SUMO2 o 3 y pueden estar terminadas

por SUMOL1. Adicionalmente, pueden formarse cadenas hibridas de SUMO-ubicuitina.

La SUMOQilacién es una modificacion reversible. Las SENPs, ademas de su funcién hidrolasa C-terminal,
presentan actividad isopeptidasa. Las enzimas que realizan esta funcidn en levaduras son Ulpl y Ulp2 (Li y
Hochstrasser, 1999). En humanos hay seis homdlogos de Ulp denominados SENPs: SENP1-3 y SENP5-7.
SENP1-3 son semejantes a Ulpl, mientras que SENP6 y SENP7 son semejantes a Ulp2 (Mukhopadhyay y
Daso, 2007). SENP1 y SENP2 se localizan en la membrana nuclear y tienen actividad frente a SUMO1 vy
SUMO2/3. SENP3 y SENP5 se localizan en el nucléolo y catalizan reacciones que implican SUMO2/3 (Di
Bacco et al., 2006; Gong y Yeh, 2006). SENP6 y SENP7 se localizan en el nucleoplasma y estan implicados en
la edicion de las cadenas de poli-SUMO (Lima y Reverter, 2008; Mukhopadhyay et al., 2006; Shen et al.,
2009). Ademas de la familia de SENPs, USPL1, Wss1 y DeSl-1 se han descrito como de-SUMOilasas. USPL1
es una proteasa necesaria para el mantenimiento de los cuerpos de Cajal (Schulz et al., 2012). Wss1 se
describié como una isopeptidasa que actla sobre cadenas de poli-SUMO (Mullen et al., 2010) y DeSlI-1

presenta actividad isopeptidasa pero no actividad procesadora de SUMO (Shin et al., 2012).

Al menos la mitad de las proteinas diana de SUMOilacién presentan un motivo consenso que es
reconocido por Ubc9: YKXD/E, donde { es un residuo alifatico (L, | o V) y X un aminoacido cualquiera
(Rodriguez et al., 2001). El motivo consenso adopta una conformacién extendida en la cual la lisina
aceptora se sitla dentro de un surco hidrofébico. Los residuos adyacentes interaccionan directamente con
Ubc9 estableciendo puentes de hidrégeno y uniones electrostaticas que facilitan el reconocimiento del

motivo consenso (Bernier-Villamor et al., 2002; Lin et al., 2002; Sampson et al., 2001).



Se han identificado motivos de reconocimiento adicionales que se resumen en la Tabla 11.2.1.3
(Hietakangas et al., 2006; Matic et al., 2010; Peurala et al., 2012; Yang et al., 2006; Yang y Gregoire, 2006).
Entre estos motivos se incluyen los motivos de SUMOilacion dependientes de fosforilacién (PDSMs por sus
siglas en inglés) y los motivos de SUMOQilaciéon dependientes de aminodcidos negativos (NDSMs por sus
siglas en inglés) que incrementan la conjugacién por SUMO al facilitar la interacciéon con Ubc9 (Mohideen et

al., 2009).

Motivo consenso WKX(E/D) -
Motivo consenso invertido (E/D)XKY -
Motivo consenso hidrofdbico VP PYKX(E/D) -

Motivo de SUMOilacién dependiente de Fosforilacion por quinasas dirigidas

fosforilacion (PDSM). WKX(E/D)XX(pS)P por prolina
Motivo de SUMOilacion dependiente de
aminoacidos con carga negativa (NDSM) WKX(E/D)XXEEEE i
Motivo de SUMOilacién fosforilado (pSuM) YKX(pS)P Fosforilacion por qu!nasas dirigidas
por prolina
pSuM extendido WKX(pS)P(pS)XXX(pS)P Fosforilacién por quinasas dirigidas

por prolina y GSK3

Tabla 11.2.1.3. Motivos de reconocimiento de SUMO. Adaptado de Flotho y Melchior (2013).

SUMO puede ser conjugado covalentemente a proteinas que contienen motivos de interacciéon con
SUMO (SIM por sus siglas en inglés) (Minty et al., 2000). Los SIMs se caracterizan por la presencia de
aminoacidos hidrofdbicos -tipicamente (V/1)-X-(V/1)-(V/1) o (V/1)-(V/1)-X(V/I)- flanqueados en su extremo N-
o C-terminal por residuos de serina (susceptibles de ser fosforilados) y/o por un grupo de aminoacidos
acidicos (Hecker et al., 2006; Song et al., 2004; Song et al., 2005). Este motivo forma una hoja plegada
corta que queda embebida en un surco formado por hélices a y hojas plegadas 2. Dependiendo de la
naturaleza exacta del motivo SIM, la orientacién relativa a las hojas plegadas B2 de SUMO puede ser
paralela o anti-paralela (Hecker et al., 2006) (Figura I.2.4). No obstante, el grado de afinidad entre SUMO y

el motivo SIM es bajo y se situa en el rango micromolar.

El motivo SIM facilita la SUMOQilacién o media la unién a proteinas SUMOiladas y se ha encontrado en un
amplio abanico de proteinas que incluye substratos de SUMO y enzimas implicadas en el proceso de
SUMOilacién (Perry et al., 2008; Song et al., 2004; Song et al., 2005). Ejemplos de SUMOilacion dependiente
de SIM incluyen al co-represor transcripcional Daxx, USP25, la helicasa BLM, las E3 SUMO-ligasas RanBP2,
Siz1/PIAS y Pc2 (Chang et al., 2011; Meulmeester et al., 2008; Tatham et al., 2005; Yang y Sharrocks, 2009;
Yunus y Lima, 2009; Zhu et al., 2008).




Figura 11.2.1.4. Modelo de interaccion entre SUMO1 (azul) y SIM (verde). La insercion del SIM en el surco
hidrofébico de SUMO1 puede darse en dos orientaciones dependiendo de la disposiciéon de los aminodacidos

hidrofdbicos y cargados de ambas proteinas. Adaptado de Kerscher (2007).

Las consecuencias de la SUMOQilacidn son variadas e incluyen cambios conformacionales, de localizacion
celular, en la actividad y/o estabilidad de la proteina diana o pérdida de unidon a otras proteinas (Geiss-
Friedlander y Melchior, 2007). La deteccion y analisis de la SUMOQilacidn se ve dificultada por los bajos
niveles de modificacion basal y la actividad isopeptidasa. Por ello, las primeras dianas en ser identificadas
fueron aquellas muy abundantes o estables como RanGAP1, PML o Sp100 (Kamitani et al., 1998; Mahajan
et al., 1997; Matunis et al., 1996; Miiller et al., 1998; Sternsdorf et al., 1999). Gracias a la mejora de las
técnicas de deteccidn, se ha podido identificar substratos poco abundantes que, en conjunto, han
permitido determinar que la SUMOQilacién regula practicamente todos los aspectos de la biologia celular. En
Schizosaccharomyces pombe y Aspergillus nidulans la inactivacion de SUMO es letal (Tanaka et al., 1999;
Wong et al.,, 2008). Sin embargo, en humanos y ratones, la haploinsuficiencia de SUMO1 es
mayoritariamente compensada por SUMO2/3 aunque su carencia provoca defectos en el desarrollo del
corazén o labio leporino (Alkuraya et al., 2006; Evdokimov et al., 2008; Zhang et al., 2008). La inactivacion
de Ubc9 y Senpl o Senp2 en ratones es letal debido a la disminucién o incremento de la modificacion por

SUMO, respectivamente (Cheng et al., 2007; Chiu et al., 2008; Nacerddine et al., 2005).



La SUMQilaciéon es un mecanismo clave en la proteccion de las células frente a estrés metabdlico o
factores ambientales adversos como cambios en la presion osmética, temperatura ambiente, estado
oxidativo, radiacidn ionizante o estrés genotdxico que causan un incremento notable en la conjugacidn de
SUMO en multiples tipos celulares (Comerford et al., 2003; Golebiowski et al., 2009; Manza et al., 2004;
Saitoh y Hinchey, 2000). En este sentido, es destacable el papel de SUMO en la respuesta a dafio en el ADN
modificando proteinas como PCNA, BLM, XRCC4 y RPA de mamiferos o SGS1, YKU70 y RAD52 en levaduras
(Branzei et al., 2006; Dou et al., 2010; Eladad et al., 2005; Hoege et al., 2002; Sacher et al., 2006; Yurchenko
et al., 2006; Zhao y Blobel, 2005). SUMO es un regulador de la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR por
sus siglas en inglés) y de la homeostasis del reticulo endopldasmico (RE). La deficiencia en SENP1 promueve
la apoptosis celular inducida por ERE. SUMO1 y SUMO2/3 modifican XBP1 reduciendo su actividad
transcripcional y su deSUMOQilacidn por SENP1 es esencial para promover su funcidn en la respuesta UPR

(Golebiowski et al., 2009; Jiang et al., 2012).

Acorde con estos datos, son muchas las evidencias que indican que SUMO media la adaptacion a
hipoxia. Durante la hibernacién, el flujo sanguineo, el consumo de energia y la temperatura corporal
disminuyen sin causar dafio cerebral. El hecho de que bajo estas condiciones, la SUMOilacién se halle
incrementada sugiere que SUMO protege a las células frente a niveles normalmente letales de oxigeno y
glucosa (Lee et al., 2007). Estudios in vivo parecen apoyar esta hipdtesis. Ratones expuestos a hipoxia
muestran un incremento en los niveles de ARNm y de proteina de SUMO1 en cerebro y corazén (Comerford
et al., 2003; Shao et al., 2004). Asimismo, varios modelos de isquemia cerebral global o focal muestran un
incremento en el proceso de SUMOilacién tanto por SUMO1 como por SUMO2/3 (Cimarosti et al., 2008;
Yang et al.,, 2008a; Yang et al., 2008b). Recientemente se ha descrito que la isquemia transitoria en
neuronas de la médula espinal induce un incremento en la conjugacion por SUMO2/3 (Wang et al., 2012) y
que el silenciamiento de SUMO1 y SUMO2/3 en neuronas corticales de ratas disminuye la viabilidad celular
después de la privacidon de oxigeno y glucosa (OGD por sus siglas en inglés) (Datwyler et al., 2011). De
manera similar, la sobre-expresién de SENP1 en neuronas del hipocampo disminuye la conjugacién por
SUMO1 y SUMO2/3 e incrementa la muerte celular dependiente de OGD (Cimarosti et al., 2012). La pérdida
de SENP3 podria mediar la conjugacién de SUMO2/3 en células expuestas a OGD (Guo et al., 2013).

Numerosos componentes de la cascada de sefializacion de hipoxia sufren modificacion por SUMO
(Nufiez-O’Mara y Berra, 2013). Se ha propuesto que la SUMOQilacién de HIF-1a promueve su interaccion con
pVHL y su degradacién (Cheng et al., 2007). Asi, ratones deficientes en Senp1 mueren debido a una anemia
severa consecuencia de un defecto en la estabilizacion de HIF-1a. Por el contrario, algunos autores
sostienen que la SUMOQilacién de HIF-1a induce su estabilizacién y actividad transcripcional (Bae et al.,
2004; Carbia-Nagashima et al.,, 2007). Por ultimo, Berta y colaboradores (2007) sugieren que la

SUMOilacién de HIF-1a reprime su actividad transcripcional sin afectar a su estabilidad. Ademas, se ha



descrito que la SUMOilacién de pVHL se halla incrementada en hipoxia e inhibe su actividad E3 ubicuitina-
ligasa y por ende, la degradacion de HIF-1a (Cai et al., 2010; Cai y Robertson, 2010). Asimismo, HIF-2a e
HIF-1B son modificados por SUMO1 y/o SUMO2/3 disminuyendo su estabilidad y actividad (Tojo et al.,,
2002; van Hagen et al.,, 2010). La conjugacién de SUMO a p300 y CBP disminuye su actividad
transactivadora (Girdwood et al., 2003; Kuo et al., 2005). Por ultimo, GLUT1 y GLUT4 son substratos de
SUMO vy la sobre-expresidn de SUMO1 se ha relacionado con un incremento en la captacidén de glucosa en
la célula y con un incremento en la glicolisis (Agbor et al., 2011; Giorgino et al., 2000). Todos estos datos
evidencian el papel que SUMO juega en la homeostasis del oxigeno, proceso en el que las PHDs son

esenciales.






l11.0bjetivos






Inicialmente identificadas como los «sensores» de oxigeno, las PHDs son enzimas claves en la regulaciéon
de su homeostasis. Cada una de ellas presenta, sin embargo, diferentes particularidades en su localizacién,
distribucién y regulaciéon. Ademas, estos Ultimos afios estamos asistiendo al descubrimiento de nuevas

dianas moleculares y vias de sefalizacidon que subrayan su idiosincrasia.

Las modificaciones post-traduccionales de las proteinas son altamente dindmicas y en su mayoria
reversibles. Por ello, desencadenan respuestas celulares agiles y confieren una gran plasticidad a las
proteinas modificadas. El estudio del papel de las PTMs en la regulacién de las PHDs es un area de
investigacion escasamente explorada que suscitd el interés de nuestro laboratorio. En concreto, en el
presente trabajo se estudié la modificacion por SUMO. Con el fin de evaluar dicha hipdtesis se plantearon

los siguientes objetivos:
1) Determinarsi PHD1 es sustrato de SUMO.

2) Estudiar los mecanismos moleculares implicados en la SUMOQilacién de PHD1 y analizar la

relevancia fisiopatoldgica de dicha SUMOQilacidn.

3) Profundizar en el estudio de la SUMOQilacién de PHD3.






V. Materiales y
Métodos






IV.1 Biologia Molecular

Los constructos pPCMV-Myc-HIF1a-DM (P402/564A), Myc-HIF1a-DM®’, pcDNA3-HA-PHD1-WT,
pcDNA3-HA-PHD3-WT, pcDNA4-HA-PHD3-H196A, pcDNA4-HA-PHD3-ASUMO, pcDNA4-HA-PHD3-
SUMO02/3, CMV-Bgalactosidasa, NFkB-LUC, SV40-Bgalactosidasa y pRE-Atk-Luc-HRE (que contiene tres
copias del Hypoxia Response Element del gen de la eritropoyetina) se han descrito previamente (Berra et

al., 2003; Ginouves et al., 2008; Nufiez-O’Mara et al., 2015).

Los plasmidos Myc-ATF4 y pATFx2-LUC fueron donados por la Dra. D. Katschinski (Herz Zentrum,
Gottingen, Alemania). El grupo del Dr. MS. Rodriguez (Inbiomed, San Sebastian, Espafia) nos cedio
cortésmente los plasmidos pcDNA3-SUMO2/3(His); y pcDNA3-UBC9-V5. La Dra. T. Borsello (Istituto Di
Ricerche Farmacologiche Mario Negri, Milan, Italia) nos ofrecio el plasmido pEGFP-C1-SENP1. Finalmente,
los plasmidos mRUBY2-PHD1-WT y mRUBY2-PHD1-K118/120R se generaron en el laboratorio de la Dra. V.

Sée (Universidad de Liverpool, Reino Unido).

La construccién pcDNA3-HA-PHD1-Nter se generd por amplificacion por PCR utilizando el plasmido HA-
PHD1-WT como molde y los oligos 5-CTCCCTCGGATCCGACAGCCCGTG-3" (sentido) y 5'-
GCCGTAGAATTCCAGCAGGGCACGATATAG-3’ (antisentido) que contienen los sitios de digestién para BamHI

y EcoRlI (Takara), respectivamente. El producto de PCR digerido con estas enzimas se migré en un gel de
agarosa, se purificd y ligd en el vector pcDNA3-HA previamente digerido con las enzimas BamHI y Notl. La
construccion pcDNA3-HA-PHD1-Cter se generéd de idéntica manera empleando los oligos 5°-

CAGTGCTGGATCCATGGAGGAGGCG-3’ (sentido) y 5'-CTGCAGAATTCCTAGGTGGGCGTAGG-3 (antisentido).

pBind-HIF-ODDD-DM se generd por amplificacion por PCR empleando como molde pCMV-Myc-HIFla-
DM (P402/564A) con los oligos 5-GGATCCCAGGTATTATTCAGCACGACTTG-3" (sentido) y 5'-
GGTACCTCAATAGGGAGCTAACATCTCCA-3’ (antisentido) que contiene los sitios de digestion para BamHI y
Kpnl. El producto de PCR digerido con estas enzimas se migré en un gel de agarosa, se purificd y se ligd con

el vector pBIND previamente digerido con las mismas enzimas.

Se empled In-Fusion®HD Cloning (Clontech) para clonar PHD1-WT y PHD1-ASUMO en el vector Myc-
Clover-pCMV-Tag3B por PCR con los oligos 5'-GACGAGCTGTACAAGGGATCCGACAGCCCGTGCCAGCCGCAG-3"
(sentido) y 5 -TTAATTAAGGTACCGCTAGGTGGGCGTAGGCGGCTG-3" (antisentido). Se generaron asi las
construcciones GFP-PHD1-WT y GFP-PHD1-ASUMO.



Todos los plasmidos se amplificaron utilizando las bacterias ultracompetentes XL10-Gold y se purificaron
mediante el kit de maxiprep (QIAGEN). Los ADNs amplificados se verificaron por digestién enzimatica y

secuenciacion (Stabvida).

Los plasmidos pcDNA3-HA-PHD1-K118/120R y HA-PHD1-K361R se obtuvieron por mutagénesis dirigida
utilizando el kit QuickChange IIXL Site directed Mutagenesis kit (Stratagene) a partir del plasmido pcDNA3-
HA-PHD1-WT vy utilizando los oligos que se indican en la Tabla 1V.1.2. El mutante pcDNA3-HA-PHD1-
K118/120/361R se obtuvo a partir del plasmido pcDNA3-HA-PHD1-K118/120R mutando la lisina K361.

Con objeto de obtener una construccién de PHD1 cataliticamente inactiva, se generd el mutante
pcDNA3-PHD1-H358A. Para ello, se reemplazd la H358 del sitio catalitico de PHD1 por una alanina

utilizando como molde pcDNA3-HA-PHD1-WT y los oligos que se indican en la Tabla 1V.1.2

El mutante pcDNA3-PHD1-SIMmut se obtuvo por mutacién de dos leucinas por alaninas comprendidas

en el motivo SIM putativo de PHD1 (Tabla IV.1.2).

El mutante Myc-HIF2a-DM (P405/531A) se obtuvo por la mutacién de las prolinas 405 y 531 a alaninas

en dos ciclos de mutagénesis consecutivas a partir del plasmido Myc-HIF2a-WT (Tabla IV.1.2).

Todos los mutantes se corroboraron por digestién enzimatica y secuenciacion (Stabvida).

HA-PHD1- . .

K118/120R 5-CCTGAGGCCCCCAGACGGAGATGGGCCGAGGAT-3
HA-PHD1-K361R 5"-CCCCACGAGGTGAGGCCTGCCTATGCCACC-3’ Nuevo sitio Stul
HA-PHD1-H358A 5°-GTCTGACCGGCGGAACCCTGCAGAGGTGAAGCCAGCC-3’ Nuevo sitio Pstl

HA-PHD1-SIMmut | 5-GACGTTAAGGTGCATGGCGGCGCGGCGCAAATCTTCCCTGAGGGC-3” Eliminacion sitio

Bgl Il
HIF2a-P405A 5’-GAGGAGCTGGCCCAGCTAGCTGCCACCCCAGGAGACGCC-3’ Nuevo sitio Nhel
HIF2a-P531A 5-CAATGAGCTGGGACCTCGAGACACTGGCAGCCTATATCCCCATG-3’ Nuevo sitio Xhol

Tabla IV.1.2. Oligos utilizados en las mutagénesis indicadas. En rojo se muestra la mutacion de interés y en azul la

mutacidn silenciosa que introduce o elimina un sitio de restriccion.



El ARN total se purificd siguiendo las indicaciones del kit comercial RNeasy Mini Kit (Qiagen) y se

cuantificé en nano-drop. Para comprobar la calidad del ARN, se migraron 0.5ug con EtBr (10mg/mL) en un

gel de agarosa al 1% y 36.5% de paraformaldehido y se analizaron las bandas de ARN 18S y 28S en un

transiluminador de UV. Posteriormente, se retrotranscribido 1ug de ARN con el kit Kit Omniscript (Qiagen)

segun las recomendaciones del fabricante en un termociclador (5 min 25°C / 30 min 42°C / 5 min 85°C /

4°C).

Se amplificaron 50ng de cada muestra de ADNc utilizando los oligos correspondientes a cada gen

(indicados en la Tabla IV.1.3) y FastStart Universal SYBR GreenMaster (Roche) ajustando a 10uL de volumen

final con agua libre de ARNasas (SIGMA W4502). La gPCR se realizé en el termociclador CFX96 (Bio-Rad)

segun el siguiente protocolo: 10 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y 1 minuto a

60°C y una etapa final de disociacién. Para cada amplificacion se incluyd un control sin ADNc. Los niveles de

RNA se calcularon por el método de 2"

AACt

utilizando RPLPO como control interno para la normalizacién.

Sentido 5’-CAGATTGGCTACCCAACTGTT-3" 0.3

RPLPO
Antisentido 5’-GGCCAGGACTCGTTTGTACC-3’ 0.3
Sentido 5°-GAAAACAGTGCCTATGAGCAGTTG-3’ 0.4

CA9

Antisentido 5"-TCCTGGGACCTGAGTCTCTGA-3’ 0.4
Sentido 5'-GGTTGTGCCATACTCATGACC-3’ 0.3

GLUT1
Antisentido 5'-CAGATAGGACATCCAGGGTAGC-3’ 0.3

Tabla IV.1.3. Secuencia de los oligos empleados en la amplificacion por RT-qPCR de los genes indicados y

condiciones de uso.

V.2

En la presente tesis se emplearon las siguientes lineas celulares:

e Hela: Células epiteliales humanas derivadas de carcinoma de cérvix.

Biologia Celular



e HEK293T: Células generadas por transformacion de células embrionarias de rifidén humano.
e T47D: Células derivadas de un carcinoma ductal de mama ER(+).

Las lineas celulares HeLa y HEK293T se crecieron en medio de cultivo de Eagle modificado por Dulbecco,
DMEM (high glucose, GlutaMAX-1 y piruvato de sodio) suplementado con un 10% o un 5% (v/v) de suero
fetal bovino (GIBCO) previamente inactivado (30 minutos a 56°C), respectivamente. La linea celular T47D se
crecié en medio DMEM/F12 (high glucose, GlutaMAX-1, piruvato sddico) suplementado con un 10% (v/v)
de suero fetal bovino (GIBCO) previamente inactivado. Las condiciones de incubacién de las células fueron:

37°C a un 95% de humedad y atmdsfera de COzal 5%.

El procedimiento empleado para levantar las células fue el siguiente: lavado con PBS 1x (GIBCO) e
incubacién en tripsina (0.05%, GIBCO) que se neutralizd con dos volimenes de medio de cultivo.
Finalmente, las células se colectaron por centrifugacion (1.200rmp durante 5 minutos a RT) y se
resuspendieron en el medio correspondiente. El nimero de pases de las células se controld estrictamente
en funcidn de la linea celular, no superando en ningln caso los 20 é 30 pases. También se verifico

mensualmente la ausencia de micoplasmas en los cultivos (Myco-Alert-Cambrex).

El contaje del nimero de células viables (exclusién de Trypan Blue 0.4%) se realizé en una cdmara de

Neubauer visualizado a través de un microscopio de luz visible (objetivo de 10x).

Utilizamos diferentes placas para sembrar las células. En los experimentos de inmunofluorescencia, las

células Hela fueron plaqueadas sobre cubreobjetos (15mm, Thermo Scientific).

Para el tratamiento de hipoxia, las células se incubaron en una camara de hipoxia (In vivo” 400, Ruskinn,
Life Sciences) manteniendo una concentracion de O, del 1% gracias a una mezcla de gases que contiene un
5% de CO, y nitrégeno. Las células HEK293T sometidas a cinéticas largas de hipoxia, de mds de 24 horas, se
cultivaron en medio DMEM 10% FBS suplementado con 20mM HEPES y ampicilina/estreptomicina. Los
pases, las siembras y las transfecciones bajo estas condiciones se realizaron en el interior de la cdmara de
hipoxia, de tal manera que la confluencia no sobrepasara el 80% en el momento de la lisis. Se emplearon
controles visuales en los pasos de pase, siembra, transfeccion y lisis para monitorizar las células

introducidas en la cdmara de hipoxia.

Como inhibidor de la actividad hidroxilasa se emple6 DMOG (Cayman Chemical) a 1mM durante 4
horas. La ciclohexemida (SIGMA-ALDRICH) se empled a 20ug/mL como inhibidor de la sintesis proteica,
durante los tiempos indicados en los pies de figura correspondientes. El MG132 (SIGMA-ALDRICH) se utilizd
como inhibidor del proteasoma a 10uM durante 4 horas. Las células HEK293T y Hela se trataron con

20ng/mL de TNFa humano (PeproTech) para inducir la actividad de NF-kB durante 16 horas. Para inhibir el



exporte nuclear, las células Hela fueron tratadas con Leptomicina-B (SIGMA-ALDRICH) a 10ng/mL. Se

empleé la tapsigargina (SIGMA-ALDRICH) como inductor de estrés del reticulo endoplasmatico a 300nM.

Las células fueron transfectadas a una confluencia del 60-70% transcurridas 24 horas desde la siembra.
La cantidad de ADN a transfectar asi como el tiempo de incubacidn de la transfeccién fueron variables y se
indican en la leyenda de cada una de las figuras. Como agentes de transfecciéon se emplearon FUGENE6

(Roche) y Lipofectamina 2000 (Invitrogen).

Las baterias de shRNAs empleados son de Open Biosystems y se transfectaron con Arrest-IN (Open
Biosystems) siguiendo las indicaciones del fabricante. Tras 48 horas de expresion y segln el experimento,
indicado en la leyenda de la figura, las células fueron seleccionadas con 3ug/mL de puromicina (SIGMA), tal

y como se indica en la leyenda de las figuras.

Se utilizé 200uL (placas 35mm) de tampdn Laemmli (50mM Tris HCI pH=6.8, 1.25% SDS, 15% glicerol) en
la preparacion de los extractos celulares totales. La concentracion de proteina total se determind por

Lowry (BIORAD) siguiendo el protocolo del fabricante.

Las células destinadas a ser incubadas con la resina de niquel se lisaron en condiciones
desnaturalizantes con 5mL (placas de 100mm) de tampdn 6M guanidinio, 0.1M Na,HPO,/NaH,PQ,, 0.01M
Tris-HCl pH=8. Los extractos se sonicaron durante 15 segundos (10 microns, Soniprep 150, MSE (UK) Ltd) y
se centrifugaron durante 15 minutos a 3.000rpm. El sobrenadante se incubd con la resina de niquel tal y

como se indica posteriormente.

Para los ensayos luciferasa, las células se lisaron con 100uL (placas de 48 pocillos) de tampdén 25mM Tris
Fosfato pH=7.8, 8mM MgCl2, 0.5% Triton X-100, 7.5% Glicerol y 1mM DTT. Antes de ser empleados, los
extractos se congelaron durante una hora a -80°C, se descongelaron y se centrifugaron 10 minutos a

10000rpm. El sobrenadante se empled para medir la actividad luciferasa y B-galactosidasa.

Los extractos destinados a ser inmunoprecipitados se lisaron con 5mL (placas de 100mm) con tampdn
conteniendo 50mM Tris-HCI pH=7.5, 150mM NacCl, 0.5% TX-100, 1mM NasVO,, 50mM NaF, 1mM AEBSF,

40mM de glicerolfosfato y 1ug/ulL de leupeptina, pepstatina y aprotinina. Las células se incubaron a 4°C



durante 15 minutos y se centrifugaron otros 15 minutos a 10000rpm a 4°C. El sobrenadante resultante se

utilizé en el ensayo de inmunoprecipitacién correspondiente.

En los experimentos de inmunofluorescencia se emplearon células Hela. La fijacion de las células se
realizd con paraformaldehido al 3% durante 30 minutos a 37°C. Las células fueron permeabilizadas durante
cinco minutos a RT con una solucién que contiene PBS y Triton X-100 al 0.2%. Posteriormente, las células se
lavaron y se bloquearon durante 30 minutos a RT con una solucidn que contiene PBS, 0.2% de gelatina y
2% de albumina sérica bovina. A continuacion, las células se incubaron en una cdmara humeda durante dos
horas a RT con el anticuerpo anti-HA (generado en ratén BAbCO/COVANCE, ref MMS-101R) diluido en
solucidon de bloqueo (1:10000). Tras los correspondientes lavados con PBS, los cubres se incubaron durante
una hora con el anticuerpo secundario anti-ratén conjugado a Alexa Fluor 488 (Invitrogen, ref: A21202) o
Alexa Fluor 594 (Invitrogen, ref: A21203) diluido en solucidn de bloqueo (1:1000). Finalmente, los cubres se
incubaron en DAPI (SIGMA, ref D9542) diluido en solucion de bloqueo (1:1000) durante 15 minutos y se
fijaron sobre portaobjetos (MENZEL-GLASER) utilizando fluoromount (SIGMA, ref F4680). Las células se
visualizaron con un microscopio de fluorescencia Axio Imager D1 (ZEISS), con el objetivo 40x o utilizando el
accesorio de iluminacién estructurada (Apotome) con el objetivo 63x. Las imagenes se capturaron con una

camara Axiocam HRm (ZEISS) operada por el software AxioVision Rel 4.8.

Para conseguir el fotoblanqueo completo del fluoréforo, los nucleos de células Hela de interés se
fotoblanquearon con un laser de alta densidad a 561nm y 100% de potencia (LSM 510, Zeiss). Con el
objetivo de inmersidn en aceite 63x se tomaron series de tres fotografias de la region de interés. Asimismo,
y con el fin de seguir la recuperacidn de la fluorescencia después del fotoblanqueo, se tomaron series de 15
imagenes cada tres minutos de la misma region. Las imdagenes se capturaron con el Photon-Multiplier Tube

detector (PMT) del microscopio operado con el software Zeiss LSM Image Browser.

IV.3  Bioquimica

A las muestras preparadas segun lo indicado en los pies de figura, se les afadid un 5% de B-

mercaptoetanol y azul de bromofenol y se calentaron cinco minutos a 95°C. Posteriormente, las proteinas



se resolvieron en geles de acrilamida SDS-PAGE (7.5%, 10% o del 12%) y se transfirieron por electroforesis

himeda a una membrana de PVDF (Millipore) a 4°C.

Para comprobar la eficacia de la transferencia, las membranas se tifieron (5 minutos a RT) con
Amidoblack (solucién acuosa de 25% de isopropanol, 20% de &acido acético y 0.1% de amidoblack) y
posterior lavado (10 minutos a RT) en una solucién acuosa (25% isopropanol y 10% acido acético) y otros 10
minutos a RT con una solucidn de etanol al 96%. Finalmente, las membranas se secaron sobre papel

Whatman.

Tras su activacion con etanol al 96%, las membranas se rehidrataron mediante lavados sucesivos (2 x 5
min) con tampdn TNT (50mM Tris pH=7.4, 150mM NaCl, 0.1% TX-100) y TN (1 x 5 min) (50mM Tris pH=7.4,
150mM NaCl). A continuacién, se blogquearon una hora a RT con tampon TN y un 5% de leche.
Posteriormente, se incubaron las membranas con anticuerpo primario diluido en la soluciéon de bloqueo
toda la noche a 4°C. Las diluciones de los anticuerpos utilizados se indican en la Tabla IV.3.1. Al dia
siguiente, las membranas se lavaron sucesivamente con tampdén TNT (3 x 10 min) y tampdn TN (1 x 10 min)
y se re-bloquearon 10 minutos con solucion de bloqueo. Las membranas se incubaron durante una hora a
RT con los anticuerpos secundarios también diluidos en solucion de bloqueo y posteriormente se volvieron
a lavar sucesivamente con TNT y TN. Las bandas inmunoreactivas se visualizaron mediante diferentes
exposiciones con peliculas fotosensibles (Amersham HyperfilmTM ECL, GEHealthcare) tras un minuto de
exposiciéon a solucion ECL (mezcla 1:1) de la solucién 1) 0.5M Tris pH=8.5, 0.4mM &cido cumdrico y 2.5mM

luminol y 2) 0.5M Tris pH=8.5 y 0.02% H,0..

Anti-Bactina (raton) 1:50000 A5441 (SIGMA)
Anti-Cyclin D1 (ratén) 1:500 sc-8396 (Santa Cruz)
Anti-ER (ratén) 1:1000 6F11, NCL_L_ER (Novacastra)
Anti-GFP (ratén) 1:1000 11814460001 (Roche)
Anti-HA (ratén) 1:1000 MMS-101R (COVANCE)
Anti-HIF1a 2087 (conejo) 1:5000 Anticuerpo casero (Richard et al., 1999)
Anti-HIF-2a (conejo) 1:5000 NB100-122 (Novus)
Anti-(His)g (raton) 1:1000 70796-3 (Novagen)
Anti-Myc (ratén) 1:1000 22765 (Cell Signaling)
Anti-PR (raton) 1:1000 16, NCL_PCR_312 (Novacastra)
Anti-S6 (raton) 1:1000 2317 (Cell Signaling)
Anti-S6-P (conejo) 1:1000 2211 (Cell Signaling)
Anti-S6K (conejo) 1:1000 9202 (Cell Signaling)




Anti-S6K-P (raton) 1:1000 9208 (Cell Signaling)
Anti-V5 (raton) 1:10000 R960-25 (Invitrogen)
Anti-ratéon-HRP 1:10000 W402B (Promega)
Anti-conejo-HRP 1:5000 W401B (Promega)

Tabla IV.3.1. Anticuerpos, diluciones utilizadas para los Western Blots y referencias de los mismos.

Se utilizé el kit comercial Steadylite plus™ High Sentitivity Luminiscence Reporter Gene Assay System
(PerkinElmer) para medir la actividad luciferasa. Para ello, se cargaron 20uL de muestra en placas de 96
pocillos opacas (Optiplate 96 white, Perkin Elmer) y se agregaron 40uL de substrato (Steadylite plus
substrate solution, PerkinElmer) y 50uL de PBS 1x. La mezcla se incubd 15 minutos a RT protegida de la luz y
posteriormente se midid la actividad luciferasa utilizando un luminémetro (Veritas Microplate

Luminometer, Turner Biosystems) bajo el control del software Veritas 1.3.1.

En paralelo, se midié la actividad -galactosidasa como normalizador de la transfeccién utilizando el kit
comercial Galacto-light Plus system (Applied Biosystems). Con dicha finalidad, se cargaron 10uL de muestra
en placas de 96 pocillos opacas (Optiplate 96 white, Perkin Elmer) y se agregaron 50uL de una mezcla
conteniendo Galacto reagent diluido (1:100) en tampdn de dilucidn (Applied Biosystems). La mezcla se
incubd una hora a RT protegida de la luz, tras lo cual se le agregd 75uL de Acclerator (AppliedBiosystems),
se incubd otros 15 minutos a RT y se midio la actividad B-galactosidasa utilizando el mismo lumindmetro. La

actividad luciferasa se expresé como el valor relativo (luciferasa/B-galactosidasa).

Utilizamos 30uL de resina de niquel por condicién (Nickel-NTA Agarose, QUIAGEN). Esta resina se lavd
con PBS 1x y se bloqued con PBS 1x + 0.05% de albumina sérica bovina a RT durante toda la noche. La
resina se lavd posteriormente con PBS 1x (5 x 1mL) y tampdn de lisis (1 x ImL). A continuacion, se afiadié a
la resina los extractos celulares y B-mercaptoetanol (10mM) y se incubaron durante dos horas y media a RT
con agitacidn. La mezcla resina-extractos celulares se centrifugd durante cinco minutos a 3000rpm vy se lavd
consecutivamente por centrifugacion con 5mL de tampdn de lisis (3000rpm, 2 minutos a RT), 3 x 5mL con
tampodn de urea (8M Urea, 0.1M Na,HPO,/NaH,P0,, 0.01M Tris-HCl y 10mM B-mercaptoetanol) a pH=8.0y
3 x 5mL del mismo tampdn equilibrado a pH= 6.3. Tras los lavados, se afiadié 50uL de tampdn de elucidn 3x
(150mM Tris HCl pH=6.8, 6% SDS, 30% glicerol, 10% B-mercaptoetanol, azul de bromofenol) conteniendo

Imidazol 200mM durante una hora y media a 37°C. Posteriormente, las muestras se incubaron 5 minutos a
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95°C y se centrifugaron 5 minutos a 10000rpm. Se retird el sobrenadante (eluido) resultante y se resolvié

en un gel de poliacrilamida SDS-PAGE.

IV.3.4  Inmunoprecipicitacion (IP)

Se realizd un crosslinking entre los anticuerpos empleados y la resina de proteina A/G-sefarosa (segun
se indica en la Tabla 1V.3.4). Para ello, la resina-anticuerpo se incubd en PBS en una noria, se lavd con
tampon de borato de sodio (200mM borato, 3M NaCl pH=9) y se incubé con dimetilpimelidato 40mM
disuelto en el mismo tampdn de borato durante 30 minutos a RT en una noria. A continuacion, la resina-
anticuerpo se lavd e incubd con etanolamina (200mM) durante dos horas en una noria. Finalmente, tras
cuatro lavados por centrifugaciéon (2 minutos a 2500rpm a RT) el producto del crosslinking se almacené a

4°C con PBS 1x + 0.01% de azida hasta su utilizacion.

Antes de incubar los extractos con el producto del crosslinking, la resina-anticuerpo se lavé con tampdn
de lisis (3 x 1mL, 2500rpm a 4°C). Los extractos celulares en condiciones nativas se incubaron con la
correspondiente resina-anticuerpo durante tres horas y media a 4°C en una noria. A continuacién, la mezcla
se lavd con tampdn de lisis (3 x 1mL, 2500 rpm a 4°C) y las proteinas se eluyeron con tampén Laemmli 2x
(67mM Tris-HCl pH=6.8, 1.67% SDS y 20% glicerol) tras calentarlas 5 minutos a 95°C y centrifugarlas durante
12 minutos a 13000rpm. Se retird el sobrenadante (eluido) resultante y se resolvid en un gel de
poliacrilamida SDS-PAGE. Las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF y las bandas

inmunoreactivas se detectaron por Western Blot.

CROSSLINKING INMUNOPRECIPITACION
ANTICUERPO REFERENCIA Resina Anticuerpo R?sma- Extracto
Anticuerpo
(T18) {T18) (L) (ng)
Proteina A-
Anti-HA :\SOMVS,;LOSS Sefarosa 12 15 500
(100ul)
Proteina G-
Anti-Myc (CeII252i7r?:Iin ) Sefarosa 30 15 500
gnaling (100uL)

Tabla 1V.3.4. Condiciones de crosslinking e inmunoprecipitacion utilizados.



IV.4 Andlisis estadisticos

Los resultados se expresan como la media + SEM. Los datos se analizaron utilizando el Test t de Student
(dos colas) entre dos grupos o ANOVA entre multiples grupos.
Cuando el nivel de significacion (p) obtenido en cada test es menor de 0.05, las diferencias obtenidas se

consideraron estadisticamente significativas (*p<0.05; **p<0.01;***p<0.001).



V.Resultados






V.1 Estudio de la SUMOilacion de PHD1

La deteccidén in cellulo de la modificacion por SUMO de proteinas diana no es sencilla. Esto se debe a
gue Unicamente una pequefa faccion de la proteina diana es SUMOQilada y a que el proceso de
SUMOilacién, como ya se menciond, es un proceso muy dindmico por la actividad de las deSUMOQilasas. Por
ello, para evaluar la SUMOQilacién de PHD1 se realizaron ensayos de purificacion en condiciones
desnaturalizantes con una resina de niquel (Chen y Chen, 2003; Lin et al., 2003b). Este sistema in cellulo
confiere una mayor especificidad que los ensayos in vitro tradicionales y facilita la preservacién de formas

SUMOiladas ademas de evitar la purificacion de interacciones no covalentes.

Asi, se transfectaron células HEK293T con HA-PHD1-WT, SUMO2/3(His)¢ con o sin V5-Ubc9. Y es que los
niveles de expresion de la enzima E2 de conjugacion (Ubc9) pueden resultar limitantes en determinadas
circunstancias (Lin et al.,, 2002). En la Figura V.1.1 se observan dos bandas de alto peso molecular, de
aproximadamente 70 y 80 kDa, que destacan claramente al sobre-expresar Ubc9. SUMO tiene una masa de
10 kDa y PHD1 de 50 kDa, de modo que las bandas de alto peso molecular observadas por Western Blot

pueden corresponder con la conjugacion de dos (banda de 70 kDa) o tres SUMOs (banda de 80 kDa).
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Figura V.1.1. PHD1 es SUMOilado in cellulo y Ubc9 incrementa su SUMOilacién. A) Células HEK293T se
transfectaron, en placas de 100mm, con 3ug de HA-PHD1 o un plasmido vacio junto con 12ug de SUMO3(His)g en
presencia o ausencia de V5-Ubc9 (3ug). Los extractos se purificaron a las 48 horas con una resina de niquel en
condiciones desnaturalizantes y la proteina purificada se visualizd por Western Blot utilizando el anticuerpo anti-HA y
anti-(His)s. B) En paralelo, se analizd la expresidn de las proteinas en los extractos totales. () y (*) se corresponden

con formas no-modificadas y modificadas de PHD1, respectivamente.

Para estudiar la funcionalidad de los conjugados PHD1-SUMO, es indispensable identificar los residuos
diana de dicha modificacion. Mediante el uso del servido GPS-SUMO (Prediction of SUMOylated Sites &
SUMO-binding Motifs Version 2.0, http://sumosp.biocuckoo.org) se analizd la secuencia de PHD1 y se
concluyd que carece de un sitio consenso de SUMOilacion (WKxE) (Geiss-Friedlander y Melchior, 2007). Sin
embargo, el andlisis comparativo de la secuencia de PHD1 reveld la presencia 9 lisinas conservadas y un
posible motivo SIM. Dos de estas lisinas (K120 y K361), no obstante, destacan cuando la busqueda de sitios

de SUMOilacidn se realiza en condiciones poco astringentes (Figura V.1.2.1) (Zhao et al., 2014).


http://sumosp.biocuckoo.org/

Mus musculus MDSPCQPQALNQALPQLPGSVSESLE--SSRARMGVESYLPCPLLPAYHRPGASGEASAG 58
Rattus norgevicus MDSPCQPQALNQALPQLPGSVSESLE--PSRARMGVESYLPCPLLPSYHRSGASGEASAG 58
Homo sapiens MDSPCQPQPLSQALPQLPGSSSEPLEPEPGRARMGVESYLPCPLLPSYHCPGVPSEASAG 60
Pan troglodytes MDSPCQPQPLSQALPQLPGSSSEPLEPEPGRARMGVESYLPCPLLPSYHCPGVPSEASAG 60
Pongo pygmaeus MDSPCQPQPLSQALPQLPGSSSEPLEPEPGRARMGVESYLPCPLLPSYHCPGVPSEASAG 60
Xenopus laevis MDRGHQ-QGKCIRSEVHTANLSEAVP-SVQCVGMGVERFQQYPMKASHPTSDVQSSTNSL 58
Consensus MD Q0 ... SE.: . MGVE : P: oo oL Lot

Mus musculus NGTPRTT------— ATATTTTASPLREG-—---———==-——- FGGQDGGELWPLQSEGAAA 98
Rattus norgevicus NGTPRTT-—-—---— ATATTTTASPLREG-—---——=—-=-——- FGGQDGGELWPLQSEGAAA 98
Humo sapiens SGTPR-———————— ATATSTTASPLRDG-———————————— FGGQDGGELRPLQSEGAAA 98
Pan troglodytes SGTPR--—=-——-—— ATATSTTASPLRDG-—--—=-——=-——=-— FGGODGGELRPLQSEGAAA 98
Pongo pygmaeus SGTPR--—-———--— ATATSTTASPLRDG-—-—-—-————-=-——-— FGGQDGGELRPLQSEGAAA 98
Xenopus laevis DGVHQCHNHLTSVQIKANVEVSSAEQEEQVALLACPVTTLRAMGLASGEMQLVRAAKSGT 118

.G. AL LS. e G .GE: HEH HI
Mus musculus LVIKE-—-—-—————-—-—— CORLAAQG-ARPE--APKRKWAKDG-—-——--— GDAPSPSKRPW 136
Rattus norgevicus LVTKE--—-———-————---— CQORLAAQG-ARPE--APKRKWAKDG--—--—-— GDAPSPSKRPW 136
Humo sapiens LVIKG-—-—-———————— CORLAAQG-ARPE--APKRKWAEDG--——---— GDAPSPSKRPW 136
Pan troglodytes LVIKG-—-=-———————— CQRLAAQG-ARPE--APKRKWAEDG--——--— GDAPSPSKRPW 136
Pongo pygmaeus LVIKG-—-—-———————— CORLAAQG-ARPE--APKRKWAEDG--——--— GDAPSPNKRPW 136
Xenopus laevis VVSRERGFIQEIDNNNPCQEVGIQVNGRTDGFATKRKFMENELTEIGVRGIAPESGPSVFE 178
HAVAR CQ.:. Q .R.: A.KRK: G AP...
Mus musculus ARQENQ----EAKGESGMGCDSGASNSSSSSSNTTSSSGEASAR-LREEVQPSAPERLAL 191
Rattus norgevicus ARQENQ----EAKGESGVGCDSGGG----SSNSTTHSSGEASSR-LREEAQPSAPERLAL 187
Humo sapiens ARQENQ----EAEREGGMSCSCSSG-——-—-=-=———-—-—-—-— SGEASAG-LMEEALPSAPERLAL 179
Pan troglodytes ARQENQ----EAEREGGMSCSCSSG---—==-—=——--— SGEASAG-LMEEALPSAPERLAL 179
Pongo pygmaeus ARQENQ----EAEREGGMSCGCSSG-——--=-————-—-——-— SGEASAG-LMEEALPSAPERLAL 179
Xenopus laevis PPMEGKRRKAEVHEDAHTHQEYSSTR-————=—=—=———— EGQLAQRPVGIKSSAVSPLRMSL 227
E.: E.. . ¢ .. .G: : : :P R::L
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Xenopus laevis IAWVEGKEPGCENIGALMSKIDEVIMHCNGKMENYVINGRTKAMVACYPGNGMGYVRHVD 347
IAWVEG:EPGC. .IGALM:::D VI HC G:: .YVINGRTKAMVACYPGNG:GYVRHVD
Mus musculus NPHGDGRCITCIYYLNQNWDVKVHGGLLQIFPEGRPVVANIEPLFDRLLIFWSDRRNPHE 371
Rattus norgevicus NPHGDGRCITCIYYLNQNWDVKVHGGLLQIFPEGRPVVANIEPLFDRLLIFWSDRRNPHE 367
Homo sapiens NPHGDGRCITCIYYLNQNWDVKVHGGLLQIFPEGRPVVANIEPLFDRLLIFWSDRRNPHE 359
Pan troglodytes NPHGDGRCITCIYYLNQNWDVKVHGGLLQIFPEGRPVVANIEPLFDRLLIFWSDRRNPHE 359
Pongo pygmaeus NPHGDGRCITCIYYLNQNWDVKVHGGLLQIFPEGRPVVANIEPLFDRLLIFWSDRRNPHE 359
Xenopus laevis NPNRDGRCLTCIYYLNQNWDAKVHGGLLQIFPEGRSVVANIEPLFDRLLIFYSDRRNPHE 407
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VKPAYATRYAITVWYFDAKERAAARDKYQLASGQKGVQVPVSQPTTPT 419
VKPAYATRYAITVWYFDAKERAAARDKYQLASGQKGVQVPVSQPATPT 415
VKPAYATRYAITVWYFDAKERAAAKDKYQLASGQKGVQVPVSQPPTPT 407
VKPAYATRYAITVWYFDAKERAAAKDKYQLASGQKGVQVPVSQPPTPT 407
VKPAYATRYAITVWYFDAKERAAAKDKYQLASGQKGVQVPVSQPPTPT 407
VKPAFAMRYAITVWYFDAKERAEAKNKYRLAAGQKGIHVPVSCPGTV- 454

Figura V.1.2.1. Andlisis de secuencia de PHD1. Alineamiento multiple de la secuencia proteica de PHD1 en
diferentes especies. Las Ks resaltadas en rojo representan lisinas conservadas. Se ha identificado un posible motivo

SIM (verde) en la secuencia de PHD1.



Se generaron formas truncadas de la proteina para facilitar el estudio de la SUMOilacién de PHD1: HA-
PHD1-N-ter, truncada del extremo C-terminal y que comprende los aminodacidos 1 a 185 donde se localiza
K120; y HA-PHD1-C-ter, proteina truncada del extremo N-terminal y que comprende los aminodcidos 166 a
407 donde se situa K361 (Figura V.1.2.2). Ademas, las posibles dianas de SUMO, junto con K118 por su
proximidad a K120, se mutaron en dichos constructos (K/R), generandose HA-PHD1-Nter-K118/120R y HA-

PHD1-Cter-K361R.
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Figura V.1.2.2. Formas truncadas de PHD1. Representacidén esquematica de las formas truncadas de PHD1: PHD1-
Nter (1-185) y PHD1-Cter (166-407). Ademas, se indican las lisinas conservadas evolutivamente (en rojo las 3 Ks sobre

las que se ha centrado nuestro estudio), el SIM identificado y la sefial de localizacién celular (NLS).

Se realizd un ensayo de SUMOilacion in cellulo de las construcciones descritas. Como se observa en la
Figura V.1.2.3, en torno a 50 kDa se distingue, tanto para HA-PHD1-Nter como para HA-PHD1-Cter, una
banda muy intensa, que se corresponde con formas SUMO-modificadas. Dichas formas modificadas se

reducen notablemente al mutar las Ks 118 y 120 y en menor medida en el caso de la mutacidn de la K361.
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Figura V.1.2.3. Identificacion de la region SUMOilable de PHD1. A) Células HEK293T se co-transfectaron, en placas
de 100mm, con 12ug de SUMO2/3(His)e, 3ug de V5-Ubc9 y 3ug de HA-PHD1-Nter, HA-PHD1-N-ter-K118/120R, HA-
PHD1-Cter y HA-PHD1-C-terK361R o pcDNAS3. Los extractos se purificaron a las 48 horas con una resina de niquel en
condiciones desnaturalizantes y la proteina purificada se visualizd por Western Blot utilizando el anticuerpo anti-HA y
anti-(His)s. B) En paralelo, se analizd la expresion de las proteinas en los extractos totales. () y (*) se corresponden

con formas no-modificadas y modificadas de la proteina, respectivamente.

Las mismas mutaciones se generaron en el contexto de la proteina completa. Asimismo, se generd un
mutante triple: HA-PHD1-K118/120/361R. El analisis in cellulo de la SUMOilacion de los diferentes
mutantes arrojé datos muy reveladores. Respecto al patrén correspondiente a las formas PHD1-SUMO
conjugadas, la mutacién de las lisinas 118 y 120 conlleva la pérdida de la banda superior, mientras que al
mutar la K361 desaparece la banda inferior. La mutacion de las tres lisinas simultdneamente conlleva la

pérdida de ambas bandasy se denominé PHD1-ASUMO (Figura V.1.2.4).

Estos resultados sugieren que la banda de alto peso molecular de PHD1-SUMO se corresponde con la

SUMOilacidén sobre las Ks K118 y/o 120 y la banda inferior representa la SUMOilacién en la K361.
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Figura V.1.2.4. Identificacién de las lisinas SUMOilables de PHD1. A) Células HEK293T se co-transfectaron, en
placas de 100mm, con 12pug de SUMO2/3(His)s, 3ug de V5-Ubc9 y 3 ug de HA-PHD1-WT, HA-PHD1-K118/120R, HA-
PHD1-K361R, HA-PHD1-K118/120/361R (ASUMO) o pcDNA3. Los extractos se purificaron a las 48 horas con una resina
de niquel en condiciones desnaturalizantes y la proteina purificada se visualizd por Western Blot utilizando el
anticuerpo anti-HA y anti-(His)s. B) En paralelo, se analizé la expresidn de las proteinas en los extractos totales. () y

(*) se corresponden con formas no-modificadas y modificadas de las proteinas, respectivamente.

El motivo SIM desempefia un papel esencial en la ruta de SUMOQilacién actuando como «iniciador» al
favorecer la SUMOQilacién y/o en el devenir de las proteinas sirviendo de «interfase» para la interaccién con

proteinas SUMOiladas (Kerscher, 2007).

El analisis de la secuencia de PHD1 mostré la presencia de un posible motivo SIM (ver Figura V.1.2.1).
Para facilitar el estudio de la funcionalidad de dicho SIM se mutaron las dos leucinas que integran este
motivo por alaninas, generdndose el mutante PHD1-SIMmut. A pesar de las diferencias en los niveles de
expresion de ambas proteinas, las dos bandas correspondientes a los conjugados de PHD1-SUMO siguen
estando presentes al mutar el SIM potencial de PHD1, sugiriendo que este motivo no es necesario para su

SUMOilacién (Figura V.1.3).
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Figura V.1.3. El motivo SIM potencial no contribuye a la SUMOilacion de PHD1. A) Células HEK293T se co-
transfectaron, en placas de 100mm, con 12ug de SUMO3(His)s, 3ug de V5-Ubc9 y 3ug de HA-PHD1-WT, HA-PHD1-
SIMmut o pcDNA3. Los extractos se purificaron a las 48 horas con una resina de niquel en condiciones
desnaturalizantes y la proteina purificada se visualizd por Western Blot utilizando el anticuerpo anti-HA y anti-(His).

B) En paralelo, se analizé la expresidn de las proteinas en los extractos totales. ( ) y (*) se corresponden con formas

no-modificadas y modificadas de la proteina, respectivamente.

La hipoxia regula la actividad enzimatica de las PHDs e incrementa la expresion de SUMOL1 vy Ia
formacién de conjugados de SUMO (Comerford et al., 2003; Hirsila et al., 2003; Shao et al., 2004).
Partiendo de estas premisas, se evalud si la hipoxia regula la SUMOilacién de PHD1. Para ello, las células se
incubaron en condiciones de normoxia, hipoxia aguda (16 horas) o hipoxia crénica (7 dias) y se analizé la

formacién de conjugados PHD1-SUMO. De la Figura V.1.4.1 se concluye que la SUMOilacién de PHD1

disminuye tras la exposicion a hipoxia.
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Figura V.1.4.1. La disponibilidad de oxigeno regula la SUMOilacién de PHD1. A) Células HEK293T se incubaron en
normoxia (N; 20% de O,) o hipoxia (H; 1% de O,) durante 16 horas o 7 dias y se co-transfectaron, en placas de
100mm, con 3ug de HA-PHD1-WT o pcDNA3, 3ug de V5-Ubc9 y 12ug de SUMO3(His)g 48 horas antes de la lisis. Los
extractos se purificaron con una resina de niquel en condiciones desnaturalizantes y la proteina purificada se visualizé
por Western Blot utilizando el anticuerpo anti-HA y anti-(His)s. B) En paralelo, se analizo la expresion de las proteinas
en los extractos totales. () y (*) se corresponden con formas no-modificadas y modificadas de PHD1,

respectivamente.

También se analizé la contribucion de las dos regiones SUMOilables de PHD1 al efecto inhibidor de la
hipoxia sobre su SUMOQilacién. Utilizando las formas truncadas anteriormente descritas, comprobamos que
la SUMOilacidn de la construccion N-ter disminuye de forma apreciable en condiciones de hipoxia mientras

qgue la SUMOilacién de la forma C-ter apenas varia (Figura V.1.4.2).
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Figura V.1.4.2. La SUMOilacién de HA-PHD1-Nter disminuye en hipoxia. A) Células HEK293T se co-transfectaron,
en placas de 100mm, con 3ug de HA-PHD1-Nter o HA-PHD1-Cter junto con 3ug de V5-Ubc9 y 12ug de SUMO3(His)g y
se incubaron en normoxia (N: 20% de O,) o hipoxia (H: 1% de O,) durante 16 horas. Los extractos se purificaron con
una resina de niquel en condiciones desnaturalizantes y la proteina purificada se visualizé por Western Blot utilizando
el anticuerpo anti-HA y anti-(His)s. B) Andlisis de la expresién proteica en los extractos totales. (d) y (*) se

corresponden con formas no-modificadas y modificadas de las proteinas, respectivamente.

Para evaluar si la SUMOQilaciéon depende de la actividad de las PHDs utilizamos el inhibidor DMOG que
actia como un inhibidor competitivo del 2-oxoglutarato. Tal y como se observa en la Figura V.1.4.3, la

SUMOilacién de PHD1 no se ve afectada por la inhibicién de la actividad hidroxilasa.
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Figura V.1.4.3. La SUMOilacion de PHD1 es independiente de la actividad hidroxilasa. A) Células HEK293T se co-
transfectaron, en placas de 100mm, con 3ug de HA-PHD1-WT o pcDNA3, 3ug de V5-Ubc9 y 12pug de SUMO3(His)g y se
trataron con DMOG (1mM) o incubaron en hipoxia (H: 1% de O,) durante 16 horas Los extractos se purificaron con
una resina de niquel en condiciones desnaturalizantes y la proteina purificada se visualizé por Western Blot utilizando
el anticuerpo anti-HA y anti-(His)s. B) En paralelo, se analizd la expresién proteica en los extractos totales. () y (*) se

corresponden con formas no-modificadas y modificadas de PHD1, respectivamente.

La modificacidn por SUMO puede tener repercusion sobre multiples y variados aspectos de la proteina
diana tales como la estabilidad, el transporte nucleo-citoplasmatico o su actividad y por consiguiente,

afectar a su funcionalidad.

Con el fin de evaluar si la SUMOilacidon de PHD1 tiene algun efecto sobre su estabilidad, se analizé la
vida media de HA-PHD1-WT y HA-PHD1-ASUMO. Para ello, se transfectaron estos constructos en células
HEK293T vy, a las 24 horas de la transfeccién, las células se trataron con el inhibidor de la sintesis proteica,
cicloheximida (CHX), a diferentes tiempos (2, 4 y 8 horas). Posteriormente, las células se lisaron y se
evaluaron los niveles de expresidn en los extractos celulares por Western Blot utilizando un anticuerpo
anti-HA. Los resultados de la Figura V.1.5 muestran claramente que la vida media de ambos constructos es

semejante y sugieren que la SUMOQilacién de PHD1 no afecta a su estabilidad.
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Figura V.1.5. PHD1-ASUMO tienen una vida media similar a la de PHD1-WT. Se transfectaron células HEK293T, en
placas de 35mm, con 1pg de HA-PHD1-WT o HA-PHD1-ASUMO. Tras 24 horas de expresidn, las células se trataron con
CHX (20ug/ml) durante los tiempos indicados y se lisaron con Laemmli. La expresidn proteica se analizdé por Western

Blot utilizando un anticuerpo anti-HA.

Varios autores han identificado la presencia de una NLS bipartita en el extremo N-terminal de PHD1
(Steinhoff et al., 2009; Yasumoto et al.,, 2009). Las Ks 118 y 120 (dos de los tres residuos diana de
SUMOilacién de PHD1) se sitian en un cluster esencial de dicha NLS que media la interaccién de PHD1 con

varias importinas necesarias para la localizacion nuclear de PHD1 (Steinhoff et al., 2009).

Para evaluar si la SUMOilacion regula la localizacion nuclear de PHD1, se analizd por
inmunofluorescencia la expresién de los diferentes constructos descritos con anterioridad. Como se
muestra en la Figura V.1.6.1 y de acuerdo con estudios previos, PHD1-WT se localiza casi exclusivamente en
el nucleo (Metzen et al., 2003). PHD1-Nter presenta del mismo modo una localizacién mayoritariamente
nuclear; sin embargo, la mutacion de las Ks 118 y 120 (que preserva la carga positiva de la NLS) conlleva
una fuerte acumulacién de la proteina en el citoplasma. Por su parte, PHD1-Cter, que carece de NLS, se

ubica tanto en el ndcleo como en citoplasma, tal y como era de esperar.
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Figura V.1.6.1. Localizacion celular de las formas truncadas de PHD1. Células Hela se transfectaron con 1ug de
HA-PHD1-WT, HA-PHD1-Nter, HA-PHD1-Nter-K118/120R o HA-PHD1-C-ter, en placas de 35mm. A las 24 horas, las
células se fijaron en paraformaldehido (3%) y se analizd la expresidn de proteinas por inmunofluorescencia con anti-

HA como anticuerpo primario y anti-Alexa488 como secundario. Los nucleos se visualizaron con DAPI.

Asimismo, los diferentes mutantes de SUMOQilacion de PHD1 en el contexto de la proteina completa,
confirman los resultados anteriores. HA-PHD1-K118/120R y HA-PHD1-ASUMO presentan una mayor
localizacion citoplasmatica en comparacién con PHD1-WT (Figura V.1.6.2). Ademas, PHD1-K361R se ubica

exclusivamente en el nucleo.
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Figura V.1.6.2. Localizacion celular de los diferentes mutantes de PHD1. Células Hela se transfectaron con 1ug de
HA-PHD1-WT, HA-PHD1-K118/120R, HA-PHD1-K361R o HA-PHD1-ASUMO, en placas de 35mm. A las 24 horas, las
células se fijaron en paraformaldehido (3%) y se analizd al expresion de las proteinas por inmunofluorescencia con

anti-HA como anticuerpo primario y anti-Alexa488 como secundario. Los nucleos se visualizaron con DAPI.

Para confirmar la implicacién de los conjugados PHD1-SUMO en la localizacion de PHD1 y excluir la
posibilidad de un efecto inespecifico debido a la substitucién de Ks por Rs, evaluamos las consecuencias de
la expresién de una deSUMQilasa en la localizaciéon de PHD1. En concreto, expresamos una forma truncada
de SENP1 que carece de especificidad de substrato aunque conserva intacta su actividad catalitica (Kim et
al., 2005). Asi, comprobamos que la expresion de SENP1 disminuye la proporcidon de conjugados PHD1-

SUMO en un nuevo ensayo de SUMOQilacién in cellulo (Figura V.1.6.3).
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Figura V.1.6.3. GFP-SENP1 deSUMOila HA-PHD1-WT. A) Células HEK293T se co-transfectaron, en placas de
100mm, con 3ug de HA-PHD1-WT o un plasmido vacio, 12ug de SUMO3(His)g y 3ug de V5-Ubc9 con o sin 3ug de GFP-
SENP1. Los extractos se purificaron con una resina de niquel en condiciones desnaturalizantes y la proteina purificada
se visualizé por Western Blot utilizando el anticuerpo anti-HA y anti-(His)e. B) En paralelo se analizé la expresion de las
proteinas en los extractos totales. () y (*) se corresponden con formas no-modificadas y modificadas de PHD1,

respectivamente.

Los resultados de la IF muestran que aquellas células que sobre-expresan SENP1 presentan un incremento en la
localizacion citoplasmatica de HA-PHD1-WT (Figura V.1.6.4). Por otro lado, la localizacion celular de HA-PHD1-
K118/120R no se ve afectada, demostrando que la accién de SENP1 sobre PHD1-WT es directa y no consecuencia de la
actividad deSUMOilasa de SENP1 sobre otras proteinas potencialmente implicadas en el transporte nucleo-

citoplasmatico.
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Figura V.1.6.4. SENP1 aumenta la localizacion citoplasmdtica de HA-PHD1-WT. Células Hela se co-transfectaron,
en placas de 35mm, con 1ug de HA-PHD1-WT o HA-PHD1-K118/120R y 0.5ug GFP o GFP-SENP1. A las 48 horas, las
células se fijaron en paraformaldehido (3%) y se analizd la expresion de los constructos de PHD1 por
inmunofluorescencia con anti-HA como anticuerpo primario y anti-Alexa598 como secundario. Los nucleos se

visualizaron con DAPI.

Por otra parte y dado que la formacion de conjugado SUMO-PHD1 disminuye en condiciones de hipoxia
(ver Figura V.1.4.1), se planted estudiar si la hipoxia afecta la localizacion celular de PHD1. En efecto, tal y
como cabia esperar, la localizacion citoplasmatica de PHD1-WT se ve incrementada en condiciones de

hipoxia si bien la proteina mantiene una localizacion mayoritariamente nuclear (Figura V.1.6.5).
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Figura V.1.6.5. Hipoxia regula la localizacion celular de PHD1. Células Hela se transfectaron con 1ug de HA-PHD1-

WT, en placas de 35mm. 24 horas después de la transfeccidn, las células se incubaron en normoxia o hipoxia (1% de
0,) durante 16 horas. Se fijaron en paraformaldehido (3%) y se analizé al expresion de PHD1 por inmunofluorescencia

con anti-HA como anticuerpo primario y anti-Alexa488 como secundario. Los nucleos se visualizaron con DAPI.

Estos resultados sugieren que al igual que sucede para otras proteinas como Smad4 o ErB4, la
SUMOilacién favorece su localizacidn nuclear (Lin et al., 2003a; Sundvall et al., 2012). Sin embargo, en este
punto no podemos concluir si la SUMOilacién promueve el importe hacia el nlcleo de PHD1 o si previene el
exporte de dicha proteina hacia el citoplasma. Con el fin de analizar si la SUMOQilacién de PHD1 afecta a su
importe nuclear se empled la técnica de microscopia Fluorescence Recovery After Photobleaching (FRAP)
(Axelrod et al., 1976). En esta técnica, las proteinas fluorescentes localizadas en un area de interés son
fotoblanqueadas empleando un laser de alta intensidad. El tiempo necesario para la recuperacion de la

fluorescencia en esta drea, es una medida cuantitativa de la movilidad de las proteinas.

Asi, se utilizé esta técnica para analizar la difusion desde el citoplasma hacia el nicleo de PHD1-WT y del
mutante PHD1-K118/120R conjugados a un tag mRUBY2, siendo el nicleo el area fotoblanqueada. El
tiempo necesario para recuperar la fluorescencia nuclear es similar para ambos constructos si bien la
intensidad de la sefial es algo mas intensa en el caso de PHD1-K118/120R debido a su mayor localizacion
citoplasmatica basal (Figura V.1.6.6). Estos resultados sugieren, por consiguiente, que el importe nuclear de

PHD1 no se ve afectado por la conjugaciéon de SUMO.
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Figura V.1.6.6. La SUMOilacion de PHD1 no afecta a su importe nuclear. Analisis por FRAP de la difusion de PHD1-
WT y PHD1-K118/120R. En la gréfica se muestran las curvas de recuperacién de fluorescencia nuclear en funcién del
tiempo. En los paneles superiores se muestran fotografias tomadas en tiempo real de la localizacion nuclear de una
célula Hela representativa de la transfeccion con PHD1-WT y PHD1-K118/120R. Las fotografias corresponden a cada
uno de los constructos antes (primera imagen), durante (segunda imagen) y después (tercera imagen) del

fotoblanqueado.

Para confirmar el papel de la SUMOilacién en el exporte nuclear de PHD1, recurrimos al empleo de
leptomicina B (LMB) (Wolff et al., 1997). Analizando la Figura V.1.6.7 se advierte la acumulacion de PHD1-
K118/120R en el nucleo tras el tratamiento mientras que la localizacién de PHD1-WT no se ve afectada.

Como control positivo se empled GFP-MEK, que se acumula en el ntcleo tras el tratamiento con LMB.
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Figura V.1.6.7. La leptomicina B aumenta la acumulacién nuclear de HA-PHD1-K118/120R. A) Células Hela se
transfectaron, en placas de 35mm, con 1ug de HA-PHD1-WT o HA-PHD1-K118/120R. A las 24 horas de la transfeccidn,
las células se trataron con LMB (10nM) durante 4 horas y se fijaron con paraformaldehido (3%). Posteriormente, se
realizd una inmunofluorescencia con anti-HA como anticuerpo primario y anti-Alexa488 como secundario. Los nucleos

se visualizaron por DAPI. B) Células Hela se transfectaron con el pldasmido GFP-MEK y se trataron tal y como se ha



Estos resultados en su conjunto sugieren que la SUMOQilacién de PHD1 sobre las Ks 118 y 120 sitas en la
NLS de la proteina es responsable de la acumulacidn nuclear de PHD1 al inhibir su exporte nuclear si bien

no afecta al importe de la proteina.

En este apartado, se muestran las aproximaciones realizadas para evaluar la funcionalidad de los

conjugados PHD1-SUMO analizando diversas dianas de PHD1.

V.1.7.1 PHD1-SUMO e HIF

Por razones obvias, se analizd, en primer lugar, el efecto de la SUMOilacidon de PHD1 en la actividad
transcripcional de HIF. Para ello, se expresaron los diferentes mutantes de PHD1 junto con el plasmido
reportero luciferasa bajo el control de tres elementos de respuesta a hipoxia (3xHRE-Luc) y el plasmido
CMV-Bgal como normalizador de la transfeccion y se incubaron las células en normoxia o hipoxia. Como se
observa en la Figura V.1.7.1, PHD1-WT, pero no el mutante que carece de actividad hidroxilasa (PHD1-
H358A), inhibe la actividad transcripcional de HIF inducida por hipoxia. Ademas, los tres mutantes de
SUMOilacién de PHD1 inhiben esta actividad de manera similar a la forma WT, sugiriendo que la
SUMOilacién de PHD1 no afecta a la activacién de HIF en respuesta a hipoxia. Como era de esperar, el
analisis por RT-gPCR confirmé que PHD1-WT y PHD1-ASUMO inhiben la expresion de CA9, una diana

enddgena de HIF-1, de igual forma (Figura V.1.7.1).
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Figura V.1.7.1. La SUMOilacion de PHD1 no afecta la activacion de HIF. A) Se transfectaron células HEK293T, en
placas p48, con pcDNA3 (50ng), HA-PHD1-WT (20ng+30ng de pcDNA3), HA-PHD1-K118/120R (20ng+30ng de pcDNA3),
HA-PHD1-K361R (30ng+20ng de pcDNA3), HA-PHD1-ASUMO (30ng+20ng de pcDNA3) o HA-PHD1-H358A (50ng) junto
con 3xHRE-Luc (32ng) y CMVB-Gal (32ng). Las células se mantuvieron en normoxia o se incubaron en hipoxia (1% O,
16h) y se midid la actividad luciferasa y B-galactosidasa. Los valores representan el % de la actividad HRE/Bgal con
respecto a células control en hipoxia (100%). En paralelo, se prepararon extractos celulares y se evalué los niveles de
expresion de los diferentes constructos por Western Blot utilizando un anticuerpo anti-HA. B) Se extrajo el ARNm de
células tratadas como en A) y se analizé la expresion endogena de CA9 por RT-qPCR. Los valores representan los
niveles relativos de expresidén de CA9 con respecto a células control en hipoxia (100%). Los resultados corresponden al
menos a tres experimentos independientes realizados en triplicados y el WB es una muestra representativa de uno de

los experimentos.

V.1.7.2 PHD1-SUMO vy NFkB

Cummins y colaboradores demostraron que PHD1 regula negativamente la actividad NFkB al inhibir
IKKB (Cummins et al., 2006). Sin embargo, en nuestras condiciones experimentales, la hipoxia no es capaz
de aumentar la actividad NFkB y la expresion de PHD1 tampoco inhibié la respuesta inducida por TNFa y

ello en dos modelos celulares diferentes (HelLa y HEK293T) (resultados no mostrados y Figura V.1.7.2).



[ control
A) [ +A-PHD1-WT B)
%1 |3 HA-PHD1- 0 -
@
2100 — 2
© + 100 A — ]
uz- e 80 -
Z 60 A >
o] e 60 1
S o
> 40 'E 40 1
o 5
o 20 1 < 20 -
b @ &
0 0
50kDa — — L e— WB: * Pr———
50kDa_
D oo caw S SIS S | WB:6-0Cting | s s w— — — —
Control TNFa Control TNFa

Figura V.1.7.2. Efecto de PHD1 sobre NFkB. Se transfectaron células Hela (A) o HEK293T (B) con pcDNA3 (50ng),
HA-PHD1-WT (20ng+30ng de pcDNA3) o HA-PHD1-H358A (50ng) junto con NFKkB-LUC (32ng) y SV40-BGal (32ng), en
placas p48. Las células se trataron con TNFa (20ng/ml) durante 16h y se midié la actividad luciferasa y B-galactosidasa.
En paralelo, se prepararon extractos celulares y se evalud los niveles de expresién de los diferentes constructos por
Western Blot utilizando un anticuerpo anti-HA. Los valores representan el % de la actividad NFkB/Bgal con respecto a
células control tratadas con TNFa (100%). Estos resultados corresponden al menos a tres experimentos

independientes realizados en triplicado y el WB es una muestra representativa de uno de los experimentos.

V.1.7.3 PHD1-SUMO y ciclina-D1, ERay PR

Como se ha mencionado anteriormente, la pérdida de PHD1 inhibe la proliferacion de tumores
mamarios en repuesta a estrogeno a través de la regulacion de ciclina-D1 (Zhang et al., 2009). Esta
regulacion tiene lugar a nivel transcripcional y post-transcripcional y depende de la actividad hidroxilasa de
PHD1. En este contexto, evaluamos el posible impacto de PHD1-SUMO sobre la expresion de ciclina-D1.
Ademds, y en base a los resultados preliminares obtenidos en nuestro laboratorio, extendimos el estudio a

la regulacién de ERa y su diana PR en lineas celulares derivadas de cancer de mama ERa(+).

Acorde con las publicaciones previas, la hipoxia disminuye los niveles de expresion de cilina-D1 y ERo/PR
(Figura V.1.7.3.1). Ademas, la expresion de PHD1-WT incrementa dichos niveles en normoxia pero no en
hipoxia (Figura V.1.7.3.1). Sin embargo, la expresion del mutante PHD1-ASUMO, a diferencia de PHD1-WT,

no es capaz de inducir la expresion de ciclina-D1 y ERa/PR (Figura V.1.7.3.1). Los resultados sugieren, por



consiguiente, que la SUMOQilacién de PHD1 es necesaria para regular los niveles de expresion de ciclina-D1y

ERa/PR que precisa, a su vez, de la actividad hidroxilasa de PHD1.
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Figura V.1.7.3.1. Efecto de la SUMOilacién de PHD1 sobre la regulacion de ciclina-D1 y ERa/PR. A) Se

transfectaron células T47D, en placas de 35mm, con pcDNA3 (750ng) o HA-PHD1-WT (300ng+450ng de pcDNA3). A las
24 horas, las células se incubaron en condiciones de normoxia o hipoxia (1% de 0,) durante 16h y se lisaron. Los
niveles de expresion de las proteinas se visualizaron por Western Blot utilizando los anticuerpos indicados. B) Células
T47D se transfectaron, en placas de 35mm, con pcDNA3 (750ng), HA-PHD1-WT (300ng+450ng de pcDNA3), HA-PHD1-
ASUMO (300ng+450ng de pcDNA3) y HA-PHD1-H358A (750ng). Transcurridas 48 horas, se lisaron las células y se

analizd la expresidn de las proteinas por Western Blot con los anticuerpos indicados.

En base a estos resultados, se realizd un estudio preliminar para evaluar el efecto de la SUMOilacidon de
PHD1 sobre la proliferacién celular utilizando la linea celular T47D (ER(+)) como modelo celular. Acorde con
su impacto en la expresidon de ciclina-D1, la expresion de PHD1-WT induce un leve aumento en la
proliferacién celular de las células T47D aunque no PHD1-ASUMO ni PHD1-H358A vy ello, sin afectar a la
viabilidad celular (Figura V.1.7.3.2.).
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Figura V.1.7.3.2. Efecto de la SUMOilacion de PHD1 en la proliferacion de la linea T47D. Se transfectaron células

Proliferacion relativa
Supervivenciarelativa

T47D, en placas de 35mm, con 750ng de pcDNA3 o HA-PHD1-WT (300ng+450ng de pcDNA3), HA-PHD1-ASUMO
(300ng+450ng de pcDNA3) y HA-PHD1-H358A (750ng). Se contd el nimero de células vivas y muertas el dia 0 y a los
tres dias de la transfeccion en una camara de Neubauer por el método de exclusidn por Trypan Blue. A) Los valores
representan el incremento en el nimero de células para cada una de las condiciones experimentales. B) Los valores

representan el % de células viables. ** indica p<0.01.

V.1.7.4 PHD1-SUMO y ATF4 y mTORC1

PHD1 interacciona directamente con ATF4 (Hiwatashi et al., 2011) y por ello, también analizamos las
posibles consecuencias de la SUMOQilacién de PHD1 sobre la activacion de ATF4. Como se observa en la
Figura V.1.7.4.1, la expresion de PHD1-WT, PHD1-K118/120R y PHD1-K361R reprimen la activacion de ATF4
inducida por hipoxia de manera similar. Sin embargo, el efecto represor es significativamente mayor como
consecuencia de la expresién del mutante PHD1-ASUMO, lo que sugiere que la SUMOilacion de PHD1 se

opone al efecto represor de PHD1 sobre ATF4.
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Figura V.1.7.4.1. El mutante ASUMO potencia el efecto represor de PHD1 sobre ATF4. Se transfectaron células
Hela en placas p48 con pcDNA3 (50ng), HA-PHD1-WT (20ng+30ng de pcDNA3), HA-PHD1-K118/120R (20ng+30ng de
pcDNA3), HA-PHD1-K361R (30ng+20ng de pcDNA3) y HA-PHD1-ASUMO (30ng+20ng de pcDNA3) junto con pATFx2-
LUC (32ng) y SV40-BGal (32ng) para normalizar la transfeccion. Las células se mantuvieron en normoxia o se incubaron
en hipoxia (1% 0,, 16 horas) y se midid la actividad luciferasa y B-galactosidasa. Los valores representan el % de la
actividad ATF4/Bgal con respecto a células control incubadas en hipoxia (100%). En paralelo, se prepararon extractos
celulares y se evalud los niveles de expresion de los diferentes constructos por Western Blot utilizando un anticuerpo

anti-HA. Los resultados corresponden al menos a tres experimentos independientes realizados en triplicado y el WB es

una muestra representativa de uno de los experimentos. * indica p< 0.05.

El efecto represor de PHD1 sobre ATF4 se reproduce en respuesta al tratamiento con tapsigargina,

utilizado cominmente como un activador de ATF4 en tanto que inductor del estrés del reticulo

endoplasmico (Figura V.1.7.4.2).

~ 100~



[ control
I HA-PHD1-WT
120 7 | [ A-PHD1-ASUMO

2
=z

[y
N
o

[
o
o

100 A ]

00

o
-
o

M

% Actividad ATF4 relativa
8 3
% Actividad ATF4 relativa

Iy
o

N

o
N
o

M

50kDa_ — -—— E: o e o

50kDa_
— — —— ﬁ WB: Bacting | qumes ese = - amp e

Normoxia Hipoxia Control Tapsigargina

Figura V.1.7.4.2. Efecto del mutante ASUMO sobre la actividad ATF4 inducida con hipoxia o tapsigargina. Se
transfectaron células Hela, en placas p48, con pcDNA3 (50ng), HA-PHD1-WT (20ng+30ng de pcDNA3) o HA-PHD1-
ASUMO (30ng+20ng de pcDNA3) junto con pATFx2-LUC (32ng) y SV40-BGal (32ng) para normalizar la transfeccion. Las
células se incubaron en A) hipoxia (1% O,) o B) se trataron con tapsigargina (300nM) durante 16h y se midi6 la
actividad luciferasa y B-galactosidasa. Los valores representan el % de la actividad ATF4/Bgal con respecto a células
control incubadas en hipoxia o en presencia de tapsigargina (100%). En paralelo, se prepararon extractos celulares y se
evaluo los niveles de expresion de los diferentes constructos por Western Blot utilizando un anticuerpo anti-HA. Los
resultados corresponden al menos a tres experimentos independientes realizados en triplicado y el WB es una

muestra representativa de uno de los experimentos. * indica p< 0.05.

Por otra parte, nuestros resultados confirman que el efecto inhibidor de PHD1 sobre ATF4 es
dependiente de su actividad hidroxilasa ya que PHD1-WT inhibe la activacién de ATF4 inducida por hipoxia
pero no por DMOG. Ademds, la expresion del mutante carente de actividad hidroxilasa (PHD1-H358A) no es

capaz de inhibir dicha activacién bajo ninguna condicidn (Figura V.1.7.4.3).
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Figura V.1.7.4.3. La represion de ATF4 mediada por PHD1 depende de su actividad hidroxilasa. Se transfectaron
células Hela, en placas p48, con GFP-PHD1-WT, GFP-PHD1-H358A o un plasmido vacio (50ng) junto con pATFx2-LUC
(32ng) y SV40-BGal (32ng). Las células se mantuvieron en normoxia, hipoxia (1% O,) o se trataron con DMOG (1mM)
durante 16h y se midid la actividad luciferasa y B-galactosidasa. Los niveles de expresidn de los diferentes constructos
se evaluaron por Western Blot utilizando un anticuerpo anti-GFP. Los valores representan el % de la actividad
ATF4/Bgal con respecto a células control incubadas en hipoxia (100%). Los resultados corresponden al menos a tres
experimentos independientes realizados en triplicado y el WB es una muestra representativa de uno de los

experimentos. *** indica p<0.001.

Sorprendentemente, y a pesar del efecto inhibidor sobre la actividad transcripcional, se ha descrito que
PHD1 estabiliza ATF4 (Hiwatashi et al., 2011). Por ello, decidimos evaluar directamente si la SUMOQilacién de
PHD1 afecta los niveles de expresion de ATF4. En nuestras condiciones experimentales y contrariamente a
los resultados publicados, los niveles de expresion de ATF4 no se ven afectados por la sobre-expresion de
PHD1-WT o PHD1-ASUMO vy ello en respuesta a diferentes tratamientos (Figura V.1.7.4.4). Sin embargo,
estos resultados confirman que la SUMOilacién de PHD1 se opone al efecto represor de PHD1 sobre ATF4

se trate bien de la proteina enddgena o expresada ectdpicamente.
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Figura V.1.7.4.4. PHD1 no afecta los niveles de expresion de ATF4. Células Hela se transfectaron, en placas de
35mm, con Myc-ATF4 (0,5ug), GFP-PHD1-WT, GFP-PHD1-ASUMO o un plasmido vacio (1pg) junto con pATFx2-LUC
(32ng) y SV40-Bgal (32ng). Las células se incubaron durante 16 horas en A) hipoxia (1% de 0,) o B) se trataron en
presencia de tapsigargina (300nM) y se midi6 la actividad luciferasa y B-galactosidasa. Los niveles de expresion de los
diferentes constructos se evaluaron por Western Blot utilizando anticuerpos anti-GFP y anti-Myc. Los valores
representan el % de la actividad ATF4/Bgal con respecto a células control incubadas en hipoxia o en presencia de
tapsigargina (100%). Los resultados corresponden al menos a tres experimentos independientes realizados en

triplicado y el WB es una muestra representativa de uno de los experimentos. ** indica p<0.01y *** indica p<0.001.

La activacion de ATF4 inhibe mTORC1 bajo condiciones de privacion de aminoacidos (Jin et al., 2009;
Whitney et al., 2009). Ademas las PHDs se han descrito como sensores de aminodcidos que regulan la
activacion de mTORC1 (Duran et al., 2013). En base a dichas premisas, se planted evaluar si la SUMOQilacion

de PHD1 podria jugar un papel en la regulacién de la ruta de mTORC1 a través de la modulacién de la

actividad de ATF4.

En primer lugar, comprobamos que la hipoxia y el tratamiento con tapsigargina inhiben la ruta de
mTORC1 (Figura V.1.7.4.5). Sin embargo, ni la expresién de PHD1-WT ni la de PHD1-ASUMO influyen en los

niveles de fosforilacion de S6K y/o S6 utilizados como testigos de la activacion de la ruta.
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Figura V.1.7.4.5. SUMOilacién de PHD1 y su relacion con la ruta de mTORCI1. A) Células HEK293T se incubaron
durante 16 horas en hipoxia (H: 1% de O,) o en presencia de tapsigargina (T: 300nM). Transcurrido ese tiempo, las
células se lisaron y se evaluaron los niveles de expresidon de las proteinas por Western Blot con los anticuerpos
indicados. B) Se transfectaron células HEK293T con 1ug de GFP-PHD3-WT (WT), GFP-PHD3-ASUMO (ASUMO) o un
plasmido vacio en placas de 35mm. Las células se incubaron en condiciones de hipoxia (1% de O,, 16 horas) y se

evaluaron los niveles de expresidn de las proteinas por Western Blot con los anticuerpos indicados.

V.2 Estudio de PHD3-SUMO y la actividad transactivadora de HIF

Resultados anteriores a mi llegada al laboratorio mostraban claramente que PHD3 es diana de SUMO y
que dicha SUMOilacion reprime la actividad transactivadora de HIF-1 sin afectar, sin embargo, a la

estabilidad de HIF-1a.

Mis primeros pasos en el laboratorio se orientaron a confirmar el efecto de la SUMOilaciéon de PHD3
sobre la actividad transcripcional de HIF-1 per se. Para ello, utilizamos el mutante de HIF insensible a la
accion de las hidroxilasas: HIF-1aDM (P402/564A). En primer lugar, comprobamos que efectivamente la
expresion de PHD3 inhibe la transactivaciéon del gen reportero 3xHRE (Figura V.2.1.1). Ademads, para
nuestra sorpresa demostramos que la represion de la actividad transactivadora de HIF1a-DM mediada por
PHD3 es independiente de su actividad hidroxilasa ya que tanto PHD3-WT como el mutante PHD3-H196A
reprimen dicha actividad de manera semejante. Por otra parte, de acuerdo con los resultados precedentes,

la expresion de PHD3-SUMO2/3 (mutante que mimetiza la SUMOilacién constitutiva de PHD3) y PHD3-
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ASUMO (mutante analogo a PHD1-ASUMO en el que las Ks diana de SUMO han sido mutadas por Rs)
reprimen mas y menos, respectivamente la transactivacién mediada por HIF1a-DM. Es importante resaltar
que, sin embargo, ninguno de los constructos de PHD3 analizados afecta los niveles de expresién de HIFla-

DM (Figura V.2.1.1).
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Figura V.2.1.1. La SUMOilacion de PHD3 inhibe la actividad transcripcional de HIF-1. A y B) Células HEK293T se
transfectaron, en placas de 48 pocillos, con 50ng de Myc-HIF1a-DM junto con 100ng de los constructos de PHD3
indicados o pcDNA4 y 32ng de los vectores 3xHRE-Luc y CMV-B-gal. Se midié la actividad luciferasa y B-galactosidasa
de manera semejante a experimentos anteriores. En paralelo, se prepararon extractos celulares y se analizaron los
niveles de expresién de las proteinas por inmunoblot anti-HA o anti-HIF-1a. Los valores representan el % de la
actividad LUC/Bgal con respecto a células control en normoxia (100%). Los resultados corresponden al menos a tres
experimentos independientes realizados en triplicado y el WB es una muestra representativa de uno de los

experimentos. ** indica p<0.01y *** p<0.001.

En conformidad con estos resultados, el silenciamiento de dos mediadores de la maquinaria de
SUMOilacién enddgena, Ubc9 y SUMO3 incrementa la activacion de HIF mediada por hipoxia mientras que
el silenciamiento de HIF-1a (empleado como control interno) inhibe dicha activacion (Figura V.2.1.2).
Ademas, el silenciamiento de Ubc9 y SUMO3 inhibe la represién mediada por PHD3 lo que se traduce en un

incremento de la actividad transactivadora de HIF1a-DM (Figura V.2.1.2).
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Figura V.2.1.2. La SUMOilacion regula la represion transcripcional de HIF mediada por PHD3. A) Células Hela se
transfectaron, en placas de 48 pocillos, con los shRNAs (750ng) indicados junto con los plasmidos reporteros 3xHRE-
Luc (50ng) y SV40-Bgal (25ng). 48 horas tras la transfeccidn, se incubaron las células en normoxia o hipoxia (1% de O,,
16 horas) y se midid la actividad luciferasa y B-galactosidasa. Los valores representan el % de la actividad HRE/Bgal con
respecto a células control incubadas en hipoxia (100%). B) Células Hela se transfectaron con la bateria de shRNAs
indicada como en A), a las 24h y por el mismo periodo de tiempo, las células se seleccionaron en presencia de
puromicina (3ug/ml); por ultimo, las células se transfectaron de nuevo con Myc-HIF1a-DM (500ng) junto con 250ng de
PHD3 o pcDNA4 y 100ng del vector reportero 3xHRE-Luc y 50ng de SV40-B-gal para normalizar la reaccion. Los valores
representan el % de la actividad HRE/Bgal con respecto a células control en normoxia (100%). Los resultados

corresponden al menos a tres experimentos independientes realizados en triplicado. * indica p<0.05, ** indica p<0.01

y ¥** indica p<0.001.

Para sustentar los resultados anteriores, se analizé el impacto de la SUMOilacién de PHD3 en Ia
expresion de dos dianas enddgenas de HIF-1 como son CA9 y GLUT1, midiendo los niveles por RT-qPCR. Los

resultados obtenidos confirman el papel represor de los conjugados de PHD3-SUMO (Figura V.2.1.3).
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Figura V.2.1.3. La SUMOilacion de PHD3 reprime la expresion de genes regulados por HIF-1. Se transfectaron, en
placas de 35mm, células HEK293T con Myc-HIF1a-DM (500ng), pBABPuro (500ng) y las construcciones de PHD3
indicadas (1pg). Tras 48 horas de seleccion en presencia de puromicina (3ug/ml) se extrajo el ARNm y se analizd la
expresidon enddgena de A) CA9y B) GLUT1 por RT-gPCR. Los valores representan el % del ARNm con respecto a células
control en normoxia (100%). Se evaluaron los niveles de expresion de las proteinas por Western Blot con los
anticuerpos indicados. Los resultados corresponden al menos a tres experimentos independientes y el WB es una

muestra representativa de uno de los experimentos. * indica p<0.05.

También analizamos si el efecto represor de PHD3-SUMO sobre HIF-1 es extrapolable al complejo HIF-2.
De modo andlogo a los experimentos anteriores, utilizamos el mutante de HIF-2a insensible a la accién de
hidroxilasas: HIF2a-DM (P405/531A). Como se observa en la Figura V.2.1.4, la expresién de PHD3 reprime la
actividad transactivadora de HIF-2. Sin embargo, este efecto parece ser independiente de la SUMOilacidn

de PHD3 ya que los mutantes HA-PHD3-ASUMO y HA-PHD3-SUMO2/3 se comportan de manera semejante.
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Figura V.2.1.4. La SUMOilacion de PHD3 no regula la actividad transactivadora de HIF-2. Se transfectaron células
HEK293T, en placas de 48 pocillos, con Myc-HIF2a-DM (50ng) junto con 100ng de los constructos de PHD3 indicados o
pcDNA4 y 32ng del vector reportero 3xHRE-Luc y CMV-B-gal. Transcurridas 24 horas, se midi6 la actividad luciferasa y
B-galactosidasa. Los valores representan el % de la actividad HRE/Bgal con respecto a células control en normoxia
(100%). Se evaluaron los niveles de expresion de las proteinas por Western Blot con los anticuerpos indicados. Los
resultados corresponden al menos a tres experimentos independientes realizados en triplicado y el WB es una

muestra representativa de uno de los experimentos.

Por otra parte, con el fin de determinar qué regién de HIF-1a se ve afectada por la accion de PHD3-
SUMO, generamos una forma truncada de HIF1a-DM que carece del dominio de transactivacidon C-terminal
HIF10-DM®’ y posteriormente, evaluamos el efecto represor de PHD3-SUMO sobre dicho constructo. Los
resultados de la Figura V.2.2 indican que PHD3-SUMO afecta la actividad transactivadora de HIF1a-DM®’ de
manera semejante a HIF1la-DM vy sugieren que el efecto represor de PHD3-SUMO es independiente del

dominio CTAD de HIF-1a.

Asimismo, se generd la construccién pBIND-HIF-1a-ODDD-DM que expresa el dominio de union al ADN
de Gal4 (Gal4-DBD) fusionado al ODDD (aminodcidos 344 a 582) de HIF-1a que contiene el dominio de
transactivacion N-terminal. Tal y como muestran los resultados de la Figura V.2.2, la expresién de un
reportero bajo el control de la secuencia de unién al ADN GAL4 (p4xGal-Luc) y la actividad transactivadora

del dominio NTAD de HIF-1a no se ve afectada por la expresién de PHD3. De estos experimentos
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concluimos que el NTAD es necesario pero no suficiente para que PHD3-SUMO ejerza su efecto represor

sobre la actividad de HIF-1.
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Figura V.2.2. Efecto represor de PHD3-SUMO sobre formas truncadas de HIF1a-DM. A) Se transfectaron células
HEK293T, en placas de 48 pocillos, con Myc-HIF-loLDM657 (50ng) junto con los constructos de PHD3 indicados (100ng) o
pcDNA4 y el vector reportero 3xHRE-Luc (32ng) y CMV-B-gal (32ng). Transcurridas 24 horas, se midié la actividad
luciferasa y B-galactosidasa. Los valores representan la actividad HRE/Bgal con respecto a células control en normoxia.
Se evaluaron los niveles de expresion de las proteinas por Western Blot con los anticuerpos indicados. B) Células
HEK293T se transfectaron, en placas de 48 pocillos, con los plasmidos control o pBIND-HIF-1a-ODDD-DM (50ng) junto
con PHD3-WT o pcDNA4 (150ng) y los plasmidos reporteros p4xGal4-Luc (25ng) y CMV-B-gal (75ng). Transcurridas 24
horas, se midio la actividad luciferasa y B-galactosidasa. Los valores representan la actividad LUC/Bgal con respecto a
células control. Los resultados corresponden al menos a tres experimentos independientes realizados en triplicado y el

WB es una muestra representativa de uno de los experimentos. * indica p<0.05

El efecto represor de PHD3-SUMO podria explicarse asumiendo que la SUMOQilacién de PHD3 podria
desencadenar cambios en la afinidad de PHD3 por HIF-1a. Por ello evaluamos la interaccién de HIF-1a-DM

con los diferentes mutantes de PHD3 mediante ensayos de colP.
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Los resultados muestran que PHD3-WT y PHD3-ASUMO interaccionan con HIFla-DM de forma
semejante (Figura V.3.1). Por el contrario, constatamos de forma reiterada una disminucién en la

interaccion de PHD3-SUMO2/3 e HIF1o-DM.
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Figura V.2.3. Evaluacion del impacto de la SUMOilacion de PHD3 en la interaccion con HIF-1a. Células HEK293T
fueron transfectadas, en placas de 100mm, con 3ug de Myc-HIF-DM y 6ug de las diferentes construcciones de HA-
PHD3 o pcDNA3. 24 horas tras la transfeccion las células se recogieron en tampdn de lisis y los inmunoprecipicitados

se analizaron por Western Blot con los anticuerpos indicados. El input corresponde a un 1/50 de los extractos

utilizados para la inmunoprecipitacion.
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PHD1, 2 y 3 son los «sensores» de oxigeno y controlan la activacion de la cascada de HIF al regular la
estabilidad de la subunidad HIF-a. Un nimero creciente de estudios resaltan la existencia de diferencias
entre las PHDs en cuanto a sus caracteristicas, regulacion y funcién. Ademas, es cada vez mayor el nimero
de dianas directas e indirectas atribuidas a cada PHD y partners especificos que regulan sus funciones. Las
PTMs permiten la modificacién dinamica de las propiedades de una proteina adaptandola a las necesidades

inmediatas de la célula.

La presente tesis se ha centrado en la evaluacion de la SUMOilacion de las PHDs, en especial de PHD1 y

PHD3, y sus consecuencias fisiolégicas.

VI.1 PHD1 como substrato de SUMO

Nuestro trabajo muestra que PHD1 se SUMOila (Figura V.1.1) con un patrén muy caracteristico en el que
se aprecian dos bandas de alto peso molecular. La mutacion de las Ks 118/120 y K361 conlleva la pérdida
de las bandas superior e inferior, respectivamente, mientras que su mutacidn conjunta nos permitié
obtener el mutante PHD1-ASUMO (Figura V.1.2.4). Cabe mencionar que en los ensayos de SUMOQilacién in
cellulo purificamos la forma no modificada de PHD1. Como se ha mencionado anteriormente, las PHDs
unen Fe™ y otros iones metalicos divalentes a su lugar activo. Por ello, la unién directa de PHD1 a la
columna de niquel empleada en la purificacion los conjugados PHD1-SUMO justificaria la presencia de
PHD1 NM en nuestros ensayos. Acorde con esta argumentacién, no detectamos la forma NM de PHD1-Nter

que carece del dominio de unién a Fe*" (Figura V.1.2.3).

Los conjugados de PHD1-SUMO encajan con el incremento tedrico correspondiente a la adicion de dos
(banda de 70 kDa) o tres (banda de 80 kDa) SUMOs. En base a estos resultados, proponemos la presencia
de una cadena de 2 SUMOs sobre la K 361 y 1 SUMO sobre las Ks 118 y/o 120 aunque es cierto que no
podemos descartar otras posibles interpretaciones. Para confirmar esta hipdtesis, y en ausencia de
anticuerpos especificos que reconozcan cadenas de SUMO, que si existen en el caso de cadenas de poli-
ubicuitina, podriamos sobre-expresar un mutante de SUMO2/3 en la lisina 11 responsable de la formacion
de las cadenas de SUMO (Fujimuro et al., 1994; Newton et al., 2008; Tatham et al., 2001). Este mutante nos
permitiria evaluar si se produce un cambio en el patrén de migracién de las formas conjugadas. Ademas, en
nuestros experimentos, hemos mutado conjuntamente las Ks 118 y 120 pero puede que Unicamente una
de ellas sea realmente modificada por SUMO. Hay que tener en cuenta que el sistema in cellulo utilizado es
un tanto «forzado» y no nos permite discernir entre residuos dada su proximidad. Por otra parte, nuestros
resultados no nos permiten concluir sobre la existencia individualizada o no de 2 conjugados PHD1-SUMO.

El andlisis por espectrometria de masas en tadndem podria facilitarnos la identificaciéon del tipo de
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modificacion y de los residuos SUMOQilados.

La SUMOilacion de una proteina puede verse afectada por el proceso de fosforilacion (Desterro et al.,
199; Hietakangas et al., 2003; Midiller et al., 2000; Spengler et al., 2002). PHD1 es fosforilada en la serina 130
por varias CDKs en funcidon del ciclo celular. Cabria analizar si la fosforilacién de PHD1 afecta su
SUMOilacién observando la formacion de conjugados PHD1-SUMO. También seria interesante analizar si

existe una sefializacién cruzada entre ambas modificaciones a lo largo del ciclo celular.

Nuestros datos indican que la enzima Ubc9 es limitante en la reaccién de SUMOilacién de PHD1 (Figura
V.1.1). Ubc9 dirige directamente la SUMOQilacién de substratos que presentan un motivo de SUMOQilacidn
consenso y cuya interaccion es inusualmente estable como RanGAP1 (Bernier-Villamor et al., 2002; Pichler
et al., 2005). Sin embargo, varios estudios apuntan a la contribucion necesaria de una E3-SUMO ligasa
cuando las concentraciones de Ubc9 son limitantes (Lin et al., 2002; Truong et al., 2011). En este sentido, se
ha descrito que en tales condiciones, la actividad E3-SUMO ligasa coordina el enlace tioéster Ubc9-SUMO
en una conformacion éptima para la catdlisis sin que se produzca necesariamente un contacto directo con
el substrato, como en el caso de RanBP2 (Reverter et al., 2005; Tatham et al., 2005; Truong et al., 2011).
Por ello, consideramos que seria interesante identificar la enzima E3-SUMO ligasa y la maquinaria de
SUMOilacién de PHD1. En este trabajo hemos intentado identificar la(s) deSUMOQilasa(s) especificas(s) de
PHD1. Con tal fin, se realizaron ensayos de SUMOQilacién tras el silenciamiento de cada una de las isoformas
de las SENPs. Sin embargo, los resultados no fueron concluyentes y por ello no han sido incluidos en el

presente manuscrito.

VI.2 Consecuencias de la SUMOilacion de PHD1

PHD1 presenta una NLS bipartita siendo el cluster de aminodcidos 118-120 un componente esencial de
la misma (Steinhoff et al., 2009; Yasumoto et al., 2009). Los mutantes PHD1-K118/120R y PHD1-ASUMO
sugieren un posible papel de SUMO en la regulacién de la localizaciéon nuclear de PHD1 (Figura V.1.6.2).
Ademas, la deSUMOilacion de PHD1 incrementa su localizacidon citoplasmatica (Figura V.1.6.4 y Figura
V.1.6.5) excluyendo un posible efecto inespecifico debido a la mutacién K/R (Figura V.1.6.4). Por otra parte,
nuestros resultados muestran que la SUMOQilaciéon de PHD1 impide su exporte al citoplasma (Figura V.1.6.7)
sin afectar su importe nuclear (Figura V.1.6.6). La formacion de conjugados PHD1-SUMO podria ocurrir
durante el importe nuclear (gracias a la actividad de una E3-SUMO ligasa asociada al poro nuclear, como
RanBP2) o dentro del nucleo (gracias a la actividad de E3-SUMO ligasas nucleares, como PIAS) (Kotaja et al.,

2002; Miyauchi et al.,, 2002). Nuevamente, se hace necesario el conocimiento de los mecanismos
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implicados en la SUMOQilacion de PHD1 para esclarecer estos supuestos.

Desconocemos el mecanismo particular por el cual la SUMOQilacién de PHD1 impide el exporte de PHD1
del nucleo. La literatura cientifica aporta varios ejemplos de proteinas nucleares cuyo exporte al citoplasma
es inhibido por la SUMOQilacién de su NLS (Lin et al., 2003a; Saito et al.,, 2010; Truong et al., 2012). La
SUMOilacién de SENP1, por ejemplo, favorece su unién a diversas proteinas como HDAC, ICPO o PML que
secuestran SENP1 en el nucleo (Bailey y O'Hare, 2004). Ademas, las E3-SUMO ligasas pueden retener, por
interaccion directa, proteinas dianas en el nucleo. En este sentido, se ha descrito la SUMOQilacion e
interaccion de ErbB4 y de la proteina E1 del virus del papiloma humano con las E3-SUMO ligasas de la
familia PIAS (Rangasamy et al., 2000; Rosas-Acosta et al., 2005; Sundvall et al., 2012). Por otro lado,
también se ha propuesto que la SUMOilaciéon en la NLS de actina impide estéricamente la unién de
exportinas al NES de esta proteina previniendo su exporte al citoplasma (Hofmann et al., 2009). El analisis
de la secuencia de PHD1 «con el servidor de prediccion topoldgica NetNes 1.1
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNES/) descarta la presencia de un posible NES por lo que parece
improbable que PHD1-SUMO impida la unién de exportinas que medien su transporte al citoplasma. No
obstante, los resultados obtenidos con la LMB suscitan la implicacidn obligada de una proteina con una NES
en el preceso de transporte nucleo-citoplasmatico de PHD1. Ademads, al igual que PHD1, numerosas
proteinas nucleares contiene un SIM en su estructura que podria promover la retencion en el nucleo
gracias a la interaccidn con proteinas SUMOQiladas (Namanja et al., 2012; Song et al., 2004; Song et al.,
2005). En este sentido, nuestros resultados preliminares mostraron una mayor acumulacién en el
citoplasma del mutante SIM de PHD1 en comparacidn con la construccion WT (datos no mostrados). La
SUMOilacién de PHD1 podria favorecer su retencion en el nicleo gracias a la interaccion con una o mas

proteinas entre las que no podemos descartar alguno los substratos o partners identificados para PHD1.

De las posibles dianas de PHD1 analizadas, nuestros resultados excluyen la contribuciéon de PHD1-SUMO
a la regulacion de la actividad de HIF en respuesta a hipoxia (Figura V.1.7.1). Estos resultados confirman
observaciones previas en las que se demuestra que la localizacién intracelular de PHD1 no afecta la
actividad de HIF-1 (Yasumoto et al.,, 2009). Sin embargo, los conjugados PHD1-SUMO contribuyen a la
regulacion de dianas de PHD1 tales como: ciclina-D1, ERa/PR y ATF4, no pudiendo descartar la implicacion
de PHD1-SUMO en la regulacion de otras dianas como Cep192 o IKKB. En conjunto, nuestros resultados
sugieren que la SUMOQilacién proporciona un mecanismo de control de la actividad de PHD1 hacia
substratos especificos. De manera semejante, la fosforilacion de PHD1 en S130 ejerce efectos

contrapuestos en dos dianas de PHD1, al disminuir e incrementar su actividad sobre HIF-1a y Cep192,
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respectivamente (Ortmann et al., 2016).

VI.2.2.1 Ciclina-D1 vy ERa/PR

Datos preliminares de nuestro laboratorio en colaboracién con el laboratorio de la Dra. MdM Vivanco
vinculan la hipoxia y el silenciamiento de PHD1 con la inhibicién de la expresion de ERa. De manera
semejante, Zhang y colaboradores (2009) han descrito que la actividad de PHD1 influye positivamente en la
expresién de ciclina-D1 que es inducido por ERa y proporciona un mecanismo de retroalimentacién positiva
al activar a su vez a ERa (Neuman et al., 1997; Zhang et al., 2009; Zwijsen et al., 1997). Por todo ello,
decidimos analizar el papel de la SUMOQilacién de PHD1 en la regulacién de ciclina-D1 y ERa. Nuestros
resultados revelan que dicha SUMOilacién es necesaria para inducir los niveles de expresién de ciclina-D1,
ERa y su diana PR (V.1.7.3.1), favoreciendo la proliferacion celular en la linea T47D (Figura V.1.7.3.2). Para
profundizar en este estudio, se generaron lineas estables de los diferentes mutantes de PHD1 en la linea
celular T47D. Sin embargo, esta linea de investigacion se vio frustrada por la pérdida de expresién de los

mutantes en los clones seleccionados.

Desconocemos por el momento el mecanismo por el cual la SUMOQilaciéon de PHD1 afecta los niveles de
ciclina-D1 y ERa/PR vy si dicha regulacién es independiente o no. No obstante, el factor de trascripcion
FOX03a podria ser un firme candidato mediador y resultaria muy interesante evaluar el impacto de PHD1-
SUMO sobre la estabilidad de FOXOa. En efecto, FOXO3a reprime la transcripcion de ciclina-D1 y se ha
demostrado que PHD1 hidroxila FOX0O3a y promueve su degradacién en el proteasoma, favoreciendo de
este modo la expresidon de ciclina-D1 (Zheng et al.,, 2014). Ademas, se ha implicado a FOX03a en la
induccion de la expresion y la actividad de ERa (Cullinan y Diehl, 2006; Ferber et al., 2012; Guo vy
Sonenshein, 2004; Jensen et al., 2011).

PHD1 vy ciclina-D1 median la proliferacion de tumores mamarios inducibles por estrégenos (Seth et al.,
2002; Zhang et al., 2009). Sin embargo, la disminucion en la proliferacién celular y en la expresién de
ciclina-D1 que se produce tras la pérdida de PHD1 no se restringe a tumores de mama (Zhang et al., 2009).
Por ello, la regulacién de ciclina-D1 por PHD1-SUMO podria ser extrapolable a lineas celulares

independientes de estrégeno e incluso a otros tipos tumorales.

VI.2.2.2 ATF4

La SUMOilacién de PHD1 se opone al efecto represor de PHD1 sobre la activacidn de ATF4 inducida por
hipoxia o tapsigargina (Figuras V.1.7.4.1 y V.1.7.4.2), modulando la actividad de la proteina enddgena o
sobre-expresada (Figura V.1.7.4.3). Ademas, nuestros resultados sugieren que las consecuencias de la

SUMOilacién de PHD1 van mas alla de un efecto sobre su localizacion celular ya que el mutante K118/120R
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se comporta como la proteina WT en su regulacion de ATF4.

Sin embargo, nuestros resultados indican que PHD1 y PHD1-SUMO no afectan los niveles de expresion
de ATF4. Por otro lado, fuimos incapaces de inducir la expresidon de ATF4 en hipoxia, como se ha publicado,

aunque si con tapsigargina (Koditz et al., 2009).

La actividad hidroxilasa de PHD1 es necesaria en la modulacidn de la actividad de ATF4 por PHD1. Sin
embargo, no se ha podido confirmar que ATF4 sea diana directa PHD1 y eso que interaccionan y co-
localizan en el nucleo (Hiwatashi et al., 2009). La SUMOQilacién de PHD1 podria modular dicha interaccién y
promover de este modo la actividad transcripcional de ATF4. PHD1-SUMO también podria promover la
asociacion con algun co-activador de ATF4 como p300, Runx2, Nrf2 y Zhangfei, o asociarse y secuestrar co-
represores como FIAT o Mitosin/CENP-F (Cullinan y Diehl, 2006; Hogan et al., 2006; Lassot et al., 2005; Xiao
et al., 2005; Yu et al., 2005; Zhou et al., 2005). Para comprobar esta hipotesis seria muy interesante analizar
por colP y/o FRET la interaccion de los diferentes mutantes de PHD1 y ATF4 incluyendo sus co-activadores
y/o co-represores. Ademads, nuestros resultados sugieren que PHD1-SUMO no afecta la ruta mTORC1
(Figura V.1.7.4.5) aunque seria interesante abordar el impacto sobre la autofagia, en la cual se ha implicado
claramente PHD1 (Durén et al., 2013). También seria interesante estudiar la implicacién de PHD1-SUMO en
la funcion mitocondrial via ATF4 puesto que se han hallado evidencias de que ATF4 favorece la adaptacién
metabdlica de células de tumores de colon al inhibir la sintesis de ATP por la mitocondria, ademas de
regular la expresion de otros genes mitocondriales (Martinez-Reyes et al., 2012). Finalmente, se ha descrito
que ATF4 induce la expresion de VEGF en condiciones de privaciéon de aminoacidos o glucosa y es esencial
durante la osteogénesis (Zhu et al., 2013). En este sentido, PHD1-SUMO podria regular la homeostasis del

hueso al favorecer la expresion de VEGF dependiente de ATFA4.

VI.3 Consecuencias de la SUMOilacion de PHD3

El presente trabajo profundizé en los mecanismos implicados en la represiéon de la actividad
transcripcional de HIF por PHD3-SUMO. Los resultados en su conjunto muestran claramente que PHD3
desempeiia un doble papel en la regulacidon de HIF: por un lado, regula la estabilidad de HIF-a a través de
un mecanismo dependiente de su actividad hidroxilasa y por otra parte, PHD3 regula la actividad
transactivadora de HIF-1 por un mecanismo independiente de su actividad hidroxilasa pero dependiente de
la SUMOilacién de PHD3 (Figura V.2.1.1). Ademas, dicha SUMOQilacién no afecta la actividad transcripcional
de HIF-2 (Figura V.2.1.4). Estos resultados sustentan de nuevo la hipétesis de la SUMOilacion como un
mecanismo que regula la afinidad por ciertos substratos. Por ello, proponemos que la SUMOQilacién de

PHD3 contribuye a la especificidad génica de las isoformas de HIF-a. No obstante, se necesitan estudios
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complementarios en los que se analice el impacto de la SUMOQilacién de PHD3 sobre las diferentes dianas
descritas en la literatura como B/y-actina, IKKB, el receptor B-adrenérgico, PKM2 o HCLK2. Por otra parte,
resta por esclarecer el mecanismo subyacente a dicha regulacién. Estudios preliminares de nuestro
laboratorio indican que la SUMOilacién de PHD3 disminuye la interaccidon de PHD3 con HIF-1a (Figura V.2.3)
lo que podria favorecer la interaccion directa de HIF-1a con represores transcripcionales como MORG1

(Hopfer et al., 2006).

La regulacion de la actividad de HIF se produce en gran medida a través de los dominios NTAD y CTAD.
Ambos dominios son necesarios para la maxima actividad del complejo transcripcional HIF. Sin embargo, se
ha descrito que el CTAD regula preferentemente la transactivacion de genes comunes a HIF-1a e HIF-2a
(VEGF, GLUT1, ADM...), mientras que el NTAD seria responsable de la selectividad génica a través del
reclutamiento de co-factores transcripcionales que reconocen de manera diferencial a HIF-1a y HIF-2a
(Aprelikova et al., 2006; Ema et al., 1999; Dayan et al., 2006; Hu et al., 2007; Lau et al., 2007). Acorde con el
efecto especifico de PHD3-SUMO sobre HIF-1, nuestros resultados indican que el dominio CTAD no es
necesario mientras que el dominio NTAD si lo aunque se ha revelado insuficiente en dicha regulacién
(Figura V.2.2). Por ello, es probable la participacion de regiones adicionales, presumiblemente los dominios
HLH y PAS. En efecto, los dominios HLH y PAS de HIF-a también contribuyen a la determinacion de la
especificidad génica al interaccionar directamente con co-activadores de la transcripcion (Pawlus et al.,
2013). STAT3, que interacciona con los dominios NTAD, HLH y PAS de HIF-1a; y USF2, que interacciona con

el dominio NTAD de HIF-2a son dos ejemplos de estos co-factores transcripcionales (Pawlus et al., 2013).

Nuestros resultados parecen apoyar evidencias previas de que el estado deSUMOilado de multiples
componentes de la cascada de hipoxia favorecen la activacién de HIF (Berta et al., 2007; Bouras et al., 2005;
Cheng et al., 2007; Girdwood et al., 2003; Huang et al., 2009: Kang et al., 2010; Kuo et al., 2005; van Hagen
et al., 2010). De acuerdo con esta premisa, el silenciamiento de Ubc9 y SUMO3 incrementa la activacién de
HIF inducida por hipoxia (Figura V.2.1.2.A). Es mas, el silenciamiento de Ubc9 y SUMO3 es capaz de inhibir
la represion de la actividad de HIF mediada por PHD3 (Figura V.2.1.2.B), confirmando que el estado

deSUMOilado de PHD3 se correlaciona con la actividad maxima de HIF.

IV.4 Modulacion de la SUMOilacion de PHD1 y PHD3 por hipoxia

La deSUMOQilacién de PHD1 y PHD3 en condiciones de hipoxia discrepa respecto a la idea general de que
la hipoxia incrementa la SUMOQilacidn global (Comerford et al., 2003; Shao et al., 2004). Ademas, la hipoxia
afecta la SUMOQilacién de PHD1 y PHD3 de manera diferencial. La SUMOQilacién de PHD1 disminuye en

hipoxia independientemente de que se trate de una hipoxia aguda o crénica (Figura V.1.4.1). Sin embargo,
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nuestro laboratorio ha descrito que los niveles de SUMOQilacidn de PHD3 disminuyen en una hipoxia aguda
mientras que en hipoxia crénica los niveles de PHD3-SUMO se recuperan alcanzando niveles semejantes a
normoxia (Nufiez-O’Mara et al., 2015). En ambos casos, la modulacién de la SUMOilaciéon de PHD1 y PHD3
por hipoxia no se debe a la inhibicidn de la actividad hidroxilasa (Figura V.1.4.3; Nufiez-O’Mara et al., 2015).
Desconocemos, sin embargo, si la hipoxia afecta a la maquinaria de SUMOilacién y deSUMOilacién
especifica de PHD1 y PHD3. También podrian existir sefiales adicionales, tal vez PTMs, que regulen la

formacidn de conjugados PHD1-SUMO y PHD3-SUMO en funcidn de los niveles de oxigeno.

En hipoxia, la disminucién de los conjugados PHD1-SUMO vy la actividad hidroxilasa de PHD1 cooperan al
efecto inhibidor de la hipoxia sobre la expresidn de ciclina-D1 y ERa/PR. Por el contrario, en normoxia, la
SUMOilacién de PHD1 es necesaria para garantizar la expresion de ciclina-D1 y ERa/PR que depende a su
vez de la actividad hidroxilasa de la enzima (Figura V.1.7.3.1). Por otro lado, el efecto de la hipoxia sobre
PHD1 con respecto a la activacion de ATF4 resulta aparentemente contradictorio. En efecto, la inhibicién de
PHD1 contribuye a dicha activacién mientras que la disminucién de los conjugados PHD1-SUMO se opone a

este efecto (Figuras V.1.7.4.1y V.1.7.4.2).

En el caso de PHD3, la disminucién en los niveles de conjugados PHD3-SUMO en una hipoxia aguda
converge con la inhibicién de la actividad hidroxilasa de PHD3 para garantizar la adecuada estabilizacion y
activacion del complejo HIF-1, y asegurar de este modo la correcta adaptacion celular. En normoxia (con un
aporte de oxigeno adecuado) y en una hipoxia prolongada (una vez implementados todos los mecanismos
adaptativos necesarios), la actividad hidroxilasa y la SUMOQilacién de PHD3 aseguran la completa
inactivaciéon de HIF-1. La SUMOilacién de PHD3 constituye, por consiguiente, un nivel suplementario y

complementario de control de HIF-1 que contribuye a la robustez del sistema.

VI.5 Relevancia fisioldgica y/o patoldgica de la

SUMOilacion de PHD1 y PHD3

Las dianas de PHD1 y PHD3 analizadas en la presente tesis desempefian un papel clave en el desarrollo
del cancer. Ademas, son cada vez mas numerosas las evidencias que vinculan una desregulacion de la

magquinaria de SUMOilacidn con el desarrollo de diversas patologias entre las que destaca el cancer.

Por un lado, se ha observado que niveles elevados de la enzima Ubc9 en cdncer de ovario y colon y de
PIAS1 y PIAS3 en tumores de proéstata, pulmdn y gliomas promueven la metdastasis e invasion celular. Lo
mismo sucede con bajos niveles de SENP6 en tumores de mama (Choi et al., 2006; He et al.,, 2015;

Karamouzis et al., 2008; Kessler et al., 2012; Mo et al., 2005; Moschos et al., 2010; Wang y Banerjee, 2004;
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Zhu et al., 2010). Por otro lado, se han encontrado niveles elevados de SENP5, SENP3 y SENP1 en cancer de
pulmdn, de préstata y colorrectal (Cheng et al., 2006b; Mooney et al., 2010; Wang et al., 2015; Wang y
Zhang, 2014). En conjunto, estas evidencias ponen de relieve que los niveles de SUMOilacién dentro de una

célula deben ser finamente regulados.

Aproximadamente el 70% de los tumores mamarios son ERa(+) y, en general, su expresion se asocia con
un mejor prondstico (Payne et al., 2008). En efecto, la expresion de ERa es caracteristica de tumores bien
diferenciados y de buen prondstico vy, por ello, la poblacion de células tumorales con capacidad de auto-
renovacion, las denominadas CSCs, expresan niveles bajos de este receptor (Shipitsin et al., 2007; Simoes et
al.,, 2011). En este sentido, la hipoxia disminuye la expresién y actividad transcripcional de ERa y se ha
demostrado que ademas incrementa también la proporcion de CSCs, al bloquear su diferenciacion vy
favorecer la des-diferenciacion de las células tumorales (Cooper et al., 2004; Iriondo et al., 2015; Stoner et
al., 2002). La pérdida de la SUMOQilacién de PHD1 inducida por hipoxia podria ser parte del mecanismo de
malignidad desencadenado por hipoxia. Sin embargo, son necesarios experimentos adicionales para

esclarecer la contribucion de los conjugados PHD1-SUMO en el mantenimiento de las CSCs.

Por otro lado, la expresién de ATF4 es elevada en tumores primarios en respuesta a déficit de glucosa
y/o aminoacidos, estrés oxidativo, ERE o hipoxia (Ameri et al., 2004; Bi et al., 2005; Wang et al., 2012; Wang
et al.,, 2013). Ademds, ATF4 se encuentra amplificado en varios tipos de cancer incluyendo tumores
mamarios (Tang et al., 2012). Se trata de tumores muy hipdxicos y agresivos donde ATF4 estimula el
crecimiento tumoral y la angiogénesis gracias a la transcripcién de genes implicados en la homeostasis de
aminodcidos y el balance redox como VEGF, mTORC1 o transportadores de aminoacidos (Singleton y Harris,
2012). Ademas, ATF4 favorece la adaptacién metabdlica de células de tumores de colon al inhibir la sintesis
de ATP por la mitocondria (Martinez-Reyes et al., 2012). Nuestros resultados sugieren que los conjugados
PHD1-SUMO favorecen la progresion tumoral dependiente de ATF4 ya que potencia su actividad
transcripcional. No obstante, y en aparente contradiccidon, en condiciones de hipoxia constatamos una
disminuciéon en los niveles de PHD1-SUMO. En este sentido, cabe anticipar que alteraciones de la
magquinaria de SUMOilacion o deSUMOilacién de PHD1 en un contexto tumoral podrian contribuir la

activacion de ATF4 y la progresion de la enfermedad.

Se ha observado que niveles reducidos de PHD3 en varios canceres como carcinoma de colon, pancreas,
estdmago, mama y cancer de pulmodn, se asocian a un estado mas agresivo, menos diferenciado y de peor
prondstico (Chen et al., 2011; Peurala et al., 2012; Su et al., 2012; Su et al., 2010; Xue et al., 2010). Es
previsible que los niveles de PHD3-SUMO sean bajos coincidiendo con una elevada actividad de HIF,
caracteristica de estos tumores. Ademas, la inhibicion de PHD3 permite la expansién de la subpoblacién de

CSCs CD44*CD247°" (que presentan un potencial elevado de iniciacién de la tumorigénesis) por hipoxia en
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tumores de mama ER(-) al reducir la expresiéon de CD24 (Iriondo et al., 2015). La SUMOilaciéon de PHD3
podria afectar a su especificidad hacia CD24 y la disminucidn en la expresién de CD24 por hipoxia podria ser

consecuencia de los niveles bajos de PHD3-SUMO.

Dada la posible correlacidn entre los niveles de los conjugados de PHD1-SUMO y PHD3-SUMO con el
prondstico tumoral, componentes de la maquinaria de SUMOQilacidn especifica de estas PHDs (SENP,
SUMO-E3 ligasa...), podrian ser empleados como biomarcadores prondstico y/o diagndstico. En este
sentido, se ha propuesto SENP3, SENP5 y/o PIAS3 como biomarcadores de mal prondstico en cancer de
prostata, pulmdn y colorrectal (Cheng et al., 2006b; Mooney et al., 2010; Vlachostergios y Papandreou,
2012; Wang et al., 2015; Wang et al., 2014). Asi, alteraciones que induzcan la SUMOilaciéon de PHD1,
mediante la inhibicidon de la maquinaria de deSUMOQilacién o exacerbando la maquinaria de SUMOilacion,
podrian ser un marcador de buen prondstico ya que favorecen la expresion de ERa promoviendo, en
consecuencia, la diferenciacion de las CSCs. En cambio, en tumores dependientes de ATF4 o ciclina-D1
podrian indicar que el tumor es agresivo y de mal prondstico. Finalmente, la disminucidn de la maquinaria
de SUMOilacidn y/o el incremento en la maquinaria de deSUMOilacién de PHD3 podria emplearse como
marcador de angiogénesis y, en consecuencia, de tumores mds agresivos en los cuales la actividad de HIF es
elevada. Por ello, se requiere de mas estudios que identifiquen los niveles de expresién de los diferentes
componentes de la maquinaria de SUMQilacidon en los distintos tipos tumorales y su relacidon con la

actividad de PHD1-SUMO y PHD3-SUMO.

Inhibidores de la SUMOQilacién como el 4cido gincélico o el 4cido anacardico que bloquean las enzimas
E1 y/o E2 han mostrado su eficacia en tumores de mama en ratén (Bogachek et al., 2014; Fukuda et al.,
2009; Licciardello et al., 2015). El tridxido de arsenio promueve la SUMOQilacién y degradaciéon de PML y su
uso esta extendido en el tratamiento de la leucemia promielocitica donde induce la diferenciacién celular
(Hoeller y Dikic, 2009; Tatham et al., 2008). Ademas, varios estudios indican que la inhibicidn de las SENPs
podria ser una terapia adecuada para combatir diversas patologias como el cancer (Kumar y Zhang, 2015).
Sin embargo, inhibidores que afectan los niveles globales de SUMOilacidn podrian resultar téxicos al afectar
diferentes vias de sefializacién. Por otra parte el tratamiento de tumores con inhibidores de PHDs puede
resultar, en ocasiones, poco adecuado puesto que se promueve el crecimiento tumoral dependiente de HIF
en algunos modelos clinicos (Semenza et al., 2003). Por todo ello, el mantenimiento de unos niveles
adecuados de PHD1-SUMO y PHD3-SUMO podria constituir una forma de terapia alternativa para lo que se
hace necesaria la profundizaciéon en el estudio de las enzimas especificas implicadas en la cascada de

SUMOilacién de PHD1 y PHD3.

La manipulaciéon de la SUMOilacién de PHD1 y PHD3 podria ser relevante en otras funciones

fisiopatoldgicas. Es conocida la participacion de PHD3 en el desarrollo del musculo esquelético, inflamacion,
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apoptosis y migracion celular (Fu et al., 2007; Fu y Taubman, 2010; Kiss et al., 2012; Place et al., 2013; Su et
al., 2010; Walmsley et a., 2011; Zheng et al., 2014). Por otra parte, PHD1 se ha implicado en el control del
ciclo celular via Cep192 y en la inflamaciéon (Cummins et al., 2006; Moser et al., 2013; Tambuwala et al.,
2010). Ademas, PHD1 y PHD3 estan implicados en el desarrollo de patologias como la isquemia. En este
sentido, el incremento de la SUMOQilacién de PHD3 podria empeorar el diagndstico de isquemia al reprimir
la activacién de HIF. En cambio, niveles elevados de PHD1-SUMO podrian favorecer la adaptacion

metabdlica y/o la produccion de VEGF (dependiente de ATF4) en isquemia.

La SUMOQilacién afecta de manera diferencial a PHD1 y PHD3 y constituye un nivel de regulacion
adicional de estas proteinas. Concretamente, los resultados de este trabajo sugieren que la SUMOilacidn de
PHD1 y PHD3 es esencial en su selectividad vis a vis de los diferentes sustratos analizados en la presente

tesis.
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VI. Discusién
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VIl. Conclusiones






1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

PHD1 es diana de SUMO. En concreto, la conjugacion de SUMO tiene lugar sobre los residuos

K118/120 y K361. La mutacién del SIM putativo no impide la SUMOilacién de la proteina.

La disponibilidad de oxigeno modula la SUMOQilacién de PHD1; en condiciones de hipoxia (aguda y

cronica), la SUMOQilacion de PHD1 se ve disminuida.

La SUMOilacién de PHD1 es necesaria para su acumulacién nuclear y regula el exporte pero no el
importe de la proteina. Por el contrario, la SUMOQilacién de PHD1 no afecta la estabilidad de la

proteina.

La SUMOilacion de PHD1 no afecta su actividad frente a HIF mientras que dianas tales como ciclina-

D1, ERa y ATF4 si se ven afectadas.

PHD3 reprime la actividad transactivadora de HIF-1 por un mecanismo independiente de su actividad
hidroxilasa y que implica la SUMOilaciéon de PHD3. Sin embargo, la SUMOilacién de PHD3 no regula la

actividad transcripcional dependiente de HIF-2.

El efecto represor de PHD3-SUMO estd mediado por el dominio de transactivacion NTAD de HIF-1a
pero no por el CTAD. NTAD es, de hecho, necesario pero no suficiente como mediador de la

represion.

La SUMOQilacién de PHD1 y PHD3 modula selectivamente el impacto de estas proteinas sobre ciertas

de sus dianas.
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PHD3-SUMO conjugation represses HIF1 transcriptional activity
independently of PHD3 catalytic activity
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ABSTRACT

By controlling HIFa hydroxylation and stability, the prolyl
hydroxylase domain (PHD)-containing proteins are essential to
the maintenance of oxygen homeostasis; therefore these enzymes
are tightly regulated. Small ubiquitin-like modifier (SUMO) is a 10-
kDa protein readily conjugated to lysine residues of the targeted
proteins in a process termed SUMOylation. In this study, we
introduce SUMO conjugation as a novel regulator of PHD3 (also
known as EGLN3). PHD3 SUMOylation occurs at a cluster of four
lysines at the C-terminal end of the protein. Furthermore, PHD3
SUMOylation by SUMO2 or SUMOS contributes to PHD3-mediated
repression of HIF1-dependent transcriptional activity. Interestingly,
PHD3-SUMO conjugation does not affect PHD3 hydroxylase
activity or HIF1a stability, providing new evidence for a dual role
of PHD3 in HIF1 regulation. Moreover, we show that hypoxia
modulates PHD3-SUMO conjugation and that this modification
inversely correlates with HIF1 activation. PHD3 SUMOylation
highlights a new and additional layer of regulation that is likely
required to fine-tune HIF function.

KEY WORDS: HIFa, Hypoxia, PHD, EGLN, SUMO, Transcriptional
repression

INTRODUCTION

Maintaining oxygen homeostasis is essential for most organisms as
hypoxia, even when transient, could trigger irreversible damage.
Adaptation to reduced oxygen availability is indeed a major
physiological challenge during embryonic development and in
adulthood, but it is also associated with many human diseases
(Benizri et al., 2008). This adaptation is primarily led by activation
of hypoxia inducible factor (HIF), which controls the expression of
hundreds of direct target genes, secondary transcription factors and
non-coding RNAs (Semenza, 2012). HIF is a heterodimer formed
by the interaction of the constitutive HIF} subunit with a tightly
regulated HIFa subunit (Huang et al., 1996; Salceda and Caro,
1997; Wang et al., 1995). Oxygen-dependent hydroxylation by
the prolyl hydroxylase domain (PHD)-containing proteins drives
HIFo ubiquitylation and proteasomal degradation (Bruick and
McKnight, 2001; Epstein et al., 2001; Ivan et al., 2001; Jaakkola
et al, 2001). Hydroxylation is indeed limiting for HIFo
degradation and hence HIF activation.
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Caenorhabditis elegans and Drosophila melanogaster have a
single PHD family member (EGL-9), whereas the genomes of higher
metazoans encode at least three paralogous PHD proteins (PHDI,
PHD2 and PHD3; also known as EGLN2, EGLN1 and EGLN3,
respectively) (Bruick and McKnight, 2001; Epstein et al., 2001). All
three PHD proteins catalyze site-specific hydroxylation of HIFlo
polypeptides at P564 in vitro. However, PHD2 appears to be
primarily responsible for basal HIFa levels, although PHD1 and
PHD?3 contribute to HIFo regulation in certain settings (Berra et al.,
2003; Ginouves et al., 2008; Takeda et al., 2006). Thereby, we
found previously that PHD3, through isoform-specific regulatory
mechanisms, participates in a negative-feedback loop in response
to prolonged hypoxia (Ginouves et al., 2008). Moreover, recent
reports highlight specific HIF-independent targets for PHDs. In
this regard, PHD1 controls cyclin D1 levels and thus mammary
gland proliferation (Zhang et al., 2009). PHD2 has been found to
modulate protein translation through regulation of eEF2
phosphorylation (Romero-Ruiz et al., 2012). PHD3 mediates
oxygen-dependent stability of activating transcription factor 4
(ATF4), PKM2 and f,-adrenergic receptor, and prevents
degradation of myogenin (Fu et al., 2007; Kdditz et al., 2007;
Luo et al., 2011; Xie et al., 2009). PHD3 also negatively regulates
NF-«B and Pax2 (Fu and Taubman, 2010; Xue et al., 2010; Yan
et al., 2011). Furthermore, PHD3 appears to be necessary and
sufficient for apoptosis of neuronal cells after nerve growth factor
withdrawal (Lee et al., 2005). The absence of PHD3 is indeed
related to the failure of developmental apoptosis, which might
play a role in pheochromocytoma pathogenesis. Clearly if the
PHD proteins are to be targeted, it will be important to understand
the basis of their specificities.

Post-translational modifications (PTMs) act to fine-tune the
functions of encoded proteins, and they play a crucial role in
conferring plasticity. Among several PTMs, SUMOylation, the
conjugation of the small ubiquitin-related modifier (SUMO) to
target proteins, has emerged as a fundamental strategy to
modulate protein function (Geiss-Friedlander and Melchior,
2007). SUMOylation requires a sequential enzymatic cascade
implicating SUMO-specific E1 and E2 enzymes and, for some
substrates, a SUMO-E3 ligase. As is the case for many other PTMs,
SUMOylation is a reversible process, with SUMO proteases acting
to remove the modification (Hay, 2007). SUMOylation occurs
often, but not exclusively, at the lysine residue within the
consensus SUMO-acceptor site sequence YKxE/D, in which s is
an aliphatic branched amino acid (Rodriguez et al., 2001). Altered
patterns of protein SUMOylation are associated with stress,
suggesting that SUMO modification is essential in the cellular
adaptation to environmental changes (Tempé et al., 2008).
Accordingly, previous reports have provided insight into the
direct implications of SUMO conjugation on the regulation of
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essential factors required for hypoxia adaptation, such as HIFa,
HIFB, VHL and p300 (Nufiez-O’Mara and Berra, 2013).

To gain further insight into PHD3 regulation, we evaluated
whether SUMO conjugates to PHD3. In the present study, we
show for the first time that PHD3 can be a SUMO target.
Surprisingly, our results demonstrate that PHD3 SUMOylation
represses HIF1 transactivation activity without affecting HIF 1o
stability. Moreover, we present evidence that hypoxia modulates
PHD3 SUMOylation and that this modification correlates with
the inhibition of HIF1. PHD3 SUMOylation appears to be a
newly identified additional step in the control of HIF.

RESULTS

PHD3 can be SUMOylated

To study new mechanisms of PHD3 regulation, we evaluated
whether PHD3 can be modified by SUMO. We incubated [*°S]-
methionine-labeled HA—PHD3 that had been in vitro transcribed
and translated (IVTT) with a SUMOylation mixture, including the
El (SAE1 and SAE2) and E2 (UBC9) enzymes, in the absence or

A 2 %)
A SUNO? OO B
SUMO —+» = + = + = + =
GST-SUMQO —» - - + = 4+ = + SUMO1 — = +
104 kDa - 51.6 kDa—
94.6 kDa .
%k
36.8 kDa —
51.6 kDa —
* 28 kDa _
36.8 KDa _ - -
28.5kDa - . < PHD3

C

in the presence of SUMO or GST-SUMO. As shown in Fig. 1A,
we detected the non-modified PHD3 as well as higher-molecular-
mass bands in the presence of SUMO1, 2 and 3 or GST-SUMOL, 2
and 3, suggesting that PHD?3 is a target for SUMO. The identity of the
high-molecular-mass band was revealed by double immunoblotting
with anti-HA and anti-SUMO (Fig. 1B), which confirmed the
presence of PHD3-SUMO conjugates.

Among SUMO proteins, SUMOI1 shares only 50% identity
with SUMO2 and SUMO3, which are almost identical (Su and Li,
2002). Hereafter, we use the nomenclature SUMO2/3 to refer to
both proteins, as the two paralogs cannot be functionally
distinguished. In view of the in vitro results, we next
transfected (His)s-tagged PHD3 together with HA-SUMOI or
HA-SUMO2/3 into COS-7 cells. PHD3 was purified under
denaturing conditions on Ni-NTA beads, and the purified material
was analyzed by western blotting (Fig. 1C). In the presence of
SUMO2/3, we were able to detect high-molecular-mass PHD3
bands with the anti-(His)s antibody. The anti-HA antibody also
recognized these bands, confirming that they corresponded to

. <«SUMO
WB: SUMO

WB:HA

D

PHD3-(His), PHD3-(His), SUMO2/3-(His),
HA-SUMO1 — - 4+ - - o+ - HA-SUMO1 » - + - —_—
HA-SUMO2/3 — = - 4+ - - 4+ HA-SUMO2/3» - - + HA-PHD3 — =~ +
30 I ; WB: (His),
105 kDa - 20 kDa E 105 kDa
- WB: HA
84 kDa = * - " — [;I . 84 kDa = N
- WB: B-actin
50 kDa = * - - * 50 kDa - *
R - . T
36 KDa _ SUMO2/3-(His), 36 kDa _
HA-PHD3 » - +
36 kDa_El WB: HA
WB: HA
« 20 kDa
29 kDa | D - —EI WB: (His), | 20K07 | e
50 kDa -
- WB: p-acti
WB: (His), HA [= =] we: paciin SUMO

Fig. 1. PHD3 is a SUMO target. (A) [>°S]-labeled IVTT PHD3 was incubated in the presence of the SUMOylation reaction buffer and the indicated SUMO proteins,
resolved by SDS-PAGE and detected by autoradiography. The arrowhead and asterisks correspond to the non-modified and the conjugated forms of PHD3,
respectively. (B) The PHD3 forms detected by autoradiography (left panel) were identified by western blotting (WB; central and right panel). Note that the left panel
shows the first two lanes of the autoradiogram presented in A, for comparison with the western blotting data. COS7 (C) and HEK293T (D) cells were transfected as
indicated. Ni-NTA affinity purification was performed after 48 h, and the purified proteins were resolved by SDS-PAGE and finally visualized by using western
blotting. Insets show the protein expression levels from total cell extracts transfected in parallel. f-actin was used as the protein loading control.
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PHD3-SUMO conjugates. Note that SUMO2/3 was expressed at
higher levels compared with SUMOI1 (inset Fig. 1C), which
might explain the absence of PHD3-SUMOI1 conjugates
(Fig. 1C). To validate the identification of PHD3 as a new
SUMO target protein, we performed the reciprocal purification
(Fig. 1D). We could show that PHD3 does co-purify with (His)e-
tagged SUMO2/3 when both proteins were ectopically expressed.
Taken together, these data confirm that PHD3 can be a SUMO
target protein not only in vitro but also in cultured cell lines.

Looking for the PHD3 SUMOylation motif(s)

Although PHD3 lacks any consensus SUMO acceptor site, an
analysis of the sequence showed 12 evolutionary conserved lysines
that might be potential SUMO-modified residues. To facilitate the
identification of the target residue(s), we generated two
overlapping truncated forms of PHD3 (PHD3 Nter and PHD3
Cter) that were subjected to in vitro SUMOylation assays as
described previously. Interestingly, PHD3 Nter was no longer
SUMOylated, whereas PHD3 Cter was still modified like the wild-
type protein (Fig. 2A), suggesting that PHD3 is SUMOylated at the
C-terminal region of the protein. We replaced each of the putative
SUMO target lysines located within PHD3 Cter (K119, K154,
K159, K172, K222, K223, K224 and K231) with arginines (R).
However, none of the individual mutations prevented PHD3

A

SUMOylation (supplementary material Fig. S1). We next adopted
a three-dimensional homology approach using an online server
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre/) to better characterize the
SUMO-modified residues (Kelley and Sternberg, 2009). This
approach allowed us to identify two clusters of lysines at the C-
terminal region of PHD3. These clusters correspond to lysines 154,
159 and 172 and lysines 222, 223, 224 and 231, respectively.
Mutation of the two different clusters independently allowed us to
identify lysines 222, 223, 224 and 231 as the PHD3 SUMOylation
motif, at least in vitro (Fig. 2B).

To confirm these results, we transfected HEK293T cells with
(His)e-tagged SUMO2/3 together with wild-type PHD3 or PHD3
K222/223/224/231R. Consistent with the in vitro assays, PHD3
SUMOylation was almost abolished in the K222/223/224/231R
mutant compared with that of the wild-type protein (Fig. 2C).
Thus, we confirmed the PHD3 SUMOylation motif and
accordingly identified the SUMOylation dead mutant (K222/223/
224/231R), which we will refer to hereafter as PHD3ASUMO.

PHD3 SUMOylation affects HIF activity but does not affect
the NF-xB pathway

Although it was originally identified as a repressor of the HIF
complex, additional roles have been reported for PHD3. We
wondered whether SUMOylation might affect specific PHD3

WT Nter Cter c SUMO2/3-(His)
SUMO2— - + - - = - 4+ = [}
GST-SUMO2—- - 4+ - -+ - + —HA-PHD3
P " 7 & WT Asumo
104 kDa —
104 kDa - 94.6 kDa = 118 kDa —
946kDa - e T 51.6 kDa — * 90 kDa &
51.6 kDa — *
- * 36.8 kDa *
50 kDa — *
36.8 kDa — - 28.5 kDa - : *
-« - - - ¥ . .
28.5kDa _. | - *
¥ SR . a m‘ Rl <PHD3 36 kDa — K
F WB: HA
B 20 kDa -
W s e | SUMO
WT K154/159/172R K222/223/224/231R
SUMO2— - + -
GST-SUMO2— - - + SUMO2/3-(His),
HA-PHD3
104 KDa— soros 2 WT ASUMO
e [ ==]
= WB: HA
< 20kDa
X N
-— 50 kDa
= EI WB: p-actin
36.8kDa_
28.5 kDa__ <PHD3

Fig. 2. Identification of the PHD3 SUMOylation site(s). (A) The wild type (WT) and truncated (Nter and Cter) [>°S]-labeled IVTT PHD3 constructs were
incubated as described for Fig. 1A. The non-modified (arrowhead) and the modified (asterisk) forms of PHD3 were detected by autoradiography. (B) The
indicated PHD3 constructs were subjected to an in vitro SUMOylation as described for Fig. 1A. (C) HEK293T cells were transfected as indicated, the SUMO-
conjugated proteins were purified on Ni-NTA beads, resolved by SDS-PAGE and finally visualized by using western blotting (WB). The inset shows the protein
expression levels from total cell extracts transfected in parallel. B-actin was used as the protein loading control. @, empty vector.
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functions. We initially focused on two signaling pathways, the HIF
and NF-kB pathways, as they implicate PHD3 hydroxylase activity-
dependent and -independent mechanisms, respectively. To address
this issue, we co-transfected HEK293T cells with the different PHD3
mutants and luciferase reporter plasmids under the control of HIF- or
NF-«B-responsive elements (HRE-Luc or NF-kB-Luc, respectively).
In addition to PHD3ASUMO, we generated chimeric PHD3 mutants
(PHD3-SUMO1 and PHD3-SUMO2/3) by fusing SUMOI1 or
SUMO2/3 to the C-terminal end of PHD3 (Fig. 3; supplementary
material Fig. S2). This strategy has been successfully used to mimic
constitutive SUMOylation and study the impact of SUMOylation on
target proteins (Ross et al., 2002). Note that the two glycine residues,
which are crucial for generating the covalent link between SUMO
and the target proteins were removed in the chimera to exclude the
possibility of the fusion protein acting as a SUMO-like protein.
Luciferase activity following the expression of wild-type PHD3
and H196A (the hydroxylase dead mutant) was consistent with the
predicted impact of these proteins on hypoxia-induced HIF activation
(Fig. 3A). PHD3-SUMO2/3 was a significantly stronger HIF
repressor compared with wild-type PHD3, whereas PHD3ASUMO
showed a clear tendency to be a less active repressor (Fig. 3A). This
tendency is overcome by fusing SUMO2/3 to PHD3ASUMO,
supporting the role of SUMO conjugation in PHD3-mediated HIF
repression (Fig. 3A). Moreover, the effect of the SUMO2/3 chimera
was specific, as PHD3-SUMOI1 behaved similarly to the wild-type
protein (supplementary material Fig. S2). In contrast to the effects on

A

the HIF pathway, all of the PHD3 mutants inhibited TNFa-triggered
activation of NF-xB in a similar manner. Therefore, our data imply
that PHD3 SUMOylation optimizes its HIF repressor activity without
affecting the NF-xB pathway (Fig. 3B).

To test whether endogenous SUMOylation at physiological
levels contributes to HIF repression, HEK293T cells were
transfected with short hairpin (sh)RNAs targeting HIF 1o (used as
an internal control), UBC9 or SUMO3 and the luciferase reporter
plasmids. According to our data, UBC9 or SUMO3 silencing, and
therefore the inhibition of the SUMOylation machinery, increased
hypoxia-triggered HIF activation (supplementary material Fig. S2).

Impact of PHD3 SUMOylation on protein stability

and localization

Although the functional consequences of SUMOylation depend
on the modified protein, SUMO conjugation is very often
associated with temporal and spatial regulation of its targets.
Therefore, to evaluate the impact of SUMO conjugation on PHD3
behavior, we analyzed the stability of PHD3 and PHD3-SUMO
conjugates. We co-transfected PHD3 and (His)s-tagged SUMO2/
3 plasmids. After transfection, we treated cells with the protein
synthesis inhibitor cycloheximide and harvested cells at the
indicated times (Fig. 4A). SUMOylated proteins were recovered
on Ni-NTA beads, and PHD3-SUMO conjugates were identified
by immunoblotting (Fig. 4A, left panel). In parallel, the
expression of the non-modified PHD3 was resolved using total
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Fig. 3. The impact of SUMOylation on PHD3-dependent regulation of the HIF and NF-kB pathways. (A) The indicated PHD3 constructs were transfected
into HEK293T cells together with a reporter vector (pRE-Atk-Luc) containing three copies of the HRE from the erythropoietin gene and CMV-Bgal to normalize for
transfection efficiency. Cells were incubated in normoxia (20% O,) or hypoxia (1% O,) for 16 h and luciferase (LUC) and B-galactosidase (b-gal) activity
were measured. WT, wild-type PHD3. (B) HEK293T cells were transfected with the PHD3 constructs, an NF-kB luc-reporter and SV40-Bgal. Luciferase and -
galactosidase activity was measured after 16 h of TNFa (20 ng/ml) treatment. The values represent the percentage of the LUC:-gal activity relative to that
of the control cells (treated). In parallel, cells were transfected to analyze protein expression levels by western blotting (WB). Results show the mean+s.e.m. (at
least three independent experiments performed in triplicate); #P<0.05 versus wild-type PHD3.
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cellular extracts (Fig. 4A, right panel). No major differences in
the stability of PHD3-SUMO conjugates compared with that of
the non-modified PHD3 were observed. Furthermore, we
evaluated the half-life of the different PHD3 mutants. As
shown in Fig. 4B, the three constructs showed similar behavior,
suggesting that SUMOylation does not affect PHD3 stability. To
consolidate these data, we also evaluated the impact of Siah2, the
ubiquitin E3 ligase that is reported to trigger PHD3 proteasomal
degradation (Nakayama et al., 2004). We transfected cells with
the different PHD3 mutants with and without Myc—Siah2 and
analyzed their expression levels (Fig. 4C). Siah2 overexpression
induced degradation of wild-type PHD3, PHD3-SUMO2/3 and
PHD3ASUMO constructs to a similar extent. These results
suggest again that SUMOylation is unlikely to affect PHD3
stability. The data shown are supported by the fact that
PHD3ASUMO is similarly ubiquitylated to wild-type PHD3
(data not shown). Therefore, unlike other targets such as IkBa,
SUMO would not compete with ubiquitin to stabilize PHD3
(Desterro et al., 1998).

We next analyzed the effect of SUMO on PHD3 intracellular
localization. We transfected the different HA-tagged constructs

A HA-PHD3 + SUMO2/3-(His),

CHX — - 30min 1h 3h
T
118 kDa —
90 kDa —
" *
- *
50 kDa
—— - - %
s B 8
36 kDa . WB: HA
20 kDa =
— — | — — Sumo
B HA-PHD3WT
CHX — = 30min 1h 3h
36 kDa
= e WB: HA
HA-PHD3ASUMO
CHX — - 30min 1h 3h
36 kDa
— — — WB: HA
HA-PHD3SUMO2/3
CHX — - 30min 1h 3h
50 kDa — T e WB: HA

into HeLa cells and performed immunofluorescence assays
(supplementary material Fig. S3). In agreement with previous
reports (Metzen et al., 2003), wild-type PHD3 showed nuclear
and cytoplasmic localization. PHD3 SUMO mutants exhibited
similar localization compared with that of the wild-type protein,
indicating that SUMO does not affect PHD3 localization.

Consequences of PHD3 SUMOylation on HIF1« protein levels
Among the complex mechanisms underlying HIF activation, PHD-
mediated regulation of HIFa stability through hydroxylation plays
an essential role. Thus, one scenario could be that SUMOylation
optimizes PHD3 hydroxylase activity. We tested this possibility
using a commercially available antibody that specifically
recognizes hydroxylated P564 (P5640H), as we have confirmed
(supplementary material Fig. S4A,B). In contrast to our initial
hypothesis, wild-type PHD3, PHD3-SUMO2/3 and PHD3ASUMO
proteins were equally competent to hydroxylate HIF 1ot P564, either
in the presence or in the absence of the proteasome inhibitor,
MG132 (Fig. 5A,B). Hence, we found no evidence that
SUMOylation directly affects PHD3 hydroxylation activity, at
least on HIF1a P564, and therefore, HIF 1o protein levels.
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Fig. 4. PHD3-SUMO conjugation does not affect protein stability. (A) HEK293T cells transfected with PHD3 and SUMO2/3—(His)s were incubated in the
presence of the protein synthesis inhibitor cycloheximide (CHX, 20 ug/ml) for the indicated periods of time. SUMO-conjugated proteins (asterisks) were purified
on Ni-NTA beads, resolved by SDS-PAGE and visualized by western blotting (WB, left panel). In parallel, the expression levels of the non-modified PHD3

(arrowhead) were analyzed by western blotting from the total cell extracts (right panel). (B) HEK293T cells were transfected with the different PHD3 constructs
and incubated in the presence of the protein synthesis inhibitor cycloheximide (20 ug/ml) for the indicated periods of time. Finally, the expression levels of

the PHD3 constructs were analyzed by western blotting from the total cell extracts. (C) HEK293T cells were transfected with the different PHD3 constructs with or
without Myc—Siah2. Total protein extracts were resolved by SDS-PAGE and expression levels were visualized by using western blotting. p-actin was used as the

protein loading control. WT, wild-type PHD3.
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PHD3 SUMOylation optimizes repression of HIF1
transactivation activity

An alternative scenario could be that SUMOylation affects HIF1
transactivation activity per se. To investigate this issue, we analyzed
the impact of PHD3 mutants on the transcriptional activity triggered
by a constitutively expressed HIFla (HIF1-DM). As shown in
Fig. 5C, the expression of wild-type PHD3 significantly repressed
HIF-dependent activation of the HRE-Luc reporter gene.
Surprisingly, PHD3ASUMO was a weaker inhibitor, whereas
PHD3-SUMO2/3 and PHD3ASUMO-SUMO2/3 behaved as
stronger inhibitors compared with the activity of the wild-type
protein (Fig. 5C). Note that mutation of the two proline residues
released HIF1o from PHD3-dependent degradation, but it did not
prevent inhibition of HIF-dependent transactivation. By contrast,
silencing of endogenous UBC9 or SUMO3 expression by shRNAs
significantly reduced PHD3-mediated HIF repression (supplementary
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material Fig. S4C). To determine whether PHD3 hydroxylase
activity was implicated in the repression of HIF1 transactivation
activity, we transfected cells as described previously but including the
PHD3 H196A mutant (supplementary material Fig. S4D). This
experiment clearly showed that PHD3 catalytic activity is not
required to repress HIF transactivation.

Finally, we analyzed the impact of PHD3 mutants on the
expression levels of two endogenous HIF1 target genes — CA9
and GLUTI (also known as SLC2AI). Supporting our data on
reporter gene expression, wild-type PHD3 repressed CA9 and
GLUTI mRNA levels. Furthermore, PHD3ASUMO and PHD3—
SUMO2/3 were a weaker and a stronger repressor, respectively,
compared with the activity of the wild-type protein (Fig. 5D).
Taken together, these data demonstrate that PHD3 represses HIF1
transcriptional activity in a hydroxylase-independent manner and
also that PHD3 SUMOylation optimizes such repression.
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Fig. 5. PHD3 SUMOylation represses HIF1-dependent transactivation without affecting HIF1a protein levels. (A,B) HEK293T cells were transfected with
wild-type (WT) Myc—HIF1 and wild-type PHD3 or the different PHD3-SUMO mutants PHD3ASUMO (A) and PHD3-SUMO2/3 (B). Cells were lysed after

4 h of MG312 treatment (10 uM) and proteins were detected by using western blotting (WB). @, empty vector. (C) HEK293T cells were transfected with Myc—
HIF1-DM (P402/564A), the indicated PHD3 constructs, the HRE-Luc reporter vector and CMV-fgal to normalize for transfection efficiency. Luciferase (LUC)
and B-galactosidase (b-gal) activity were measured in cells incubated in normoxia (20% O,). (D) HEK293T were transfected with Myc—-HIF1-DM (P402/564A)
and the indicated PHD3 constructs. The endogenous levels of CA9 (CA IX) and GLUT1 were analyzed by qRT-PCR. The values represent the percentage of the
mRNA relative to that of the control cells. In parallel, cells were transfected to analyze protein expression levels by western blotting. Results are the
mean+s.e.m. (at least three independent experiments performed in triplicate); “P<0.05; #P <0.01; ##P<0.001 versus wild-type PHD3.
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Hypoxia modulates PHD3 SUMOylation
We have previously shown that PHD3 participates in a feedback
loop to suppress HIF1 activation in response to prolonged hypoxia
(Ginouves et al., 2008). The role of PHD3 SUMOylation in the
repression of HIF-dependent transactivation prompted us to
investigate whether hypoxia might regulate the conjugation of
SUMO to PHD3. In line with our previous work, we conducted a
timecourse study to evaluate the levels of PHD3-SUMO
conjugates at different time-points of hypoxia (Fig. 6A).
Interestingly, we observed that PHD3 SUMOylation was reduced
after 4 h of hypoxia, whereas the levels of SUMOylated PHD3
recovered at prolonged hypoxia. These results demonstrate that
hypoxia modulates PHD3 SUMOylation and show that the levels
of PHD3-SUMO inversely correlate with an active HIF response.
The hypoxic response is primarily triggered by the inactivation
of enzymes that belong to the family of 2-oxoglutarate and iron-
dependent dioxygenases. Consequently, we wondered whether
the activity of these enzymes might also affect PHD3
SUMOylation. Thus, we expressed PHD3 together with (His)e-
tagged SUMO2/3 and treated cells with DMOG, a pan-
hydroxylase inhibitor. We found no evidence that hydroxylase
activity affects PHD3 SUMOylation (Fig. 6B). Therefore,
hypoxia-mediated modulation of PHD3 SUMO conjugation is
independent of dioxygenase activity.

A
HA-PHD3 + SUMO2/3-(His),

DISCUSSION
PHDs drive oxygen-dependent HIFo hydroxylation, which
triggers protein ubiquitylation and further degradation by the
proteasome. Therefore, oxygen is a master regulator of PHDs,
although additional players have been shown to modulate these
enzymes. The present study focused on SUMOylation as a
potential PHD3 regulator. So far, hypoxia-dependent ubiquitin
modification, catalyzed by the ubiquitin E3 ligase Siah2, is the
only PTM described for PHD3 (Nakayama et al., 2004). Such
ubiquitylation leads to PHD3 targeting for proteasomal
degradation, and therefore modulates the response to hypoxia.
In this report, we have demonstrated for the first time that PHD3
can be a SUMO target in vitro and in cultured cells. However, as
reported for most of the SUMO targets, only a small fraction of
PHD?3 appears to be modified (Da Silva-Ferrada et al., 2012).
Although the in vitro SUMOylation assay showed one major
PHD3-SUMO band, our mutational analysis indicates that mutation
of four lysines (corresponding to the minimal PHD3ASUMO
mutant) was required to abolish PHD3 SUMOylation. Based on the
close proximity of the four lysines within the cluster, it is tempting
to speculate that although they are all likely to be modified,
SUMOylation only occurs on one of the residues each time. PHD3
SUMOylation takes place at a non-consensus site in the C-terminal
end of the protein. However, the SUMO acceptor site in PHD3 is
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Fig. 6. Hypoxia but not DMOG regulates PHD3 SUMOylation. (A) HEK293T cells incubated in normoxia (N; 20% O,) or hypoxia (1% O,) for different times
were transfected with PHD3 and SUMO2/3—(His)s 48 h before cell lysis. (B) HEK293T cells were transfected as described for A and incubated in the
absence or the presence of the hydroxylase inhibitor DMOG (1 mM) for 4 h prior to cell lysis. SUMO-conjugated proteins were purified on Ni-NTA beads,
resolved by SDS-PAGE and visualized by using western blotting (WB). SUMO-conjugated proteins are indicated by asterisks. Insets show the protein
expression levels from total cell extracts transfected in parallel. B-actin was used as the protein loading control.
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Fig. 7. A dual role for PHD3 in HIF1
repression. Besides the well-
characterized role of PHD3 as a HIF1
repressor through destabilizing
HIF10, PHD3 contributes to the
inhibition of HIF 1-dependent
transcriptional activity per se.
Moreover, PHD3 SUMOylation (‘S’) is
required for the optimal repression of
HIF1 transactivation. Hypoxia-
modulated PHD3 SUMOylation
appears to be a newly identified step
in fine-tuning the control of HIF1
activation to ensure survival
regardless of oxygen availability. Ub,
’ ubiquitylation; OH, hydroxylation.
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contained in the context of an alpha helix, as has been reported for
substrates that do not conform to the consensus acceptor motif
(Knipscheer et al., 2008; Pichler et al., 2005).

The unique PHD3-SUMO band detected in vitro also contrasts
with the multiple SUMO-conjugates detected in cultured cells,
which might result from poly-SUMOylation by SUMO2/3. Indeed,
SUMO2 and SUMO3, but not SUMO/1, contain an internal canonical
SUMOylation site (K'") that allows the formation of SUMO chains
(Tatham et al., 2001). Besides the migration pattern of PHD3—
SUMO conjugates, our data showing that SUMO2/3-conjugates are
more readily detected in cultured cells as well as the functional
assays support a central role for SUMO2/3 in the modification of
PHD3. Otherwise, the shift of some SUMO-conjugates does not
properly fit with the addition of 1, 2, 3 or more SUMO molecules.
Thus, we cannot exclude the possibility that this shift might
correspond to additional PTMs. Moreover, the interplay between
SUMOylation and other PTMs has been extensively reported.

Our data provide new evidence for a dual role of PHD3 in HIF
regulation as reported previously for EGL-9 in Caenorhabditis
elegans (Shao et al., 2009) and PHD2 in mammals (Ozer et al., 2005;
To and Huang, 2005). However, these results disagree with a more
recent report claiming that PHD3 is a HIF1 coactivator through
hydroxylation-mediated recruitment of PKM2 (Luo et al., 2011). In
addition to the canonical role as the oxygen sensor that regulates
HIFa stability, Powell-Coffman’s group showed evidence that EGL-
9 (the unique nematode ortholog of the PHD proteins) inhibits HIF1
transcriptional activity through a mechanism that does not implicate
the hydroxylase activity. Supporting this prior study, our findings
show the first evidence for a role of a mammalian PHD (in this case
PHD3) as a HIF repressor independent of the hydroxylase activity.
Moreover, we show here that PHD3 SUMOylation by SUMO2/3
mediates the non-canonical role of PHD3 as a HIF1 transcriptional
repressor. Direct SUMOylation of transcription factors, which is
mostly associated with transcriptional repression, arises as one of the
most frequent functions attributed to SUMO in eukaryotic cells

(Ouyang et al., 2009). By contrast, our data support an indirect role
of PHD3 SUMOylation in transcriptional repression, as recently
shown for [kBa (Mulero et al., 2013).

Contrary to the global SUMOylation increase induced by
hypoxia, de-SUMOylated HIFla, HIF20, p300 and CBP
correspond to the stable and/or active entities responsible for
HIF activation (Cai et al., 2010; Cheng et al., 2006; Huang et al.,
2009; van Hagen et al., 2010). Our results support this model,
because PHD3 de-SUMOylation mirrors maximum HIF
activation (Fig. 7). Whether hypoxia affects the machinery for
PHD3 SUMOylation and/or de-SUMOylation or whether a
second PTM is involved in this regulation remains to be explored.

Here, PHD3 SUMOylation is highlighted as an additional step
among the extensive and dynamic mechanisms that are likely to be
required to subtly adjust HIF function and to ensure survival
regardless of oxygen availability. This complexity reflects not only
the crucial role of HIF1 in maintaining oxygen homeostasis but also
the need to safeguard against its inappropriate activation. Previous
reports have linked the PHD3-HIF and SUMOylation pathways
with pathologies such as cancer and ischemia (Cheng et al., 2006;
Chen et al., 2011; Flotho and Melchior, 2013; Fox et al., 2011;
Loinard et al., 2009; Mo et al., 2005; Silveirinha et al., 2013; Su
etal., 2010; Wang and Banerjee, 2004; Xue et al., 2010). In light of
these findings, there is a great interest in the development of drugs
targeting these pathways. However, targeting global SUMOylation
and/or the HIF response might have widespread toxicity and side
effects. We anticipate that deciphering the specific SUMO E3 ligase
and/or SUMO protease involved in PHD3 SUMOylation would
facilitate the identification of more specific and secure targets and,
therefore, provide alternative therapies.

MATERIALS AND METHODS

Plasmids

The HA-PHD3 Nter construct was generated by digestion of the
pcDNA3-HA-PHD3 plasmid with BamHI and EcoRl, filling to give blunt
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ends, and re-ligation. HA-PHD3 Cter was generated by PCR
amplification using HA-PHD?3 as the template and the oligos 5'-GCAA-
ATACAGATCTATGGAGAGGTCTAAG-3" and 5'-CTGATGGCGGC-
CGCTCAGTCTTCAGTGAG-3". The PCR product was digested with
Bglll and Notl and cloned into the pcDNA3-HA vector that had been
digested previously with BamHI and Notl. The pcDNA4-PHD3-(His)g
construct was generated by digestion of HA-PHD3 with HindIIl and
EcoRI and cloning into the pcDNA4-(His)s plasmid. The pcDNA4-PHD3
SUMO1-(His)s chimera was generated by PCR amplification of SUMO1-
(His)s with the oligos 5'-CATGGTGCTGCAGTGTCTGAC-3" and 5'-
GTGGATCCTAACTCGAGGTTTG-3". The PCR product was digested
with Psfl and Xhol and cloned into the pcDNA4-PHD3-(His)s plasmid
that had been digested previously with the same enzymes. pcDNA4-
PHD3 SUMO2/3-(His)s was generated using the same strategy and the
oligos 5'-CATGGTGCTGCAGTGTCCGAG-3" and 5'-GAATTCCTA-
ACTCGAGGTCTG-3". The PHD3 mutants were obtained using the
QuikChange® 11 XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene).
Primer sequences used for mutagenesis are listed in supplementary
material Table S1. pCMV-Myc-HIF wild type and DM (P402/564A),
pcDNA3-HA-PHD3, CMV-fgalactosidase, pRE-Atk-Luc-HRE, pcDNA3-
SUMO1-(His)s, pcDNA3-SUMO2/3-(His)s, pcDNA3-HA-SUMO! and
pcDNA3-HA-SUMO2/3 were as described previously (Berra et al., 2003;
Desterro et al., 1998; Ginouves et al., 2008; Tatham et al., 2001; Vertegaal
et al., 2004). All of the constructs were sequence verified. Validated pools
of shRNAs are from Open Biosystems.

In vitro SUMOylation assays

According to the manufacturer’s protocol, the indicated PHD3 constructs
were synthesized using the TNT T7 Quick Coupled Transcription/
Translation Kit (Promega) supplemented with L-[>*S]-methionine
(PerkinElmer). A volume of 2 ul of the [**S]-labeled IVTT PHDs were
used for SUMOylation assays (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 5 mM MgCl,)
in the presence of SAEl and SAE2 (0.109 uM, Enzo/BioMol), ATP
(2 mM), creatine phosphate (10 mM), creatine kinase (3.5 U/ml),
pyrophosphatase (1 U/ml) and recombinant UBC9 (3.6 uM), SUMO
(80 uM) or GST-SUMO (50 uM). After 2 h at 30°C, the reactions were
stopped and resolved by SDS-PAGE. Migrated gels were stained with
Coomassie Brilliant Blue, dried and exposed. All of the SUMOylation
assays were performed at least three times.

Cell culture and transfections

COS7, HeLa and HEK293T cells were cultured in Dulbecco’s modified
Eagle medium supplemented with 5% FBS. Cells were incubated at 37°C at
95% humidity and 5% CO,. Hypoxic conditions were generated by
incubation of cells in an anaerobic workstation (/n vivo, 400, Ruskinn).
For hypoxic kinetics, HEK293T cells (supplemented with 10% FBS, 20 mM
HEPES and ampicillin-streptomycin) were exposed to 1% O, for 7, 5 or 3
days or 24, 16 or 4 h prior to lysis. During longer timecourses, cells were split
and seeded inside the workstation to obtain 80% confluence at the time of
lysis. Cell extraction was performed inside the anaerobic workstation to avoid
reoxygenation. Cells were transfected at 60-70% confluence 24 h post-
seeding using the indicated DNA with FuGENEG6 (Roche), Lipofectamine
2000 (Invitrogen) or ArrestIN (Open Biosystems) as transfection reagents.

Ni-NTA purification and immunoblotting

To purify on Ni-NTA beads, cells were lysed (6 M guanidium, 0.1 M
Na,HPO4/NaH,PO,4, 0.01 M Tris-HC1 pH 8.0) and the extracts were
incubated with the beads (Qiagen) in the presence of 10 mM f-
mercaptoethanol for 2.5 h at room temperature. After two sequential
washes using urea buffers (8 M urea, 0.1 M Na,HPO,/NaH,PO,4, 0.01 M
Tris-HCI, 10 mM B-mercaptoethanol) equilibrated first at pH 8.0 and then at
pH 6.3, the purified proteins were eluted with 3x disruption buffer (150 mM
Tris-HC1 pH 6.8, 6% SDS, 30% glycerol, 10% p-mercaptoethanol,
Bromophenol Blue) containing 200 mM imidazole. For total cell extracts,
cells were lysed with Laemmli buffer (50 mM Tris-HC1 pH 6.8, 1.25%
SDS, 15% glycerol). Following quantification using the Lowry assay, the
proteins were resolved by SDS-PAGE and electrophoretically transferred
onto a PVDF membrane (Millipore). The following antibodies were used for
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immunoblotting: mouse anti-HA.11 (BAbCO/Covance), mouse anti-B-actin
(Sigma), rabbit anti-SUMO2/3 (Eurogentec), mouse anti-(His), (Novagen),
mouse anti-Myc (Cell Signaling Technology), rabbit anti-HIF-P5640H
(Cell Signaling Technology), rabbit anti-HIFla (Richard et al., 1999).
Immunoreactive bands were visualized with ECL.

Reporter assays and qRT-PCR

Cells were lysed in 25 mM Tris phosphate pH 7.8, 8 mM MgCl,, 0.5%
Triton X-100, 7.5% glycerol and 1 mM DTT. Luciferase activity
measurement was performed using the Steadylite plus™ High
Sensitivity Luminescence Reporter Gene Assay System (PerkinElmer).
B-galactosidase activity measurement was performed using the Galacto-
Light Plus system (Applied Biosystems).

Total RNA was isolated using the RNeasy Mini Kit (Qiagen), reverse
transcribed and amplified with the quantitative PCR MasterMix Plus for
SYBR Green I (Roche). PCR was carried out in a C1000™ Thermal
cycler (Bio-Rad). RPLP0O was used for normalization. The primer
sequences are available upon request.

Immunofluorescence

HeLa cells were fixed in 3% paraformaldehyde for 30 min at 37°C. After
several washes with PBS, cells were permeabilized for 5 min with 0.2%
Triton X-100 and blocked for 30 min in PBS solution containing 0.2%
gelatin and 2% bovine serum albumin (BSA). Then cells were incubated
with mouse anti-HA.11, donkey anti-mouse-IgG conjugated to Alexa Fluor
488 (Invitrogen) and DAPI. Cells were analyzed with a fluorescent
microscope, the Axio Imager D1 (Zeiss), using structured illumination
(Apotome accessory) with a 63x objective. Images were taken with an
Axiocam HRm camera (Zeiss) operated by AxioVision Rel 4.8 software.

Statistical analysis

Data are expressed as the mean=*s.e.m. Differences were examined by
Student’s #-test (two-tailed) between two groups or by one-way analysis
of variance (ANOVA) within multiple groups. P<<0.05 was considered
statistically significant.
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Durante mi tesis hemos colaborado con el grupo del Dr. Alberto Pascual (IBIS, Sevilla) en el estudio de la
relacién entre hipoxia y el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas y en concreto, en la

enfermedad de Alzheimer.

El estudio ha puesto de manifiesto que la hipoxia inhibe la proliferacién de las células de microglia y su
guimiotaxis hacia las placas de amiloide in cellulo e in vivo y en consecuencia, la hipoxia acelera el
desarrollo de la enfermedad de Alzhéimer. Nuestra contribucidn se ha centrado en analizar el efecto de la
hipoxia sobre la proliferacidn y viabilidad celular en un modelo celular de microglia, BV2. En particular,
analizamos la contribucion de HIF al efecto inhibidor de la hipoxia sobre la proliferacién mediante ensayos
de silenciamiento. Nuestros resultados muestran claramente que el silenciamiento conjunto de HIF-1a e

HIF-2a es necesario para revertir la inhibicidn inducida por hipoxia en la proliferacion de microglia.
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Abstract:

Hypoxia has long been associated with Alzheimer’s disease (AD) but the molecular pathways
underlying this interaction are poorly understood. Hypoxia regulates the innate immune system
and extensive work has implicated microglia —the brain macrophages— in the pathophysiology of
AD. Here we show that hypoxia leads to an intensification of both AR peptide accumulation and
its downstream neurodegenerative processes. Hypoxia dramatically impacts microglia
surrounding amyloid plaques reducing microglia number and coverage of A plaques. Hypoxia
produces microglial dysfunction characterized by cell cycle arrest and impairment of chemotaxis,
mimicking the behavior of macrophages under low oxygen levels. HIFla genetic deletion
indicates a crucial role of this protein in controlling microglial proliferative potential and
microglia extracted from PHD-deficient mouse was also dysfunctional. Microglia primed
towards a pro-inflammatory Alzheimer-like phenotype exhibit an exacerbated response to
hypoxia characterized by the accumulation of HIF1la. Remarkably, brains from AD patients
exhibit an accumulation of HIF1a and an up-regulation of HIF target genes that correlates with
the progression of the disease. These observations help to explain the association between

hypoxia and AD and are relevant to both AD prevention and therapeutics.
One Sentence Summary:

Hypoxia intensifies Alzheimer disease pathology by causing HIF/PHD-mediated microglia

dysfunction.



Main Text:

Diseases causing chronic or intermittent hypoxia such as chronic obstructive pulmonary disease
(COPD) or sleep apnoea are associated with an increased risk of dementia and AD (/-3), and
population-based clinico-pathologic studies have established that most cases of dementia in the
elderly are due to a combination of cerebrovascular ischemia and AD pathologies (4, 5). Thus, a
possible synergism between these two common aging-associated conditions has been postulated

(reviewed in 6-8).

Hypoxia triggers an adaptive response via the oxygen-sensitive hypoxia-inducible factor
(HIF). Hypoxia slows down the enzymatic activity of the oxygen sensors prolyl-hydroxylases
(PHDs), reducing the rate of hydroxylation and subsequent proteasomal degradation of HIFa
subunits (9, 10). Under hypoxia, HIF effector genes orchestrate the adaptation to low oxygen
conditions by shifting cell metabolism to glycolysis and facilitating tissue oxygen delivery (/7).
Interestingly, the HIF/PHD pathway also regulates many aspects of the adaptive immune
response and has been proposed as a therapeutic target in several inflammatory diseases (for
reviews see /2-14). In particular, hypoxia regulates gene expression in macrophages to decrease

their migratory potential (/5), leading to their retention in specific inflammatory niches (/6).

The association between AD and genetic /oci encoding proteins with known roles in innate
immunity has suggested that the immune system is a key player in AD pathobiology (/7-23).
Microglia are the immune cells of the adult brain and derive from macrophages of the yolk sac
that migrate to the neuroepithelium during embryogenesis (24). In the AD brain, activated
microglia cluster both within and around senile plaques —the extracellular deposits of fibrillar

amyloid B peptide (AB) (25)— but their role remains controversial. Both phagocytosis of A} and



release of pro-inflammatory molecules are the most investigated and disputed roles of microglia

in AD (26).

Herein we investigated whether and how hypoxia accelerates the AD pathological process.
We found that microglia response to hypoxia mimics that of other innate immune cells (such as
macrophages) and contributes to accumulation of AB peptide and aggravation of plaque-

associated neurodegeneration.



Results

Hypoxia enhances A}l accumulation

Because hypoxia is a major contributor to dementia in the elderly, we studied the contribution of
hypoxia to the progression of an AD mouse model. We characterized the brain of 8 (young) and
14 (old) months old wild-type (WT) or APPswe; PSENIA9 (AD) mice exposed to either
normoxia (21% O,) or chronic hypoxia (9% O,) for 20 days. These ages correspond to the initial
and advanced stages of the brain B-amyloidosis, respectively. As expected, hypoxia produced an
increase in hematocrit that was not affected either by genotype or age (fig. S1). No infarctions or
obvious disruption of the blood-brain barrier (Prussian blue staining) were observed in the
hypoxic brains (data not shown). Previous studies have described the regulation of several
amyloid precursor protein (APP)-processing and AB-degrading enzymes leading to increased A
levels by intermittent hypoxia, (27, 28). To test whether this observation also applies to sustained
hypoxia, we estimated the levels of AB3;.4» by ELISA in total brain extracts from old AD animals.
We found no significant differences between hypoxia and normoxia (Fig. 1A). Moreover, no
significant difference was observed in the levels of soluble APPa between normoxia and
hypoxia (Fig. 1B). Accordingly, short (16 h) or chronic (30 days) hypoxia (9 % O,) with or
without reoxygenation did not produced any changes on A} metabolism. None of the mRNAs
encoding the APP-processing and AB-degrading enzymes were regulated by hypoxia, with the
exceptions of Psenl and App, which exhibited subtle, but significant changes after reoxygenation
(fig. S2), further demonstrating that hypoxia does not impact APP processing or AB total

amount.

However, we did observe a significant increase of both dense-core Thioflavin-S (Thio-S)

positive plaque load and number in the cortex of hypoxic old AD mice compared to normoxic



littermates (Fig. 1C and D). Thio-S positive plaque load and number did not differ in hypoxic
and normoxic mice hippocampus (Fig. 1D), a region where AB is know to deposit earlier but at a
slower rate compared to the cortex (29). Analysis of the size distribution of cortical Thio-S
plaques in hypoxic and normoxic old AD mice revealed that small size plaques were specifically
increased in number (Fig. 1E), suggesting the formation of new dense-core plaques under
hypoxia. We hypothesized that hypoxia produces an accumulation of soluble AR aggregates. OC
is a conformation-specific anti-AB antibody that recognizes fibrillar oligomers in soluble
extracts, A fibrils in insoluble extracts and dense-core plaques in immunohistochemistry (30,
31). Hypoxic animals exhibited a clear accumulation of OC positive A} aggregates in cortical

soluble extracts subjected to dot blot (Fig. 1F).

All together, these data indicate that chronic hypoxia leads to an increase in soluble Al

fibrillar oligomers and newly formed fibrillar (Thio-S positive) deposits.

Hypoxia aggravates A3-induced neurodegeneration

Senile plaques are decorated with dystrophic neurites, which are a result of the direct neurotoxic
effect of AB and can be displayed with both ubiquitin (UB) and phospho-tau (P-Tau)
immunohistochemistry. Hypoxic old AD mice showed a clear increase in UB load in the vicinity
of Thio-S positive dense-core plaques (Fig. 2A). The number of dystrophic neurites (P-Tau
immunoreactive) per Thio-S positive plaque is also increased in the cortex of hypoxic old AD
animals (Fig. 2B). NeuN immunostaining did not reveal obvious neuronal death (fig. S3) and
activated caspase 3 immunostaining did not show increased apoptosis in hypoxic compared with
normoxic AD mice (data not shown). Both somatostatin (SST) and neuropeptide Y (NPY)
positive hippocampal interneurons has been reported to die at early stages in a similar AD mouse

model (32), which we confirmed by measuring the hippocampal levels of Sst and Npy mRNAs



using qRT-PCR. Of note, hypoxia induced a clear further decrease of both markers in old AD

mice exhibited compared with normoxic old AD mice (Fig. 2C).
Hypoxia impairs microglia proliferation in vivo

Microglia belong to the myeloid lineage (24), whose physiology is largely regulated by hypoxia
(12-14). Since we observed an increase in soluble fibrillar AB, fibrillar AB deposits, and plaque-
associated neuronal damage with exposure to hypoxia, we hypothesized that hypoxia could

impair the barrier function exerted by microglia.

Interestingly, compared to normoxia, exposure to hypoxia induced a dramatic reduction in the
number of ionized calcium binding adaptor molecule 1 (IBA1) immunoreactive microglia in old
AD animals (Fig. 3A), whereas no statistical significant change was observed in either young
AD or WT hypoxic animals (Fig. 3A and fig. S4). A closer examination of hippocampal and
cortical regions of old AD mice (Fig. 3B) revealed that microglial cells surrounding the AfB
plaques either retracted or lost their processes or were simply absent under hypoxia (Fig. 3B).
This observation was confirmed using tomato lectin as an independent microglial marker (Fig.
3B). Quantification of individual microglial cells and the area occupied by IBAIl
immunoreactivity per Thio-S positive plaque demonstrated a substantial decrease in both
hippocampus and cortex of old hypoxic AD animals (Fig. 3B). In sharp contrast, neither the
number of reactive astrocytes immunoreactive for glial fibrillary acidic protein (GFAP) nor the
number of total astrocytes (glutamine synthetase positive) was altered by hypoxia in either young
or old AD animals (fig. SSA). Moreover, the ratio of astrocytes close to AB plaques versus total
astrocytes was not significantly different (fig. S5A). The specific damage by hypoxia to
microglia but not astrocytes in old AD animals was further confirmed by estimating the levels of

Ibal and Gfap mRNA from hippocampal extracts using qRT-PCR (Fig. 3C and fig. S5B). Taken



together, these experiments demonstrate that hypoxia leads to a microglial depopulation of A3

plaques.

Microglia accounts for most proliferating brain cells in plaque-bearing AD mouse models (33,
34). To determine whether chronic hypoxia (9% O,, 20 days) results in microglia cell cycle
arrest in vivo, we quantified the number of Ki67 positive microglial cells in both cortex and
hippocampus of old AD animals. Hypoxia caused a ~63% reduction in the number of
proliferating microglia in both brain regions (Fig. 3D). This percentage clearly exceeds the
aforementioned reduction in the number of total (~25%) and plaque-associated microglia (~34%)
(Fig. 3A and B), thus strongly supporting that chronic hypoxia impairs microglia proliferation in

Vvivo.

Hypoxia induces microglia cell cycle arrest via HIFa stabilization

The formation of new AB plaques in the APP overexpressing mouse models is associated with
microglia proliferation and chemotaxis towards them as an attempt to limit plaque growth (33-

37), therefore we evaluated how hypoxia can affect both processes in cellulo.

To evaluate how hypoxia regulates proliferation of microglia we used two in cellulo models: the
BV2 cell line (microglial derived) and primary cultures (see figure S6 for a characterization of
these cultures). Low oxygen levels may control proliferation and can cause HCT116 cell cycle
arrest (38). To determine if hypoxia (4 to 48 h, 1% O,) modulates BV2 cell cycle, we measured
the percentage of cells in GO/G1, S, or G2 using propidium iodide staining and flow citometry.
Brief hypoxia (4 h) did not change the BV2 cell cycle (data not shown); however, 24 and 48 h of
hypoxia led to a dramatic cell cycle arrest that was fully reversed by 24 h of reoxygenation (Fig.

4A). This effect was not detected in HeLa cells cultured in parallel (data not shown). In order to



evaluate the involvement of HIFa subunits in the control of cell cycle under hypoxia, we
interfered the expression of Hifl a, Epasl or Hifl a and Epasl. Although the degree of inhibition
reached was small (around 50 — 60% of the levels of non-interfered cultures), we were able to
observe a decrease in the hypoxia-induced cell cycle arrest when both genes were inhibited (data
not shown). We also observed an increase under hypoxia of Epas!/ mRNA levels when Hifl a
was inhibited, suggesting the involvement of HIFa subunits in the control of hypoxia mediated
microglia cell cycle arrest. In order to confirm the data obtained with cell lines, we estimated
proliferation in microglia primary cultures exposed to 24 h of hypoxia (1% O;), using a
bromodeoxyuridine (BrdU) incorporation assay. Hypoxia induced a strong decrease in BrdU
incorporation, validating the data obtained with the BV2 cell line (Fig. 4B). To confirm the role
of HIF1a in the microglia cell cycle arrest induced by hypoxia we generated Cx3cri-Cre::ERT2;
Hifl a "F"* conditional mice. In these animals, HIFla levels can be reduced specifically in
microglia by treatment with tamoxifen (TMX). Compared to vehicle, TMX induced a > 85%
reduction in the levels of Hifl @ mRNA in Cx3crl-Cre::ERT2; Hifl a """ microglia primary
cultures as estimated by qRT-PCR (Fig. 4C). As a control, we did not observed modifications in
HIFla levels by TMX treatment of microglia from wild-type animals (data not shown).
Importantly, HIF 1o remained undetectable by western blot in TMX-treated Cx3crl-Cre::ERT2;
Hifl a """ microglia primary cultures despite pre-treatment with the hypoxia mimetic and
PHDs inhibitor dimethyloxalylglycine (DMOG). The same cultures were exposed to hypoxia and
the number of BrdU positive microglial cells was estimated. As expected, hypoxia produced a ~
60% decrease in the number of BrdU-positive cells. However, microglial proliferation was
almost completely restored in TMX-treated HIFla-depleted cultures (Fig. 4C), demonstrating

that HIF 1a contributes to microglia cell cycle arrest under hypoxia.



We also evaluated the role of PHDs in hypoxia-induced microglial dysfunction. PHD2 is the
main regulator of HIFa stabilization (39) and both PHD2 and PHD3 can inhibit HIFa
accumulation even under hypoxic conditions (40). We performed primary microglia cultures
from either Egln2_/_ (PHD1), Egini “~ (PHD2), or Egln3_/_ (PHD3) mice and quantified the
number of cells generated in culture. The number of microglial cells at 20 days in vitro was
decreased both in the absence of PHD3 or in the presence of half dose of PHD2 (fig. S7),

whereas no differences were observed in PHD1-deficient microglia (fig. S7).

Hypoxia impairs the chemotaxis of macrophages, trapping them in necrotic areas (12, 16). To
investigate whether hypoxia also impairs microglia chemotaxis, BV2 cells were cultured in the
presence of oligomeric AB. The number of BV2 cells in contact with AB aggregates was reduced
under hypoxia, indicating that hypoxia inhibits their chemotaxis towards AB (fig. S8A).
Similarly, using a Boyden chamber assay, the migration of primary microglia towards the AB-
containing compartment was significantly decreased under hypoxia (fig. S8B). Similar results
were observed using ATP as chemoattractant (fig. S8B), suggesting that hypoxia impairs
microglia chemotaxis in a non-specific manner. All together, these data demonstrate that hypoxia

inhibits both microglial cell cycle and chemotaxis in cellulo.
AD brains exhibit HIFo accumulation

As AD progresses, microglia is thought to change towards an activated phenotype (41, 42).
There is a well-established cross talk between hypoxia and inflammation that leads to a
cooperative increase of HIFa: hypoxia induces HIFa by slowing down PHDs activity whereas
inflammation does so by up-regulating NFkB signalling (43). Both microglial pro-inflammatory
activation (4/) and increased HIF levels (44) have been separately reported in AD mouse

models, but whether microglia contributes to this accumulation of HIF has not been documented.
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To address this hypothesis, we exposed microglia primary cultures to M-CSF and GM-CSF, two
cytokines with antagonistic inductive roles over microglia, and evaluated microglia response to
hypoxia. M-CSF differentiates microglia towards a phagocytic phenotype whereas GM-CSF
gives rise to an antigen-presenting dendritic cell phenotype that can become pro-inflammatory
upon interaction with an antigen (45, 46). We first verified that the treatment with these
cytokines produced the expected phenotypic change in our microglia primary culture. GM-CSF
induced an up-regulation of tumor necrosis factor (Tnf), arginase (Argl), and chitinase-like 3

(Chil3) mRNA levels (fig. S9). Conversely, M-CSF treatment reduced the levels of Tnf (fig. S8).

Vehicle- and M-CSF-treated hypoxic microglia exhibited a modest response to hypoxia as
revealed by western blot of HIF1a (Fig. 4E) and qRT-PCR of Phd2 mRNA, a HIF 1o target gene
(Fig. 5A). By contrast, GM-CSF-treated hypoxic microglia expressed considerably higher levels
of HIFla protein, at least in part due to a transcriptional up-regulation of the Hifl a gene (Fig.
5A and B). These results were confirmed at a genome scale by using microarrays (March-Diaz et
al., unpublished results). Thus, microglia primed towards an activated phenotype similar to that

in the AD brain is more sensitive to hypoxia than resting or phagocytic microglia.

HIFla levels are increased in the brain of AD mouse models compared with WT animals (44).
To validate the relevance of our observations with respect to AD human pathology, we
quantified the levels of HIF1a in hippocampal extracts from healthy young control individuals
and elderly subjects at different Braak & Braak AD stages. Western blot showed a strong
correlation between the progression of AD pathology and the levels of HIF 1a protein (Fig. 5C).
However, a drop in the levels of HIF 1o was observed in advanced stages of the disease (Braak V
and VI) when compared with intermediate stages (Braak III and IV), probably due to burn-out of

the pathological process exemplified by dramatic cell death and cortical atrophy (47). To further

11



confirm HIFa activation in the brain of AD patients we estimated the mRNA levels of Vegfa and
Slc7a5, respectively HIFlo and HIF2a target genes. Both genes accumulate paralleling the
accrual of AD neuropathology (Fig. 5D); again reinforcing the idea that AD is associated with
the accumulation of hypoxic markers and highlighting the possible role of the HIF/PHD pathway

in AD pathophysiology.
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Discussion

Epidemiologic studies have provided evidences that diseases associated with hypoxia are often
comorbid with AD (7, §). We show here that hypoxia augments the pathology of the APPswe;
PSENIA9 AD mouse model by increasing both accumulation of the AP peptide and AB-related
downstream neurodegenerative phenomena. Although many possible cellular substrates can be
associated with the acceleration of the pathology by hypoxia, our results point to a substantial
contribution of the hypoxia-mediated microglia dysfunction in Af clearance and

neuroprotection.

In vivo imaging in this and other plaque-bearing AD mouse models has revealed that dense-
core amyloid plaques can form as rapidly as within 24 hours and that, once formed, they attract
microglia to their vicinity within days (35, 48). This prominent microglial response to plaques is
thought to result from the combination of chemotaxis towards the AP peptide (37, 49) and cell
proliferation (33, 34, 50). We observed that hypoxia impacts negatively both microglia
proliferation and chemotaxis towards amyloid plaques. These results are reminiscent of the
regulation of innate immune cells by hypoxia through the HIF pathway (/5, 16, 51-57), but
whether microglia —its CNS counterpart (24)— shares this property was not known. Using a cell
line and primary cultures, we show here that hypoxia induces a profound phenotypic change in
microglia via cell cycle arrest and chemotaxis inhibition. Several lines of evidence indicate that
sustained inflammation and hypoxia activate HIFloa leading to inhibition of microglial
proliferation and chemotaxis. First, the microglial dysfunctional phenotype induced by hypoxia
was only observed in aged AD mice, in which the brain milieu is highly enriched in pro-
inflammatory cytokines (26, 42). Second, activated microglia primary cultures (GM-CSF

treated) were exquisitely sensitive to hypoxia, whereas ameboid/phagocytic microglia (M-CSF

13



treated) exhibited a hypoxic response similar to resting (untreated) microglia. Third, hypoxia
effects on microglial function could be recapitulated by PHD2 and PHD3 deficiency, which are
associated with HIFo stabilization (40). Fourth, genetic inactivation of HIFla rescue the

decrease in proliferation associated with hypoxia.

Other authors have previously described an increase in glycolytic enzymatic activities (44)
and in Vegfa mRNA levels (58), two classical effectors of HIFla, in the human AD brains. In
addition, HIFla protein accumulates in the brain of very old plaque-bearing AD mice (44).
Herein we observed a positive correlation between HIF1a protein levels and the progression of
AD pathological changes as indicated by the Braak staging, suggesting that a hypoxic response
parallels AD pathological progression and that our findings are relevant to the human disease.
We also confirmed the previous described increase of Vegfa associated with AD progression (58)

and extended the data to a HIF2a target gen, Slc7a5 (59).

All the results presented here suggest that the HIF pathway may have a role in the progression
of AD by provoking microglial dysfunction. Notably, post-mortem studies in human AD brains
have described that microglia loses proliferative potential (60) and adopts a senescent phenotype

(61, 62) prior to its death by apoptosis (63, 64).

In summary, we discovered that hypoxia inhibits both microglia proliferation and chemotaxis,
leading to an aggravation of Alzheimer-related phenotypes. Our findings indicate that inhibiting

the HIF pathway in microglia may represent a novel therapeutic target in Alzheimer’s disease.
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Figure legends

Fig. 1. Hypoxia increases Af} plaque deposition. 8 and 14 months old AD mice were exposed
to normoxia (21% O3) or hypoxia (9% O,) for 20 days. (A) AB;.4 levels were quantified by
ELISA in total brain extracts from normoxic and hypoxic 14 months old animals. (B) Soluble
APPa levels were estimated by western blot in protein extracts from the cortex of normoxic and
hypoxic 14 months old AD animals. (C) Brain sections from normoxic and hypoxic 14 months
animals were stained with Thio-S. Scale bars are 1 mm. (D) Thio-S load (left) and plaque density
(right) were estimated from brain slices (n = 8; 4 animals). (E) Size distribution of Thio-S plaque
density (n = 8; 4 animals). (F), Soluble fibrillar AB was detected by dot blot in soluble cortical
extracts from WT and AD normoxic and hypoxic 8 and 14 months old animals (3 — 4
independent samples). ** p < 0.01; * p < 0.05; n.s. no significant differences by Student’s #-test.
Hp: Hippocampus; Cx: Cortex; 8: 8 months old; 14: 14 months old; N: Normoxia, grey bars; H:
Hypoxia, blue bars.

Fig. 2. Hypoxia aggravates A plaque-associated neurodegeneration. 14 months old AD
mice were exposed to normoxia (21% O,) or hypoxia (9% O,) for 20 days. (A) Cortical sections
counterstained with Thio-S (left panels) and immunostained for ubiquitin (UB/Thio-S, right
panels). Scale bars are 100 pum. Right graph shows the quantification of the percentage of UB
load (n = 8; 4 animals). (B) Cortical sections counterstained with Thio-S (left panels) and
immunostained for Phospho-Tau (P-Tau/Thio-S, right panels). Scale bar is 20 um. Right graph
shows the quantification of the percentage of AB plaque area occupied by P-Tau+ neurites (n =
13 — 18 plaques from 4 animals). * p < 0.05; ** p < 0.01 by Student’s #-test. N: Normoxia, grey
bars; H: Hypoxia, blue bars. (C) Levels of Sst and Npy mRNAs were estimated by qRT-PCR

a.u. arbitrary units) in hippocampal extracts from normoxic (N: 21% O,, grey bars) and hypoxic
ry pp p
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(H: 9% O3, blue bars) animals. Gapdh levels were used as housekeeping control (n = 4; * p <
0.05 Student’s ¢-test).

Fig. 3. Hypoxia depopulates ABplaques of microglia. 8 and 14 months old AD mice were
exposed to normoxia (21% O,) or hypoxia (9% O,) for 20 days. (A) Hippocampal brain slices
immunostained for IBA1. Scale bars are 100 um. The quantification of the number of IBA1+
microglia is shown in the right graph (n = 4). (B) Upper panels, hippocampal (left) and cortical
(right) sections from 14 months old animals stained with IBA1/Thio-S (brown/blue) or Tomato
Lectin (TL)/Thio-S (red/green). Scale bars are 200 pm in IBA1/Thio-S left panels and 20 pum in
high magnification right panels. Scale bars in TL/Thio-S panels are 50 pum. Lower panels,
quantification of the number of IBA1+ microglial cells per AB plaque (left graph; n =5 - 7
plaques per animal, from 4 animals) and the percentage of area of A plaque occupied by IBA1+
microglia (right graph; n = 27 — 48 plaques per animal, from 4 animals). (C) Relative levels of
Ibal mRNA extracted from the hippocampus of 14 months old normoxic (N: 21% O,, grey bars)
and hypoxic (H: 9% O,, blue bars) animals. Gapdh levels were used as housekeeping control (n
= 3 - 4 animals). (D) Representative images of hippocampal (left panels) and cortical (right
panels) sections from 14 months old animals immunostained for Ki67 (brown, phase contrast)
and IBA1 (red), and counterstained with Thio-S (green). Arrowheads indicate Ki67+ microglia
and insets depict the magnification of small dotted squares. Scale bars are 50 um in low
magnification panels and 25 pm in the insets. The right graph shows the quantification of the
density of Ki67+ (n = 8). ** p < 0.01; n.s. no significant differences by ANOVA, Tukey’s test in
A, and by Student’s #-test in B — D. Hp: Hippocampus; Cx: Cortex; 8 m: 8 months old; 14 m: 14

months old; N: Normoxia, grey bars; H: Hypoxia, blue bars.
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Fig. 4. Hypoxia induces microglia cell cycle arrest through HIF. (A) Cell cycle analysis using
propidium iodide (PI) staining of BV2 cells exposed to normoxia (N: 21% O,, 48 h, left panel),
hypoxia (H: 1% O, 48 h, middle panel), or reoxygenation (R: 24 h H and 24 h N, right panel).
GO0/G1 phase is depicted in dark blue, S phase in blue, and G2 phase in light blue. The
quantification of the percentage of cells found in the different cell cycle phases is shown in the
right graph (n = 3). (B) Representative images of proliferation in primary microglia cultures.
Cultures were exposed to either normoxia (N: 21% O,, 24 h, left panels) or hypoxia (H: 1% O,
24 h, right panels) and incubated with 10 pM bromodeoxyuridine (BrdU) during the last three
hours. BrdU incorporation is shown in green, IBA1 in red, and nuclei in blue (DAPI). Insets
show a magnification of the small dotted squares. White arrowheads indicate BrdU+ microglia
nuclei and green arrowhead a BrdU+/IBA1- cell. Scale bars are 100 pm and 25 pm in the insets.
The quantification of the nuclear BrdU incorporation in microglia cells is shown in the right
graph (n = 4). ** p < 0.01 Student’s #-test. (C) Primary microglial cultures from Cx3cri-
Cre::ERT2-Hif """ mice were either treated with vehicle (C) or tamoxifen (TMX; 100 nM)
and the effect on HIF1a expression was assayed either by qRT-PCR (left panel) and by western
blot (middle panel) in normoxia (N) and after DMOG (D; 1 mM, 24 h) treatment. Primary
cultures of microglia treated with vehicle (C) or TMX were manipulated as in B and the number
of BrdU positive microglial cells was estimated and presented as the percentage of normoxia
(right panel). ** p <0.01 by Student’s #-test.

Fig. 5. AD brains exhibit molecular markers of hypoxia. (A) Microglia primary cultures were
chronically exposed to control, M-CSF, or GM-CSF treatment (20 days), and to normoxia (N:
21% 0O3) or hypoxia (H: 1% O) for 6 h. Representative images of HIF1a levels were obtained

by western blot. B-actin (B3-act) was used as a loading control. Western blot quantification of
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HIFlo/B-actin protein levels is shown in the right graph (n = 4; Univariate analysis of variance
(UAV), cytokines/oxygen interaction: F' = 3.874, p = 0.04). (B) Phd2 (left panel) and Hifl o
(right panel) mRNA levels were estimated by qRT-PCR in cells treated as in A. (n = 8; UAV,
cytokines/oxygen interaction: Phd2, F = 11.21, p = 0.000; Hifl o, cytokines: F' = 55.461, p =
0.000, ## p < 0.01 by Bonferroni’s test). Asterisks represent significant differences between
normoxia and hypoxia (** p < 0.01; n.s. no significant differences by Student’s #-test). (C)
HIFla levels were quantified by western blot in protein extracts from human hippocampus.
Samples from control (C) and Braak and Braak stages II (ADII), III-IV (ADII-IV), and V-VI
(ADV-VI) subjects were used. B-actin (B-act) was used as a loading control. A protein extract
from HeLa cells exposed to hypoxia (H: 1% O,, 4 h) was used as a positive control to identify
HIF1a molecular weight (right line). The right graph shows the quantification of HIF1o/B-act
levels. (D) Vegfa (left panel) and Slc7a5 (right panel) mRNA levels were estimated by qRT-PCR
in extracts from human hippocampus (see C). Blue dots represent individual values and light
blue dots values that have been considered as outliers (n = 35 AD/control samples; Kruskal-
Wallis’s test; F'=15.78; p = 0.001 for HIF1a; F = 8.023; p = 0.045 for Vegfa; and F = 8.235; p =

0.041 for Slc7as5).
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Materials and Methods
Experimental models
BV2 cell line

The transformed microglial cell line was obtained from the Interlab Cell Line
Collection (National Institute for Cancer Research and Advanced Biotechnology
Center, Italy). Cells were grown in RPMI 1640 medium (PAA) supplemented with
10% FBS (Gibco), 2 mM L-glutamine (Gibco) and 1% penicillin/streptomycin
(Gibco) and maintained under a water-saturated atmosphere of 5% CO2 and 5%
air. Cell detachment was performed by trypsinisation with 0.25% trypsin-EDTA
(Gibco). In all experiments, cells were plated at 30%-50% confluence to prevent
the activation of microglial cells and the development of anaerobic conditions.
Primary cultures of microglia and astrocytes

Primary microglia (1) and astrocyte (2) cultures were prepared as previously
described from brains of 1-3 days old wild-type (WT; CD-1) mice. Briefly, for
primary microglia cultures, meninges were removed from the brains and the brain
tissue was triturated and trypsinised in 1x Trypsin-EDTA (PAA). Dissociated cells
were cultured in DMEM-Ham'’s F12 supplemented with 10% FBS (Gibco), 2 mM L-
glutamine (Gibco), 1% penicillin/streptomycin (Gibco) and 0.1 mM non-essential
amino-acids (Gibco) in poly-D-lysine-coated plates (Nunc). The cultures were
maintained at 372C in a humidified incubator with 5% CO2 and 5% air for 20 days.
The medium was changed every 3-4 days. Isolation of microglial cells was
performed by mild trypsinisation with 0.25% Trypsin-EDTA (Gibco) diluted 1:3 in
serum free medium for 30-45 min. The detached cells were discarded.
Recombination efficiency was assayed by western blot against HIF1a and qRT-

PCR. For primary astrocyte cultures, meninges were removed and the brains were



incubated in 2 mg/mL of papain (Worthington) and triturated in Hibernate-E
containing 2% B27 and 0.5 mM Gmax (Gibco). Dissociated cells were cultured in
Neurobasal medium (Gibco) containing 2.5 mM Gmax and 10% FBS at 372C in a
humidified incubator with 5% CO; and 5% air for 7-10 days until the culture
became confluent.

Animals

C57BL/6N, APPswe;PSEN1A, Egin1, Egin2, Egin3, Cxcr1-Cre::ERTZ2, Hif1 o Flox/Flox agnd
CD-1 mice were housed under temperature (22 2C) and humidity controlled
conditions in a 12 h light/dark cycle with ad libitum access to food and water.
Housing and treatments were performed according to the animal care guidelines
of European Community Council (86/60/EEC). The Animal Research Committee at
the Hospital Universitario Virgen del Rocio approved all procedures.
Heterozygous B6.Cg-Tg(APPswe;PSEN1AE)85Dbo/] mice (AD mice) were
obtained from Jackson Laboratory (stock number 005864) and genotyped
according to the described protocol. Egin1, Egin2, and Egln3 mice are as described
in (3) and (4). Control WT littermates were obtained either by crossing AD with
C57/B6] mice or by crossing Egin*/~- animals to produce WT and homozygous
(EgIn1 and EgIn3) or heterozygous (Egin2). Cxcrl-Cre:ERTZ mice (5) were
obtained from EMMA. Hifla Flox/Flox gnimals (6) were obtained from Jackson
Laboratories. Cxcr1-Cre::ERTZ2; Hifla Flox/Flox mice were obtained by crossing the
previous two genotypes. Experimental groups were homogenously distributed by
sex. Animals were euthanized by administration of a lethal dose of anesthesia
(sodium thiopental, thiobarbital).

Human brain samples. Human tissue was kindly provided by Dr Alberto Rabano

Gutiérrez Arroyo, director of the Banco de Tejidos para Investigacién Neuroldgica



(Madrid, Spain) and Dr Isidro Ferrer coordinator of the Banco de Tejidos
Neuroldgicos of the Servicio de Anatomia Patolégica IDIBELL-Hospital Universitario
de Bellvitge (Barcelona, Spain). Thirty-five post-mortem specimens were used: 6
young controls (average age 47.8 + 5.8 y; average post-mortem interval (PMI): 7.5
+ 3.8 h), 11 ADII (average age 77.3 + 7.4 y; average PMI: 7.4 + 5.1 h), 7 ADIII-IV
(average age 74.3 + 13 y; average PMI: 6 + 5. h), and 11 ADV-VI (average age 80.7 +
10.6 y; average PMI: 10.8 + 5 h). All material was dissected from the same level of
the hippocampus and was quick frozen after removal. All AD cases were matched
pairwise for age, sex, and PMI.

Treatments

In vivo hypoxia treatment. Mice (4 - 14 months old) were chronically exposed to a
9% 02 environment by using a specially designed hermetic chamber with 02 and
CO;2 controllers and temperature and humidity monitoring (Coy Laboratory
Products, Inc., Grass Lake, MI). COz and humidity were eliminated by filtering the
air through sodasorb (Grace) and silica gel (Panreac) using a pump connected
with the humidity and CO2 controllers (7, 8). Access into the chamber for animal
feeding and cage cleaning occurred through an air lock leaving the conditions in
the chamber unaffected. Light, feeding, and cleaning cycles were kept uniform for
all groups. Normoxic mice (controls) were also exposed to the same chamber but
under a 21% O; environment.

In cellulo hypoxia treatment. Hypoxic conditions (1% 02, 4% Nz, and 5% CO2) were
achieved in a humidified variable aerobic workstation (InvivoZ 300; Ruskin).
Before experimentation, media were pre-equilibrated overnight to the

experimental oxygen level.



M-CSF and GM-CSF treatment. Primary microglia cultures were grown in the
presence of 5 ng/mL of M-CSF (PerproTech) or 10 ng/mL of GM-CSF (PerproTech).
After isolation, cells were cultured in normoxia (21% 02) or hypoxia (1% 02)
conditions for 6 h.

Tamoxifen (TMX) treatment. Primary microglia cultures were treated with 100 nM
TMX for 6 days prior to trypsinization.

Quantitative RT-PCR

Levels of different mRNAs were determined by qRT-PCR. RNA was extracted from
primary microglia or astrocyte cultures using TRIzol reagent (Invitrogen)
according the manufacturer’s instructions. RNA extraction from hippocampus or
whole brains of AD or WT mice was conducted in a homogenizer (Omni TH) in the
presence of TRIzol (Invitrogen). RNA samples (0.5 pg) were treated with RNase-
free DNase (GE Healthcare) and copied to cDNA using SuperScriptll reverse
transcriptase (Invitrogen) in a final volume of 20 pL. Real time PCR was
performed in an ABI Prism 7500 Sequence Detection System (Applied-
Biosystems) using either SYBR-Green or TagMan Gene Expression Master Mix
(Applied-Biosystems). 18S, Hmbs, and Gapdh RNA levels were estimated to
normalize for RNA input amounts. Primers and TagMan sequences are available
upon request.

Western blot

For primary cultures, total proteins were extracted using TRIzol reagent
(Invitrogen) according the manufacturer’s instructions. Samples were
resuspended in lysis buffer 1, pH 8.5 [30 mM Tris-HCl, 2 M thiourea, 7 M urea, 4%
(w/v) CHAPS] and quantified using the RC-DC protein assay kit (Biorad).

Soluble extracts from AD or WT animals were prepared by homogenization of



brain cortices using a dounce grinder in a volume corresponding to 10x wet
weight of PBS containing protease inhibitor cocktail (Roche, 1:1,000),
phosphatase inhibitor (Sigma, 1:100) and 2 mM 1,10-Phenanthroline. The
homogenates were centrifuged 5 min at 600 g at 42C to discard not disrupted cells
and big organelles. The supernatants were centrifuged 1 h at 100,000 g at 4°C to
discard membrane-associated proteins using an Optima-Max ultracentrifuge
(Beckman-Coulter). The soluble fractions obtained were stored at -802C until use.
Proteins were quantified using the RC-DC protein assay kit (Biorad).

Total proteins were obtained from frozen human hippocampal tissue after
sequential RNA and DNA extraction using TripureTM Isolation Reagent (Roche),
according to the manufacturer’s instructions. Protein pellets were solubilized
using 4% (w/v) SDS, 8 M urea, 40 mM Tris-HCl, pH 7.4. Pellets were rotated
overnight at room temperature and quantified by Lowry assay.

Western Blot was performed using standard procedures. Antibodies used were
anti-HIF1lo (Cayman, 1:100), anti-R-actin (Sigma, 1:5,000), and anti-APPa (IBL,
1:500). Detection of signal was performed using HRP-conjugated anti-rabbit or
anti-mouse antibodies (Sigma, 1:1,000 & GE Healthcare, 1:1,000 respectively) and
Immun-Star™ WesternC™ Chemiluminescence Kit (Bio-Rad).

Dot Blot

Soluble cortical extracts of AD or WT mice were prepared as described in the
western blotting section. 1 pg of each soluble extract was spotted onto a
nitrocellulose membrane (GE Healthcare) and air-dried for 30 min. The
membrane was incubated overnight at 4°C in 1x PBS-Tween 0.1% with the
primary antibody OC (Millipore, 1:5,000). Incubation with secondary antibody,

and detection of signal were performed as in western blot.



Af31.42 ELISA

For ELISA sample preparation, 8.2 M guanidine HCI/50 mM Tris-HCI solution was
added to a final molarity of 5 M per brain hemisphere, disrupted, and incubated 4h
at room temperature with mixing. After incubation, the sample was stored at -
20°C until further use. Thawed ELISA samples in guanidine 5M were diluted 1:50
in reaction buffer (BSAT-DPBS). This dilution factor was determined prior to
experiments. The samples were incubated for 4 h at room temperature with
casual mixing and stored at -20°C until use. Thawed samples were diluted 1:50 in
reaction buffer (BSAT-DPBS plus protease inhibitor, Invitrogen, 1:1,000). After a
centrifugation step at 16,000 g for 20 min at 4°C, the supernatant was carefully
decanted and stored on ice until used for the assay. For standard curve samples,
lyophilized Af31.42 synthetic peptide (Anaspec) was used.

Cell cycle

BV2 cells were exposed to normoxia, hypoxia or reoxygenation (24 h in hypoxia
followed by 24 h in normoxia). After treatments, 1 x 10 cells were harvested,
washed with PBS, and resuspended in 5 mL of ice-cold 70% ethanol. Cells were
fixed at 42C overnight and resuspended in 700 uL of FACS/EDTA [2 mg/mL BSA,
10 mM HEPES, 88% (v/v) L15 medium (Gibco), 0.1% penicillin/streptomycin
(Gibco) and 5 mM EDTA]. After incubation at room temperature for 15 min, cells
were washed twice with 500 uL of FACS/EDTA and finally resuspended in 800 uL
of the same buffer supplemented with 0.2 mg/mL of RNAse A (Qiagen). Samples
were incubated at 379C in agitation for 1 h. 30 min before the flow-cytometric
analysis, 0.04 mg/mL of propidium iodide (Calbiochem) was added and the
samples were incubated at 4°C for 15 min in the dark. Finally, cells were

resuspended in 500 uL of FACS/EDTA. Flow cytometry was performed in a BD



LSRFortessa™ and cell cycle distribution was analyzed using BD FACSDiva™
software.

Af} oligomerization

Synthetic lyophilized Af31-42 peptide (Anaspec) was resuspended in hexafluoro-2-
propanol (HFIP) to a final concentration of 1 mM and incubated at 42C for 1 hin a
rotating microtube mixer. HFIP was evaporated using a speed vacuum for 30 min
and the dried peptides were stored at -80 2C. Before use, peptides were
resuspended in dimethyl sulfoxide (DMSO) to a final concentration of 5 mM for 15
min at room temperature. To form the oligomeric Af3 (ADDLs) (9), the 5 mM stock
was diluted in cold PBS to a final concentration of 100 uM. The microtube was
agitated for 30 sec and incubated overnight at 4°C in a rotating microtube mixer.
Migration assays

BV2. Oligomeric A2 was added to BV2 cells growing in 24-well plates to a final
concentration of 10 uM. Cells were incubated in normoxic or hypoxic conditions
and, after 24 h, phase contrast images were taken using IX-71 microscope
(Olympus) at 40x magnification.

Primary culture. Chemotactic ability was assessed using Boyden chamber assay.
After 24 h of microglia isolation, cells were trypsinized in 0.25% Trypsin-EDTA
(Gibco) for 5 min, centrifuged 5 min at 300 g and resuspended in microglia
conditioned medium. 10,000 cells per well were seeded onto the upper chamber
of a transwell containing inserts with polycarbonate filters of 8 pm pore size
(Transwell Costar 3422, Corning Life Sciences). Microglia conditioned medium
with or without 1 puM of oligomeric A3 (Anaspec) or 100 uM ATP (Sigma) was
added to the lower chamber, and transwells were incubated in normoxia or

hypoxia conditions. 24 h later, cells on the upper compartments were scrapped,



the inserts were washed with PBS, and cells were fixed with methanol for 10 min
at -209C. Cells were stained with 0.1% crystal violet (Sigma) in 20% methanol for
20 min at room temperature. Finally the inserts were washed 3 times with
distilled water and air-dried overnight. Cells on the lower face of the filter were
photographed by phase-contrast microscopy using an IX-71 microscope
(Olympus).

Immunodetection

Primary cultures. Immunostaining of microglia and astrocyte cultures plated on
coverslips were performed after fixation with 4% paraformaldehyde in PBS for 10
min, followed by 3 washes with PBS. Permeabilization was done by incubation of
cells in 0.5% PBT (PBS, 0.5% Triton X-100) for 15 min. After 3 washes in 0.1%
PBT, cells were blocked with blocking solution [10% Goat serum (Gibco), 1
mg/mL BSA, 0.1% PBT] for 1 h. Incubation of primary antibodies was done
overnight at 42C in blocking solution. To stain microglial cells we used anti-IBA1
(Wako, 1:400), and for astrocytes anti-GFAP (Sigma, 1:2000). After three washes
in 0.1% PBT, sections were incubated for 2 h with secondary species-specific
antibody [goat-anti rabbit Alexa568 and goat-anti mouse Alexa488 secondary
antibody (Invitrogen, 1:800)] in the dark, followed by 5 washes with 0.1% PBT,
doing the third in the presence of DAPI (Sigma, 1:1000). Finally, coverslips were
mounted using Fluoromount (Sigma) and air-dried at room temperature.
Fluorescence was visualized and photographed with a BX-61 microscope
(Olympus).

For BrdU staining, the day after microglia isolation, cultures were exposed to
normoxia (21% O2) or hypoxia (1% O3) for 24 h, and the last 3 h were incubated in

a media containing 10 pM BrdU (Sigma). Cells were fixed with ice-cold 4%



paraformaldehyde for 10 min and permeabilized with ice-cold 70% ethanol at 42C
overnight. Next day, samples were treated with 2 M HCl for 15 min to denature the
DNA followed by incubation with 0.1 M sodium borate pH 6.8 for 15 min to
neutralize HCIL After this, we used the standard protocol described above, using an
anti-BrdU primary antibody (Abcam, 1:250).

Animals. The brain was removed from anesthetized mice and immediately fixed
overnight (15 h) at 4 °C with 4% paraformaldehyde in PBS. Brain was paraffin-
embedded using an automatic tissue processor (ASP300S, Leica) and paraffin
blocks cut in 20 um thick coronal sections using a microtome (RM2255, Leica). The
Envision+ kit (DAKO) was used for chromatic immunohistochemistry according to
the recommended manufacturer’s protocol. Primary antibodies used were: anti-
IBA1 (Wako, 1:500), anti-GFAP (Sigma, 1:1000), anti-GS (Millipore, 1:1000), anti-
UB (DAKO, 1:400), anti-NeuN (Millipore, 1:200), anti-Ki67 (BD, 1:200), cleaved
caspase-3 (Asp175) (Cell Signaling, 1:250), and anti-P-Tau (Pierce, 1:500).
Secondary antibodies were added in a second step and the reaction was developed
with 3,3-diaminobenzidine (DAKO). For immunofluorescent studies we used
secondary antibodies anti-mouse or anti-rabbit conjugated with Alexa-488 or
Alexa-568 (Molecular Probes, 1:800). Tomato lectin staining (Vector, 1:400) was
performed incubating sections at 379C for 1 hour, followed by incubation with
Cy3-conjugated streptavidin (Jackson, 1:500). Thioflavin-S, Prussian blue, and
hematoxylin staining were used as counterstains according to standard
procedures. Images were acquired with a BX-61 microscope (Olympus) and
superimages were generated with the newCAST system (Visiopharm) associated
with the microscope.

Immunocyto/histochemistry quantitative measurements



Immunocytochemistry. All the measurements were performed blind to the
treatment. Coverslips containing primary microglial cells and stained with
IBA1/BrdU/DAPI were photographed in full using the newCAST system. Full
coverage rather than sampling was chosen for quantification. Cells positive for the
three markers were manually counted.

Immunohistochemistry. All the measurements were performed blind to the
treatment. Neuroanatomy was assessed using a Mouse Brain Atlas (Paxinos), the
hippocampus and the cortex were selected at two specific bregma points from 4
independent animals to estimate Thio-S/UB load, microglia cell number
surrounding plaques, plaque coverage by IBA1 and P-Tau staining, and number of
Ki67+ microglial cells. A superimage containing a full hemibrain was generated
using the newCAST system and the cortex and hippocampus were fully analyzed
(full coverage rather than random sampling). The Thio-S/UB load was estimated
using Image] (National Institutes of Health). Load was defined as the percentage of
total brain region area occupied by Thio-S/UB staining. The number of plaques
was normalized to the sampled area. In order to count microglia per plaque,
plaques in a sample area were systematically randomized (Thio-S staining), and
microglia around them counted based in IBA1 labeling plus hematoxylin
counterstainings. Then, the plaques were separately analyzed for their area using
Image]. To estimate the percentage of Thio-S plaques covered by P-Tau or IBA1,
separate sections were stained for each of these markers and counterstained with
Thio-S. Plaques were randomly selected by Thio-S staining and the Thio-S, P-Tau
or IBA1 area was estimated using Image]J. Results are presented as percentage of
IBA1 or P-Tau area per Afd plaque area.

To evaluate the number of microglia we performed an unbiased stereological



approach using an Olympus BX61 microscope and the CAST system with a
dissector area of 28,521.3 um? (CAST). The dentate gyrus was chosen as sample
area. The sample area was then manually outlined and the total area quantified
using CAST software.

Statistical analysis

Data are presented as mean *= S.E.M. if fitted to a normal distribution
(Kolmogorov-Smirnov’s test). Non-normal distributed data were represented
using box-and-whisker diagrams and analyzed with a non-parametric test
(Kruskal-Wallis). When samples had a normal distribution, comparisons between
two groups were performed with Student’s t-test (two-tailed) and comparisons
between several groups with one-way analysis of variance (ANOVA) followed by
Tukey’s Post Hoc test. Univariate analysis of the variance followed by a
Bonferroni’s Post Hoc test was used when required. p < 0.05 was considered

statistically significant. Analysis software was SPSS (version 21.0.0.0; IBM Inc.).



Figures S1-S8

Fig. S1. Chronic hypoxia increases hematocrit appropriately. Hematocrit levels
in animals exposed to either normoxia (N: 21% Oz, grey bar) or hypoxia (H: 9% O,
blue bar) for 20 days. Data are presented as mean + S.E.M. (n = 3 - 7 animals per
group). Asterisks represent significant differences with normoxia. ** p < 0.01
(Univariate analysis of variance. Oxygen/Age: F = 154, p = 0.226;
Oxygen/Genotype: F = 0.63, p = 0.336; Genotype/Age: F = 2.135, p = 0.156;

Oxygen/Genotype/Age: F = 0.04, p = 0.827; Oxygen: F = 283.06, p = 0.000).

Fig. S2. Hypoxia does not modify transcription of Af3 related enzymes.
Relative levels of the mRNAs encoding for APP and several enzymes involved in
synthesis or degradation of AR estimated in brain extracts of 4 months old mice.
Vegfa gene was used as a hypoxia inducible gene control. Groups are as follow: 1
Normoxia, 16 h; 2 Hypoxia, 16 h; 3 Hypoxia, 16 h-Reoxygenation, 24 h; 4
Normoxia, 30 d; 5 Hypoxia, 30 d; and 6 Hypoxia, 30 d-Reoxygenation, 24 h. 18S
mRNA levels were used as housekeeping control (n = 4). Asterisks represent
significant differences with normoxia (21% 0z). * p < 0.05; ** p < 0.01 ANOVA,
Tukey’s test. Number signs represent significant differences with hypoxia (9% 02).

## p < 0.01 ANOVA, Tukey’s test.

Fig. S3. Absence of strong neuronal affectation after chronic hypoxia. Brain
slices stained with an anti-NeuN antibody. 14 months old AD animals were
exposed to normoxia (21% O, left panels) or hypoxia (9% 0O, right panels) for 20
days.

Fig. S4. Microglia number is not significantly changed by hypoxia in wild type
animals. Hippocampal brain slices stained with an anti-IBA1 antibody (left panel).

8 and 14 months old WT animals were exposed to normoxia (21% 02) or hypoxia



(9% 032) for 20 days. Scale bars are 100 pm. Right graph shows the quantification
of the number of IBA1+ microglia. Normoxia (N: 21% O3, grey bars) and hypoxia
(H: 9% O3, blue bars). 8 m: 8 months old; 14 m: 14 months old. n = 4, from at least
4 animals; n.s. no significant differences by ANOVA, Tukey’s test.

Fig. S5. Astrocytes are not affected by chronic hypoxia. (A) A cortical Af3 dense-
core plaque stained with Thio-S (green) surrounded by GFAP+ reactive astrocytes
(red). Scales bar are 20 um. Graphs show the quantification of the ratio of GFAP+
astrocytes far from plaques (> 20 pum) per total astrocytes (GS+ astrocytes; left
graph) and the ratio of GFAP+ astrocytes close to plaques (< 20 um) per total
astrocytes (GS+ astrocytes; right graph) (n = 3 - 4 per group; n.s. no significant
differences by ANOVA, Tukey’s test). (B) Relative levels of Gfap mRNA extracted
from the hippocampus of 14 months old normoxic (N: 21% 02, grey bars) and
hypoxic (H: 9% O3, blue bars) animals. Gapdh levels were used as housekeeping
control (n = 3 - 4 animals; ** p < 0.01; n.s. no significant differences by Student’s t-

test).

Fig. S6. Primary cultures of microglia and astrocytes. (A)
Immunocytochemistry of primary cultures of microglia (left panel) and astrocytes
(right panel) using antibodies against IBA1 (red) or GFAP (green), and DAPI
staining (blue). Scale bar is 100 um. (B) mRNA relative levels of microglial (Cd33)
and astrocytic (Gfap) markers estimated by gqRT-PCR (a.u. arbitrary units) in
microglial (M, red) and astrocyte (A, green) cultures. Hmbs levels were used as
housekeeping control (n = 3 - 4; ** p < 0.01 Student’s t-test).

Fig. S7. PHD2 and PHD3 deficiency promotes microglial dysfunction. Left
panels, representative images of microglia primary cultures from wild type (WT)

or mutant Egln2~/- (PHD1), Egin1*/~- (PHD2), or EgIn3~/- (PHD3) mice were



immunostained with IBA1 (red) and GFAP (green), and counterstained with DAPI
(blue). Right graphs show the quantification of the percentage of microglial cells
present in each mutant (green bars) relative to their control (grey bars). ** p <
0.01 by Student’s t-test.

Fig. S8. Hypoxia impairs microglial chemotaxis

(A), Phase contrast images of BV2 cells chemotaxis towards polymeric Af3
(arrowheads in left panel). Scale bars are 50 um. Quantification of the percentage
of total BV2 cells in contact with polymeric Af} after 24 h in normoxia or hypoxia
(right graph; n = 25 images quantified per condition from three independent
experiments). (B), Boyden chamber images illustrating the migration of microglial
cells in several experimental conditions. Scale bars are 100 um. Right graph shows
the quantification of the chemotactic index of microglial cells towards Af3 and ATP
after 24 h in normoxia or hypoxia (n > 6 transwells from at least three independent
experiments, 5 random fields averaged per n). Normoxia (N: 21% O3, grey bars)
and hypoxia (H: 1% O, blue bars). ** p < 0.01, * p < 0.05 Student’s t-test.

Fig. S9. Phenotypic differentiation of microglia cultures. Microglia primary
cultures were chronically exposed to control, M-CSF, or GM-CSF treatment (20
days), and to normoxia (21% 0z) or hypoxia (1% 02) for 6 h. Tnf (left panel), Arg1
(center panel), and Chil3 (right panel) mRNA levels were estimated by qRT-PCR. (n
= 8; univariate analysis of variance, cytokines/oxygen interaction: Tnf, F= 0.708, p
= 0.506, ## p < 0.01 Bonferroni’s test; Arg1, cytokines: F = 5.714, p = 0.012; Chil3,
cytokines/oxygen interaction: F = 0.175, p = 0.841, ## p < 0.01 Bonferroni’s test).
Asterisks represent significant differences between normoxia and hypoxia and

dollar symbol differences between normoxia/control and normoxia/M-CSF (* p <



0.05; n.s. no significant differences by Student’s t-test). N: Normoxia, grey bars; H:

Hypoxia, blue bars.
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