BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis Doctoral

La proteina rica en serinasy
argininas SF2/ASF regula la
conjugacion de sumo

Pelisch, Federico

2010

Este documento forma parte de la coleccidon de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizaciéon debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Citatipo APA:
Pelisch, Federico. (2010). La proteina rica en serinas y argininas SF2/ASF regula la conjugacién
de sumo. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.

Citatipo Chicago:
Pelisch, Federico. "La proteina rica en serinas y argininas SF2/ASF regula la conjugacion de
sumo". Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires. 2010.

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

UBA

Universidad de Buenos Aires

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

wDE* 5
W Yeng
FACULTAD .
OE

CIENCIAS EXALTAS
Y NATURALES

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Departamento de Fisiologia, Biologia Molecular y Celular

LA PROTEINA RICA EN SERINAS Y ARGININAS SF2/ASF
REGULA LA CONJUGACION DE SUMO

Tesis presentada para optar al titulo de Doctor de la Universidad de Buenos Aires en

el area de Ciencias Bioldgicas

Federico Pelisch

Director de Tesis: Anabella Srebrow

Consejero de estudios: Alberto R. Kornblihtt

Laboratorio de Fisiologia y Biologia Molecular, IFIBYNE-CONICET, FCEyN-UBA

Buenos Aires, 2010



RESUMEN

LA PROTEINA RICA EN SERINAS Y ARGININAS SF2/ASF REGULA
LA CONJUGACION DE SUMO

La modificacion post-traduccional de proteinas por la conjugaciéon de SUMO (del
inglés, Small Ubiquitin-related Modifier) esta involucrada en diversas funciones
biolégicas tales como regulacion de la transcripcion, localizacion sub-celular,
respuesta a estrés, reparacion del dafio al DNA y remodelado de la cromatina. En
el presente trabajo, mostramos que la proteina rica en serinas y argininas (SR),
SF2/ASF, un factor involucrado en la regulacion del splicing y otros procesos
relacionados con el metabolismo del ARN, es un regulador de la via de
SUMOilacion. Su sobre-expresion estimula, mientras que la disminucién de su
expresion inhibe la conjugaciéon de SUMO. SF2/ASF actia en dos niveles en la
cascada de SUMOilacién. Primero, interacciona con Ubc9 y aumenta la
SUMOilacion de sustratos especificos, funcionando como una E3 ligasa de la via
de SUMO. Por otro lado, SF2/ASF interacciona con la conocida E3 ligasa de
SUMO, PIAS1, regulando su funcién en los patrones globales de SUMOilacion.
Todos estos efectos dependen de la presencia del motivo de reconocimiento al
ARN 2 (RRM2) de SF2/ASF. Mas aun, SF2/ASF juega un papel importante en la
SUMOilaciéon estimulada por el estrés térmico. Estos resultados agregan un
nuevo componente a la via de SUMOQilacién y también un nuevo rol a la proteina

SR multifuncional SF2/ASF.
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SUMMARY

THE SERINE-ARGININE RICH PROTEIN SF2/ASF REGULATES SUMO
CONJUGATION

Post-translational protein modification by conjugation of small ubiquitin-related
modifier (SUMO) is involved in diverse biological functions such as transcription
regulation, sub-cellular partitioning, stress response, DNA damage repair and
chromatin remodeling. In the present work, we show that the serine/arginine-rich
(SR) protein SF2/ASF, a factor involved in splicing regulation and other RNA
metabolism-related processes, is a regulator of the SUMOylation pathway. Its over-
expression stimulates while its knockdown inhibits SUMO conjugation. SF2/ASF
acts at two different levels in the SUMO pathway. First, it interacts with Ubc9 and
enhances SUMOylation of specific substrates, functioning as a SUMO E3 ligase.
Second, SF2/ASF interacts with the SUMO E3 ligase PIAS1, regulating PIAS1-
induced overall protein SUMOylation. All these effects are dependent on SF2/ASF
RNA recognition motif 2 (RRM2). Moreover, SF2/ASF has an important role in heat
shock-induced SUMOylation. These results add a new component to the
SUMOylation pathway and also a new role for the multifunctional SR protein

SF2/ASF.

Keywords: SF2/ASF, SR proteins, spliceosome, SUMO, E3 ligase, RRM
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ABREVIATURAS

ARNm: ARN mensajero

Clk/Sty: Cdc2-like kinase

DSBs: Double stranded DNA breaks

E1: Enzima activadora de Ub/Ubl

E2: Enzima conjugadora de Ub/Ubl
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HAP: hnRNP A1l-interacting protein
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hnRNP A1: heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1l
HSF1: Heat Shock Factor 1

NDSM: Negatively charged aminoacid-dependent SUMOylation motif
NMD: Nonsense-mediated RNA decay

nSBs: Nuclear stress bodies

Pc2: Polycomb group 2

PDSM: Phosphorylation-dependent SUMOylation motif
PIAS: Protein inhibitor of activated Stat

PML: Promyelocytic leukemia

RanBP2: Ran binding protein 2

RanGAP1: Ran GTPase activating protein 1

RING: Really interesting gene



RRM: RNA recognition motif
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SAE: SUMO Activating Enzyme

Satlll: Satellite 111

SC35: Spliceosome Component 35

SF2 /ASF: Splicing Factor 2 /Alternative Splicng Factor
SF3A120: Splicing Factor 3, subunit A, 120 KDa

SIM: SUMO-interacting motif

siRNA: small interfering RNA

snRNA: small nuclear RNA

snRNP: small nuclear Ribonucleoprotein Particle
SRPK: SR protein kinase

SUMO: Small Ubiquitin-Related Modifier

SV40: Simian Virus 40
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U2AF: U2 Auxiliary Factor

Ub: Ubiquitina

Ubc: Ubiquitin conjugating enzyme

Ubc9~S~SUMO: Ubc9 y SUMO unidos por un enlace tioester
UBD: Ubiquitin binding domain

Ubl: Ubiquitin-like protein
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INTRODUCCION

1.1. PROTEINAS SR

111 GENERALDADES

La remocion de intrones de los precursores de ARNm (pre-ARNm) se conoce como
splicing. Este proceso fue descubierto hacia fines de la década del 70, cuando se
demostré que los genes eucaridticos contienen secuencias que no estan presentes en los
mensajeros maduros (ARNm) (Berget et al, 1977, Chow et al, 1977). Resultados
posteriores demostraron que los intrones son removidos por un complejo
macromolecular ribonucleoproteico denominado splicecosoma y descubierto
inicialmente en levaduras (Brody y Abelson, 1985). El spliceosoma estd compuesto por
cinco ARNs pequefios nucleares (en inglés, snRNAs) y un numero creciente de factores
asociados. Una estimacion reciente del nimero de proteinas que componen al
spliceosoma asciende a mas de 300 (Butcher y Brow, 2005, Jurica y Moore, 2003, Smith
etal., 2008), entre las cuales se encuentran proteinas involucradas no sélo en la reaccion

de splicing sino también en otros pasos de la expresion génica.

La remocién de los intrones de un pre-ARNm y la concomitante unién de los exones son
dirigidas por secuencias especiales presentes en las junturas exén/intron denominadas
sitios de splicing (Black, 2003). El sitio de splicing 5’ marca la juntura ex6n/intrén en el
extremo 5’ del intréon (Figura I1). Este incluye el dinucle6tido GU en el extremo del
intron presente dentro de una secuencia consenso menos conservada. En el otro
extremo del intrén, la regién del sitio 3’ de splicing que delimita la juntura intrén/exon,
posee tres secuencias conservadas consecutivas: el sitio de ramificacién o branch-point
(BP), un trecho de polipirimidinas (Py) y el dinucleétido AG en el extremo 3’ del intron.
El spliceosoma se ensambla sobre estas secuencias y cataliza las dos reacciones de
transesterificacion que comprende el splicing (Figura 11). En la primera
transesterificacion, el grupo hidroxilo-2’ del residuo de adenina conservado en el

branch-point ataca al fosfato del sitio de splicing 5. Esto lleva al corte del exén 5’y a la

~T7 ~



INTRODUCCION

unién concertada del extremo 5’ del intrén con el hidroxilo-2’ del branch-point. Este
paso produce dos intermediarios de reacciéon: un ex6n 5’ libre y un fragmento
intron/exon-3’ en una configuracion de lazo o lariat que contiene una adenosina
ramificada en el branch-point. En la segunda transesterificacidn el hidroxilo-3’ del ex6n
libre ataca al fosfato en el extremo 3’ del intrén produciendo la unién de los dos exones
y la liberacidn del intrén en la forma de lazo (Figura 11). El ensamblado del spliceosoma
se realiza a partir de los cinco snRNAs asociados a factores proteicos formando
ribonucleoproteinas pequefias (snRNPs) y proteinas accesorias (Staley y Guthrie, 1998)
(Figura I1). Dicho ensamblado comienza con la asociaciéon del snRNP U1 al sitio 5’ de
splicing a través de apareamiento de bases entre el snRNA U1 y el sitio de splicing. El
sitio de splicing 3’ es reconocido por otro grupo de proteinas. Entre ellas, SF1 es una
proteina de unién al branch-point (BBP en levaduras). La subunidad de 65 kDa del factor
dimérico U2AF (factor auxilar de U2) se une al trecho de polipirimidinas y, en algunas
casos, la subunidad de 35 kDa de U2AF se une al dinucledtido AG en la juntura
intron/exon. El primer complejo definido durante el ensamblado del spliceosoma es el
complejo E (del inglés early) y contiene a U1 y U2AF unidos a ambos extremos del intrén
(Das et al., 2000). Al complejo E luego se une el snRNP U2, cuyo snRNA aparea con el
branch-point originando el complejo A. En un paso posterior, se une un complejo
formado por los tres snRNPs U4/U5/U6 (tri-snRNP U4/U6-U5) dando lugar al complejo
B en el cual se pierde el snRNP U1l. El complejo B sufre finalmente una serie de
rearreglos y da lugar al complejo C, en el cual la interaccién del snRNP U1 con el sitio 5’
de splicing es reemplazada por el snRNP U6, y el snRNP U4 se pierde del complejo. El

complejo C es el que cataliza las dos reacciones de transesterificaciéon (Figura 11)
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Figura 11 | Mecanismo de splicing. (1zquierda) El splicing ocurre a través de dos reacciones de
transesterificacion. En verde, primera transesterificacion; en rojo, segunda transesterificacion.

(Derecha) Ensamblado del spliceosoma.

Hacia principios de los afios 90 se describia una familia de proteinas capaz de regular el
splicing promoviendo el reclutamiento del spliceosoma a los sitios consenso en el ARN:
las proteinas SR (Zahler et al.,, 1992). Un dominio proteico rico en dipéptidos de arginina
y serina, dominio RS, habia sido originalmente descubierto en los reguladores del
splicing, SWAP (Chou et al.,, 1987), Tra (Boggs et al., 1987) y Tra-2 (Amrein et al., 1988).
La identificaciéon posterior de los factores SF2/ASF [del inglés Splicing Factor
2/Alternative Splicing Factor (Ge et al., 1991, Krainer et al,, 1991)] y SC35 [del inglés
Spliceosomal Component 35 (Fu y Maniatis, 1990)] revel6 que estas proteinas, como asi
también el componente del snRNP U1, U1-70K contenian dominios RS (Spritz et al.,
1987, Theissen et al., 1986). El término “proteinas SR” fue acufiado luego de la
identificacion de otras proteinas que contienen dominios RS que son reconocidas por el
anticuerpo monoclonal mAb104, el cual se une a sitios de activa transcripcién por la
ARN polimerasa II (Roth et al., 1990). Posteriormente se identificaron las proteinas

SRp20, SRp40, SRp55 y SRp75, nombradas asi de acuerdo a su peso molecular aparente
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en geles de poliacrilamida desnaturalizantes (Zahler et al., 1992). Otras proteinas SR
como 9G8 y SRp30c siguieron enriqueciendo la lista (Long y Caceres, 2009). Las
proteinas SR estan caracterizadas por una estructura modular que consiste en un
dominio RS C-terminal y uno o dos dominios de reconocimiento o unién al ARN,
ubicados hacia el extremo N-terminal y denominados RRM (del inglés RNA Recognition
Motif) (Graveley, 2000). En la Figura 12 se esquematiza la estructura modular de varios

miembros de la familia SR.

SF2ASF ~ —C RRM »— RrRM »={ RS’

sC35 -~ RRM —— RS |

SRp20 -~ RRM ‘RS |

SRp40 - RRM — RRM — RS |
SRp55 - RRM —  RRM — RS |

SRp75 =__ RRM =——{ RRM —{ RS j

Figura 12 | Esquema de algunos miembros de la familia de proteinas SR. Se muestra la estructura
modular de esta familia de proteinas. Pueden observarse los dominios RRM en verde y los dominios

RS en violeta. Tomado de (Zhong et al., 2009).

Si bien los dominios RS de dichas proteinas fueron primeramente identificados como
plataformas de interacciéon proteina-proteina, fue luego demostrado que los mismos
también contactan el ARN en forma directa (Shen y Green, 2004, Shen et al,, 2004). A su
vez, los dominios RRM originalmente reportados como responsables del contacto con el
ARN, son capaces de mediar interacciones proteina-proteina (Michlewski et al., 2008).
Dada la abundante evidencia existente apoyando la naturaleza co-transcripcional del
splicing (Kornblihtt, 2007, Kornblihtt et al., 2004, Moore y Proudfoot, 2009, Proudfoot et
al,, 2002), es ampliamente aceptado que las proteinas SR promueven el ensamblado del
spliceosoma en ARNs nacientes para catalizar la remocion de los intrones antes del fin
de la transcripcién. Esto explica la asociacion de las proteinas SR con genes activos in

vivo (Bjork et al., 2009). Mientras que en conjunto las proteinas SR son esenciales para el

~10 ~
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splicing, distintos miembros de la familia muestran cierto grado de redundancia
funcional, dado que pueden sustituirse unas por otras en ensayos in vitro (Graveley,

2000, Liny Fu, 2007, Long y Caceres, 2009, Manley y Tacke, 1996).

Un estudio a escala genémica en metazoos identifico6 un gran nimero de proteinas
conteniendo dominios RS, con roles conocidos no sélo en splicing, sino también en
procesos como remodelado de la cromatina, transcripcién y progresion del ciclo celular
(Boucher et al,, 2001). Estas proteinas contienen un dominio RS pero carecen de un RRM
definido y se las denomina SR-rp (del inglés SR-related proteins). El hecho de encontrar
proteinas relacionadas con las SR cumpliendo diversas funciones en la célula plantea el
interrogante si las mismas proteinas SR son capaces de llevar a cabo funciones celulares
mas alld del splicing. De hecho, la funcién de las proteinas SR “clasicas” excede la
regulacion del proceso de splicing. Actualmente sabemos que miembros de esta familia
proteica regulan la transcripciéon (Lin et al., 2008), la exportaciéon del ARNm al
citoplasma (Huang et al., 2004), la estabilidad del ARNm (Lemaire et al., 2002, Zhang y
Krainer, 2004), la traduccién (Blaustein et al., 2005, Blaustein et al., 2009, Sanford et al.,
2005, Sanford et al., 2004) e incluso la estabilidad genémica (Li y Manley, 2005, Li et al.,
2005).

112. PROTEINASSRYNMD

En células de mamifero, errores en la ejecucién del proceso de splicing frecuentemente
resultan en la inclusién de codones de terminacién prematuros en los transcriptos
maduros. Dichos transcriptos son rapidamente eliminados por la via NMD (del inglés
nonsense-mediated RNA decay). Esta via de “vigilancia” del ARNm es disparada por el
complejo de juntura de exones, EJC (del inglés exon junction complex), presente luego de
un coddn de terminacién, que no es removido por un ribosoma durante la denominada
ronda “pionera” de la traducciéon (Lejeune y Maquat, 2005). Varias proteinas
conteniendo dominios RS se han identificado como parte del EJC (Le Hir et al,, 2000). En
particular, se ha reportado que algunas proteinas SR clasicas regulan el proceso de NMD,

estimulando o estabilizando la deposicidn del EJC (Zhang y Krainer, 2004).

~11 ~
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1.13. PROTEINAS SRY TRANSPORTEDEARNm

La mayor parte de las proteinas SR, con la excepcidn de SC35, es capaz de trasladarse
rapidamente entre el ntcleo y el citoplasma (Caceres et al., 1998, Sapra et al,, 2009).
Esta capacidad es fundamental para el rol que cumplen las proteinas SR en la
exportaciéon del ARNm al citoplasma (Huang y Steitz, 2001, 2005). Esta funcién se ha
asociado a la habilidad de ciertas proteinas SR de interaccionar directamente con el
factor de exportacion de ARN, TAP. En particular, TAP interacciona preferencialmente
con las proteinas SR en estado hipofosforilado (Huang et al, 2003). Dado que la
fosforilacion de las proteinas SR (ver “Fosforilacidon de proteinas SR”) es esencial para el
ensamblado del spliceosoma mientras que su de-fosforilacién es esencial para la
progresion hacia la catdlisis (las transesterificaciones del proceso del splicing), esto
implicaria que las proteinas SR podrian tener un rol en integrar los procesos de splicing

y exportacion del ARN de manera concertada (Zhong et al., 2009).

114. PROTEINASSRYTRADUCCION

Las proteinas SR capaces de trasladarse entre el nucleo y el citoplasma, en particular
SF2 /ASF, también son capaces de estimular la sintesis proteica promoviendo la entrada
de los ARNm a polisomas (Sanford et al., 2005, Sanford et al., 2004). Recientemente se
ha reportado que SF2/ASF estimula la iniciaciéon de la traduccién interaccionando
directamente con la proteina quinasa mTOR (Michlewski et al., 2008). Cabe aclarar que
es improbable que este aumento traduccional en el citoplasma explique el
requerimiento de esta proteina para la supervivencia celular, dado que al fusionarle a
SF2/ASF una sefial de retencién nuclear se le inhibe la capacidad de traslocar al
citoplasma pero no se afecta la viabilidad (Lin et al., 2005). Vale la pena remarcar que las
proteinas SR fueron descriptas como reguladoras de la exportaciéon de un ARNm sin
intrones (Huang y Steitz, 2001) y su rol en traduccién también fue estudiado con
reporteros sin intrones (Sanford et al., 2005, Sanford et al, 2004), de modo que las
proteinas SR pueden llevar a cabo estas funciones de una manera splicing-

independiente.
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Figura 13 | Rol de la proteina SF2/ASF en la traduccion del ARNm. SF2/ASF interacciona, via su
dominio RRM2, con la kinasa mTOR, lo que lleva a la fosforilacion de la proteina 4E-BP1 y el

consecuente aumento en la traduccion. Tomado de (Michlewski et al., 2008).

1.15. PROTEINAS SRY ESTABILIDAD GENOMICA

La deplecion de SF2/ASF en las células de pollo DT40 induce rupturas de la doble
cadena de ADN, DSBs (del inglés double-stranded DNA breaks) y eventos groseros de
recombinaciéon (Li y Manley, 2005). De manera similar, la ausencia de SC35 en
fibroblastos embrionarios de ratén desencadena DSBs (Xiao et al, 2007). Cémo la
deplecion de las proteinas SR causa inestabilidad genémica es una pregunta importante
que comenzd a ser respondida por el laboratorio de James Manley, uno de los dos
investigadores que varios afios atras habia identificado a SF2/ASFL. En el complejo
elongador de la ARN polimerasa II se forma una “burbuja” transcripcional referida como
R-loop, una configuracidn en la cual el ARN naciente se asocia a la hebra codificante del
ADN, desplazando a la no codificante (Drolet et al, 2003). Normalmente, esas
estructuras se resuelven a medida que el complejo elongador avanza a lo largo del ADN.
Sin embargo, un bloqueo en la transcripcién puede resultar en un R-loop que permanece
formado por mas tiempo, permitiendo que el ADN simple cadena quede expuesto a
nucleasas o deaminasas. Estos dafios de ADN simple cadena pueden ser posteriormente
convertidos a DSBs (Harrison y Haber, 2006). La formacién de las particulas
ribonucleoproteicas (ARNm en complejo con proteinas, RNPm) juega un rol vital en la

prevencidn de la formacion de R-loops, desde bacterias hasta mamiferos (Li y Manley,

1 De hecho, ]. Manley bautizé como Alternative Splicing Factor (ASF), mientras que Adrian Krainer
caracterizd a la misma proteina como factor de splicing constitutivo y lo bautizé Splicing Factor 2
(SF2). A partir de alli, la proteina es conocida como SF2 /ASF o ASF/SF2.
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2006, Luna et al., 2005). La proteina SR SF2 /ASF juega un rol directo en la prevencién de
la formacién de R-loops (Li y Manley, 2005) y, notablemente, el efecto se observa en
genes sin intrones, reforzando la idea de otro rol splicing-independiente para las

proteinas SR.

\*A
Transcripcion @ _
@

Figura 14 | Rol de la proteina SF2/ASF en la prevencién de R-loops. Modelo elaborado por el laboratorio
de James Manley sobre la formacion de R-loops luego de la deplecion de SF2/ASF. El conocido rol de
SF2/ASF en la formacién del complejo RNP mensajero y en el splicing co-transcripcional, naturalmente
previene que los transcriptos nacientes re-hibridicen con el ADN templado. La deplecion de SF2/ASF
resulta en defectos en el empaquetado y/o splicing del ARN lo que permite que los transcriptos

nacientes re-hibridicen con el ADN templado, formando un R-/oop. Tomado de (Li & Manley, 2005).

Existe otra arista respecto de la relacion proteinas SR/R-loops/elongacion
transcripcional. La elongacién transcripcional induce superenrollamientos por delante y
por detras del R-loop los cuales, si no fueran removidos, retardarian al complejo
elongador de la ARN polimerasa II. Una enzima clave involucrada en la remocién de los
superenrollamientos del ADN es la Topoisomerasa I (Champoux, 2001). Es interesante
que la Topoisomerasa I interacciona con y fosforila a SF2/ASF (Rossi et al., 1996). La

actividad quinasa de la Topoisomerasa I es inhibida cuando esta asociada al ADN y, de
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manera inversa, la actividad isomerasa del ADN es inhibida cuando esta asociada a

SF2/ASF en estado hipofosforilado (Andersen et al., 2002).

1.16. FOSFORILACION DEPROTEINASSR

Los dominios RS de las proteinas SR son extensamente fosforilados. Mientras que la
fosforilacion en el dominio RS es esencial para la importaciéon nuclear de las proteinas
SRy para su funcién en mediar el ensamblado del spliceosoma (Lai et al., 2001, Roscigno
y Garcia-Blanco, 1995, Xiao y Manley, 1997, Yeakley et al., 1999, Yun y Fu, 2000), la de-
fosforilacion parcial de las proteinas SR es critica para la progresion del spliceosoma
ensamblado hacia la catdlisis (Cao et al., 1997, Mermoud et al, 1994) y, como se
menciona mas arriba, para una serie de eventos como la interaccién con la maquinaria
de transporte del ARNm y y el control traduccional mediado por proteinas SR (Huang et

al,, 2004, Lin et al., 2005, Sanford et al., 2005)

Varias quinasas han sido implicadas en la fosforilacién de las proteinas SR. Dentro de
esta lista, las quinasas de las familias SRPK y Clk/Sty son las mejores caracterizadas. El
analisis enzimatico ha demostrado que las SRPKs utilizan un mecanismo procesivo para
fosforilar una regién bien definida en el dominio RS de las proteinas SR (Aubol et al.,
2003, Ngo et al., 2008), y Clk/Sty puede fosforilar los sitios restantes en dicho dominio
(Ngo etal., 2005, Velazquez-Dones et al,, 2005), dando lugar a la posibilidad de que estas
quinasas catalicen una fosforilacion cooperativa para modular la funcién de las
proteinas SR en distintos eventos bioquimicos y/o en distintas localizaciones sub-
celulares (Hagopian et al.,, 2008, Ngo et al,, 2005). Esta ultima idea es consistente con las
localizaciones sub-celulares de las quinasas de proteinas SR: mientras que miembros de
la familia Clk/Sty residen predominantemente en el nicleo (Colwill et al., 1996, Nayler
et al,, 1998), miembros de la familia de quinasas SRPK son detectados tanto en el nicleo
como en el citoplasma (Ding et al,, 2006, Wang et al,, 1998). Sumandose a la lista de
quinasas de proteinas SR, se encuentran AKT y Topoisomerasa I. El descubrimiento de
AKT como quinasa de proteinas SR fue reportado por nuestro grupo utilizando a
SF2 /ASF y 9G8 como sustratos (Blaustein et al., 2005), y por otros utilizando la proteina

SRp40 (Patel et al,, 2005). Por otro lado, si bien la proteina Topoisomerasa I carece de
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motivo de unién a ATP candnico, se ha demostrado que tiene actividad quinasa hacia

proteinas SR, en particular SF2/ASF (Malanga et al., 2008, Rossi et al., 1996).

1.17. SF2/ASF: LAPROTEINASRPROTOTIPICA

El factor de splicing SF2/ASF es un miembro prototipico de la familia de proteinas SR,
identificado como la actividad necesaria para complementar el extracto de células HeLa
S100 que es deficiente en actividad de splicing (Krainer et al., 1990). También fue
purificado de células HEK293 como un factor capaz de alterar la seleccién de sitios de
splicing 5° alternativos de un pre-ARNm del virus SV40 (Ge y Manley, 1990). De este
modo, SF2/ASF funciona como un regulador del splicing, tanto constitutivo como
alternativo (Ge y Manley, 1990, Krainer et al., 1990). Con el tiempo se fue expandiendo
la lista de ARNSs cuyo splicing es regulado por SF2/ASF. En particular, recientemente se
ha caracterizado a SF2/ASF como un proto-oncogén y este efecto estd mediado por su
accion como factor de splicing de ciertos ARNs (Karni et al., 2007). Otro estudio, en este
caso del laboratorio de Giuseppe Biamonti, demostré elegantemente como los niveles de
SF2 /ASF regulan la motilidad celular y el proceso de transicion epitelio-mesenquimal,
ambos procesos cruciales en la transformacién maligna, a través de la regulacion del
splicing alternativo del pre-ARNm del gen RON (Ghigna et al, 2005). En cuanto a las
funciones de SF2/ASF mas alla del splicing, la primera identificada fue en el proceso de
traduccion y fue reportada por el laboratorio de Javier Caceres (Sanford et al., 2004). El
mismo grupo indagd profundamente en los mecanismos moleculares subyacentes a
dicha regulacién, describiendo cémo la fosforilacion de SF2/ASF afecta su rol en la
regulacion traduccional (Sanford et al., 2005) y demostrando que SF2/ASF interacciona
directamente via su segundo RRM (RRM2) con el regulador traduccional mTOR
(Michlewski et al., 2008). Al mismo tiempo, como se menciona mas arriba, se publicaban
los reportes que asignaban a SF2/ASF un rol clave en el mantenimiento de la estabilidad
genomica (Li y Manley, 2005, 2006) como asi también en el proceso de NMD (Zhang y
Krainer, 2004). Cabe remarcar que si bien la regulacién de estos procesos por SF2/ASF
es independiente de su actividad como factor de splicing, todos ellos estan relacionados
con el metabolismo del ARNm y, en particular, con la capacidad de SF2/ASF de unirse
directamente al mismo. De hecho, el rol de SF2/ASF como proto-oncogén es mediado
por cambios en los patrones de splicing de los genes BIN1, MNK2 y S6K1 (Karni et al.,

2007), mientras que participa en la fragmentacion del ADN asociada a la apoptosis
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regulando el patréon de splicing del gen ICAD (del inglés Inhibitor of capase-associated
DNase) (Liy Manley, 2006, Li et al,, 2005).

1.1.8. SF2/ASF, SPECKLES Y GRANULOS DE ESTRES NUCLEARES

El ntcleo de las células de mamiferos es una estructura altamente dindmica y
comprende un numero de dominios especializados (Misteli, 2001, Spector, 2001). Las
proteinas SR, si bien muchas de ellas son capaces de trasladarse al citoplasma, residen

preferencialmente en el nucleo y especificamente en regiones discretas denominadas

splicing speckles (Figura 15) (Fu y Maniatis, 1990, Huang y Spector, 1991, Spector et al,,
1991).

Figura 15 | Localizacién sub-nuclear de las
proteinas SR. Los speckles son estructuras sub-
nucleares enriquecidas en factores de
procesamiento del pre-ARNm. Al microscopio de
fluorescencia, aparecen como estructuras
puntuadas irregulares de distinta forma y tamafo.
Los speckles son estructuras dinamicas y sus
components proteicos y complejos RNA-proteina

pueden trasladarse continuamente entre los

speckles y otros sitios nucleares. Imagen de

microscopia confocal de GFP-SF2/ASF obtenida en nuestro laboratorio.

Los granulos de estrés nucleares, nSBs (del inglés nuclear stress bodies) fueron
identificados originalmente como los sitios de acumulaciéon del heat-shock factor 1
(HSF1) en células estresadas (Sarge et al., 1993). Los nSBs aparecen en células humanas
sujetas a un leve estrés por calor y también se los denomina SAM68 nuclear bodies,
granulos de HSF1 o granulos de HAP (por hnRNPA1-associated protein) (Biamonti,
2004). Posteriormente se demostré que los nSBs son inducidos en células humanas no
solo luego del estrés por calor sino también por estrés quimico e hiperténico y que son
sitios de acumulacién de factores de procesamiento del ARNm (Denegri et al., 2001). En
particular, tres miembros de la familia de las proteinas SR, SF2/ASF, 9G8 y SRp30c, son

reclutados a los nSBs. Los nSBs son ensamblados en regiones cromatinicas que
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consisten en una serie de elementos de ADN repetitivo especifico de humanos, Satellite
Il (Satlll), encontrado en regiones pericentroméricas heterocromaticas de algunos
cromosomas humanos incluyendo el cromosoma 9 (Denegri et al, 2002, Jolly et al,
2002). Luego del estrés térmico, hay una reorganizacién de la cromatina que lleva a la
transcripcion mediada por HSF1 de ARNs Satll], los cuales permanecen en los sitios de
transcripcién y juegan un rol primordial en la biogénesis de los nSBs (Jolly et al., 2004).
El reclutamiento de las proteinas SR SF2/ASF y SRp30c a los nSBs depende de la
presencia de los transcriptos Satlll (Metz et al., 2004, Valgardsdottir et al., 2005) y, como
se observa en la Figura 16, el reclutamiento de SF2/ASF a los nSBs es mediado por su
RRM2 (Chiodi et al., 2004). De este modo, se ha propuesto que los nSBs son capaces de
regular el splicing durante el estrés, secuestrando un conjunto de factores de splicing en
una region sub-nuclear donde se unen a transcriptos Satlll (Biamonti, 2004). En
particular, se propone que el mencionado “secuestro” de los factores de splicing seria
responsable de la inhibicién global del splicing luego del estrés térmico (Biamonti y

Caceres, 2009, Yost et al., 1990).

SF2/ASF ARRM1

SF2/ASF ARRM2

SF2/ASF RRM2

Figura 16 | SF2/ASF es dirigida a los nSBs en respuesta a estrés por calor. En respuesta al estrés
hipertérmico, SF2/ASF (en verde) se re-localiza en los nSBs, lo que se evidencia por la co-localizacion
con el marcador de estas estructuras sub-nucleares, la proteina HAP (en rojo). Como puede apreciarse,

el dominio RRM2 es necesario y suficiente para esta re-localizacion. Tomado de (Chiodi et al., 2004).
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1.2. MODIFICACION POST-TRADUCCIONAL POR
SUMO

1.2.1. UN POCO DE HISTORIA - LA FAMILIA DE PROTEINAS TIPO
_ ueliQuetingma__.........

La proteina ubiquitina (Ub) (Ciechanover et al., 1984, Hershko y Ciechanover, 1986,
Schwartz y Ciechanover, 2009) y los miembros de su familia - las proteinas del tipo Ub
[Ubls, del inglés ubiquitin-like proteins (Hochstrasser, 2009)] son conjugadas a
proteinas, alterando las propiedades de estas ultimas y aumentando enormemente la
complejidad del proteoma en células eucariotas (Hay, 2005). En humanos se han
identificado varias Ubls (Tabla I1), destacindose NEDD8 (Xirodimas, 2008), ISG15
(Andersen y Hassel, 2006, Pitha-Rowe y Pitha, 2007, Ritchie y Zhang, 2004), FAT10
(Groettrup et al., 2008), Atg8 y Atgl2 (Geng y Klionsky, 2008), y SUMO (Hochstrasser,
2009).

Ubl Identidad con Enzima activadora de Enzima conjugadora de
Ub Ubl Ubl
Ubiquitina 100 Ubal Muchas
NEDD8 55 Uba3-Ulal Ubc12
FAT10 32y 40* UBAG6 No identificada
ISG15 32y37% UBE1L Ubch8
Smt3 (SUMO) 18 Uba2-Aos1 (SAE1/SAE2) Ubc9
Atg8 No determinada Atg7 Atg3
Atgl2 No determinada Atg7 Atgl0

Tabla 11 | Lista de Ubls conocidas. Se detallan las proteinas Ubl descriptas hasta la fecha junto con su
% de identidad de secuencia aminoacidica y las enzimas E1 y E2 especificas para la conjugacion de
cada Ubl (ver “Mecanismo de conjugacién” mas abajo). Tomado de Hochstrasser, 2009. ¥Los

porcentajes de identidad corresponden a los dos dominios de tipo Ub.

Recientemente, se han reportado un nimero creciente de proteinas que son modificadas

por la adicién o conjugacién de SUMO (Small Ubiquitin-like MOdifier). El proceso
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conocido como SUMOilacién es una rapida y reversible modificacién post-traduccional
que consiste en la union covalente de la proteina denominada SUMO a una proteina
blanco, en forma similar a la conjugaciéon de Ub (Geiss-Friedlander y Melchior, 2007,
Hay, 2005, Johnson, 2004, Melchior, 2000, Melchior et al, 2003, Schwartz y
Hochstrasser, 2003). El gen de SUMO (Smt3 en levaduras) fue inicialmente identificado
en Saccharomyces cerevisiae en un estudio cuyo objetivo era la blisqueda de supresores
de la proteina centromérica Mif2 (Meluh y Koshland, 1995). La caracterizacidn inicial de
la proteina proviene de tres estudios que reportaron a SUMO como proteina capaz de
interaccionar con RAD51 y RAD52 (Shen et al,, 1996), FAS (Okura et al.,, 1996) y PML
(Boddy et al., 1996). Finalmente se demostré la unién covalente entre SUMO y RanGAP1
(del inglés Ran GTPase-activating protein 1) (Mahajan et al., 1997, Matunis et al., 1996).

122. LAFAMILASUMO

Algunos organismos como las levaduras Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccaromyces
pombe, Caenorhabditis elegans y Drosophila melanogaster, tienen un solo gen de SUMO.
Otros organismos como plantas y vertebrados poseen varios genes de SUMO (Melchior,
2000). Existen cuatro isoformas de SUMO en mamiferos: SUMO1, SUM0O2, SUMO3 y
SUMOA4. Las proteinas SUMO tienen un peso molecular de ~10 KDa y se asemejan en
estructura tridimensional a la Ub (Bayer et al., 1998, Mossessova y Lima, 2000). Todas
las proteinas SUMO contienen una seguidilla de 10-25 aminoacidos no estructurados en
su N-terminal que no se encuentra en otras proteinas Ubl. Todas las proteinas SUMO se
expresan en una proforma inmadura, conteniendo un segmento carboxilo (C-)terminal
de largo variable (2-11 aminodacidos) luego del dipéptido glicina-glicina que es
invariable y marca el extremo C-terminal de la proteina madura (ver mas abajo
“Proteasas especificas de SUMO0”). Las formas maduras de SUMO2 y SUMO3 comparten
97% de identidad de secuencia aminoacidica y ambas comparten s6lo un 50% de

identidad con SUMO1.

Se cree que SUMO1 y SUMO2/3 tienen funciones distintas in vivo porque son conjugadas
a diferentes proteinas blanco (Rosas-Acosta et al.,, 2005, Vertegaal et al., 2006). Como la
ubiquitinacidén, la SUMOilacion resulta en la formacién de una unién isopeptidica entre

la glicina C-terminal de SUMO y el grupo amino & de una lisina en la proteina blanco
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(Geiss-Friedlander y Melchior, 2007). Si bien la SUMOilacién requiere una casada
enzimatica similar a la ubiquitinacién, no hay superposicion entre las enzimas utilizadas

en cada cascada (Tabla I1).

123. MECANISMODECONJUGACION

Las Ubls se conjugan a sus proteinas blanco por una cascada enzimatica que involucra
una enzima activadora de Ubl (E1), una enzima conjugadora de Ubl (E2) y, tipicamente,
una enzima ligasa de Ubl (E3) (Hochstrasser, 2000, 2009, Kerscher et al., 2006, Schwartz
y Hochstrasser, 2003). En cuanto a la conjugaciéon de SUMO especificamente, el primer
paso consiste en la activacion de SUMO por la enzima activadora E1 especifica de SUMO,
un heterodimero de las proteinas SAE1-SAE2 en mamiferos (Uba2-Aos1 en levaduras)
(Desterro et al., 1999, Gong et al,, 1999, Johnson et al., 1997). Esta reaccién utiliza ATP
para la formacion de un intermediario SUMO-adenilato, en el que el extremo C-terminal
de SUMO esta covalentemente unido a AMP. La ruptura de la unién SUMO-AMP es
seguida de la formacién de un enlace tioester entre el grupo carboxilo del C-terminal de
SUMO y el grupo -SH de la cisteina catalitica en SAE2 (C173). En el segundo paso de la
reaccién, SUMO es transferido desde SAE2 a la enzima conjugadora E2, Ubc9, formando
un nuevo enlace tioester, esta vez entre la cisteina catalitica de Ubc9 (C93) y el grupo
carboxilo de la glicina C-terminal de SUMO (Desterro et al., 1997, Johnson y Blobel,
1997). Una caracteristica que diferencia a Ubc9 de las enzimas E2 del resto de las Ubls
es su capacidad de reconocer al sustrato proteico directamente. De esta manera, el
complejo entre SUMO y Ubc9 unidos mediante un enlace tioester (Ubc9~S~SUMO)
cataliza la formacién de la unién isopeptidica entre SUMO y sustrato (Capili y Lima,
2007, Desterro et al., 1997, Lin et al., 2002, Reverter y Lima, 2005, Yunus y Lima, 2006).

Esta serie de pasos enzimaticos se resumen, en forma de esquema, en la Figura 17.
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Figura 17 | Visién esquematica de los pasos involucrados en la conjugacion de Ubls. Se esquematizan

=0

UBL -GlyGly

los pasos implicados en la conjugacion de Ubls a proteinas blanco. Pre-UBL, Ubl inmaduro; DUB, de-

ubiquitinating enzymes; S, sustrato.

Si bien Ubc9 es capaz de transferir a SUMO directamente al sustrato in vitro, este
proceso es facilitado in vivo por E3 ligasas de SUMO (Hay, 2005, Hochstrasser, 2001).
Las E3 ligasas facilitan la transferencia de SUMO a la proteina blanco, regulan la
seleccién de sustrato y el grado de SUMOilacion in vivo (Melchior et al,, 2003). Las E3
ligasas de SUMO caracterizadas hasta la fecha incluyen a miembros de la familia
Siz/PIAS (del inglés Protein Inhibitor of Activated Stat), la proteina del complejo del poro
nuclear RanBP2 (del inglés Ran binding protein 2), Pc2 (del inglés Polycomb group 2) y la
proteina Topors (del inglés Topoisomerase I-binding, RS domain-containing protein). Las
proteinas Siz identificadas en levaduras poseen actividad de E3 ligasas de SUMO in vitro
y la deplecidén de los genes Siz1 y Siz2 elimina casi toda la conjugacién de SUMO in vivo
(Johnson y Gupta, 2001, Takahashi et al.,, 2001, Takahashi et al., 2001). En eucariotas
superiores, las proteinas PIAS son homélogas de las proteinas Siz y también funcionan
como E3 ligasas de SUMO (Kotaja et al,, 2002, Palvimo, 2007, Rytinki et al., 2009). Las

proteinas de la familia Siz/PIAS son similares a la familia de las E3 ligasas de Ub que
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contienen dominios RING, las cuales funcionan como adaptadores que aproximan al
sustrato y a la E2 cargada con Ub (Deshaies y Joazeiro, 2009, Joazeiro y Weissman,
2000). Las E3 ligasas RanBP2 y Pc2 no estan relacionadas con ninguna E3 ligasa de Ub
(Kagey et al,, 2003, Pichler et al, 2002, Pichler et al, 2004). RanBP2 es parte del
complejo del poro nuclear y cataliza la transferencia de SUMO1 a los sustratos Sp100 y
HDAC4 (Kirsh et al,, 2002, Pichler et al., 2002). Mientras que RanBP2 y Siz/PIAS actdan
como verdaderos catalizadores (Pichler et al., 2002, Pichler et al., 2004, Yunus y Lima,
2009), no esta claro si ese también es el caso de Pc2 (Geiss-Friedlander y Melchior,
2007). Recientemente se ha identificado a la proteina Topors como una E3 ligasa de
SUMO especifica para los sustratos p53 y Topoisomerasa I (Hammer et al., 2007, Weger
et al., 2005). Llamativamente, esta proteina contiene un dominio RING y un dominio RS.
Al igual que Pc2, se desconoce el mecanismo mediante el cual Topors aumenta la

SUMOilacion.

A pesar del gran avance reciente en el campo de la SUMOilacién de proteinas, la
regulacion de este proceso es aun escasamente conocida. Es dificil concebir que un
numero tan limitado de componentes identificados hasta la fecha puedan dar cuenta de
la compleja regulacién de este proceso (Geiss-Friedlander y Melchior, 2007). En este
aspecto, ha sido recientemente reportado que la proteina RSUME, la cual contiene un
motivo RWD, es capaz de estimular la SUMOilacién mediante la promocién de la
interaccion entre las enzimas E1 y E2, la formacién del enlace tioester entre SUMO y
Ubc9, la interaccion no covalente entre SUMO y Ubc9 y la transferencia de SUMO a
proteinas blanco especificas (Carbia-Nagashima et al, 2007). Estos resultados
contribuyen a la idea de que la lista de reguladores de la via de SUMOilacién es aun
incompleta y que no estaria restringida a las clasicas enzimas E1, E2 y E3. Es concebible
que proteinas accesorias (por ejemplo co-factores) participen en la regulacion de este
proceso tal como ocurre con los complejos proteicos que funcionan como E3 ligasas de
Ub (Joazeiro y Weissman, 2000). En este sentido, se ha descripto un gran complejo de
varias sub-unidades con actividad de E3 ligasa de SUMO en S. pombe (Andrews et al,,

2005).
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1.24. SECUENCIASBLANCO DESUMOILACION

Originalmente se consideraba que la proteina blanco de SUMOilacién tiene que cumplir
dos requisitos para que ocurra esta modificacion: i) tiene que contener una secuencia
consenso para la conjugacion de SUMO definida como WKXD/E donde ¥ es un
aminodacido grande e hidrofébico, K es la lisina blanco de la reaccién, X es cualquier
aminodcido, D es 4cido glutamico y E, acido aspartico; y ii) tiene que contener una sefal
de localizacién nuclear (Rodriguez et al.,, 2001). Sin embargo, el nimero de proteinas
SUMOiladas reportadas que se desvian de la secuencia consenso o que no poseen tal
secuencia esta en continuo crecimiento (Andersen et al, 2009, Vertegaal et al., 2006,
Vertegaal et al., 2004), de modo que actualmente no existen métodos confiables de
prediccion de secuencias blanco de SUMOilaciéon. En cuanto al requerimiento de
localizacién nuclear, se ha descartado como generalidad dado que depende de cada caso
especifico y de las redes de interacciones de cada proteina (Geiss-Friedlander y

Melchior, 2007).

Dos extensiones del consenso han sido recientemente identificadas: la primera es un
sitio de SUMOilacién dependiente de fosforilacién, PDSM (del inglés Phosphorylation-
Dependent SUMOylation Motif) (Hietakangas et al., 2006). Este motivo consiste en el
motivo convencional mencionado anteriormente seguido de un nimero variable de
entre 2 y 5 aminoacidos cualquiera, seguidos de una serina fosforilada y una prolina
(WKXD/EXz-spSP) (Hietakangas et al., 2006). Se especula que la carga negativa del grupo
fosfato podria estimular la interaccion entre Ubc9 y el sustrato (Mohideen et al., 2009).
En términos mas generales, un rol importante para residuos cargados negativamente en
posiciones hacia el extremo carboxilo de la lisina aceptora ha sido revelado por el
andlisis de secuencias de muchos sustratos de SUMOilacion (Blomster et al., 2009). Esto
llevé a la identificacién de un segundo motivo extendido, NDSM (del inglés Negatively
charged amino-acid-Dependent SUMOylation Motif). Ambos motivos tienen en comun el
hecho de que una carga negativa cerca del sitio consenso minimo estimula la
SUMOilacién. Esto se debe a que una region basica de la enzima Ubc9 debe interaccionar

con una regidén acida de la proteina blanco (Mohideen et al., 2009, Yang et al., 2006).
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125. PROTEASASESPECIFICASDESUMO

Debido a la accion de proteasas especificas, la SUMOilacién es una modificacion
reversible. Hasta la fecha, se ha descripto una sola familia génica que codifica para las
cistein-proteasas especificas de SUMO (Drag y Salvesen, 2008, Kim y Baek, 2009,
Mukhopadhyay y Dasso, 2007, Yeh, 2009). En humanos existen seis proteasas
especificas de SUMO (SENP1-3 y SENP5-7). Aparte de su funcién como isopeptidasa, las
SENPs poseen actividad de hidrolasa C-terminal, necesaria para la maduracion de las
proteinas SUMO recién traducidas (Drag y Salvesen, 2008). Distintos miembros de la
familia de las SENPs difieren en su actividad isopeptidasa e hidrolasa y también difieren

en su selectividad respecto de los distintos SUMO (Mukhopadhyay y Dasso, 2007).

12.6. CONSECUENCIASDELASUMOILACION

Las consecuencias de la SUMOilaciéon son variadas y dependientes del sustrato o
proteina blanco. Esta modificaciéon puede alterar la localizacién sub-celular, la actividad
y/o la estabilidad de la proteina blanco. A nivel molecular, es importante destacar que la
estructura tridimensional de la Ub y de las Ubls, en particular, la de SUMO esta
altamente conservada (Bayer et al.,, 1998, Vijay-Kumar et al,, 1987, Vijay-Kumar et al,,

1987) (Figura I8).

SUMO2/3

Ubiquitina

Figura 18 | Estructura
tridimensional de Ub y SUMO.
Esquema comparativo de las
estructuras tridimensionales de
Ub, SUMO1 y SUMO3. Tomado
de (Martin et al., 2007).
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En los ultimos afios, se ha establecido un rol para Ub en la regulacién de interacciones
proteina-proteina mas alla del etiquetado para la degradacion, debido principalmente a
la existencia de distintos motivos capaces de reconocer la Ub o cadenas de la misma
(Hurley et al., 2006). De hecho, vale la pena citar un trabajo en el que demuestran que la
mono-ubiquitinacién de un factor esencial de splicing es indispensable para el
ensamblado del tri-snRNP U4-U5/U6 (Bellare et al, 2008). De manera andloga, la
SUMOilacion modifica superficies proteicas o estructuras tridimensionales, pudiendo
alterar interacciones con otras macromoléculas (Geiss-Friedlander y Melchior, 2007).
Recientemente, ha sido identificado un motivo aminoacidico corto y de naturaleza
hidrofébica en proteinas que interaccionan con SUMO en forma no-covalente. Este
motivo se denomina SIM (del inglés non-covalent SUMO-Interaction Motif) (Perry et al,,
2008, Seu y Chen, 2009). Se ha establecido un rol para los motivos SIM en el mecanismo
basico de SUMOilacion. Ubc9 es sustrato de SUMOilacién y se ha demostrado que esto
aumenta su afinidad -y por ende, su capacidad de conjugar SUMO- por un conjunto de
sustratos, los cuales poseen dominios SIM (Knipscheer et al., 2008). De este modo,
dichos sustratos se independizarian de la actividad de E3 ligasas, cuya funcién seria
reemplazada por la interaccion SIM-SUMO-Ubc9 (Knipscheer et al., 2008). También se
ha demostrado que la actividad E3 ligasa de la proteina Pc2 depende de motivos SIM
(Merrill et al.,, 2010). A nivel funcional, las consecuencias de la conjugaciéon de SUMO
pueden ser variadas (Geiss-Friedlander y Melchior, 2007). A diferencia de la conjugacién
de Ub que, en la mayoria de los casos, lleva a degradaciéon por el proteasoma, la
SUMOilacion no lleva a sus proteinas blanco a un destino especifico. La conjugacion de
SUMO altera la superficie de una proteina de manera tal que la misma puede perder o

ganar interacciones (Figura 19).

Figura 19 | Consecuencias

@D F, £2. E3 enzymes, ATP

7/”_\ moleculares de la
conjugacion de SUMO.
Se toma como ejemplo
una proteina blanco de
SUMOilacion ( 7argel) que
interacciona con la

proteina A (Partner A)

cuando no se encuantra
conjugada a SUMO (a). Al SUMOilarse, la proteina blanco puede cambiar el repertorio de proteinas con
las que interacciona (b) y/o cambiar su conformacién y, eventualmente, su funciéon (c). Tomado de

(Geiss-Friedlander y Melchior, 2007).
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A su vez, la conjugaciéon de SUMO puede competir con otras modificaciones post-
traduccionales que tengan como blanco al aminoacido lisina, como lo son la
ubiquitinacién y la acetilacion. Sibien queda mucho por aprender acerca del mecanismo
mediante el cual la conjugacién de SUMO altera la funcién proteica, esta claro que la
SUMOilacion regula la actividad y/o localizacidon sub-celular de proteinas modificando,
principalmente, interacciones proteina-proteina (Gill, 2004). El nimero de procesos
celulares reportados que son regulados por la SUMOilacién esta en aumento e incluyen:
transcripcién (Sapetschnig et al., 2002, Savare et al., 2005, Valin y Gill, 2007, Verger et
al, 2003, Yang y Sharrocks, 2004), estructura de la cromatina (Ouyang y Gill, 2009),
reparacion del ADN y estabilidad genémica (Heideker et al., 2009, Lee y O'Connell, 2006,
Zhao y Blobel, 2005), vias de sefializacién celulares (Miyazono et al,, 2008, Yang et al.,
2003) y funcién neuronal (Dorval y Fraser, 2007, Martin et al,, 2007, Navascues et al,,
2008, Wilkinson et al, 2008). Para una descripcidn completa y detallada de los
mecanismos y roles diversos de la SUMOilacién, el articulo de revision de una
investigadora pionera en el campo, Frauke Melchior, es una excelente guia y posee una

lista muy completa de referencias bibliograficas (Geiss-Friedlander y Melchior, 2007).

127. SUMOILACION YESTRES CELULAR

La observacidn inicial de la regulacion de la conjugacién de SUMO por estrés, provino
del trabajo pionero de Saitoh y Hinchey, quienes reportaron que varios tipos de estrés
(osmotico, oxidativo, térmico) aumentaban la SUMOilacién a nivel global por SUM02/3
y, en mucha menor medida, por SUMO1 (Saitoh y Hinchey, 2000). En la misma linea, fue
demostrado que el estrés oxidativo y el tratamiento con etanol aumentan la
SUMOilaciéon en levaduras (Zhou et al., 2004). La situacién no parece ser tan sencilla a
nivel de sustratos particulares, y suele depender de la intensidad y duracién del estrés
(Tempe et al., 2008). De los mencionados, el estrés por calor es el que lleva a cambios
mas abruptos en la conjugacién de SUMO. El estrés por calor aumenta drasticamente la
SUMOilacién de HSF1, lo que resulta en una mayor afinidad por el ADN y consecuente
actividad transcripcional (Hong et al., 2001). Por el contrario, la SUMOilaciéon de
Topoisomerasa I se ve reducida en respuesta al estrés por calor (Mo et al.,, 2002). ;Es
importante la SUMOQilacién para la respuesta celular al estrés por calor? Esta pregunta
no tenia respuesta hasta el aino 2009, cuando el grupo del Dr. Ron Hay se embarc6 en un

estudio proteémico de los cambios en SUMOilacién inducidos por el estrés térmico
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(Golebiowski et al., 2009). En primer lugar, los autores demostraron que la deplecién de
SUMO2 y SUMO3 por medio de siRNA disminuye la capacidad de las células de
sobrevivir al estrés hipertérmico. En cuanto a la regulaciéon de la SUMOilacién en
respuesta al estrés, detectaron aumentos de hasta 100 veces y disminuciones de hasta
20 veces. Particularmente, los autores identificaron las E3 de SUMO, PIAS1-4, RanBP2 y
Topors, las cuales no sélo estimulan la transferencia de SUMO a sustratos sino que ellas
mismas se SUMOilan (Pichler et al., 2002, Schmidt y Muller, 2002, Weger et al., 2003). El
estrés térmico aumentd la SUMOilacion de todas estas E3 ligasas de SUMO (Golebiowski
et al,, 2009). Dos puntos mas resultan de particular interés para el presente trabajo de
Tesis: i) tal como se habia reportado previamente (Vertegaal et al., 2004), este trabajo
demuestra que al agrupar las proteinas blanco de SUMOilacién de acuerdo a su funcién
bioldgica, sobresalen transcripcién y procesamiento del ARN, y remodelado de la
cromatina (Golebiowski et al., 2009) y ii) llamativamente, los autores realizaron un
mapa de las redes de interacciones proteina-proteina de los sustratos de SUMOilaciéon
regulados por el estrés hipertérmico y, si bien SF2/ASF no es sustrato de SUMOilacion,
se encuentra en el centro de dicho mapa. Esto indica que SF2/ASF interacciona con
muchas proteinas que participan en el metabolismo del ARN cuya SUMOilacién es

regulada por el estrés térmico (Golebiowski et al., 2009).
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1.3. ANTECEDENTES DEL GRUPO

Dentro del grupo liderado por la Dra. Srebrow el tema de investigacion desde el afio
2000 se bas6 en la regulacion del proceso de splicing alternativo por vias de
transduccién de sefiales (Blaustein et al., 2004, Blaustein et al., 2007, Blaustein et al,,
2005, Pelisch et al, 2005). Trabajos recientes, también de nuestro grupo de
investigacién, apuntan a las proteinas SR como los mediadores entre sefiales
extracelulares y los procesos de splicing y traduccién de manera conjunta (Blaustein et
al,, 2005, Blaustein et al., 2009). El trabajo cotidiano en el campo del splicing nos llevo de
manera casual al descubrimiento que dio origen a esta Tesis: la proteina SR, SF2/ASF,

aumenta la conjugacién de SUMO a proteinas.
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OBJETIVOS

2.1. GENERAL

El objetivo general planteado en este trabajo fue el de estudiar el posible rol de la
familia de proteinas SR en la conjugaciéon de SUMO. De este objetivo general se

desprenden una serie de objetivos particulares que se detallan a continuacion:

2.2. ESPECIFICOS

o Evaluar si el nivel de expresion de las proteinas SR afecta la conjugacion de

SUMO a nivel global

e Evaluar si dicho rol es directo (interacciéon proteina-proteina) o mediante
algiin mecanismo que involucre su ya conocida funcién en la regulacion del

splicing

¢ Estudiar el mecanismo molecular mediante el cual las proteinas SR ejercen

su efecto

e Estudiar blancos especificos de SUMOilacion regulados por proteinas SR
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3.1. CULTIVO CELULAR

3.1 LINEASCELULARES

Las células HEK293T (ATCC #CRL-11268) fueron mantenidas en medio DMEM
suplementado con 10% suero fetal bovino, 4,5 g/L glucosa, 110 mg/L piruvato de sodio
y antibioticos (100 U/ml final de penicilina y 100 pg/ml final de estreptomicina).
Ocasionalmente, si se quiere utilizar el medio completo con posterioridad a las dos
semanas de preparacidn, se agrega también L-glutamina en una concentracion final de
2,9 g/L. Antes de que las células alcancen la confluencia total, se aspira el medio de
cultivo y se coloca 1 ml de tripsina 2,5 % p/v. Luego de incubar a 37°C unos dos o tres
minutos, se detiene la reacciéon con 9 ml de medio completo, se re-plaquea entre 1/5y
1/20 del volumen a una nueva placa de plastico de 10 cm y se lleva a 12 ml de volumen
final con medio completo. Las células son congeladas en N, liquido y descongeladas
siguiendo protocolos convencionales. Las células COS7 (ATCC #CRL-1651), HeLa (ATCC
#CCL-2) y HCT-116 (ATCC #CCL-247) fueron mantenidas de la misma manera pero en
medio carente de piruvato de sodio. Las células SCp2 (provistas por el laboratorio de la
Dra. Mina Bissell, del Lawrence Berkeley National Laboratory) fueron mantenidas en
medio DMEM:F-12 suplementado con 2% suero fetal bovino, mas Insulina (5 pg/ml,
Gibco) y gentamicina (50 pg/ml, Gibco). Antes de que las células alcancen la confluencia
total, se aspira el medio de cultivo y se coloca 1 ml de tripsina 0,05 % p/v. Luego de
incubar a 37°C cinco minutos, se detiene la reaccién con 9 ml de medio completo, se re-
plaquea entre 1/3 y 1/6 del volimen a una nueva placa de plastico de 10 cm y se lleva a

12 ml de volumen final con medio completo.
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3.2, TRANSFECCIONESCONADN

Las células HEK293T (5x105), SCp2 (3x105), COS7 (2x105) o HeLa (2,5x105) fueron
transfectadas en placas de cultivo de 35 mm con 6yl de Lipofectamina 2000 (Invitrogen)
y 2 ug de ADN. Brevemente, el protocolo de transfecciéon con lipofectamina que

utilizamos en nuestro laboratorio es el siguiente:

- Secoloca 2 pg totales de ADN plasmidico en un tubo eppendorf que contiene
250 pl de Opti-MEM (Invitrogen).

- Se colocan 6 pl de lipofectamina 2000 en un tubo polipropileno de 5 ml con
tapa que contiene 250 ul de Opti-MEM y se incuba por 5 min.

- Se transfiere el contenido del tubo eppendorf al tubo con lipofectamina 2000
y se mezcla vigorosamente.

- Seincuba 20 minutos para que se formen los complejos entre el poli-catién
y el ADN.

- Selavan las células con PBS para eliminar trazas de suero y antibiéticos que
inhiban la transfeccion, y se dejan en 2 ml de Opti-MEM.

- Se agregan por goteo 500 pl de los complejos en cada pocillo.

- Se dejan las células en el incubador durante 4 a 6 hs aproximadamente para
que ocurra la transfeccion.

- Luego se aspira el medio para eliminar la lipofectamina 2000, que de lo
contrario tiene efectos tdéxicos a largo plazo, y se agrega 2 ml de medio

completo por pocillo.

3.13. TRANSFECCIONESCONARN

Para los experimentos de ARN de interferencia, las células HEK293T (2x105) fueron
transfectadas en placas de cultivo de 35 mm con 3 pl Lipofectamina 2000 (Invitrogen) y
10-25 nM siRNA. El procedimiento es el mismo que el detallado para la transfeccién con

ADN. La secuencia de los siRNAs se detalla a continuacion:
siRNA SF2/ASF: 5-CCAAGGACAUUGAGGACGU(dAT)(dT)-3’

siRNA LUC: 5’-CUUACGCUGAGUACUUCGA(dT)(dT)-3’ (Elbashir et al,, 2001).

~32 ~



MATERIALES Y METODOS

3.14. ENSAYOSDELUCIFERASA

Las células HCT-116 (p53 +/+ y -/-) fueron plaqueadas en placas de 24 pocillos (5x104
células por pocillo). Luego de 24 h fueron transfectadas con 1,2 pl de Lipofectamina
2000 (Invitrogen) y 0,4 ug de ADN total (100 ng de la construccién reportera p21-LUC,
100 ng del vector HA-SUMO3 y 20 ng del vector T7-SF2/ASF). Brevemente, el protocolo

de transfeccién con lipofectamina utilizado fue el siguiente:

- Se coloca 0,4 ug totales de ADN plasmidico en un tubo eppendorf que
contiene 50 pl de Opti-MEM (Invitrogen).

- Se colocan 1,2 pl de lipofectamina 2000 en un tubo eppendorf de 1,75 ml
conteniendo 50 pl de Opti-MEM y se incuba por 5 min.

- Se transfiere el contenido del tubo con el ADN al tubo con lipofectamina
2000 y se mezcla vigorosamente.

- Seincuba 20 minutos para que se formen los complejos entre el poli-catién
y el ADN.

- Selavan las células con PBS para eliminar trazas de suero y antibiéticos que
inhiban la transfeccion, y se dejan en 0,4 ml de Opti-MEM.

- Se agregan por goteo 100 pl de los complejos en cada pocillo.

— Se dejan las células en el incubador durante 4 a 6 hs aproximadamente para
que ocurra la transfeccién.

- Luego se aspira el medio para eliminar la lipofectamina 2000, que de lo
contrario tiene efectos toxicos a largo plazo, y se agrega 0,5 ml de medio

completo por pocillo.

La actividad de Luciferasa en los lisados celulares fue medida utilizando el kit Luciferase
Assay System (Promega). Las células se lavaron con PBS y luego fueron lisadas en 100 pl
del reporter lysis buffer (Promega). Luego de una centrifugacién de 5 min a 12.000 g, 30
ul del sobrenadante fueron mezclados con 70 pl del luciferase assay buffer Il (Promega) y
la actividad de luciferasa fue medida en un luminémetro (junior luminometer, Berlthold,

Bad Wildbad, Germany).
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3.15. MICROSCOPIA DEFLUORESCENCIA:nSBs1

Las células HeLa fueron transfectadas con mCherry-SUMO1 o mCherry-SUMO2. Al dia
siguiente, las células fueron transferidas a un bafio térmico a 42°C por 1 h y luego se les
permitié recuperarse a 37°C por 1 h. A continuacioén, las células fueron fijadas en para-
formaldehido 3,7% por 10 min y permeabilizadas en tritén X-100 0,5% en PBS por 7
min en hielo. Luego de bloquear por 30 min con una solucién de suero de cabra 1% en
PBS, las células fueron incubadas con un anticuerpo monoclonal anti-SF2/ASF (clon
mAb103, sobrenadante de cultivo de hibridoma provisto por Adrian Krainer) diluido
1/10 en solucién de bloqueo. Luego de 3 lavados con PBS, las células fueron incubadas
con un anticuerpo secundario anti-Ig de ratéon (hecho en cabra) conjugado a Alexa Fluor
488 (diluido 1/600 en solucién de bloqueo) por 1 h. Finalmente, las células fueron
lavadas con PBS y montadas en medio VECTASHIELD (Vector Labs). Las imagenes
fueron adquiridas con un microscopio DeltaVision Spectris wide field deconvolution
microscope/Olympus IX71 con un ojetivo 60x 1.42 NA. Las células fueron expuestas para
dar una intensidad maxima de ~2000 cuentas (12 bit). El procesamiento y andlisis se

llevé a cabo con el software SoftWorx software (Applied Precision).

3.16. MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA: nSBs 1l

Las células HEK293T fueron transfectadas con GFP-SUMO1 o el mutante no conjugable
GFP-SUMO1(GA). Al dia siguiente, las células fueron transferidas a un bafo térmico a
42°C por 1 h y luego se les permitié recuperarse a 37°C por 1 h. A continuacion, las
células fueron fijadas en para-formaldehido 3,7% por 10 min y permeabilizadas en
tritén X-100 0,5% en PBS por 7 min en hielo. Luego de bloquear por 30 min con una
solucion de BSA 3% en PBS, las células fueron incubadas con un anticuerpo monoclonal
anti-Sam68 (clon 7-1, Santa Cruz Bioechnology) diluido 1/50 en solucién de bloqueo.
Luego de 3 lavados con PBS, las células fueron incubadas con un anticuerpo secundario
anti-Ig de ratén conjugado a Alexa Fluor 637 (diluido 1/200 en solucion de bloqueo) por
1 h. Finalmente, las células fueron lavadas con PBS y montadas en medio VECTASHIELD
(Vector Labs).
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3.2. PURIFICACION DE PROTEINAS CONJUGADAS A
6xHis-SUMO1

Células HEK293T (1x10¢) fueron plaquedas en placas de cultivo de 6-cm y 24 h mas
tarde transfectadas de acuerdo con el protocolo indicado (todas las cantidades 2X
respecto del protocolo para placas de 35-mm). Luego de 48 h, las células se lavaron con
PBS y se lisaron en 3 ml de buffer de extracciéon en tubos Falcon de 15 ml. Los lisados
fueron sonicados brevemente para disminuirles la viscosidad. En este punto, una
alicuota se tomd como input y las proteinas fueron precipitadas con acido tricloroacético
(TCA), lavadas con acetona fria y posteriormente resuspendidas en Laemmli sample
buffer 2X. Al resto del lisado se le agregd 75 pl de la resina Ni2+-NTA (QIAGEN). Luego de
incubar con rotacién durante 4 h, los tubos fueron centrifugados a 5.000 g por 5 min y se
desartd el buffer. La resina fue resuspendida en 0,75 ml de buffer de extracciéon y el
contenido fue transferido a un tubo eppendorf. Luego de 5 min de incubacién con
rotacion, las muestras fueron centrifugadas por 10 seg a 13.000 g y se descartd el
sobrenadante. Luego, se repiti6 este procedimiento de lavado utilizando
secuencialmente los buffers Urea I, Urea Il y Urea IIl. Luego, se eluyen las proteinas
unida a la resina incubando por 20 min con 75 pl de buffer de elucién. Luego de un spin,
10 pl del sobrenadante se mezclaron con 10 pl de Laemmli sample buffer 2X (Laemmli,

1970).

Buffer de extracciéon (pH 8): guanidinio-HCl 6M, Tris-HCl 10 mM, Na,HPO,/NaH,PO,
100, imidazol 5 mM y iodoacetamida 10 mM.

Buffer Urea I (pH 8): Urea 8M, Tris-HCl 10 mM, Na;HPO4/NaH;P0, 100 mM, imidazol 5

mM y iodoacetamida 10 mM.

Buffer Urea Il (pH 6,3): Urea 8M, Tris-HCl 10 mM, Na;HPO4/NaH;P04 100 mM, triton X-
100 0,2%, imidazol 5 mM y iodoacetamida 10 mM.

Buffer Urea Il (pH 6,3): Urea 8M, Tris-HCl 10 mM Na;HPO./NaH;P04 100 mM, tritén X-
100 0,1%, imidazol 5 mM y iodoacetamida 10 mM.

Buffer de elucién: Tris-HCl pH 6,7 125 mM, SDS 5%, glicerol 30%, 720 mM @-

mercaptoetanol, imidazol 200 mM.
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3.3. PLASMIDOS PROVISTOS POR OTROS
LABORATORIOS

Los plasmidos pcDNA3.1(+)-HA-SUMO1, pcDNA3.1(+)-HA-SUMO2, pcDNA3.1(+)-HA-
SUMO3 y pcDNA3.1(+)-6xHis-SUMO1 fueron provistos por Ron Hay (Desterro et al,,
1998, Tatham et al,, 2001). Los plasmidos pCMV5-FLAG-Ubc9 y pCMV5-T7-Ubc9 fueron
provistos por David Wotton (Kagey et al., 2003). Los plasmidos pcDNA3.1(+)-FLAG-HA-
SENP1 y pcDNA3.1(+)-FLAG-HA-SENP1(C603S) fueron provistos por Peter O’Hare
(Bailey y O'Hare, 2002, 2004). Los plasmidos pEGFP-C2-SUMO1 y pEGFP-C2-
SUMO1(GA) fueron provistos por Jorma Palvimo (Poukka et al., 2000). Los plasmidos
pcDNA3-HA-PIAS1 y pCDNA3-FLAG-PIAS1 fueron provistos por Cory Abate-Shen (Lee et
al, 2006). Los plasmidos que codifican para las proteinas de fusién mCherry-SUMO1,
mCherry-SUMO2 y GFP-HAP fueron provistos por Belinda Westman, del laboratorio de
Angus Lamond. Los vectores de expresion de T7-SF2/ASF y mutantes, T7-SRp20, T7-
SRp40, T7-SRp30c, T7-hnRNP A1l y el minigen reportero de splicing de Ela fueron
provistos por Javier Ciceres. Los vectores de expresion Myc-Topoisomerasa I, GST-
Topors (268-644) fueron provistos por Stefan Weger. El minigen reportero de splicing

de CFTR fue provisto por Francisco Baralle.

3.4. TECNICAS DE INTERACCION PROTEINA-
PROTEINA

34.1. INMUNOPRECIPITACION

Células HEK293T (3x10¢) fueron cocechadas en PBS frio 24-36 horas luego de ser
transfectadas y resuspendidas en 1 ml de buffer de lisis (Tris-HCl 20 mM pH 7,5, KCl 150
mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, Triton X-100 1%, B-glicerofosfato 5 mM, KF 5 mM,
glicerol 10%, e inhibidores de proteasas [Complete, Roche]). Luego de una incubacién
de 30 minutos a 4°C, las muestras se centrifugaron 20 minutos a 4°C y los sobrenadantes
(lisados celulares) fueron utilizados para los ensayos de co-inmunoprecipitacion segin

se detalla a continuacidn. Se utilizaron 30 ul de anti-T7-agarosa acoplado a una matriz
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de agarosa (Novagen) o 1 pg de anti-HA (Covance) mas 30 pl de Proteina A/G Plus
agarosa (Santa Cruz Biotechnology). Luego de incubar 1-2 horas a 4°C, el pellet de
agarosa se lavd 4 veces con buffer de lisis. Los inmunoprecipitados se resuspendieron en

Laemmli sample buffer 2X (Laemmli, 1970).

3.42. ENSAYOSDEGSTPULLDOWN

Lisados de células HEK293T transfectadas (preparados como para los experimentos de
co-inmunoprecipitaciéon) o proteinas recombinantes (segin se indica en cada Figura)
fueron usados para los ensayos de GST pull-down. Los lisados o proteinas recombinantes
fueron incubados por 1 h a 4°C en presencia de 5 pug de GST (clarificacion o pre-clear).
Posteriormente se afiadieron 20 pl de resina glutatiéon-sefarosa 4B (GE Healthcare) y se
centrifugd para eliminar del lisado las proteinas que interactiian inespecificamente con
GST. Luego, los lisados o proteinas recombinantes fueron incubados por el tiempo
indicado en cada figura a 4°C en presencia de 2 pg de GST (control), GST-Ubc9 o GST-
PIAS1. Luego de 3 lavados con buffer de lisis y 1 con PBS, las proteinas asociadas a la
matriz de glutation-sefarosa fueron resuspendidas en Laemmli sample buffer 2X

(Laemmli, 1970).

3.5. PRODUCCION DE PROTEINAS RECOMBINANTES Y
ENSAYOS IN VITRO

3.5.1. PRODUCCION DE PROTEINAS RECOMBINANTES EN BACTERIAS

Las proteinas utilizadas y sus cepas de expresion se detallan a continuacién: GST, GST-
Ubc9 y GST-SUMO3 en Escherichia coli M15(pREP4); GST-SF2/ASF, GST-Topors
(268/644) en Escherichia coli BL21(DE3) Rosetta; GST-PIAS1 en Escherichia coli
BL21(DE3)
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Una alicuota de 30 ml de cultivo saturado se us6 para inocular 500 ml de LB con los
antibidticos apropiados. Luego de 45 minutos, la induccién se llev6 a cabo con 0,5 mM
IPTG por 4 horas. La purificacién se realiz6 mediante cromatografia de afinidad con
glutation-sefarosa. El pellet bacteriano fue resuspendido en un buffer conteniendo PBS,
triton X-100 1%, B-mercaptoetanol 1 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM y un cocktail de
inhibidores de proteasas (Roche). Posteriormente se agregaron 100 pl de una solucién
de Lisozima 10 mg/ml (Sigma) y se incubé media hora en hielo. Luego de sonicar (6
pulsos de 10 seg cada uno a un 40% de amplitud) en frio, los lisados fueron
centrifugados 30 min a 15.000 g a 4°C. Los sobrenadantes fueron incubados con 500 pl
de la resina glutatién-sefarosa 4B (GE Healthcare) por 2 h a temperatura ambiente.
Luego lavar la resina 2 veces con buffer de lisis y 2 veces mas con PBS, la resina ya se
puede usar para ensayos de GST pull-down. En ese caso, una alicuota de la resina fue
corrida en SDS-PAGE junto con marcadores de masa (Sigma) y, luego de una tincién con
coomassie brillant blue (R-250, Gibco), se detrminé la concentracién de la proteina
asociada a la resina. Para los ensayos in vitro, las proteinas fueron eluidas con 10 mM
glutation (Sigma) en Tris-HCl pH 8 por 30 min a temperatura ambiente. Este proceso se
repitié por un total de 3 veces, juntandose, al final, el contenido de las 3 eluciones para
su cuantificacidn. En el caso de proteinas asociadas a la resina, se conservaron a 4°C por
un periodo no mayor a tres semanas. En el caso de proteinas eluidas, las mismas fueron
cuantificadas, alicuotadas, dializadas contra un buffer conteniendo HEPES-KOH 20 mM
pH 7,4, KAcO 100 mM, EGTA 0,2 mM, glicerol 20% y un cocktail de inhibidores de

proteasas.y guardadas a -80°C indefinidamente.
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Figura M1 | Produccién de proteinas recombinantes, fusionadas a GST, en bacterias. Luego del
protocolo que se detalla arriba, una alicuota de cada preparacion fue sometida a electroforesis
desnaturalizante en gel de poliacrilamida con SDS y posterior tincion con coomassie. Se indica el peso

molecular (en KDa).

3.5.2. PRODUCCION DE PROTEINAS RECOMBINANTES EN CELULAS
_ MEK293T

T7-SF2/ASF fue purificada a partir de células HEK293T mediante protocolos
previamente descriptos (Cazalla et al.,, 2005). Cuatro placas confluentes de 15-cm con
células HEK293T fueron transfectadas con 42 pg del vector de expresion pCGT7-
SF2/ASF y 112 pl de Lipofectamina 2000, cada una. Luego de transcurridas 72 h, las
células fueron removidas de las placas con ayuda de un scraper, en PBS frio y se pasé la

suspension a un tubo falcon de 50 ml. Las células se centrifugaron y posteriormente
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fueron lisadas en 20 ml de un buffer conteniendo Na;HPO4/NaH,P0O4 50 mM pH 8, NaCl
500 mM, Tween-20 0,1%, B-glicerofosfato 5 mM, KF 5 mM, mas un cocktail de
inhibidores de proteasas (Roche). Luego de sonicar (6 pulsos de 10 seg al 40% de
amplitud), se centrifugaron las muestras para descartar el material insoluble y el
sobrenadante fue transferido a un tubo falcon a temperatura ambiente. En paralelo, se
agregaron anteriormente 2 ml de la resina de agarosa acoplada al anticuerpo anti-T7
(Novagen) a una columna cromatografica descartable de 10 ml (Biorad). La misma fue
lavada con 10 ml de buffer de lisis. El lisado fue pasado dos veces por la columna y, luego
de un lavado con 10 ml con buffer de lisis, se procedid a eluir las proteinas pegadas a la
resina. Para ello se fue agregando 800 pl de buffer de elucién (acido citrico 100 mM pH
2,2, B-glicerofosfato 5 mM, KF 5 mM) y las muestras fueron colectadas en tubos
eppendorf conteniendo 200 pl de Tris base 2 M. Luego de chequear la presencia de la
proteina recombinante en cada fraccion, las fracciones con proteina fueron dializadas
contra un buffer conteniendo HEPES-KOH 20 mM pH 7,4, KAcO 100 mM, EGTA 0,2 mM,

glicerol 20% y un cocktail de inhibidores de proteasas.
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Figura M2 | Produccién de la proteina recombinante T7-SF2/SF en células HEK293T. Luego del
protocolo que se detalla arriba, una alicuota de la preparacion fue sometida a electroforesis
desnaturalizante en gel de poliacrilamida con SDS y posterior tincion con coomassie. Se indica el peso

molecular (en KDa).
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El fragmento de fusiéon GST-Topoisomerasa I (1-200) (Yang et al., 2006) fue comprado a
LAE Biotech. Las proteinas GST-p53, GST-RanBP2AFG [correspondiente al fragmento
activo de la E3 ligasa RanBP2 (Pichler et al.,, 2002)], GST-Sp100, Ubc9, SUMO1, SUMO3 y
SAE1/SAE?2 fueron compradas a BIOMOL/Enzo Life Sciences.

3.53. SUMOILACION INVITRODESp100yps3

Las reacciones de SUMOilacién in vitro se llevaron a cabo en base a protocolos
publicados (Pichler et al., 2004). La enzima E1 [SAE1/SAE2 (150 ng, ~ 65 nM)], la
enzima E2 [Ubc9 (30 ng, ~ 80 nM)] y SUMO1 6 3 (1 pg, ~ 4,5 uM) fueron incubados en
buffer de SUMOilaciéon (HEPES 20 mM pH 7,4, KAcO 110 mM, MgAcO; 2 mM, EGTA 0,5
mM, Tween-20 0,05%, Ovalbumin 0,2 mg/ml y DTT 1mM) en un volimen final de 20 pl.
Las reacciones se iniciaron por la adicién de ATP 2 mM. Los sustratos GST-Sp100 (200
ng, ~ 252 nM) y GST-p53 (250 ng, ~ 166 nM) fueron incubados por el tiempo indicado
en cada figura a 30°C. GST-SF2/ASF recombinante fue usado en la concentracién
indicada en cada figura (50 ng, ~ 47 nM; 100 ng, ~ 95 mM; 200 ng, ~ 190 nM). GST-
PIAS1 (200 ng, ~ 102 nM), GST-RanBP2AFG (10 ng, ~ 8,5 nM) y GST-Topors (268/644)
(400 ng, ~ 295 nM) fueron usados como controles en las distintas reacciones. Las
reacciones fueron finalizadas por adiciéon de un volumen de Laemmli sample buffer 2X

(Laemmli, 1970).

3.54. SUMOILACION IN VITRODE TOPOISOMERASAT

Un pg de GST-Topoisomerasa [ (~ 1 uM) fue incubado junto con 150 ng de la enzima E1,
SAE1/SAE2 (~ 65 nM), 30 ng de la enzima E2, Ubc9 (~ 80 nM) y 1 ug de SUMO1 (~ 4,5
puM) en un buffer conteniendo HEPES 20 mM pH 7,5, MgCl, 5 mM, ATP 2 mM por 30 min
a 37°C. Las reacciones fueron finalizadas por adicién de un volumen de Laemmli sample

buffer 2X (Laemmli, 1970).
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3.5.5. ENSAYOSDEFORMACION DEENLACETIOESTER

Los ensayos fueron realizados con 100 ng de E1 (~40 nM), 100 ng de E2 (~280 nM), 200
ng de SUMO1 (~0,9 uM) y 200 ng de SF2/ASF recombinante (188 nM) segun se indica
en la figura. Las reacciones fueron llevadas a cabo por los tiempos indicados a 37°C en
buffer conteniendo 20 mM Tris-HCI (pH 7,6), 50 mM NaCl, 10 mM MgCl,, inhibidores de
proteasay 0.1 mM DTT. Las reacciones fueron terminadas por dilucién 1:1 con buffer de
SDS-PAGE no reductor (50 mM Tris [pH 6.8], 2% SDS, 4 M urea, 10% glycerol) e

incubadas por 10 minutos a 37°C.

3.5.6. REACCIONES DE TRANSFERENCIADESUMO

Se incubaron 150 ng de E1 recombinante (~ 65 nM), 300 ng de E2 (~ 833 nM) y 200 ng
de SUMO (~ 0,9 uM) por 30 minutos a 30°C en buffer de SUMOilacién suplementado con
0,5 mM ATP. Las reacciones fueron diluidas 1/3 en el mismo buffer pero sin ATP y
conteniendo EDTA (10 mM concentracién final) para inhibir a la E1 y prevenir la
subsecuente formacién de complejos E2-SUMO. Los complejos E2-SUMO fueron
incubados con 200 ng GST-p53 (~ 130 nM) con o sin 200 ng de GST-SF2/ASF (~ 190
nM) por el tiempo que se indica en la figura correspondiente. Las reacciones fueron

frenadas agregando un volumen de Laemmli sample buffer 2X (Laemmli, 1970).

3.5.7. REACCIONES DE FORMACION DE CADENASDESUMO3

Para el ensayo de formacién de cadenas de SUMO libre, 250 ng de E1 (~ 108 nM) y 500
ng de E2 (~ 1,4 uM) fueron incubadas con 5 pg de GST-SUMO3 (~ 7 uM), en presencia
de un sistema regenerador de ATP (MgCl; 5 mM, ATP 2 mM, creatina fosfato 10 mM, 3.5
U/ml de creatina quinasa y 0.6 U/ml de pirofosfatasa inorganica), por 1 6 2 h con o sin el
agregado de 200 ng de GST-SF2/ASF (~ 190 nM). Las reacciones fueron sometidas a
SDS-PAGE y western blot con un anticuerpo anti-SUMO2/3.
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3.6. WESTERN BLOT Y ANTICUERPOS UTILIZADOS

Las muestras proteicas fueron corridas en geles de poliacrilamida con SDS y
posteriormente transferidas a membranas de polivinilidenofluoruro (PVDF, GE
Healthcare). Las membranas fueron bloqueadas por una hora en una solucién que
contenia 5% leche descremada en TBS mas 0,1% tween-20 (TTBS). Posteriormente se
agreg6 la dilucién apropiada del anticuerpo primario, en la misma solucién de bloqueo y
se incubé 1 hora a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C. Luego de 3 lavados de
10 minutos cada uno con TTBS, las membranas fueron incubadas con los anticuerpos
secundarios correspondientes, acoplados a peroxidasa (Biorad) en solucién de bloqueo.
Luego de 4 lavados de 10 minutos cada uno con TTBS, las membranas fueron incubadas
con el reactivo ECL plus y expuestas a films Hyperfilm ECL (GE Healthcare). Los
anticuerpos utilizados en este trabajo fueron: anti-SF2/ASF (mAb 103 sobrenadante de
cultivo de hibridoma, provisto por Adridn Krainer), anti-HA (Covance), anti-T7 (Bethyl
Laboratories and Novagen), anti-T7 acoplado a agarosa (Novagen), anti-FLAG (Sigma),
anti-SUMO1  (Zymed/Invitrogen), anti-SUMO02/3 (IMGENEX), anti-Ubc9 (BD
Biosciences), anti-Topo I (LAE Biotech), anti-GFP (Santa Cruz Biotechnology), anti-2-
actin (Santa Cruz Biotechnology), anti-GAPDH (Abcam), anti-p53 (clon DO-1, Santa Cruz
Biotechnology o sobrenadante de cultivo de hibridoma provisto por Vanesa Gottifredi),

anti-GST (Abcam), anti-Myc (Santa Cruz Biotechnology)

3.7. PREPARACION DE PLASMIDOS

3.7.1. TRANSFORMACIONDEBACTERIAS

Para generar bacterias competentes se utilizé la cepa DH5a de Escherichia coli, y un
protocolo tradicional basado en CaCl; y otras sales. Con este protocolo, se generan
bacterias con una eficiencia de aproximadamente 10¢ UFC/pg. Estas bacterias fueron
transformadas segin métodos convencionales basados en el protocolo de Hanahan

(Hanahan, 1983).
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Alternativamente, se prepararon bacterias electrocompetentes en los casos en que se

necesité una mayor eficiencia de transformacién (1.107-1.10° UFC/ug DNA).

MINIPREPS

Se utiliza esta técnica para producir una pequena cantidad de plasmido a partir de un
cultivo bacteriano de unos pocos mililitros, con el objetivo de, por ejemplo, chequear
mediante mapeo de restriccion o secuenciacién si los clonados realizados habian
generado el plasmido de interés. Se utilizé un protocolo estandar cominmente utilizado
y cuando la aplicacion subsiguiente demandaba una mas alta calidad del plasmido, se

utilizé un kit de Invitrogen (PureLink HiPure Plasmid Miniprep).
3.7.3. PREPARACION DE PLASMIDOS A GRAN ESCALA O MAXIPREPS _

Las columnas de intercambio aniénico de Qiagen permiten obtener unos 100 ug de DNA
plasmidico (columnas tip 100) o 500 pg (columnas tip 500). También se utilizaron kits
de Invitrogen (PureLink HiPure Plasmid Maxiprep) para la obtencion de grandes
cantidades de plasmido libres de endotoxinas. En todos los casos, se realizo el protocolo

siguiendo las recomendaciones de los fabricantes.
3.7.4. CUANTIFICACIONDELOSPLASMIDOS

Para conocer la concentracién de ADN o ARN en solucién se midié absorbancia a 260
nm con un espectrofotdbmetro (GeneQuant). Como alternativa se midieron
concentraciones por fluorometria, utilizando el lector Qubit y los reactivos Quant-iT
RNA y dsDNA BR (Invitrogen). Paralelamente, para cuantificar fragmentos de ADN se
realiz6 una cuantificacion por electroforesis, corriendo alicuotas en un gel de agarosa
con bromuro de etidio y comparando con estandares de masa (High Mass y Low Mass

Ladders, Invitrogen).
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3.8. ARN, RT & PCR

381 PURIFICACIONDEARN

Para obtener ARN de las células transfectadas, se utiliza una adaptacion del protocolo
original de Chomczynski (Chomczynski y Sacchi, 1987). Con este protocolo se pueden
obtener aproximadamente 5-10 pg de RNA a partir de un pocillo de 35 mm de diametro.
Alternativamente, se utiliz6 el reactivo TRIzol (Invitrogen) o TRI Reagent (MRC),
siguiendo los protocolos provistos por cada fabricante. Cabe aclarar que todos los
reactivos utilizados deben estar libres de RNasas, lo que se logra autoclavando las
soluciones o utilizando stocks con cuidado. Se descarta el medio de las células y se
aspira bien para que no queden restos de liquido para luego agregar 500 pl de solucién
D, que ya contiene [B-mercaptoetanol y glucégeno, a cada pocillo con células. A
continuacion, se levanta el lisado de células con pipeta y se las transfiere a un tubo
eppendorf. Se agrega 1/10 de volumen (50 pl) de AcONa pH 4,2 2M y se mezcla por
inversion. Se agrega un volumen (500 pl) de fenol 4cido saturado en agua y se agita con
un vortex, 1/5 de volumen (100 pl) de una mezcla 49:1 de cloroformo:alcohol isoamilico
y se agita vigorosamente con un vortex. Luego de una incubacién de 30 min en hielo, se
centrifuga 30 min a 10.000 rpm en una centrifuga refrigerada a 4°C. Se toma la fase
acuosa (superior) y se la pasa a un nuevo tubo eppendorf. Se precipita con un volumen
(500 pl) de isopropanol y se agita con un .vortex. Luego de incubar al menos 2 hs a -
20°C, se centrifuga 30 min a 10.000 rpm en una centrifuga refrigerada a 4°C. Se descarta
el sobrenadante por volcado y se agregan 500 pl de etanol 80% v/v y se agita con un
vortex para lavar bien el precipitado. Luego de 15 min de incubacién a temperatura
ambiente, se centrifuga 20 minutos a 10.000 rpm a temperatura ambiente para
disminuir la cantidad de sales precipitadas. Se vuelca el sobrenadante y se aspira bien
para que no queden restos de etanol. Se seca el pellet al aire y se agregan 20 pl de agua y
se congela a -20°C. Para resuspender el RNA, se descongela en un bafio de agua a 50°C
durante 5 min y se agita vigorosamente con un vortex. Se puede controlar la integridad
del RNA extraido corriéndolo en un gel de agarosa 1% p/v, a un voltaje relativamente
alto y por poco tiempo, para disminuir la degradaciéon durante la corrida. En una
preparacion buena de RNA, deben observarse 3 bandas correspondientes, de mayor a
menor tamafio, al rRNA 28S, al rRNA 18S y a los tRNA. Composiciéon de la solucién D: A
234 ml de H20 mQ se le agregan 200 g de isotiocianato de guanidinio, 14 ml de citrato
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de sodio pH7 0,75 M y 21,2 ml de sarcosil 10%. Antes de usar se agrega 7 ul de B-

mercaptoetanol y 40 pg de glucégeno por cada ml de solucion desnaturalizante.

3.82. TRANSCRIPCIONREVERSA(RT)

El protocolo para la obtenciéon de ADN copia a partir de ARN se detalla a continuacidn.

Consiste en el protocolo provisto por el fabricante de la enzima Transcriptasa Reversa

(MMLV-RT, Invitrogen) con leves modificaciones.

Se desnaturalizan 5 pl de RNA colocandolo 5 min a 65°C.
Se pasa el tubo inmediatamente a hielo para impedir la re-naturalizacion.

Se agregan 15 pl de mezcla de reaccién a cada tubo.

La mezcla estd compuesta de la siguiente manera:

4 ul de buffer de RT 5X.

2ulde DTT 100 mM.

0,25 pl de dNTPs 25 mM (mezcla equimolar de dATP, dCTP, dGTP y dTTP).

0,5 pl de inhibidor de RNasas 40 U/pl.

0,5 pl de oligo dT 100 pM (oligo de 12-18 nucleétidos).

1,5 pl de enzima M-MLV RT 200 U/pl.

H20 c.s.p. 15 pl

Se deja 10 min a temperatura ambiente para que el oligo(dT) pueda aparearse a
las colas de poli(A) de ARN mensajeros poli-adenilados.

Se incuba 1 h a 35°C para que ocurra la reaccién.

Se detiene la reaccién incubando 5 min a 95°C.

3.8.3. PCR: MINIGENES REPORTEROS DE SPLICING DE EDI, CFTR Y
E1A

Se utilizan 2 pl de reacciéon de RT que contiene el cDNA que serd el molde para la

reaccién de PCR. A cada tubo de cDNA se le agregan 48 pl de mix que estara compuesta

de la siguiente manera: 5 pl de buffer de PCR sin MgCl,, 3 pl de MgCl; 25 mM, 1,5ul de
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DMSO (dimetil sulféxido), 2,5 ul de primer forward 20 uM, 2,5 pl de primer reverse 20
uM, 1 pl de dNTPs 10 mM (mezcla equimolar de dATP, dCTP, dGTP y dTTP), 0,3 pl de
Taq polimerasa 5 U/pl, 0,1 pl de dCTP radiactivo (10 uCi/pl, act. esp.: 3000 Ci/mmol),
H20 c.s.p. 48 pl. Los primers para EDI fueron:

pSV5’j: 5"-CACTGCCTGCTGGTGACTCGA-3’
pSV3’j: 5-GCGGCCAGGGGTCACGAT-3’

La reaccion de PCR consistié en: 1) 45 seg a 94°C, 2) 30 ciclos de 30 seg a 94°C, 1 min a
63°Cy 30 sega 72°C.

En cuanto a las PCRs de los minigenes de CFTR y E1a, las condiciones fueron tomadas de

(Caceres et al., 1994, Niksic et al., 1999).
3.8.4. PCR: COMPONENTES DE LA MAQUINARIA DE SUMOILACION

Se utilizé 1 pl de reaccién de RT que contiene el cDNA que serd el molde para las
reacciones de PCR. A cada tubo de cDNA se le agregan 24 pl de mix que estara
compuesta de la siguiente manera: 2,5 pl de buffer de PCR sin MgCl,, 1,5 pl de MgCl, 25
mM, 1 pl de primer 5° 10 uM, 1 pl de primer 3’ 10 pM, 1 pl de dNTPs 10 mM (mezcla
equimolar de dATP, dCTP, dGTP y dTTP), 0,3 ul de Taq polimerasa Platinum (Invitrogen,
5 U/ul), H20 c.s.p. 24 pl. Se utilizaron los siguientes pares de primers todos ellos

hibridan con las regiones 5"y 3" no codificantes del respectivo ARNm:

SUMO1 5" UTR: 5-GAGGCGTAGCGGAAGTTACTG-3’

SUMO1 3" UTR: 5"-ATGAAGCTGGTACAGACAATG-3’

SAE1 5" UTR: 5"-CACAGTATGACCGGCAGATC-3’

SAE1 3" UTR: 5"-CACAAACAGCTGTGGTTTAG-3’

~ 47 ~



MATERIALES Y METODOS

SAE2 5" UTR: 5-CCTCAAGAATCTCGTGCTCAC-3’

SAE2 3" UTR: 5-TATGAGAACGTCATCTTGCTC-3"

Ubc9 5" UTR: 5"-AAGTCCCGAGACAAAGGGAAG-3’

Ubc9 3" UTR: 5"-GGTGACTAGTCATTGTATGGAG-3"

Las reacciones de PCR consistieron en: 1) 2 min a 94°C, 2) 30 ciclos de 30 seg a 94°C, 30
seg a 68°Cy 2 min 30 seg a 72°C. Los tamafios esperados de los productos, en pares de

bases, fueron obtenidos utilizando la herramienta Primer-BLAST?.

2 www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast
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4.1. GENESIS

El camino recorrido hasta llegar a este trabajo de Tesis tuvo sus particularidades. El
objetivo inicial de este trabajo fue estudiar la regulacion del splicing alternativo de un
exdén del ARNm de la pequeia proteina G Racl, el exdn 3b (Jordan et al., 1999, Schnelzer
etal., 2000). Cuando dicho ex6n es incluido en el ARNm, da lugar a la variante de splicing
Raclb. La proteina Raclb tiene potencial oncogénico, siendo capaz de desencadenar el
fenémeno conocido como transicién epitelio-mesenquimal, lo que lleva a un fenotipo
celular invasivo (Fiegen et al., 2004, Matos et al., 2003, Matos y Jordan, 2005, 2008,
Radisky et al., 2005, Singh et al., 2004, Srebrow y Kornblihtt, 2006). A medida que dicho
trabajo fue avanzando (en colaboracién con el Dr. Derek Radisky, Mayo Clinic Cancer
Center, Jacksonville, EE.UU.), pudimos determinar que la proteina hnRNP Al
(heterogeneous nuclear ribonucleoprotein) es capaz de pegarse al ARN del ex6n 3b
inhibiendo su inclusién en el mensajero maduro de Racl. HnRNP A1l es una proteina
multifacética involucrada en diversas funciones celulares (Del Gatto-Konczak et al,
1999, Guil y Caceres, 2007, Mayeda y Krainer, 1992, Zhang et al., 2006, Zhao et al., 2009)
y es sustrato de sendas modificaciones post-traduccionales, fosforilaciéon (Buxade et al.,
2005, van der Houven van Oordt et al., 2000), metilaciéon (Allemand et al, 2005),
SUMOilacion (Li et al., 2004), entre otras. Uno de los objetivos finales propuestos fue
determinar el rol de dichas modificaciones post-traduccionales de hnRNP A1l en su
efecto inhibitorio sobre el splicing del exén 3b del ARN de Racl. En experimentos
iniciales que apuntaban a establecer las técnicas necesarias para estudiar cada
modificacion, pudimos detectar tanto la fosforilacién como la SUMOilaciéon de hnRNP A1l.
Casualmente, decidimos utilizar como “control” la proteina SF2/ASF, ampliamente
estudiada por nuestro y otros grupos en funciones relacionadas con el metabolismo del
ARNm (Blaustein et al., 2005, Blaustein et al.,, 2009, Michlewski et al., 2008, Sanford et
al,, 2004, Zhong et al,, 2009). Al analizar los niveles de SUMO, pudimos observar, para
nuestra sorpresa, un notable aumento en la conjugacién del mismo a proteinas celulares
al sobre-expresar SF2/ASF (ver Figura R1). Si bien SF2/ASF es una proteina involucrada
no sélo en la regulacién del splicing, todos los roles asignados a esta proteina hasta la

fecha estan relacionados con el metabolismo del ARNm. Nos intrigé de tal forma el
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hallazgo que decidimos embarcarnos en la profundizacién y caracterizacion del posible
rol de SF2/ASF en la conjugacion de SUMO. En resumen, es asi como surgié la linea de
investigacion que dio origen a la presente Tesis. Por otro lado, se encuentra en
preparaciéon un manuscrito que describe como hnRNP A1 regula el splicing del exén 3b

del ARN de Racl.

Luego de realizar bisquedas bibliograficas, encontramos las siguientes evidencias que
apuntan a una relacién estrecha entre los fenémenos de SUMOilacién/ubiquitinaciéon y
el metabolismo del ARN: i) reguladores de splicing y componentes de las vias Ub/Ub-like
son encontrados juntos en complejos multiproteicos y/o comparten patrones de
localizacién subcelular (Ihara et al., 2008, Rappsilber et al., 2002); ii) la SUMOilaciéon
regula diferentes procesos que se encuentran interconectados con el splicing tales como
transcripciéon (Girdwood et al,, 2004), poliadenilacién de ARNm (Vethantham et al,,
2007, 2008) y remodelacién de cromatina (Shiio y Eisenman, 2003). De este modo, si
bien el hallazgo inicial surgié de manera lateral en otro experimento, la relacién entre el
proceso de SUMOilacién y proteinas que unen ARN resulta evidente y un nimero
creciente de estudios refuerzan esta nocién (Blomster et al., 2009, Pungaliya et al., 2007,

Rappsilber et al,, 2002, Vertegaal et al,, 2006, Vertegaal et al,, 2004).

4.2. SF2/ASF REGULA LA SUMOILACION GLOBAL DE
PROTEINAS IN VIVO

El experimento inicial consistié en la sobre-expresion de HA-SUMO1 maduro solo o
conjuntamente con SF2/ASF o hnRNP Al, en células HEK 293T. Para evaluar la
conjugacién de SUMO a nivel global se utiliz6 la técnica de western blot. Utilizando un
anticuerpo anti-HA se puede detectar a la proteina SUMO sobre-expresada. Dado que el
tag HA est4 fusionado al extremo N-terminal mientras que la proteina se conjuga via su
extremo C-terminal, se puede detectar un “chorreado” que corresponde a HA-SUMO
conjugado a un numero desconocido de proteinas (ver Figura R1 como ejemplo). A este
patréon lo denominaremos de aqui en mas "SUMOilacion global. Sorprendentemente, la
co-expresion de SF2/ASF estimula fuertemente la SUMOilacién global de proteinas

(Figura R1, calles 2 y 9). La co-expresion de HA-SUMO1 con otro conocido regulador del
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splicing, hnRNPA1, no aumenta la SUMOilacién (Figura R1, calles 2 y 5). En todos los
casos, los conjugados a SUMO se pierden cuando se co-expresa SENP1, una isopeptidasa
de SUMO, indicando que el patrén de bandas obtenido en el ensayo de western blot
corresponde efectivamente a conjugados de SUMO1 (Figura R1 A, calles 3, 6 y 10). Con el
objetivo de extender el andlisis a otra isoforma de SUMO, elegimos SUMO3 (como se

menciona en la Introduccién, SUMO2 y SUMO3 son 97% idénticas).

SENP1: - - + - - + + - - + +
T7-SF2IASF: - - - - = = = + + + +
T7-hnRNP A1: - - - + + + + - - - -
HASSUMO1: - + + - + + - - + + -

A
Mr (KDa) 250 — ' '
150 —
100 — SUMO
- - conjugado

75—

50 — . J

- ZhnRNP A1
SF2/ASF

0~ — pB-actina

WB: p-actina
123 45678 910 11

Figura R1 | SF2/ASF estimula la SUMOilacién de proteinas. Células HEK 293T fueron transfectadas
con los vectores de expresion indicados (500 ng) y 48 h mas tarde lisadas para ser sometidas a SDS-
PAGE y western blot, segun se indica en la parte inferior derecha de cada panel. A la izquierda se

indica el peso molecular (en KDa).

Con la finalidad de comparar el efecto de SF2/ASF con el de otra proteina de conocida
actividad estimulatoria de SUMOilacidn, expresamos la E3 ligasa PIAS1. Como puede
observarse en la Figura R2, si bien los niveles de expresién de cada una de las proteinas
no son comparables -por tratarse de western blots con anticuerpos diferentes-, el
aumento de la conjugacién de SUMO inducido por SF2/ASF es comparable en magnitud

al inducido por PIAS1 (Figura R2, calles 2-4). Una vez mas, la co-expresion de la
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isopeptidasa SENP1 produce la desaparicién del patrén de SUMOilaciéon (Figura R2,
calles 5-7).

FLAG-SENP1:
T7-SF2/ASF:
FLAG-PIAS1:
HA-SUMO1:
Mr (KDa) 250 —
) SUMO1
150 — | conjugado
100 —
WB: HA
WB: FLAG
37—
WB: T7
— B-actina

WB: p-actina
1 2 3 4 5 6 7

Figura R2 | Comparacioén del efecto de SF2/ASF con el de la E3 ligasa de SUMO, PIAS1. Células
HEK293T fueron transfectadas con los vectores de expresién HA-SUMO1, FLAG-PIAS1 y FLAG-
SENP1 (500 ng) y T7-SF2/ASF (100 o 500 ng) segun se indica y 48 h mas tarde lisadas para ser
sometidas a SDS-PAGE'y western blot, segun se indica en la parte inferior derecha de cada panel. A la

izquierda se indica el peso molecular (en KDa).

La disminucién mediada por SENP1 en los niveles de SUMOilacién global inducidos por
SF2 /ASF lleva a un concomitante aumento en los niveles de SUMO no conjugado (Figura
R3). En este caso, para detectar la forma libre de SUMO, se corrié un gel de
poliacrilamida de alto porcentaje (15%), en oposicién al bajo porcentaje utilizado de

rutina para observar la forma conjugada (usualmente 8%).
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FLAG-SENP1:
T7-SF2/ASF:
HA-SUMO1:

Mr (KDa) 250—|

150 =

100—

75—

20—

75—

WB: HA

o e—

WB: HA

| -

WB: FLAG

SUMO1
conjugado

— SUMO1 libre

=—SENP1

50 = m _

WB: p-actina

Figura R3 | La co-expresion de
SF2/ASF 'y SENP1 aumenta la
proporcién SUMO libre/SUMO

conjugado. Células HEK293T fueron
transfectadas con los vectores de
expresion HA-SUMO1, T7-SF2/ASF y
FLAG-SENP1 (500 ng) segun se indica
y 48 h mas tarde lisadas para ser
sometidas a SDS-PAGE'y western blof,
segun se indica en la parte inferior
derecha de cada panel. A la izquierda
se indica el peso molecular (en KDa).
Los dos paneles superiores revelados
contra el fag HA, representan corridas
en porcentajes de geles diferentes, 8%
y 15%, para resolver los conjugados de
SUMO y la

forma libre,

respectivamente.

Antes de seguir adelante con este trabajo, quisimos determinar la generalidad del

fenémeno estudiado. En este sentido, los resultados mostrados en la Figura R4 indican

que el efecto de SF2/ASF sobre la SUMOilacién es independiente de la linea celular ya

que también lo observamos en la linea celular de mono COS7 (Figura R4 A) asi como

también en las células epiteliales mamarias murinas SCp2 (Figura R4 B).
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A

COS7
T7-SF2/ASF: - - + ++ ++ T7-SF2/ASF: - - + 4+ ++
FLAG-SENP1: - + . . =+ FLAG-SENP1: - + . - +
HA-SUMO3: + + + + + HA-SUMO1: + + + + +
SUMO3 SUMO1
conjugado conjugado
WB: HA
SCp2
T7-SF2/ASF: . + + T7-SF2/ASF: - + +
FLAG-SENP1: - . + FLAG-SENP1: - - +
HA-SUMO3: + + + HA-SUMO1: + + +
182=—
182 — SUMO3 115— SUMO1
5= conjugado 82— conjugado
82—

Figura R4 | SF2/ASF estimula la SUMOilacién de proteinas. Células COS7 (A) y SCp2 (B) fueron
transfectadas con los vectores de expresién indicados (500 ng de HA-SUMO, 500 ng de FLAG-SENP1,
250 y 500 ng de SF2/ASF) y 48 h mas tarde lisadas para ser sometidas a SDS-PAGE'y western blot,
segun se indica en la parte inferior derecha de cada panel. A la izquierda se indica el peso molecular
(en KDa).

’ La sobre-expresion de SF2/ASF estimula la SUMOilacién de proteinas in vivo. ‘

Dado el efecto estimulatorio de la sobre-expresion de SF2/ASF sobre la SUMOilacion de

proteinas, decidimos investigar el papel de la proteina SF2/ASF end6gena en dicho
proceso. Con ese fin, utilizamos la técnica de RNA de interferencia: transfectamos células
en cultivo con un siRNA (short interfering RNA) especifico contra la secuencia de
SF2/ASF humano, previamente utilizado por nuestro grupo (Blaustein et al, 2005).
Observamos que en células depletadas de SF2/ASF utilizando siRNA especifico contra

esta proteina, la conjugacién de SUMO3 y de SUMO1 (Figura R5, izquierda y derecha,
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respectivamente) fue drasticamente inhibida, en comparacién con lo que ocurrié en

células transfectadas con una siRNA control.

siRNA Control: + - < + . :siRNA Control
siRNA SF2/ASF: - + - ++ :siRNA SF2/ASF
HA-SUMO3: * £ F g + :HA-SUMO1

Mr (KDa) h

Mr (KDa)
250 = 250 —
150 —| SUMO3 150 — SUMO1
conjugado conjugado
100 = 100 =
75 = | 1/ 8 == J
WB: HA WB: HA
37— 37 =—
— SF2/ASF —SF2/ASF
WB: SF2/ASF WB: SF2/ASF
50 — . 50 —
El — p-actina — | — -actina

Wb praciing WB: p-actina

Figura R5 | La proteina SF2/ASF endbégena es necesaria para mantener niveles fisiologicos de
SUMOilacién. Células HEK293T fueron transfectadas con un siRNA control o un siRNA especifico
contra SF2/ASF [12 nM (+) y 0 25 nM (++)] y 24 h mas tarde con 500 ng de los vectores de expresion
HA-SUMO1 o HA-SUMO3. Luego de 48 h de incubacion, las células fueron lisadas para ser sometidas
a SDS-PAGE'y western blof, segun se indica en la parte inferior derecha de cada panel. A la izquierda

se indica el peso molecular (en KDa).

Los niveles de expresion normales de SF2/ASF son cruciales para el

mantenimiento de la SUMOilacion global.

La SUMOilacién es una modificacién transitoria y reversible y usualmente sélo una
pequeiia fracciéon de proteinas blanco son modificadas in vivo (Geiss-Friedlander y
Melchior, 2007, Seeler y Dejean, 2003). Esta es la razén principal por la cual la mayoria
de los estudios en este campo involucran la sobre-expresiéon de SUMO maduro (o
procesado). Para validar los resultados descriptos anteriormente, decidimos evaluar el
impacto de la sobre-expresion o depleciéon de SF2/ASF sobre la conjugacién de SUMO
endégeno. Experimentos de western blot revelados con anticuerpo anti-SUM02/3

muestran que la disminucion de los niveles de SF2/ASF por medio de siRNA inhibe la
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conjugacién de SUMO2/3 (Figura R6 A). Mas aun, la sobre-expresién de cantidades
crecientes de SF2/ASF estimulan la conjugaciéon de SUMO 2/3 en forma dosis-

dependiente. (Figura R6 B).

A B

SiRNA: Ctl SF2/ASF T7-SF2/ASF: -+ ++
Mr (KDa) & | Mr (KDa) [
250 — | ! 250 =
150 — 150 —
: SUMO2/3 SUMO2/3
conjugado conjugado
100 — | 100 —
WB: SUMO 2/3 WB: SUMO 2/3
- 37 —
WB: SF2/ASF WB: T7
50 — _
M @ | — p-actina ‘"'” — P-actina
WB: p-actina WB: p-actina

Figura R6 | SF2/ASF regula la SUMOilacién por SUMO enddgeno. (A) Células HEK293T fueron
transfectadas con un siRNA control o un siRNA especifico contra SF2/ASF a una concentracion final de
25 nM y 72 h mas tarde fueron lisadas y sometidas a SDS-PAGE'y western blot segun se indica en la
figura. (B) Células HEK293T fueron transfectadas con el vector de expresion codificando para la
proteina T7-SF2/ASF [500 ng (+) 0 1 ug (++)] y 48 h mas tarde fueron lisadas y las muestras fueron
sometidas a SDS-PAGE'y wesfern blotf segun se indica en la parte inferior derecha de cada panel. A la

izquierda se indica el peso molecular (en KDa).

El efecto de SF2/ASF también se observa con SUMO 2/3 endégeno, demostrando
que tanto el SUMO transfectado como el endégeno estan sujetos a la regulacion
por SF2/ASF y confirmando que est@roteina afecta la SUMOilaciénin vivo.
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4.3. EL DOMINIO RRM2 DE SF2/ASF ES NECESARIO Y
SUFICIENTE PARA ESTIMULAR LA SUMOILACION

La proteina SF2/ASF estd compuesta por dos dominios RRM y un dominio RS C-
terminal. Decidimos usar mutantes de delecién para analizar el papel de cada uno de

estos dominios en la estimulacién de la SUMOilacién ejercida por SF2 /ASF (Figura R7).

SF2/ASF

Wild type RRM1

Figura R7 | Esquema de SF2/ASF y de los mutantes utilizados. Se esquematiza tanto la proteina
SF2/ASF salvaje con sus dos dominios RRM y su dominio RS como los mutantes de delecion utilizados

de aqui en adelante.

Los mutantes que carecen del dominio RRM1 (ARRM1) o bien del dominio RS (ARS)
presentan actividad estimulatoria de la SUMOilaciéon similar a la ejercida por SF2/AS
salvaje (Figura R8, calles 1-4). Una situacién claramente distinta se observa con el
mutante que carece del dominio RRM2 (ARRM2), el cual es incapaz de estimular la

SUMOilacién (Figura R8, calles 1y 5).
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T7-SF2/ASF: - + - - -
T7-SF2/ASFARS: - - + - -
T7-SF2/ASF ARRM1: - - - + -
T7-SF2/ASF ARRM2: - - - - +
HA-SUMO1:
Mr (KDa)
182 —
5= SUMO1
82— conjugado
64—
49—
WB: HA
3= —SF2/IASF
—SF2/ASF ARS
25— _SF2/ASF ARRM2
20~ ~SF2/ASF ARRM1
WB: T7
25 [ = = ] —cF?
WB: GFP

1 2 3 4 5

Figura R8 | El dominio RRM2 de SF2/ASF es necesario para la estimulacién de la SUMOilacién.
Células HEK293T fueron transfectadas con 500 ng de los vectores de expresion indicados (50 ng en el
caso del control de transfeccion pECFP) y 48 h mas tarde lisadas para ser sometidas a SDS-PAGE 'y
western blot, segun se indica en la parte inferior derecha de cada panel. A la izquierda se indica el peso

molecular (en KDa).

Se desprende de estos resultados que un dominio particular dentro de la proteina
SF2/ASF, el dominio RRM2, es absolutamente necesario para la actividad estimulatoria
de la SUMOilacién. Nos preguntamos entonces si este dominio, podria por si solo
estimular la SUMOilacién global de proteinas. Para ello transfectamos células con
vectores de expresidon para SF2/ASF salvaje, el mutante sin el dominio RRM2 o bien el
dominio RRM2 de SF2/ASF para luego evaluar la SUMOilacion global tal como se hizo en
las figuras anteriores. Como se muestra en la Figura R9, la expresidon del dominio RRM2

por si solo es capaz de estimular la conjugaciéon de SUMO tanto como la proteina entera.
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T7-SF2IASF: - + ++ - - - .
T7-SF2/ASFARRM2: - - - + ++ - .
T7-SF2IASFRRM2: - - - - - + 4+

HA-SUMO1: + + + + + + +

Mr (KDa)
250—

150—
100—

SUMO1
conjugado

75—

WB: HA

37= —SF2/ASF
53 - —SF2/ASF ARRM2

10— —SF2/ASF RRM2

WB: T7

50—
37—

e ———- | = [-aCtina

WB: p-actina
1 2 3 4 5 6 7

Figura R9 | El dominio RRM2 de SF2/ASF es suficiente para estimular la SUMOilacién. Células
HEK293T fueron transfectadas con los vectores de expresién indicados (500 ng de HA-SUMO1 y 100 y
500 ng de los distintos vectores de SF2/ASF) y 48 h més tarde lisadas para ser sometidas a SDS-
PAGE y western blot, segun se indica en la parte inferior derecha de cada panel. A la izquierda se

indica el peso molecular (en KDa).

El dominio RRM2 de la proteina SF2/ASF no sdélo es necesario sino también

suficiente para producir un aumento en la conjugaciéon de SUMO in vivo.

Luego nos propusimos indagar con mayor profundidad el rol del dominio RRM2 en el
proceso de SUMOilacidon. Para ello analizamos el efecto de otros miembros de la familia
de las proteinas SR. Elegimos las proteinas SRp20, SRp30c y SRp40. En cuanto al
dominio RRM2, SRp20 no posee este dominio mientras que SRp30c y SRp40 si lo hacen.
Entre los dominios RRM2 de estas dos proteinas SR la diferencia radica en que el de
SRp30c tiene un 72% de identidad con el de SF2/ASF, mientras que el de SRp40 solo un
37% (Figura R10 A). La sobre-expresiéon de SRp20 y de SRp40 no produjo un aumento

en los niveles de conjugacién de SUMO (Figura R10 B, calles 1, 3 y 4). Por el contrario, la
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sobre-expresion de SRp30c aumentd la SUMOilacién global de manera similar a

SF2 /ASF (Figura R10 B, calles 1, 2y 5).

S P SR VU VS GLPPSGSWQDLKDHMREAGDV CYAD VR DERGEY VJREEDMWYAWRKLDITK
SRp30c IMVSCGLPPSCGSWQDLKDHMREAGDVCYADV SN {DEES #ARKEDMIAY A)JRKLDIBTK
SRp40 L IYENMS s R VIERI[ebe ] FIISIORNe]E\Y T FENS AHEIPK LNE ASYGBLENIIEI4ASGKE

B rrsranse: -+ - - -

T7-SRp20: - - + - - Figura R10 | Analisis comparativo de la

T7-SRp40: - - - + - . .
T7-SRp30c: - - - - + actividad de SF2/ASF y otras proteinas SR
HA-SUMO1: sobre la SUMOilacién global de proteinas.

Mfé's(g’i} (A) Alineamiento de los dominios RRM2 de

150— las proteinas SF2/ASF, SRp30c y SRp40,

SUMO1 utilizando los softwares ClustalW2? vy
100= conjugado  BOYSHADE 3.214. En negro se resaltan los
5= aminoacidos idénticos y en gris los
similares. (B) Células HEK293T fueron
50— transfectadas con los vectores de expresion
WE: HA indicados (500 ng de HA-SUMO y 100 ng

——1 _SRp40
37— —SF2/ASF de T7-SRs) y 48 h mas tarde lisadas y

~SRp30c sometidas a SDS-PAGE y western blot.
~SRp20 i o .
segun se indica en la parte inferior derecha

—p-actina de cada panel. A la izquierda se indica el

=3 — peso molecular (en KDa).
WB: p-actina
1 2 3 4 5

Si bien el determinante en la actividad estimuladora de la SUMOilacién se

encuentra en el RRM2, no cualquiera de estos dominios es capaz de llevar a

cabo esta funcion.

3 http: //www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2 /index.html

4 http: //www.ch.embnet.org/software/BOX form.html
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4.4, ACTIVIDADES DE SF2/ASF: SPLICING &
SUMOILACION

Con el objetivo de comparar la habilidad de SF2/ASF para regular la SUMOilacién con su
ya conocida actividad como regulador del splicing, analizamos los patrones de splicing
de varios exones alternativos: EDI del gen de la fibronectina, exén 9 del gen CFTR y el
gen Ela de adenovirus. El efecto de SF2/ASF sobre el patrén de splicing de estos exones
ya ha sido reportado anteriormente (Buratti et al, 2007, Caceres y Krainer, 1993,
Cramer et al., 1999). Lo que quisimos determinar en esta oportunidad fue el rol del
dominio RRM2 en cada caso, para ver si los efectos obtenidos en la regulaciéon del
splicing correlacionan con los de la SUMOilacion. Para ello hicimos uso de una
herramienta ampliamente utilizada, minigenes reporteros de splicing. Estos consisten en
el exdn alternativo de interés mas los intrones flanqueantes, insertos en un vector de
expresion de un gen heterélogo. El patrén de splicing alternativo de transcriptos
provenientes del minigen de interés se analiza mediante transcripcién reversa y
reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) con primers especificos que aparean con
zonas quiméricas presentes en dichos transcriptos y ausentes en los provenientes del

gen enddgeno.

Analizamos entonces la proporcion entre las isoformas de ARNm conteniendo al ex6n
EDI y las que carecen de dicho exdn, provenientes del minigen reportero mediante
ensayos de RT-PCR. En la Figura R11 A se muestra un esquema de los transcriptos
provenientes del minigen. Tal como muestra la Figura R11 B, la sobre-expresién de
SF2/ASF o del mutante ARS aumentan el cociente EDI+/EDI- (calles 1, 2 y 5). La sobre-
expresion del mutante ARRM2 produce el efecto opuesto, es decir disminuye el cociente
EDI+/EDI- (calle 4). Por otro lado, la sobre-expresién del mutante ARRM1, el cual es
capaz de estimular la SUMOilacion, no regula el splicing alternativo del exén EDI (calle
3). Lo que resulta ain mas relevante es que el dominio RRM2 solo, si bien es suficiente
para estimular la SUMOilacion, es incapaz de regular el splicing alternativo (calle 6). La

cuantificacion de los resultados se muestra en la Figura R11 C.
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A

Reportero de splicing I: exén EDI del gen FN

<] reamn

[ L1 1 arm

+ EDI -EDI
T7-SF2IASF: -+ - - - -
T7-SF2/ASFARRM1: - -+ - - .
T7-SF2/ASFARRM2: - - - + - -
T7-SF2/ASFARS: - - - - %

T7-SF2/ASF RRM2:

- EDI

RT-PCR: FN EDI
1 2 3 4 5 -]

+EDI /- EDI
O =S NWRUION®®O

- Hm - -

() SF2 ARRM1 ARRM2 ARS RRM2

Figura R11 | Efecto de SF2/ASF y mutantes sobre el splicing del exén EDI de fibronectina. (A)
Esquema del pre-ARNm del minigén reportero de splicing del exon EDI de fibronectina, junto con las
dos isoformas de ARNm a las que puede dar origen el mismo pre-ARNm. (B) Células HelLa fueron
transfectadas con los vectores de expresion indicados (500 ng de minigén de EDI y 50 ng de SF2/ASF
o mutantes) y posteriormente lisadas para extraer el ARN. Luego de las reacciones de RT y PCR
radioactiva, las muestras fueron corridas en geles de poliacrilamida nativos, los cuales fueron secados
y expuestos a placas radiograficas. (C) Cuantificacion de los resultados mostrados en (B). Las bandas
fueron cortadas y la radioactividad fue medida por el método Cherenkov (Cramer et al., 1999). *p<0,01

(prueba t) respecto de la condicion (-).

Dada la ausencia de correlacion entre el efecto del dominio RRM2 en SUMOilacién y en
splicing, decidimos expandir el resultado obtenido a otros eventos de exones

alternativos para determinar si el dominio RRM2 por si solo es capaz de regular el
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splicing de exones regulados por SF2/ASF. Tal como se hizo con el exén EDI en la figura
anterior, se analizé el patréon de splicing del exén 9 del gen CFTR (Figura R12). En
concordancia con resultados ya conocidos (Buratti et al., 2007), la expresién de SF2/ASF
inhibe la inclusién de este exén alternativo (Figura R12 B). En contraste y tal como
ocurrié con el exén EDI, la expresion del dominio RRM2 de SF2/ASF no fue capaz de
regular el splicing de este ex6n (Figura R12 B). La cuantificacién de los resultados se

muestra en la Figura R12 C.

Reportero de splicing II: exén 9 del gen CFTR Figura R12 | Efecto de SF2/ASF y del
RRM2 sobre el splicing del exén 9 del

|:}\/-\/:| pre-ARNm  gen CFTR. (A) Esquema del pre-ARNm
/\ del minigén reportero de splicing del

exon 9 del gen CFTR, junto con las dos

+ex6n 9 - ex6n 9 isoformas de ARNm a las que puede dar

origen el mismo pre-ARNm. (B) Células

HelLa fueron transfectadas con los

T7-SF2/ASF: - + - vectores de expresion indicados (500 ng
T7-SF2/ASF RRM2: - -t
— de minigén de CFTR y 50 ng de T7-

+ex.9 SF2/ASF o T7-SF2/ASF RMM2) vy

posteriormente lisadas para extraer el

ARN. Luego de las reacciones de RT y

"ﬁ.r_pcn;cnmn-ex.g PCR radioactiva, las muestras fueron
corridas en geles de poliacrilamida
C nativos, los cuales fueron secados vy
:Z expuestos a placas radiograficas. (C)
‘;; :i . Cuantificacion de los  resultados
;f 8 mostrados en (B). Las bandas fueron
f; j cortadas y la radioactividad fue medida
2 por el método Cherenkov. *p<0,01
’ (=) SF2 RRM2 (prueba t) respecto de la condicion (-).

Por ultimo, elegimos el gen adenoviral Ela, el cual consta de tres sitios de splicing 5
alternativos (Figura R13 A) regulados por SF2/ASF (Eperon et al, 1993, Harper y

Manley, 1992). De acuerdo con lo reportado previamente, la expresion de SF2/ASF
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estimula la produccién de la isoforma 13S (Figura R13 B) mientras que el dominio
RRM2 por si solo principalmente aument6 la proporcién de la isoforma 9S (Figura R13

B). La cuantificacion de los resultados se muestra en la Figura R13C.

Figura R13 | Efecto de SF2/ASF y del
RRM2 sobre el splicing del gen E1a de

A Reportero de splicing lll: sitios 5™ alternativos del gen Ela

adenovirus. (A) Esquema del pre-

ARNm del del minigén reportero de

splicing del gen E1a. (B) Células HelLa

B fueron transfectadas con los vectores
T7-SF2/ASF: - + - de expresion indicados (500 ng de
T7-SF2/ASF RRM2: - -+
138 minigén de E1a y 50 ng de T7-
S e l2s SF2/ASF o T7-SF2/ASF RMM2) y

posteriormente lisadas para extraer el
ARN. Luego de las reacciones de RT y

PCR radioactiva, las muestras fueron

corridas en geles de poliacrilamida

et 98

RT.PCR: Ela nativos, los cuales fueron secados y
C expuestos a placas radiograficas. (C)
0.7 2135 =125 oS . Cuantificacion de los resultados
E 06 . mostrados en (B). Las bandas fueron
ﬁ 2:: cortadas y la radioactividad fue medida
3 0,3 por el método Cherenkov. *p<0,01
g 0,2 d u * (prueba t) respecto de la misma

= o,; isoforma en la condicién (-).

(=) SF2 RRM2

El dominio RRM2 de SF2/ASF es suficiente para regular la SUMOilacién pero no

para regular el splicing, al menos de los eventos analizados.

Dado el conocido rol de SF2/ASF en la regulacién del splicing, evaluamos si los niveles
de SF2/ASF regulan el patréon de expresion de los ARNm de componentes de la
maquinaria de SUMOilacién. Para ello disefiamos oligonucledtidos especificos que
hibridan en las regiones no codificantes de cada ARNm y evaluamos el patrén de

expresion por RT-PCR. Como puede observarse en la Figura R14, no se detectan cambios
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en el patrén de ARNm para ninguno de los componentes analizados (SAE2, panel A;
SAE1, panel B; SUMO1, panel C y UBC9Y, panel D). En los casos de SAE1, SAE2 y SUMO1,
fue detectada una séla isoforma para cada gen, mientras que en el caso de UBC9, en
concordancia con la base de datos primer-BLAST, fueron detectadas dos isoformas. En
ningln caso la sobre-expresién de SF2/ASF (calle 2), la sobre-expresién del RRM2 de
SF2/ASF (calle 3) ni el noqueo de SF2/ASF por siRNA (calle 4) alteraron el patrén de

expresion ni de splicing.

Figura R14 | SF2/ASF no altera
el patréon de expresion/splicing
de ARNm de componentes de la

via de conjugacién de SUMO.

Células HEK293T fueron

RT-PCR: SAE1 (1863 pb)

transfectadas con 100 ng de los
vectores de expresion
codificando para T7-SF2/ASF
(calle 2) o T7-SF2/ASF RRM2

(calle 3), o con 15 nM de un

siRNA epecifico contra SF2/ASF

RT-PCR: SUMO1 (1184 pb) RT-PCR: UBCS (682/939 pb)

(calle 4). Luego de 72 h, se
prepar6 el ARN vy, luego de la reaccién de transcripcion reversa, se llevaron a cabo las PCRs indicadas
con primers que hibridan en las regiones no codificantes de cada ARNm (las secuencias completas de
los primers estan detalladas en “Materiales y Métodos”). Una alicuota de las reacciones fue corrida en
geles de agarosa con bromuro de etidio. Entre paréntesis se indica el peso esperado del producto en

pares de bases. La calle 5 contiene el marcador de peso molecular 7 Kb Plus.

El efecto de SF2/ASF sobre el splicing no correlaciona con su efecto sobre la
SUMOilacion sugieriendo un papel de SF2/ASF en el proceso de SUMOilacion

independiente de su capacidad de regular el splicing.
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4.5. SF2/ASF INTERACCIONA CON UBC9

Teniendo en cuenta que el efecto estimulatorio de SF2/ASF sobre la SUMOilacién seria
independiente de su actividad como factor de splicing, quisimos investigar en detalle el
mecanismo mediante el cual SF2/ASF ejerce esta nueva funcién. Para ello comenzamos
testeando si SF2/ASF es capaz de interaccionar con la enzima conjugadora E2, Ubc9.
Expresamos la proteina de fusién GST-Ubc9 en bacterias, la incubamos con extractos de
células HEK 293T sobre-expresando T7-SF2/ASF salvaje o bien sus mutantes de
delecion (todos etiquetados con el tag T7) y llevamos a cabo ensayos de pull-down de
GST con una resina de glutation-sefarosa (ver Materiales y Métodos). Como se observa
en la Figura R15 A, T7-SF2/ASF fue precipitado por GST-Ubc9 pero no por GST solo
(calles 7 y 4, respectivamente). El mutante ARRM2 que es incapaz de estimular la
SUMOilacion, es también incapaz de unirse a Ubc9 (Figura R15 A, calle 8). Otro mutante,
el ARS el cual es tan eficiente como SF2/ASF salvaje para estimular la SUMOilacién, es
también capaz de interaccionar con Ubc9 (Figura R15 A, calle 9). Mas aun,
comprobamos que esta interaccidn es directa ya que GST-Ubc9 también precipita a la
proteina recombinante T7-SF2/ASF purificada (Figura R15 B). De esta manera
comprobamos que existe una correlacion positiva entre la estimulacion de la

SUMOilacién y la capacidad de unién a Ubc9 mediadas por SF2 /ASF.

A B

T7-SF2/ASF: + - . + . . +

T7-SF2/ASF ARRM2: - + - . + . . _ |Lisados
celulares

+

T7-SF2/ASFARS: - - + - - + - - +

| GST-Ubc9

GST

Pull-down: Input (20%) GST GST-Ubc9 s7=]

' Input

37—

- — SF2/ASF
26— | — SF2/ASF ARS
20— ¥ — SF2/ASF ARRM2
WB: T7

1.2 3 4 56 7 8 9

Figura R15 | SF2/ASF interacciona con la enzima E2 de la via de SUMO, Ubc9. (A) Células HEK293T
fueron transfectadas con los vectores de expresion T7-SF2/ASF salvaje, ARRM2 o ARS y cuando las
células alcanzaron una confluencia aproximada del 90%, fueron lisadas. Luego de tomar una alicuota
de los lisados como material de partida (/npuf), los mismos fueron incubados con 2 ug GST o GST-
Ubc9 para realizar el ensayo de GST pull-down. (B) El ensayo de GST pull-down se llevé a cabo como
en (A) pero utilizando la proteina recombinante purificada, T7-SF2/ASF (500 ng). En ambos casos el

producto final fue resuelto en SDS-PAGE'y el western blot fue llevado a cabo con un anticuerpo anti-T7.

~ 66 ~



RESULTADOS

Si bien la evidencia presentada en figuras anteriores apunta hacia un rol independiente

del ARN en la actividad de SF2/ASF como estimulador de la SUMOilacién, quisimos

obtener mas evidencia en este sentido. Para ello, repetimos el ensayo de GST pull-down

de la Figura R15, pero agregando o no, la enzima Benzonase (nucleasa que degrada ADN

y ARN, tanto simple como doble cadena). Como puede observarse en la Figura R16 A,

GST-Ubc9, pero no GST, interacciona con T7-SF2/ASF sobre-expresada en lisados

celulares aun cuando la reacciéon es incubada con la enzima Benzonase. Mas atun, GST-

Ubc9 es capaz de interaccionar con la proteina SF2/ASF endégena, y también de una

manera ARN- y ADN-independiente, ya que el ensayo de llevd a cabo con lisados

tratados con Benzonase (Figura R16 B).

A

input

GST GST-Ubc9

-

37—

DNasa/RNasa:

20—

— SF2/ASF

input

WB: T7

GST
GST-Ubc9

Mr (KDa)
37—

25—
20—

— S — SF2/ASF

Mr (KDa)
100—
75—

50—
37—

25—
20—

WB: SF2/ASF

S | — GST-Ubc9

— —GST

coomassie

Figura R16 | SF2/ASF interacciona con Ubc9
de manera ADN- y ARN-independiente. (A)
Células HEK293T fueron transfectadas con el
vector de expresion T7-SF2/ASF y cuando las
células alcanzaron una confluencia
aproximada del 90%, fueron lisadas. Luego
de tomar una alicuota de los lisados como
material de partida (/nput), los mismos fueron
incubados con 2 ug GST o GST-Ubc9 para
realizar el ensayo de GST pull-down seguin se
detalla en “Materiales y Métodos”, agregando,
donde se indica, la enzima Benzonase. (B) El
ensayo de GST pull-down se llevdo a cabo
como en (A) pero en vez de utilizar lisados de
células transfectadas, se utilizaron lisados sin
transfectar (en todos los casos tratados con la
enzima Benzonase, para luego detectar a la
proteina SF2/ASF enddgena. En ambos
casos el producto final fue resuelto en SDS-
PAGE 'y el western blot fue realizado con los

anticuerpos anti-T7 (A) o anti-SF2/ASF (B).

SF2/ASF interacciona con la enzima conjugadora de SUMO, Ubc9 de manera

ADN- y ARN-independiente
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4.6. SF2/ASF ESTIMULA LA SUMOILACION IN VITRO

A continuaciéon decidimos testear si el efecto estimulatorio de la SUMOilacion
desencadenado por SF2/ASF podia reproducirse en un sistema libre de células, un

sistema de SUMOilacidn in vitro con una proteina blanco de SUMOilacién especifica.

Enzimas recombinantes E1 y E2 fueron combinadas con SUMO1 e incubadas con un
fragmento de la proteina Topoisomerasa I (Topo I, aminoacidos 1-200) como sustrato
de SUMOilacioén, en presencia o ausencia de SF2/ASF purificada. Elegimos Topo I debido
a que se sabe que interacciona con SF2/ASF (Kowalska-Loth et al.,, 2005). A diferencia de
los geles en los cuales se estudia la SUMOilacidén global, al estudiar sustratos especificos,
lo que se observa son bandas con una menor migracion electroforética. La cantidad de
bandas y el patrén de corrida de las mismas estd determinado por la cantidad de lisinas
modificadas, como asi también por el nimero de moléculas de SUMO conjugadas en
cada sitio. En particular, se sabe que SUMO1 es capaz de formar cadenas en Topo I (poli-
SUMOilacién) y, a su vez, Topo I posee tres sitios principales de SUMOilacién [multi-
SUMOilacioén, (Yang et al., 2006)]. Observamos que Topo I es SUMOilada en bajo nivel al
incubarse con E1, SUMO1 y cantidad limitante de E2 en presencia de ATP (Figura R17,
calle 3). Mas importante atin, SF2/ASF estimula la SUMOilacién de Topo I (Figura R17,
calle 4). Es importante mencionar que SF2/ASF no estimula la SUMOilacién de Topo I en
ausencia de E2 (Ubc9), descartando una posible actividad de SF2/ASF como enzima E2
conjugadora (Figura R17, calle 2). La E3 ligasa de SUMO, Topors, se us6 como control
positivo dado que ya se ha reportado que estimula la SUMOilaciéon de Topo I [Figura
R17, calle 6, (Hammer et al., 2007)]. Por otro lado, la SUMO E3 ligasa especifica de la

proteina Sp100, RanBP2, se usé como control negativo (Figura R17, calle 5).
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E2: - -

E1/SUMO1: +

ATP: +

SF2/ASF: -

RanBP2AFG: - - - - + -
Topors (268/644):

Mr (KDa)
250 —

150 —
SUMO1-Topo |

100 —

75—

50— — Topoll

WB: Topo |
1 2 3 4 5 6

Figura R17 | SF2/ASF estimula la SUMOilacién de Topoisomerasa | /in vitro. Las reacciones de
SUMOilacion /n vitro se llevaron a cabo utilizando como sustrato 1 ng de un fragmento comercial de
Topoisomerasa |, conteniendo los tres sitios de SUMOilacion descriptos (residuos 1-200), fusionado a
GST. El fragmento GST-Topoisomerasa | (“Topo I”) fue incubado con 150 ng de la enzma activadora de
SUMO, E1, 30 ng de la enzima conjugadora de SUMO, E2 y 1 ug de SUMO1. Ademas se agregaron
200 ng de T7-SF2/ASF, 10 ng de GST-RanBP2AFG (fragmento activo de la E3 ligasa RanBP2) 6 400
ng de GST-Topors (268-644) segun se indica. Las reacciones fueron frenadas luego de 30 min de
incubacion. Luego de SDS-PAGE, la SUMOilacién de Topo | se midi6é por western blof con un anticuero

anti-Topo I.

SF2 /ASF afecta directamente a la maquinaria de SUMOilacidn, interacciona con

la enzima conjugadora Ubc9 y promueve la SUMOilacion de un sustrato
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4.7. SF2/ASF ESTIMULA LA SUMOILACION DE
TOPOISOMERASAITIN VIVO

Con el objetivo de estudiar si SF2/ASF es capaz de regular la SUMOilacién de
Topoisomerasa I in vivo, se transfectaron células HEK 293T con un vector de expresion
mamifero de Topoisomerasa I (con el tag Myc) junto con un vector que codifica para la
proteina de fusion GFP-SUMO1. La funcién principal de la adicién de GFP a SUMO es la
de lograr que la conjugacién de SUMO produzca un desplazamiento en la corrida
electroforética mayor a ~10 KDa (aproximadamente 35 KDa), importante al analizar la
SUMOilacién de una proteina de ~100 KDa. Como se puede ver en la Figura R18 A,
SF2/ASF interacciona con Topoisomerasa I in vivo. Por otro lado, la sobre-expresion de
SF2/ASF aumenta mientras que el noqueo por siRNA disminuye los niveles de

Topoisomerasa I SUMOilada (Figura R18 By C, respectivamente).

A B C

Myc-Topol: + + f;iRNA Control:  + -
Myc-Topol: + + T7-SF2/ASF: - + siRNA SF2/ASF: - :
T7-SF2/ASF: - * GFP-SUMO1: + + Myc-Topo I:
B e GFP-SUMO1: + +
Mr (KDa) (5 s |— Topo | Mr (KDa) GFP-SUMO1-
100 - " Topoll Mr (KDa) GFP-SUMO1-
IP: T7 / WB: Myc 150 — 250 — Topol
37—
— SF2/ASF :
1P T7 / WB: T7 to0— L ~ Topol 180=
—Topol
™ Topol — SF2IASF 100 - |
100~ b S WB: Myc
WB: Myec (input) WB: T7
37—
E — B-actina — SF2/ASF
- WB: SF2/ASF
WB: p-actina
— p-actina
WB: p-actina

Figura R18 | SF2/ASF regula la SUMOilacion de Topoisomerasa | /n vivo. (A) Células HEK293T fueron
transfectadas con 6 pg de los vectores de expresién Myc-Topo | y T7-SF2/ASF segun se indica y se
llevé a cabo un ensayo de co-inmunoprecipitacion. (B) Células HEK293T fueron transfectadas con los
vectores de expresion indicados (500 ng de Myc-Topo |, 50 ng de GFP-SUMO1 y 500 ng de T7-
SF2/ASF) y lisadas 48 h mas tarde para ser sometidas a SDS-PAGE'y western blot, segun se indica en
la parte inferior derecha de cada panel. (C) Células HEK293T fueron transfectadas con siRNA control o
un siRNA contra SF2/ASF (a una concentracion final de 15 nM). Luego de 24 h, las células fueron re-
transfectadas con Myc-Topo | y GFP-SUMO1 (500 ng de cada plasmido). Las células fueron lisadas 48
h mas tarde para ser sometidas a SDS-PAGE y western blot, segun se indica en la parte inferior

derecha de cada panel. A la izquierda de cada panel se indica el peso molecular (en KDa).
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4.8. SF2/ASF ESTIMULA LA SUMOILACION DE p53 IN
VITRO

Para comprender mas profundamente el mecanismo mediante el cual SF2/ASF estimula
la SUMOilacién, elegimos continuar trabajando con dos sustratos de SUMOilacién muy
bien caracterizados, Sp100 (Pichler et al., 2002, Sternsdorf et al., 1999) y p53 (Melchior
y Hengst, 2002, Muller et al, 2000, Stehmeier y Muller, 2009). En primer lugar,
determinamos que SF2/ASF es capaz de interaccionar directamente con p53 mediante

un ensayo de co-inmunoprecipitacién con ambas proteinas purificadas (Figura R19).

T7-SF2/ASF: 3 - +
GST-p53: £ + +
Mr (KDa) .

Figura R19 | SF2/ASF interacciona con p53 /n vitro. Las proteinas recombinantes GST-p53 y T7-
SF2/ASF (1 pg de cada una) fueron incubadas por una hora a 4°C. Luego de la adicién de 30 pl de la
resina anti-T7 acoplada a agarosa, la incubacién continud por una hora mas. Luego de lavar la resina,
las muestras fueron resueltas en SDS-PAGE y analizadas por western blot utilizando un anticuerpo

anti-GST.

A continuacién, realizamos reacciones de SUMOilacién in vitro con GST-p53
recombinante y su conjugaciéon a SUMO fue analizada mediante ensayos de western blot
revelados con un anticuerpo especifico contra p53, de manera analoga a lo realizado con
Topo 1. Como se observa en la Figura R20, SUMO es conjugado a p53 en forma
dependiente de E2. A bajas cantidades de Ubc9, la conjugaciéon de SUMO1 a p53 fue casi
indetectable y el agregado de proteina SF2/ASF recombinante incrementa dicha
conjugacién (Figura R20 A, calles 2-4). Resultados similares fueron obtenidos al utilizar

SUMO3 en vez de SUMO1 (Figura R20 B).
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SF2IASF: - - _—"]

GSTp>33: + + + +
E2: - + + +
E1/SUMO1: + + + +
Mr (KDa) 100— “ = |=p53-SsUMO1
75— ' — p53
WB: p53

B
SF2IASF: - - "]

GST-p53: + + + + +

E2: - + + + +

E1/SUMO3: + + + + +
Mr (KDa) 150 — e 3

p53-SUMO3
100—

WB: p53
1 2 3 4 5

Figura R20 | SF2/ASF estimula la SUMOilacion de p53 in vitro. (A) GST-p53 (250 ng) fue incubado con
las enzimas E1 (150 ng) y E2 (30 ng) y SUMO1 (1 ug), con o sin el agregado de GST-SF2/ASF (100 y
200 ng) por 60 min. (B) GST-p53 (250 ng) fue incubado con las enzimas E1 (150 ng) y E2 (30 ng) y
SUMO3 (1 pg), con o sin el agregado de GST-SF2/ASF (50, 100 y 200 ng) por 60 min. Las reacciones
fueron frenadas agregando buffer de siembra de SDS-PAGE y analizadas posteriormente por western

blot con un anticuerpo especifico anti-p53 (clon DO-1).

A continuacion realizamos reacciones de SUMOilacion in vitro de p53 como en la Figura
R20 pero en esta ocasién, alicuotas de las reacciones fueron tomadas a distintos
tiempos. Como se observa en la Figura R21, el efecto estimulatorio de SF2/ASF sobre la
SUMOilacion de p53 es visible a los 30 minutos de reaccion, cuando con estas cantidades
de Ubc9, la SUMOilacién basal es baja (Figura R21, calles 2 y 3). Lo mismo se observa a
los 60 minutos, ahora con un mayor nivel de SUMOilacién basal, pero el efecto de

SF2/ASF sigue siendo claro.
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30 min 60 min 120 min

GST-p53: + + + + + + + + +
SF2/ASF: - - + - + . +
E1/E2/SUMO3: + + + + * + + + +
ATP: - + + - + + - + +

Mr (KDa) " ¥

150 — e

— s | |p53-sumos
—p53

WB: p53

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura R21 | Curva de tiempo del efecto estimulatorio de SF2/ASF sobre la SUMOilacién de p53 in
vitro. GST-p53 (250 ng) fue incubado con las enzimas E1 (150 ng) y E2 (30 ng) y SUMO3 (1 png), con o
sin el agregado de GST-SF2/ASF (200 ng) y se fueron extrayendo alicuotas de las reacciones a los
tiempos indicados. Las mismas fueron sometidas a SDS-PAGE y analizadas posteriormente por

western blof con un anticuerpo especifico anti-p53 (clon DO-1).

En la Figura R22 A se muestra un analisis comparativo de la actividad de SF2/ASF con
otras proteinas con actividad E3 ligasa ya conocida. La magnitud del efecto de SF2/ASF
es similar a aquella de las E3 ligasas de p53, PIAS1 y Topors (Figura R22 A, calles 2-5).
De acuerdo con lo reportado (Pichler et al., 2004), la E3 ligasa RanBP2 no aumenta la
SUMOilacién de p53 (Figura R22 A, calles 2 y 6). Utilizando el sustrato de SUMOilacion
de RanBP2, Sp100, pudimos observar que SF2/ASF no fue capaz de estimular la
conjugacién de SUMO1 (Figura R22 B, calles 3-5). RanBP2 fue utilizado como control
positivo (Figura R22 B, calle 6).
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A

GST-p53: + + + + + +
SF2/ASF: - - * -
PIAS1: - - -+ -
Topors (268/644): - - - -+ -
RanBP2AFG: - - - - -
E1/E2/SUMO3: + + + + + 4
ATP: - + + + + +

Mr (KDa)
150—

100—

75—

RanBP2AFG: - - - . . +
SF2/ASF. - - ] -
GST-Sp100: + + + + + +
E2: - + + + + +
E1/SUMO1T: + + + + + +

Mr (KDa) 75—

—Sp100-SUMO1

50—

37—
WB: SUMO1

12 3 4 5 86

Figura R22 | La actividad estimulatoria de la SUMOilacién de SF2/ASF presenta especificidad de
sustrato y es similar en magnitud a la de las E3 ligasas PIAS1 y Topors. (A) Las reacciones de
SUMOilacion /n vitro de p53 fueron llevadas a cabo como en la Figura R20 y agregando 200 ng de
GST-SF2/ASF, 200 ng de GST-PIAS1, 400 ng de Topors (268-644) o 10 ng de GST-RanBP2AFG. (B)
Un fragmento conteniendo GST fusionado a los aminoacidos 241-360 de la proteina Sp100, incluyendo
el sitio de SUMOilacion en la lisina 297 (200 ng), fue incubado con las enzimas E1 (150 ng) y E2 (30
ng) y SUMO3 (1 png), con o sin el agregado de GST-SF2/ASF (200 ng, 500 ng o 1 ug) o GST-
RanBP2AFG (10 ng) por 30 min. Las reacciones fueron frenadas agregando buffer de siembra de SDS-
PAGE y analizadas posteriormente por wesfern blot con un anticuerpo especifico anti-SUMO1 para

detectar la forma SUMOilada del fragmento GST-Sp100.

Estos experimentos in vitro refuerzan los obtenidos con Topoisomerasa I,
demostrando que el rol de SF2/ASF en la conjugacion de SUMO es
independiente de cualquier proceso relacionado con el metabolismo del
ARNm.
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4.9. SF2/ASF REGULA LA SUMOILACION Y LA
ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL DE p53 IN VIVO.

Habiendo demostrado la capacidad de SF2/ASF de interaccionar directamente con p53 y

estimular su SUMOilacién in vitro, realizamos un ensayo de co-inmunoprecipitacién para

verificar si la interaccion ocurre también in vivo. Efectivamente, SF2/ASF y p53

interaccionan en lisados preparados de células en cultivo, como se observa en la Figura

R23 A. Con el objetivo de estudiar si SF2/ASF es capaz de regular la SUMOilacién de p53

in vivo, transfectamos células HEK 293T con un siRNA dirigido contra SF2/ASF. Como se

puede ver en la Figura R23 B, el noqueo de SF2/ASF por siRNA disminuye los niveles de

p53 endégeno SUMOilado.

A

T7-SF2/ASF: - + +
HA-p53: + - +

Mr (KDa) | -
s0— [

37— “ — SF2/ASF

IP: T7/WB: T7

50— — p53
WB: HA (input)

siRNA Control: +
siRNA SF2/ASF: - +

p53-SUMO

—SF2/ASF
WE: SF2/ASF

WB: p-actina

Figura R23 | SF2/ASF regula la SUMOilacion
de p53 in vivo. (A) Células HEK293T fueron
transfectadas con 6 pg de los vectores de
expresion codificando para T7-SF2/ASF y HA-
p53 segun se indica y 72 h mas tarde fueron
lisadas para ser sometidas a
inmunoprecipitacion con una resina de
agarosa acoplada a un anticuerpo anti-T7.
Luego del protocolo de inmunoprecipitacion,
las muestras fueron sometidas a SDS-PAGE'y
western blotf segun se indica en la parte inferior
derecha de cada panel. A la izquierda se
indica el peso molecular (en KDa). (B) Células
HEK293T fueron transfectadas con un siRNA
control o especifico para  SF2/ASF
(concentracién final = 15 nM) vy lisadas 72 h
mas tarde. Las muestras fueron sometidas a
SDS-PAGE 'y analizadas por western blof con
los anticuerpos indicados en la parte inferior

derecha de cada panel.
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El rol de la SUMOilacién sobre la actividad transcripcional de p53 es un tema de
controversia (Melchior y Hengst, 2002). El problema principal con el intento de
establecer univocamente un rol para la SUMOilacién de un factor especifico es que al
sobre-expresar cualquier componente de la maquinaria de SUMOilacidn, se altera la
SUMOilaciéon no s6lo del factor de interés sino probablemente de co-factores que
también se vean afectados por la conjugaciéon de SUMO. Una herramienta muy 1til es la
mutacion de la lisina blanco, de manera de ver qué ocurre cuando un determinado factor
no se puede SUMOQilar. En el caso de p53, el inconveniente extra esta dado por el hecho
de que la lisina 386 que es blanco de SUMOilacién, también puede ser acetilada. A pesar
de lo mencionado, decidimos analizar el rol de SF2/ASF en la actividad transcripcional
de p53. Para ello, utilizamos una construccién reportera que contiene el promotor del
gen blanco de p53, p21, rio arriba de la regién codificante del gen de la luciferasa. La
sobre-expresion de SF2/ASF estimula ~3 veces la actividad transcripcional de p53
(Figura R24). La sobre-expresion de SUMO estimula marginalmente la actividad
transcripcional, mientras que la co-expresion de SF2/ASF y SUMO lleva a un aumento
sinérgico en la actividad transcripcional de p53. Este efecto es dependiente de p53 ya

que no se observa en una linea celular isogénica pero carente de p53 (Figura R24).

p53 +/+ p53 -/-

—_— Figura R24 | SF2/ASF regula la
8 7 actividad transcripcional de p53
©
’5 6 en ensayos reporteros. Células
.h .
C —~ 5 HCT-116 con genotipo p53 +/+ o

(5)

3 3 4 -/-, fueron transfectadas con los
% ‘L vectores de expresion indicados
'g %_ 3 junto con el reportero
_-9 2 | transcripcional de p53 p21-LUC.
>
'-8 1- Luego de 24 h, las células fueron
< 0 [ ] ' ' | lisadas y la actividad de

Luciferasa fue medida segun se

SF2/ASF: - + - + - + indica en “Materiales y Métodos”.
SUMO3: - - + + - 4
[ SF2 /ASF estimula la actividad transcripcional de p53
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4.10. SF2/ASF TIENE CARACTERISTICAS DE UNA E3
LIGASA DE SUMO

Habiendo establecido que SF2/ASF tiene la capacidad de estimular la SUMOilacién de
sustratos especificos, nos preguntamos a qué nivel estaria actuando SF2/ASF para
estimular la conjugacién de SUMO. Dos posibilidades no mutuamente excluyentes
podrian explicar este efecto: la promocion de la formacién del enlace tioester entre Ubc9
y SUMO y/o la estimulacién de la transferencia de SUMO desde Ubc9 al sustrato. Los
enlaces tioesteres SUMO-Ubc9 (“Ubc9~S~SUMO”) pueden detectarse mediante la
utilizacién de geles desnaturalizantes con SDS no reductores seguidos de western blot
con anticuerpos anti-Ubc9 como se muestra en la Figura R25. Estos ensayos permiten
concluir que SF2/ASF no es capaz de estimular la formacién de dichos enlaces (Figura
R25 A, calles 1 vs. 2 y 3 vs. 4). Como es de esperar, el agregado de DTT en el buffer de
siembra desarma completamente los enlaces tioester (Figura R25 A, calle 5). Podria
ocurrir que SF2/ASF aumentara la formaciéon de Ubc9~S~SUMO pero a tiempos
tempranos. Para estudiar esta hipdtesis, realizamos el mismo ensayo pero analizamos
las muestras luego de 30 segundos, 1 6 5 minutos de incubacion (Figura R25 B). Se
puede ver en este caso como la forma Ubc9~S~SUMO aumenta con el tiempo (Figura
R25 B, calles 1, 3 y 5), sin embargo, SF2/ASF no es capaz de estimular la formacién de

Ubc9~S~SUMO (Figura R25 B, calles 2,4 y 6).

A Figura R25 | SF2/ASF no regula la

formacion del enlace tioester entre SUMO

SF2/ASF: y Ubc9. Las proteinas recombinantes E1
ti in):

empo (min) (150 ng), E2 (100 ng) y SUMO1 (200 ng)

3= — Ubc9~S~SUMO
fueron incubadas con o sin el agregado
zz: — Ubco de GST-SF2/ASF (200 ng) y alicuotas de
las reacciones fueron tomadas en los

1 2 3 4 5
tiempos indicados. Las reacciones fueron
B finalizadas mediante el agregado de un
SFASE: volumen de buffer de siembra de SDS-
tiempo (min):

PAGE no desnaturalizante 2X (calles 1-4

37—
: —UbcH-S-SUMO  on A y calles 1-6 en B). Las muestras

25—
20—

fueron analizadas por SDS-PAGE vy

WB: Ubcg western blof con un anticuerpo especifico

vtz 4 s 6T anti-Ubcg.
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Con el objetivo de analizar si SF2/ASF afecta la transferencia de SUMO al sustrato,
utilizamos complejos Ubc9~S~SUMO preformados y medimos luego la tasa de
transferencia de SUMO1 desde Ubc9 a p53 en reacciones denominadas de “single
turnover”. Incubamos para ello enzimas E1, E2 y SUMO1 en ausencia de sustrato, para
permitir la formaciéon de Ubc9~S~SUMO (“Primer paso”). Luego de diluir los complejos
formados en buffer de reaccién conteniendo EDTA para inhibir la actividad de E1 y por
ende la formacion de nuevos complejos Ubc9~S~SUMO, agregamos p53 solo o
conjuntamente con SF2/ASF recombinante (“Segundo paso” 6 transferencia). Tal como
se muestra en la Figura R26 A, SF2/AF estimula la transferencia de SUMO3 desde Ubc9 a
p53 (calles 1-3 vs. 4-6). La E3 ligasa PIAS1 fue utilizada como control positivo (Figura
R26 A, calles 7-9). SF2/ASF también estimula la transferencia de SUMO1 a p53 (Figura
R26 B, calles 1,3 y 5 vs. 2,4y 6). La calle 7 de la Figura R26 B muestra como al omitir el
EDTA en el segundo paso se permiten multiples ciclos de carga/descarga de Ubc9

(“multiple turnover”) dando lugar a una mayor SUMOilacion de p53.

A Figura R26 | SF2/ASF
B estimula la transferencia de
Formacién de Ubc9~5~SUMO3 1* paso
—  Inhibicién de Et/transfer. de SUMO3 ~—— SUMO desde Ubc9 al
. . do
tiempo (min): 1 5 20 1 5 20 1 5 20 2% pase sustrato (p53)_ (A) Luego
“ SF2/ASF PIAS1
Mr (KDa) de incubar las proteinas
100 = ]pSS-SUMOS recombinantes E1 (150
= — 83 ng), E2 (300 ng) y SUMO3
(200 ng) por 30 min, las
reacciones fueron diluidas
B en buffer conteniendo 10
multiple turnover
1erpa5°|:E1fE2|’SUMO1: o+ o+ o+ o+t + o+ mM EDTA para inhibir la
ATP: + + + + + + + -
SFOASF: - 4+ - s - 4 . s actividad de la enzima E1.
pdo p53: .
pas°|: ) osT p-53 ML S S S : h s Posteriormente fue
tiempo (min): 5 15 30 30

Mr (KDa) agregado GST-p53 junto

100 — ] p53-SUMO1
75 — m [ ps3 con GST, GST-PIAS1 o

WE: p53 GST-SF2/ASF (200 ng de
1.2 3 4 5 & 7T 8

cada uno) y las reacciones
fueron incubadas por los tiempos que se indican. Las muestras fueron sometidas a SDS-PAGE y
analizadas posteriormente por wesfern blof con un anticuerpo especifico anti-p53 (clon DO-1). (B) Las
reacciones fueron prepararadas igual que en (A), pero con SUMO1 en vez de SUMO3. Las reacciones
marcadas como mulfjple turnover corresponden a muestras a las que no se les agregd EDTA entre los
pasos 1y 2, de manera que la enzima E1 siguidé activa permitiendo mudltiples rondas de cargado y

descargado de la enzima E2.
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Dos caracteristicas comunes de las enzimas E3 ligasas de SUMO son: i) capacidad de
formar cadenas de SUMO in vitro (Johnson y Gupta, 2001, Pichler et al., 2002, Ulrich,
2008) y ii) ser sustratos de SUMOilacion ellas mismas (Johnson y Gupta, 2001, Kagey et
al, 2005, Kagey et al, 2003, Pichler et al, 2002, Rytinki et al., 2009). Estos dos
fenémenos fueron testeados in vitro para SF2/ASF y los resultados se muestran en la
Figura R27. Como se observa en el panel A, la formacién de cadenas de SUMO3 aumenta
con el tiempo pero SF2/ASF no regula este proceso. Por otro lado, en las condiciones
ensayadas, SF2/ASF no es sustrato de SUMOilacién (panel B, p53 fue utilizado como

control positivo del ensayo)

Figura R27 | SF2/ASF no estimula

A

GST-SUMO3: + + + + + la formacion de cadenas de
SF2/ASF: - - - o+ o+
SUMO3 ni es sustrato de
ATP: - + + + +
tiempo(hs): 1 1 2 1 2 SUMOilacién. (A) Las enzimas E1
¥
g “ (250 ng) y E2 (500 ng) fueron
- -

incubadas con GST-SUMO3 (5

™ == | (GST-SUMO3), . .
ug), en presencia de un sistema

- -y regenerador de ATP, por los

tiempos indicados, con o sin el

agregado de GST-SF2/ASF (200

— GST-SUMO3 )
ng). Las reacciones fueron
WB: SUMO2/3 sometidas a SDS-PAGE'y western
B blot con un anticuerpo anti-
SUMOT MIX: -+ - - - SUMO2/3. (B) T7-SF2/ASF fue
SUMO3 MIX: - -+ R , .
Mr (KDa) MrégoDi) incubado por 2 h con las enzimas
75—
50— ” 15— E1 (150 ng) y E2 (300 ng) y
37_“—SF2!ASF SUMO1 o 3 (1 pg). La reaccion
100— e R
25— - ]pss SMO® on p53 (control) fue llevada a
75—
. —pa3 cabo en condiciones similares
WB: T7 WB: p53

pero con 30 ng de E2.

SF2/ASF posee caracteristicas de SUMO E3 ligasa dado que interacciona cpn
la enzima conjugadora de SUMO, Ubc9, con el sustrato y promueve |
transferencia de SUMO desde Ubc9 al sustrato. Ademas, SF2/ASF presenta
especificidad de sustrato, otra caracteristica de las E3 ligasas.
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4.11. SF2/ASF INTERACCIONA CON PIAS1

Considerando que PIAS1 co-purifica con el spliceosoma (Rappsilber et al.,, 2002) y que
se asemeja a factores denominados scaffold-attachment factors que se sabe
interaccionan con proteinas SR (Nayler et al., 1998), hipotetizamos que SF2/ASF podria
también interaccionar con PIAS1. Efectivamente, ensayos de pull-down de GST
demuestran que SF2/ASF interacciona con PIAS1 (Figura R28 A). Mas aun esta
interaccion depende del dominio RRM2 de SF2/ASF (Figura R28 A, calles 7 y 8) y no es
mediada por ninguna otra proteina ya que SF2/ASF recombinante purificada puede
también ser precipitada por GST-PIAS1 (Figura R28 B). Para verificar esta interaccion in
vivo, HA-PIAS1 y T7-SF2/ASF fueron transfectadas en células HEK 293T vy
posteriormente fue realizado un ensayo de co-inmunoprecipitacién. Como se muestra
en la Figura R28 C y en concordancia con lo observado in vitro, PIAS1 co-

inmunoprecipita con SF2/ASF salvaje pero no con el mutante que carece del RRM2.

TI-SF2IASF: + . . 4 - - + - .
lisados
T7-SF2/ASFARRM2: - + - - + . - + . HA-PIAS1: + + +
TT.SFRASFARS: - - + . - + . . 4 | celulares T7-SF2IASF: - . +
Pull-down: Input (20%) GST  GST-PIAS1 T7-SF2IASF ARRM2: - +
Mr (KDa) Mr (KDa)
&= - — SF2IASF 5= ’ 8 rias
26— - — SF2IASF ARS IP:T7/WB: HA
w| — SF2/ASF ARRM2 - | —sF/asF
WB: T7 _
1 2 3 466789 % - — SF2/ASF ARRM2
IP: T7 | WB: T7
B 37— ‘s —
= - E — SF2/ASF
§ %’ 26— =
= a IP: HA | WB: T7
2 [ =
=8¢ - e =
Mr (KDa) = 75— — PIAS1
= — SF2/ASF =
WE: HA (input)
WB: T7

Figura R28 | SF2/ASF interacciona con la enzima E3 de la via de SUMO, PIAS1. (A) Células HEK293T
fueron transfectadas con los vectores de expresion indicados y posteriormente fueron lisadas. Luego de
tomar una alicuota de los lisados como material de partida (/npuf), los mismos fueron incubados con 2
ng de GST o GST-PIAS1 para realizar el ensayo de GST pull-down. (B) El ensayo de GST pull-down
fue llevado a cabo como en (A) pero utilizando T7-SF2/ASF recombinante (500 ng). En ambos casos el
producto final fue resuelto en SDS-PAGE'y el western blot fue llevado a cabo con un anticuerpo anti-T7.
(C). Luego de tomar una alicuota de cada lisado como /nput, se llevd a cabo una inmunoprecipitacion
con un anticuerpo anti-T7 o anti-HA para luego revelar la presencia de las distintas proteinas por

western blot. En la parte inferior derecha de cada panel se indica los anticuerpos utilizados.
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Estos resultados muestran que la proteina SR SF2/ASF interacciona fisicamente

con la E3 ligasa de SUMO, PIAS1.

4.12.

SF2/ASF REGULA LA ACTIVIDAD DE PIAS1

El hallazgo de que SF2/ASF interacciona con PIAS1 tanto in vivo como in vitro, nos

condujo a probar una posible interaccién funcional entre dichas proteinas en el proceso

de SUMOilacién. PIAS1 estimula la conjugacién de SUMO a nivel global (Figura R29,

calles 1 y 2) y, notablemente, la deplecién de SF2/ASF por medio de siRNA, inhibe

drasticamente el efecto estimulatorio de la SUMOilacién ejercido por PIAS1, indicando

que la actividad de PIAS como E3 ligasa de SUMO depende de la presencia de SF2/ASF

(Figura R29, calles 3 y 4).

FLAG-PIAS1:
siRNA Control:
siRNA SF2/ASF:
HA-SUMO1:

4+ 1« 4
+ 1 o+ +
+ +

++ 0+

Mr (KDa)
250

150—

100—

WB: HA

37—

—— -

WB: SF2/ASF

o

WB: FLAG

SUMO1

conjugado

— SF2/ASF

# — PIAS1

50 —

WB: p-actina
1 2 3 4
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Figura R29 | Los niveles endgenos
de SF2/ASF son necesarios para la
actividad de PIAS1. Células HEK293T
fueron ftransfectadas con siRNA
control o siRNA especifico contra
SF2/ASF y 24 h mas tarde re-
transfectadas con los vectores de
expresion indicados (HA-SUMO3 vy
FLAG-PIAS1, 500 ng de cada uno) y
48 h mas tarde lisadas para ser
sometidas a SDS-PAGE'y western blot
segun se indica en la parte inferior
derecha de cada panel. A la izquierda

se indica el peso molecular (en KDa).
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La co-expresion de PIAS1 y SF2/ASF lleva a un efecto sinérgico de estimulacion de la
SUMOilacién global de proteinas (Figura R30, calles 1-4). Este efecto es abolido al
utilizar la proteina SF2/ASF que carece del dominio RRM2 (Figura R30, calles 1y 2 vs. 5
y 6). Cuando se utilizan cantidades sub-6ptimas de SF2/ASF, las cuales no son
suficientes para estimular la SUMOilacion, el efecto mediado por PIAS1 es potenciado

(Figura R30, panel inferior), demostrando que se trata de un sinergismo funcional.

FLAG-FIAST: - + - + - +
T7-SF2/ASF: - - + + . .
T7-SF2/ASF ARRM2: - - - - - +

HA-SUMO3: + + + + + +

PECFP: +
182 —
SUMO3
15 — conjugado
82 —
WB: HA
37 —
- — SF2/ASF
2 — — ECFP
20 — — SF2/ASF ARRM2
WB: T7/GFP

1 2 3 4 5 6

FLAG-PIAST: - + - + - +
T7-SF2IASF: - - + + - -

SUMO3
conjugado

WB: HA

Figura R30 | SF2/ASF estimula la actividad E3 ligasa de PIAS1 /n vivo. Células HEK293T fueron
transfectadas con vectores de expresion codificando para HA-SUMO3, FLAG-PIAS1, T7-SF2/ASF y T7-
SF2/ASF ARRM2 (500 ng de cada uno) segun se indica. En el panel inferior se muestra un experimento
en el que se transfecté una cantidad limitante de los vectores que codifican para T7-SF2/ASF (50 ng).
Luego de incubar 48 h, las células fueron lisadas para ser sometidas a SDS-PAGE y western blot
segun se indica en la parte inferior derecha de cada panel. A la izquierda se indica el peso molecular

(en KDa).
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Al usar cantidades sub-6ptimas de PIAS1 (sélo capaces de estimular levemente la
SUMOilaciéon - Figura R31, calles 1y 6), se puede observar que tanto SF2/ASF como sus
mutantes ARRM1 y ARS tienen un efecto sinérgico sobre la actividad de PIAS1 (Figura
R31, SF2/ASF: calles 2 y 7, ARRM1: calles 3 y 8, ARS: calles 5 y 10). En contraste, el
mutante ARRM2, no sélo no es capaz de estimular la SUMOilacién, sino que tampoco
puede aumentar el efecto de PIAS1 (Figura R31, calles 4 y 9). Es importante recalcar que
si bien la co-expresion de SF2/ASF aumenta la expresion de PIAS1, esto también ocurre
con los mutantes, incluido el ARRM2 (Figura R31, calles 6-10), el cual no tiene efecto
sobre la actividad de PIAS1, demostrando que los cambios sutiles en la expresién de

PIAS1 no son suficientes para explicar la interaccién funcional entre PIAS1 y SF2/ASF.

FLAGPIAST: - - - - - + + + + ¢
T7-SF2/ASF: - * - - - - + - - .
T7-SF2/ASF ARRM1: - - + - .
T7-SF2/ASFARRM2: - - - + =« -« =« =« % =«
T7-SF2/ASF ARS: - B
HA-SUMO1: + + + + + + + + + +

Mr (KDa)
250 —
150 = SUMO1
100 — conjugado
75—
WB: HA
75—} ﬁ — PIAS1
WB: FLAG
37T -
. . — SF2/ASF
- | — SF2/ASF ARS
25— :

' — SF2/ASF ARRM2
20= — SF2/ASF ARRM1
15 =

WB: T7
50 =
|—- — p-actina
WB: p-actina

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura R31 | El efecto estimulatorio de SF2/ASF sobre la actividad E3 ligasa de PIAS1 depende de su
dominio RRM2. Células HEK293T fueron transfectadas con los vectores de expresion que codifican
para las proteinas HA-SUMO1 (500 ng), T7-SF2/ASF salvaje y mutantes (500 ng) y FLAG-PIAS1 (100
ng). Luego de incubar 48 h, las células fueron lisadas para ser sometidas a SDS-PAGE'y western blot
segun se indica en la parte inferior derecha de cada panel. A la izquierda se indica el peso molecular

(en KDa).
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Estos resultados demuestran que mas alla de la funcién de SF2/ASF como SUMO
E3 ligasa descripta mas arriba, SF2/ASF interacciona con la E3 ligasa de SUMO,
PIAS1 y regula su actividad.

4.13. SF2/ASF ESTA INVOLUCRADA EN LA
ESTIMULACION DE LA SUMOILACION
DESENCADENADA POR ESTRES HIPERTERMICO

Quisimos averiguar si SF2/ASF podria estar involucrada en alguna condicidn fisioldgica
en la cual los niveles de SUMOQilacién global de proteinas fuesen regulados. Para ellos
estudiamos la respuesta celular al estrés térmico dado que se sabe que rapidamente
estimula la conjugacion de SUMO, en particular de SUM02/3 (Tempe et al., 2008). Por
otro lado, ha sido descripto que la localizaciéon sub-nuclear de SF2/ASF cambia como
consecuencia del estrés térmico re-localizandose en los nSBs (Biamonti, 2004, Chiodi et
al,, 2004). Llamativamente, asi como su efecto sobre la SUMOilacion, esta re-localizacion
depende del dominio RRM2 (Chiodi et al., 2004). Células HEK 293T fueron transfectadas
segun se indica y expuestas a un shock término de 42°C por 15 minutos (con sus
respectivos controles permaneciendo a 37°C) y posteriormente analizamos Ila
conjugacién de SUMO3 mediante un ensayo de western blot. Tal como se esperaba, el
estrés térmico produjo un aumento de la SUMOilacion global de proteinas por SUMO3
(Figura R32, calles 1 y 2). Notablemente, cuando las células fueron depletadas de
SF2/ASF con un siRNA, dicha estimulacién de la SUMOilacion fue drasticamente inhibida
(Figura R32, calles 3 y 4). Mas aun, la sobre-expresion del mutante de SF2/ASF que
carece del dominio RRM2 también es capaz de inhibir la SUMOilacién, tanto basal como

aquella inducida por el estrés térmico (Figura R32, calles 5 y 6).
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sIRNA Control:  + + - - 4 & Figura R32 | SF2/ASF y SUMOilacion
SiRNA SF2/ASF: - - + % . .

TT-SF2ASF ARRMZ: - - - - & 4 inducida por estrés térmico. Células

HA-SUMO3: + + + + + 4 HEK293T fueron transfectadas con

Estrés térmico: - + - * - +

= Q ‘1 N los siRNAs segun se indica (15 nM

Mr (KDa) |

260 — concentracion final) y 24 h mas tarde

fueron re-transfectadas con los

150 — | SumMos vectores que codifican para HA-
conjugado

SUMO3 (500 ng) y T7-SF2/ASF

1cc ARRM2 (1 pg). Luego de 48 h, las

75 — | - = / células fueron expuestas a 42°C por

WB: HA 15 min o permanecieron a 37°C como

= M — SF2/ASF control. Posteriormente, las células

WB: SF2/ASF fueron lisadas para ser sometidas a

20— d —SF2ASFARRM2  SDS-PAGE y western blof segun se

. WB: T7 indica en la parte inferior derecha de

37— W“W”’m‘hnwn — GAPDH cada panel. A la izquierda se indica el
WB: GA';E;H peso molecular (en KDa).

1 2 3 4 5 6

Quisimos testear la hipétesis de que los nSBs son sitios de acumulaciéon de proteinas
SUMOiladas, lo que proveeria un interesante punto de contacto entre SF2/ASF, la
magquinaria de SUMOilaciéon y proteinas de uniéon al ARN. Para ello, transfectamos
células con un vector de expresiéon de SUMO1 fusionado a la proteina fluorescente
mCherry y otro vector codificando para la proteina marcadora de nSBs, HAP, fusionada a
la proteina fluorescente verde. Las células fueron expuestas a estrés térmico para
inducir la formacién de nSBs de acuerdo con los protocolos reportados (Chiodi et al,,
2004, Denegri et al, 2001). Como se observa en la Figura R33, a 37°C no hay co-
localizacién de SUMO1 con HAP (paneles A-C). En contraste, en células expuestas a 42°C
hay co-localizacién de SUMO con HAP (paneles D-F, flecha blanca), indicando que SUMO
se concentra en los nSBs, lugar de residencia de un gran niimero de proteinas de unién a
ARN (Denegri et al., 2001). Al inhibir la expresién de SF2/ASF por medio de siRNA, se
puede ver que SUMO1 ya no se concentra en los nSBs (Figura R33, paneles G-], flecha

blanca).
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Figura R33 | Los nSBs son sitios de acumulacién de SUMO1. Células HelLa fueron transfectadas con
las construcciones indicadas. Veinticuatro horas mas tarde, las células fueron transferidas a un bafo a
42°C por 1 hy luego se les permitié que recuperen del estrés por 1 h a 37°C. Las células fueron fijadas,
permeabilizadas e incubadas, en los casos indicados, con un anticuerpo anti-SF2/ASF (G-J). GFP-HAP
fue utilizado como marcador de nSBs. La flecha blanca en los paneles G-J muestra una célula con

reducida expresion de SF2/ASF. Las barras blancas corresponden a 30 um.

Resultados similares se obtuvieron al analizar SUMOZ2 en vez de SUMO1 y los mismos se

muestran en la Figura R34.
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mCherry-SUMO2 GFP-HAP merge
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42°C | siRNA SF2/ASF

Figura R34 | Los nSBs son sitios de acumulacion SUMO2. Células HelLa fueron transfectadas con las
construcciones indicadas. Veinticuatro horas mas tarde, las células fueron transferidas a un bafo a
42°C por 1 hy luego se les permitié que recuperen del estrés por 1 h a 37°C. Las células fueron fijadas,
permeabilizadas e incubadas, en los casos indicados, con un anticuerpo anti-SF2/ASF (G-J). GFP-HAP
fue utilizado como marcador de nSBs. La flecha blanca en los paneles G-J muestra una célula con

reducida expresion de SF2/ASF. Las barras blancas corresponden a 30 pm.

Para confirmar que los cimulos nucleares de SUMO corresponden a proteinas
SUMOiladas y no a SUMO libre, hicimos uso de la proteina de fusion GFP-SUMO1 y la
mutante GFP-SUMO1(GA), la cual no se puede conjugar a proteinas blanco por carecer,
la proteina madura, de la glicina terminal que forma el enlace isopeptidico con el
sustrato. De hecho, confirmamos esto por western blot de células transfectadas con una
u otra construccién y, como puede observarse en la Figura R35 A, GFP-SUMO1 es capaz

de conjugarse a proteinas celulares mientras que el mutante GFP-SUMO1(GA) no. Una

~87 ~



RESULTADOS

vez validado el uso de la mutante, realizamos ensayos de inmunofluorescencia como en
las Figuras R33 y R34. Como se observa en la Figura R35 B, los granulos de GFP-SUMO1
co-localizan con los de la proteina Sam68, marcador de los nSBs (paneles a-c). En el caso
de la proteina GFP-SUMO1(GA), se observa un patrén de localizacién nuclear difuso, no

existiendo co-localizacién con los nSBs (Figura R35 B).

GFP-SUMO1: +
GFP-SUMO1(GA): - +

GFP-SUMO
GFP-SUMO1
conjugado

libre

WB: GFP

GFP-SUMO{GA)

Figura R35 | Los nSBs son sitios de acumulacién de proteinas conjugadas a SUMO. Células HEK293T
fueron transfectadas con las construcciones codificando para GFP-SUMO1 o GFP-SUMO1(GA).
Veinticuatro horas mas tarde, las células fueron transferidas a un bafio a 42°C por 1 h y luego se les
permiti6 que recuperen del estrés por 1 h a 37°C. Las células fueron fijadas, permeabilizadas e
incubadas con un anticuerpo anti-Sam68, como marcador de nSBs. El anticuerpo secundario utilizado
estaba conjugado a Alexa Fluor 637. GFP-SUMO se muestra en verde y Sam68 en rojo. Las barras

blancas corresponden a 20 pum.

En conjunto, estos resultados (Figuras R32-R35) demuestran que SF2/ASF
participa en el aumento de la SUMOilacion en respuesta al estrés térmico. Mas
aun, SF2/ASF seria al menos uno de los nexos entre el aumento de SUMOilacion

y los nSBs.

~ 88 ~



RESULTADOS

4.14. SF2/ASF REGULA LA SUMOILACION DE
PROTEINAS RELACIONADAS CON EL
METABOLISMO DEL ARN

Con el objetivo de establecer una relacién mas directa entre la actividad estimulatoria de
la SUMOilacién de SF2/ASF y proteinas involucradas en algin aspecto del metabolismo
del ARN, elegimos dos sustratos conocidos de SUMOilacién, Samé68 (Babic et al., 2006) y
la proteina nucleolar Nop58 (Angus I. Lamond, comunicacién personal). Sam68 es una
proteina involucrada en la regulacién de varios procesos celulares, entre ellos,
transcripcidn y splicing (Rajan et al.,, 2008). Por su parte, Nop58 esta involucrada en la
regulacién del procesamiento del ARN ribosomal (Lyman et al., 1999). SF2/ASF reside
también en el nucléolo (Ahmad et al., 2009), y se les ha reportado a las proteinas SR un
rol en el procesamiento del ARN ribosomal (Bubulya et al., 2004), convirtiendo a Nop58
en un sustrato de SUMOilacién interesante en la bisqueda de blancos de SF2/ASF. El
procedimiento utilizado para estudiar la SUMOilacién de estas dos proteinas consistié
en la transfeccion de células HEK 293T con un plasmido codificando para la proteina
SUMO1 fusionada a un tag de hexahistidina. Este permite el enriquecimiento de
proteinas SUMOiladas en una muestra mediante cromatografia de afinidad utilizando
una matriz de Ni2*-agarosa. En el caso de Nop58 se estudié la SUMOilacidén de la proteina
endbégena mientras que en el caso de Sam68 se utilizd la proteina sobre-expresada
debido a la disponibilidad de anticuerpos. Como se puede observar en la Figura R36, el
noqueo de la expresion de SF2/ASF disminuye mientras que la sobre-expresion

aumenta la SUMOilacién tanto de Nop58 (A) como de Sam68 (B).
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lisados NiZ*-pull-down
T7-SF2/ASF: - - + - - +
siRNA Control: + -+ + -+
siRNA SF2/ASF: - + - - + -
His-SUMO1: + + + + + +
Mr (KDa)
150 —

100 = J His-SUMO1-Nop58

5=
— Nop58
WE: Nop58
lisados Ni**-pull-down
T7-SF2/ASF: - - + - -+
siRNA Control: + - + + -+
siRNA SF2/ASF: - + - - + -
HA-Sam68: + +
His-SUMO1: + +
Mr (KDa)
100 — His-SUMO1-HA-Sam68
— HA-Sam68

WB: HA
Figura R36 | SF2/ASF estimula la SUMOilacién de las proteinas Sam68 y Nop58. Células HEK293T
fueron transfectadas con los siRNAs indicados y 24 h mas tarde con los vectores de expresion que se
indican. Luego de 48 h, las células fueron lisadas y sometidas al protocolo de purificacion con la resina
NFE*-NTA en condiciones desnaturalizantes. Una fraccién de los lisados (3%) fue utilizada como /nput
("lisados”). Las proteinas purificadas fueron eluidas con imidazol 100 mM y 2% SDS. Las muestras
fueron sometidas a SDS-PAGE y western blot segun se indica en la parte inferior derecha de cada

panel. A la izquierda se indica el peso molecular (en KDa).

SF2 /ASF participa en el aumento de la SUMOilaciéon de proteinas relacionadas
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5.1. RESUMEN DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

Este trabajo demuestra que la proteina SR SF2/ASF participa en la regulacién de la
SUMOilacion de proteinas, ya que estimula la conjugaciéon de SUMO tanto in vivo como in
vitro. SF2/ASF ejerce su efecto a dos niveles diferentes. Primero, interacciona con Ubc9
promoviendo la SUMOilacién de sustratos especificos in vitro y por ende funcionando
como una nueva SUMO E3 ligasa. Segundo, regula la actividad de otra E3 ligasa de SUMO,
la proteina PIAS1. La evidencia indica que este rol en el proceso de SUMOilacién es
ejercido por SF2/ASF independientemente de su actividad como factor de splicing y
depende de interacciones proteina-proteina mediadas por su dominio RRM2. En cuanto
a la relevancia fisiolégica de la SUMOilacién mediada por SF2/ASF, la conjugacion de
SUMO a las proteinas Topoisomerasa I, p53, Nop58 y Sam68 es regulada por esta
proteina SR. Mas audn, el aumento en la conjugacién de SUMO y el cambio en la
localizacién sub-nuclear de sustratos de SUMO mediado por el estrés hipertérmico
parecen ser procesos regulados por SF2/ASF, quien seria un factor molecular capaz de

relacionar las maquinarias de SUMOilacién y del metabolismo del ARN.

5.2. SF2/ASF TIENE ACTIVIDAD DE E3 LIGASA DE
SUMO

Poco se sabe en la actualidad acerca de la regulacion fisiolégica del proceso de
SUMOilacién en comparaciéon con el vasto conocimiento bioquimico que se ha adquirié
en los ultimos anos. El hecho de poder recapitular el proceso de SUMOilacién en
reacciones in vitro libres de células, si bien acarrea sus limitaciones en cuanto al rol
fisiolégico, provee una herramienta muy potente a la hora de establecer el efecto
especifico de una proteina en la conjugacién de Ubls en general. Haciendo uso de esta
herramienta pudimos determinar, en primer lugar, que la accién estimulatoria de la

SUMOilacion ejercida por SF2/ASF ocurre rio abajo de Ubc9 en la cascada de
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conjugacién de SUMO dado que SF2/ASF no estimula la formacién del enlace tioester
entre SUMO y Ubc9 (Fgura R25). En segundo lugar, SF2/ASF no presenta actividad de
SUMO E2, dado que no es capaz de conjugar SUMO a Topoisomerasa I en ausencia de

Ubc9 (Figura R17).

Las E3 ligasas son definidas como proteinas que facilitan la transferencia de Ub/Ubls
desde la enzima E2 al sustrato. Las E3 ligasas de ubiquitina de la familia HECT forman
intermediarios tioester con ubiquitina, mientras que todas las otras E3 ligasas
descriptas forman complejos con la E2 “cargada” (unida al Ubl mediante enlace tioester)
y las proteinas blanco (Bernassola et al., 2008, Rotin y Kumar, 2009). Por otro lado, las
E3 ligasas de la familia RING funcionan como adaptadores que aproximan al sustrato y a
la E2 cargada con Ub (Deshaies y Joazeiro, 2009, Joazeiro y Weissman, 2000). Por los
datos presentados, SF2/ASF cumple con los criterios funcionales para ser definida como
una E3 ligasa (Geiss-Friedlander y Melchior, 2007): i) interacciona con la enzima
conjugadora E2, Ubc9; ii) interacciona con sustratos de SUMOilacidn; iii) aumenta la
transferencia de SUMO desde la E2 hacia el sustrato. Si bien estas caracteristicas hacen
de SF2/ASF una proteina con actividad del tipo E3 ligasa, queda por determinarse si
ejerce su rol de manera catalitica o actuando como un factor estequiométrico (factor
“puente”) ente Ubc9 y el sustrato. En el caso de las E3 ligasas de SUMO reportadas hasta
la fecha, sdlo se ha demostrado capacidad de aumentar la transferencia para tres de ellas
-RanBP2, PIAS y Pc2- y catalisis para dos de ellas -RanBP2 y PIAS- (Pichler et al,, 2002,
Pichler et al., 2004, Reverter y Lima, 2005, Yunus y Lima, 2009). No se ha mostrado un
mecanismo catalitico para Pc2 (Kagey et al., 2003) y, en el caso de Topors, no se ha
demostrado ni catalisis ni capacidad de aumentar la transferencia de SUMO al sustrato
(Hammer et al, 2007, Pungaliya et al, 2007, Weger et al, 2005). Si bien el
establecimiento de cémo una proteina aumenta la conjugacién de SUMO (o para el caso,
cualquier proceso celular) es importante para comprender los mecanismos moleculares
que subyacen a los procesos bioldgicos, el hecho de que una proteina aumente la
conjugacién de SUMO de manera catalitica o no, no establece una jerarquia en cuanto a
la importancia bioldgica. Dado que los grandes grupos de investigacién que trabajan en
SUMOilacién suelen ser “descendientes” del campo de la Ub, existe un sesgo importante
en el campo hacia los aspectos bioquimicos. Esto acarrea, como se menciona mas arriba,
una consecuencia positiva que es el gran conocimiento que se tiene en la actualidad
acerca de la estructura y funcion de varios componentes de la via de conjugacion de

SUMO en tan poco tiempo de existencia del campo. Como contrapartida, se suele restar
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importancia a regulaciones en las que no hay actividad catalitica demostrada.

El papel de las SUMO E3 ligasas conocidas ha sido basicamente estudiado mediante la
sobre-expresion de las mismas en células en cultivo o bien en sistemas de SUMOilacion
in vitro. Una dificultad importante de estos dos abordajes experimentales es la
imposibilidad de conocer la relevancia de los niveles de expresion fisiolégicos de estas
ligasas. En este sentido, el uso de estrategias de RNA de interferencia nos ha permitido
demostrar que los niveles fisiologicos de expresion de SF2/ASF son necesarios para
mantener los niveles normales de SUMOilacidn global (Figuras R5 y R6). Esto se asemeja
a lo observado para las E3 ligasas de levaduras Siz1 y Siz2, cuya disrupcién génica anula
la modificacién por sumo de la mayoria de las proteinas blanco estudiadas (Johnson y

Gupta, 2001).

5.3. LAS MULTIPLES CARAS DEL DOMINIO RRM2 DE
SF2/ASF

Los dominios RRM son los dominios de unién al ARN mas abundantes en vertebrados,
estando presente en el 0,5-1% de los genes (Venter et al, 2001). Las proteinas que
contienen dominios RRM estan involucradas en la mayoria de los procesos co- y post-
transcripcionales de la expresidn génica, procesamiento de ARN mensajero y ribosomal,
exportacién y estabilidad del ARN, traduccién (Dreyfuss et al, 2002). Estudios
estructurales y bioquimicos durante los ultimos diez afios, han demostrado que estos
dominios no so6lo estidn involucrados en el reconocimiento del ARN sino también en
interacciones proteina-proteina (Clery et al., 2008). En cuanto a SF2/ASF, su dominio
RRM2 es necesario para la regulacion del splicing de EDI y Ela in vivo (Blaustein et al.,
2009, Chiodi et al,, 2004) y para la regulacién de la traduccién (Blaustein et al., 2009,
Michlewski et al., 2008). En cuanto a su rol en el proceso de NMD, son necesarios sus
dominios RRM2 y también el RS (Zhang y Krainer, 2004). La actividad de SF2/ASF en la
conjugacién de SUMO depende de su dominio RRM2 dado que la delecién del mismo
anula su capacidad de interaccionar con Ubc9 (Figura R15) como asi también de
estimular la SUMOilaciéon (Figuras R8 y R9). Mas atn, este dominio RRM2 resulta ser no

s6lo necesario sino suficiente para la actividad estimulatoria de la SUMOilacidn ejercida
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por SF2/ASF (Figura R9). Los resultados obtenidos al comparar el efecto de SF2/ASF
con el de otras proteinas SR apoyan la idea de un rol primordial para el dominio RRM2.
La proteina SRp20 que carece naturalmente de un RRM2, es incapaz de estimular la
SUMOilacion. En el caso de SRp30c y SRp40, ambas proteinas SR poseen un RRM2 con
una identidad de secuencia respecto del de SF2/ASF de 72% y 37%, respectivamente.
Sélo SRp30c fue capaz de estimular la SUMOilacién (Figura R10), indicando que la mera
presencia de un RRM2 no es suficiente para regular la conjugacién de SUMO. Un
detallado andlisis estructural y mutacional del dominio RRM2 de SF2/ASF podra
proveer mas informacion acerca del mecanismo molecular por el cual SF2/ASF estimula

la SUMOilacién.

5.4. LA ACTIVIDAD DE SF2/ASF EN EL PROCESO DE
SUMOILACION ES INDEPENDIENTE DEL ARN

El rol de SF2/ASF en la via de conjugacién de SUMO es independiente de las actividades
previamente descriptas (splicing, NMD, traduccién, etc. - Ver Introduccién). Esta
afirmacion esta apoyada por evidencia proveniente de distintos tipos de experimentos.
En primer lugar, la actividad de SF2/ASF en el proceso de SUMOilacién depende sélo de
su dominio RRM2, el cual, como se menciona mas arriba es necesario y suficiente para
regular la SUMOilacién in vivo. En el caso de la actividad de SF2/ASF como factor de
splicing, el dominio RRM2 también es necesario, pero no es suficiente, al menos sobre la
regulacion de los tres eventos de splicing testeados, EDI, CFTR y Ela (Figuras R11-R13).
Mas aun, esta actividad de SF2/ASF en el proceso de splicing depende del dominio RRM1
(Figura R11), en contraste a lo que ocurre con su rol en SUMOilacién. En segundo lugar,
los experimentos de SUMOilacién in vitro, al llevarse a cabo con proteinas
recombinantes purificadas, demuestran fehacientemente que la actividad de SF2/ASF
no depende de efectos indirectos relacionados con el metabolismo del ARN. Tercero, la
interaccion de SF2/ASF con la enzima conjugadora E2, Ubc9, no depende de la presencia
de ARN ni ADN, apoyando la idea de que se trata de una interaccién proteina-proteina

directa (Figuras R15 y R16).
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5.5. SF2/ASF & p53: EL COMIENZO DE UNA NUEVA
RELACION?

La proteina p53 es un supresor de tumores que responde a distintos tipos de estrés
activando numerosas y diversas respuestas celulares que incluyen: arresto del ciclo
celular, senescencia, apoptosis y reparacion del ADN. Una funcion clave de p53 es la de
factor de transcripcion y la seleccion diferencial de los genes blanco parece ser crucial
en los mecanismos que determinan qué respuesta serd desencadenada luego de su
activacion (Vousden y Prives, 2009). En cuanto a modificaciones post-traduccionales en
lisinas, p53 es sustrato de ubiquitinacién mdiada por Mdm2 (Rodriguez et al., 2000),
NEDDilacion mediada por Mdm2 (Xirodimas et al, 2004), acetilacion mediada por
p300/CBP (Gu y Roeder, 1997) y metilacién mediada por Set7/9 (Chuikov et al., 2004),
Smyd2 (Huang et al., 2006) y Set8 (Shi et al,, 2007). En condiciones basales y luego de
haber ejercido su funcidn, la actividad de p53 se ve limitada por la accidn de la proteina
Mdm2, la cual es capaz de ubiquitinar a p53, funcionando como E3 ligasa, llevandolo a la
degradacién por el proteasoma (Haupt et al., 1997, Kubbutat et al,, 1997). p53 también
es blanco de SUMOilacién (Rodriguez et al., 1999) y la lisina blanco, K386, es susceptible
de ser no s6lo SUMOilada, sino también acetilada y ubiquitinada (Carter y Vousden,
2009). La funcidén fisiolégica de la SUMOilaciéon de p53 es, por el momento, muy
controversial (Melchior y Hengst, 2002). Se ha reportado que la misma estimula
(Gostissa et al, 1999, Rodriguez et al, 1999), no afecta o reprime la actividad
transcripcional (Kwek et al, 2001, Muller et al, 2000, Schmidt y Muller, 2002).
Agregando mas niveles de complejidad, Mdm2 también es blanco de SUMOilacién
(Xirodimas et al., 2002). La proteasa especifica de SUMO, SUSP4 regula el eje p53-Mdm2
en respuesta al dafio inducido por luz UV (Lee et al., 2006). Este estimulo, induce la
acumulaciéon de SUSP4, la cual se une a Mdm2, liberando a p53 y llevando a su
estabilizacidon. La de-SUMOilacién mediada por SUSP4 promoveria la ubiquitinacion y
degradacién de Mdm2 (Lee et al, 2006). Dentro de este panorama de creciente
complejidad, recientemente se ha reportado una interrelaciéon entre SUMOilacion y
acetilacién que regula el pegado al ADN y la actividad transcripcional de p53 (Wu y
Chiang, 2009). En esta Tesis, reportamos que SF2/ASF es capaz de regular la
SUMOilaciéon de p53 in vitro (Figuras R20-R22) e in vivo (Figura R23). Mas aun, SF2/ASF
estimula la actividad transcripcional de p53, medida con una construccién reportera
conteniendo el promotor del gen respondedor a p53, p21 (Figura R24). Este aumento en

la actividad transcripcional de p53 mediado por SF2/ASF es potenciado por la co-
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expresion de SUMO, indicando que SF2/ASF, p53 y SUMO estan conectados de alguna
manera. En esta instancia resulta osado hipotetizar acerca de como SF2/ASF podria
estar regulando la actividad transcripcional de p53. Sin embargo, es importante traer a
la escena un articulo reciente que muestra que la quinasa de SF2/ASF, SRPK1
interacciona y es regulada por chaperonas moleculares, algunas de las cuales son
conocidas chaperonas de p53 (Zhong et al., 2009). Dado que SF2/ASF es capaz de unirse
fuertemente a SRPK1 (Koizumi et al.,, 1999, Ma et al,, 2009), es posible que SF2/ASF
forme parte de un gran complejo proteico que incluya a SRPK1, chaperonas de p53 y,
probablemente, a la misma p53. Otra idea que surge de este andlisis y que amerita
posterior experimentacion, es que las chaperonas como Hsp40, Ahal, Hsp70 y Hsp90, al
regular la actividad de SRPK1, regulen el estado de fosforilacién de SF2/ASF lo que,

posiblemente, altere su capacidad de SUMOilar distintas proteinas blanco.

5.6. SF2/ASF & TOPOISOMERASA I: REGULACION
MUTUA

La ADN Topoisomerasa [ es una enzima multifuncional, constitutivamente expresada,
que localiza en sitios de activa transcripciéon (Juan et al.,, 1988, Zhang et al., 1988). Su
funciéon mejor descripta es controlar el estado topoldgico del ADN, aliviando la tensién
que se genera luego de la separacion de las hebras durante la transcripcidn, replicacion
y reparaciéon (Pommier, 2006). El mecanismo catalitico involucra la formacién de un
complejo ADN-Topo I con la enzima covalentemente unida al extremo 3’ de la hebra de
ADN clivada. Este complejo es de vida media muy corta y su estabilizacién por
compuestos de la familia de la camptotecina (CPT) pueden causar acumulacién de
roturas en la hebra de ADN y, eventualmente llevar a la muerte celular. Como se ha
mencionado en esta Tesis, aparte de su funcion en la relajacion del ADN superenrollado,
Topo I es una quinasa de proteinas SR (Rossi et al.,, 1996). La deplecién de Topo I lleva a
hipofosforilacién de las proteinas SR y trae defectos en la regulacién del splicing (Soret
et al,, 2003). En esta misma linea, inhibicién de la fosforilacién de poteinas SR mediada
por Topo I interfiere con el ensamblado del spliceosoma causando, eventualmente, la
muerte celular (Pilch et al,, 2001). Topo I puede unirse al ADN y catalizar la relajacién o
unirse a proteinas SR y ATP y ejercer su rol como proteina quinasa, pero embas

actividades son mutuamente excluyentes. SF2/ASF interacciona con Topo [ a través de

~ 96 ~



DISCUSION

sus dominios RRM (Kowalska-Loth et al., 2005) e inhibe la relajacién del ADN mediada
por Topo I (Andersen et al., 2002). El tratamiento con CPT inhibe la accién de Topo Iy, al
mismo tiempo, induce su SUMOilaciéon (Mao et al, 2000). Dado, como se menciona
arriba, que SF2/ASF es capaz de inhibir la actividad de Topo I, resultard interesante
testear la hipodtesis que SF2/ASF inhibe la actividad de Topo [ induciendo su
SUMOilacion. Mas aun, dado que ambas proteina tienen un rol en Ia
formacién/eliminacién de los R-loops (Li y Manley, 2005, Masse y Drolet, 1999), también
es tentador especular que podrian estar llevando a cabo funciones de forma concertada
y una de sus relaciones moleculares podria ser la de sustrato de conjugaciéon de SUMO-

E3 ligasa (Topo [-SF2/ASF).

5.7. SF2 /ASF & PIAS1

Nuestros resultados muestran un mecanismo de accién cooperativo entre SF2/ASF y
PIAS1. La sobreexpresion de SF2/ASF potencia el efecto estimulatorio de PIAS1 sobre la
SUMOilaciéon de proteinas (Figuras R30 y R31). Mdas aun, este efecto cooperativo
dependeria de la interaccién fisica entre estas proteinas ya que la mutante de SF2/ASF
que carece del dominio RRM2 es incapaz de interaccionar con PIAS (Figura R28) y es, a
su vez, incapaz de potenciar la actividad de PIAS1 (Figuras R30 y R31). Notablemente, el
noqueo de SF2/ASF bloquea el efecto estimulatorio de PIAS1 sobre la SUMOilacién
(Figura R29). De esta manera, SF2/ASF no sélo presenta una actividad intrinseca como
E3 ligasa sino que también es necesaria para que otra E3 ligasa desarrolle su accion. De
este modo, su papel como co-regulador de una E3 ligasa agrega un nuevo nivel de
regulacion a la via de SUMOilaciéon de proteinas, en forma semejante al caso de los
complejos de ubiquitina E3 ligasa ya descriptos (Deshaies y Joazeiro, 2009, Joazeiro y
Weissman, 2000). Especificamente, las proteinas Bard1 (Hashizume et al., 2001), Bmil
(Wang et al., 2004) y MdmX (Linares et al., 2003) no tienen actividad intrinseca E3 ligasa
pero las tres interaccionan con una segunda proteina (Brcal, Ringlb y Mdm2,
respectivamente) que si la posee y la formacién de los heterodimeros estimula la
actividad E3. En cuanto a la ocurrencia de complejos con actividad E3 en la via de SUMO,
se ha descripto un gran complejo de varias sub-unidades con actividad de E3 ligasa de
SUMO en S. pombe (Andrews et al, 2005). De este modo, hipotetizamos que SF2/ASF

podria ser parte de un complejo proteico formado por ella misma, PIAS1 y posiblemente
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otras proteinas, funcionando en forma concertada para regular la SUMOilacién. Dado
que no se sabe actualmente a ciencia cierta de qué manera se logra la especificidad de
sustrato in vivo, asi como tampoco se sabe como se activa la SUMOilacién en respuesta a
distintas condiciones fisio-patoldgicas, es tentador especular que la formacién de
complejos con actividad E3 ligasa de SUMO podria aportar la versatilidad necesaria para

seleccionar sustratos, timing e intensidad de la modificacién por SUMO.

A diferencia de lo que ocurre con la ubiquitinacidn, en el caso de la SUMOilacién no se ha
encontrado un patrén estructural ni funcional en sus E3 ligasas. La actividad catalitica
de PIAS1, pero no la de RanBP2, depende de un dominio denominado RING-like. A pesar
de esta diferencia y de diferencias en las secuencias aminoacidicas entre PIAS1 y
RanBP2, ambas comparten la capacidad de estimular la formacién de cadenas de SUMO.
RanBP2 forma cadenas de sumo sobre ella misma (Pichler et al., 2002) mientras que
Siz1, homologa de PIAS, induce la formacién de cadenas de SUMO libres asi como
también cadenas de SUMO sobre sustratos especificos (Johnson y Gupta, 2001). El
descubrimiento de Pc2 como un nuevo miembro de la familia de E3 ligasas de SUMO no
hizo mas que demostrar que las E3 ligasas de SUMO no poseen caracteristicas
estructurales en comun (Kagey et al,, 2005, Kagey et al., 2003). El andlisis de secuencia
de SF2/ASF demuestra que no contiene un dominio de tipo HECT ni RING como los de
las E3 ligasas de Ub. Mas aun, la comparaciéon del dominio RRM2 de SF2/ASF contra
patrones conservados generados por la herramienta bioinformatica PRATTS, BLAST o
psi-BLAST no dio ninguna identidad significativa con ninguna de las E3 ligasas de SUMO
(PIAS, RanBP2, Pc2, Topors). Ademas, SF2/ASF no estimula la formacién de cadenas de
SUMO3 in vitro (Figura R27).

5.8. UBIQUITINA/UBLS Y METABOLISMO DEL ARN

Distintas evidencias apuntan a una relacién estrecha entre Ub y proteinas relacionadas
con el metabolismo del ARN mensajero. En primer lugar, Ub y Ubls co-purifican con el
spliceosoma (Makarov et al., 2002, Rappsilber et al., 2002). No sélo la conjugacién o la

interaccion no covalente con Ub/Ubls es capaz de ejercer funciones regulatorias. Por

5 www.ebi.ac.uk/Tools/pratt/index.html
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ejemplo, el factor de splicing SF3A120 (del inglés splicing factor 34, subunit 1, 120 KDa)
posee como parte de su secuencia, en su extremo C-terminal, un dominio de tipo Ub
(una secuencia con 30% de identidad de secuencia con la Ub y que presenta un
plegamiento caracteristico) (Hochstrasser, 2000). Este motivo proteico es muy comun y
esta caracterizado por una estructura denominada B-grasp, porque las hojas B parecen
estar envolviendo, en cierto modo, a la hélice. Este motivo de plegamiento B-grasp es
caracteristico de todas las Ubls. Las funciones regulatorias que cumplen la Ub y las Ubls
requieren que el conjugado Ub/Ubl-sustrato sea reconocido por dominios de unién a
Ub/Ubls. En el caso de Ub se los conoce como UBDs (del inglés ubiquitin binding
domains) (Hurley et al., 2006), mientras que en el caso de SUMO, se denominan SIMs
(Perry et al., 2008). En el caso de las proteinas como SF3A120, al tener el denominado
dominio Ubl, se especula que alguna de sus interacciones proteina-proteina estaria
mediada por este dominio. De hecho, ese es el caso de la proteina prp8, componente del
tri-snRNP U4/U6-U5, cuya ubiquitinacion es esencial para el correcto ensamblado del
tri-snRNP (Bellare et al., 2008). Dicho efecto no es mediado por el proteasoma, sino por
interacciones proteina-proteina (Bellare et al.,, 2008). Resulta muy tentador hipotetizar
que la actividad involucrada en la ubiquitinacién de prp8 reside en el mismo
spliceosoma. En esta linea, se ha reportado que la proteina prp19 es tanto un factor
esencial de splicing (Grillari et al., 2005) como una E3 ligasa de Ub (Hatakeyama et al.,
2001). De esta manera, surge la posibilidad que dentro del spliceosoma ocurran ciclos
de modificaciones por Ub/Ubls, existiendo dentro del mismo, no sélo sustratos sino
también proteinas que faciliten dichas modificaciones. En esta linea, se ha reportado que
la delecion de la Ubl, Hub1, trae como consecuencia deficiencias en el splicing del pre-
ARNm (Wilkinson et al., 2004). Si bien pareceria que esta Ubl no es capaz de conjugarse
a proteinas blanco, se ha determinado que es capaz de interaccionar con el componente
del tri-snRNP, Snu66, regulando su localizacion sub-celular (Wilkinson et al., 2004). En
la misma linea, la E3 ligasa de SUMO, Topors, una proteina originalmente identificada
por su capacidad de unién a Topoisomerasa [ y por su actividad de ubiquitina E3 ligasa
sobre p53 (Rajendra et al., 2004) fortalece la relaciéon entre SUMO y los procesos
relacionados con RNA. Tal como SF2/ASF, Topors estimula la SUMOilacién tanto de
Topo I como de p53 (Hammer et al., 2007, Weger et al,, 2005). Recientemente, mediante
un abordaje proteémico destinado a identificar sustratos de SUMOilacién de Topors, se
pudo observar que la mayoria son proteinas involucradas en la remodelaciéon de la
cromatina y en el procesamiento de los pre-ARNm (Pungaliya et al., 2007). En resumen,
existen proteinas del spliceosoma que son sustrato de conjugacién de Ub o Ubls, y otras

que directamente poseen el dominio Ubl en su estructura. En este contexto, SF2/ASF
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podria ser un nexo entre las maquinarias de SUMOilacién y las de splicing, exportacion y

traduccién del ARNm.

Como se detalla en el parrafo anterior, existe una relaciéon entre Ub/Ubls y el
metabolismo del ARN, y SUMO no le escapa a esta afirmacion. De hecho, de todas las
Ubls, SUMO es la proteina que mas se conjuga a proteinas relacionadas con el
metabolismo del ARN. La purificacion de proteinas SUMOiladas muestra un
enriquecimiento en las categorias de ontologia génica “unién al ARN”, “cromatina y
transcripcién” y “procesamiento del ARN” (Li et al., 2004, Navascues et al., 2008,
Vassileva y Matunis, 2004, Vertegaal et al., 2004). Un estudio reciente ha demostrado
que cuando se purifican sustratos de SUMO2 in vivo, la fracciéon de proteinas
relacionadas con el procesamiento del ARN asi como la de proteinas de unién al ARN
estan altamente enriquecidas (Blomster et al., 2009). En particular, un efecto de
SUMOilacion sobre la actividad de proteinas de unién al RNA ha sido reportado para
Sam68 (Babic et al., 2006), 1a enzima de editing de RNA ADAR1 (Desterro et al,, 2005), y
los factores de procesamiento 3’ del ARN, poli(A) polimerasa, CPSF-73 y simplekina
(Vethantham et al, 2007, 2008). Estos ultimos dos trabajos, publicados por el
laboratorio de J. Manley, relacionan directamente la SUMOilacién con el procesamiento
3’ del ARN. La enzima poli(A) polimerasa interacciona fisicamente con Ubc9
(Vethantham et al, 2008), mientras que los factores de procesamiento 3’, CPSF-73 y
simplekina, interaccionan con una isopeptidasa de SUMO (Vethantham et al., 2007).
Estos trabajos representan las primeras evidencias de un rol directo de la SUMOilacién
en el procesamiento del ARN, llevando todas las hip6tesis planteadas anteriormente por
los estudios protedmicos, a un plano real. Dado que existe una probada relacidn entre
las proteinas SR y el procesamiento 3’ del ARN (Bjork et al., 2009, Ruegsegger et al,,
1998), como asi también con otros pasos del metabolismo de este acido nucleico (Zhong
et al,, 2009), resultard interesante estudiar la funciéon de la SUMOilacion de proteinas, en
particular aquella mediada por SF2/ASF, en diferentes aspectos del metabolismo del

RNA4, incluyendo la formacidn del extremo 3’y el editing.

Dentro del terreno especulativo, hemos encontrado que las tres familias de quinasas de
proteinas SR, SRPKs, CLKs y AKTs poseen sitios candidatos de ser blancos de
SUMOilacion. Utilizando el software SUMOsp 2.0 (Ren et al,, 2009), pudimos determinar
que las proteinas SRPK1, 2 y 3, las CLK1, 2y 3 y AKT1 y 2 poseen sitios consenso de alto

puntaje seglin este programa y, en particular, los sitios de los miembros de las familias
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CLK y SRPK son llamativamente similares (Ver Tabla D1).

Quinasa aa Sitio SUMO Tipo de sitio
SRPK1 215 TDIKPEN WKXE
SRPK2 227 TDIKPEN WKXE
SRPK3 214 TDIKPEN WKXE

CLK1 290 TDLKPEN WKXE
CLK2 291 TDLKPEN WKXE
CLK3 433 TDLKPEN WKXE
AKT1 276 RDLKLEN WKXE
AKT2 277 RDIKLEN WKXE

Tabla D1 | Prediccion de SUMOilacién en quinasas de proteinas SR. Potenciales sitios de conjugacion

de SUMO en las quinasas de las familias SRPK, CLK y AKT, segun el software SUMOsp 2.0.

En este sentido resultard interesante determinar si estas proteinas quinasa son
efectivamente sustrato de modificacion por SUMO y, en caso positivo, si SF2/ASF es
capaz de regular dicha modificacidn. Siguiendo en el terreno hipotético, dado que los
potenciales sitios de SUMOilacién en SRPKs y CLKs se encuentran dentro de motivos de
unién a ATP del loop catalitico de las quinasas, mientras que en el caso de AKT se
encuentra en el sitio activo, la conjugacién de SUMO y la posible regulacién de la
actividad quinasa podrian agregar un nivel extra de regulaciéon en el eje

SRPK/CLK/AKT-proteinas SR.

5.9. SF2/ASF, SUMOILACION Y nSBs: REFORZANDO
LA RELACION ENTRE SUMO Y PROTEINAS DE
UNION AL ARN

Los factores especificos, mas alld de los componentes esenciales de la maquinaria de
SUMOilacioén, involucrados en el aumento de la SUMOilacién desencadenado por estrés
térmico asi como los mecanismos y las consecuencias de este fenémeno no han sido

descriptos aun. Recientemente, un articulo del laboratorio de Ron Hay, en Dundee,
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postulé que un componente importante de esta regulacion podrian ser las E3 ligasas de
SUMO (Golebiowski et al., 2009). En cuanto a SF2/ASF, éste cambia su localizacién sub-
nuclear en respuesta a estrés térmico, moviéndose desde los speckles a los nSBs, y este
cambio de localizaciéon depende del dominio RRM2 (Chiodi et al., 2004). Dado que estos
nSBs son sitios de acumulacién de factores de procesamiento de pre-mRNA (Denegri et
al, 2001), resulta interesante especular que en respuesta al estrés térmico, SF2/ASF
estimula la SUMOilacién de dichos factores. En este contexto, SF2/ASF apareceria como

un factor clave en este proceso regulatorio.

Las E3 ligasas PIAS1, RanBP2 y Pc2 muestran asociacion con estructuras sub-celulares
particulares: PIAS se asocia con granulos PML y otros granulos nucleares (NBs), RanBP2
se encuentra asociada con el complejo del poro nuclear y Pc2 con los granulos
denominados Polycomb group bodies (Seeler y Dejean, 2003). Considerando estos datos,
nuestros resultados sugieren que SF2/ASF podria actuar como una conexiéon molecular
y funcional entre la maquinaria de procesamiento de pre-mRNAs y la maquinaria de
SUMOilacién en los splicing speckles en condiciones normales o bien en los nSBs en

condiciones de estrés térmico.

En resumen, hemos descripto una nueva funcién para la proteina SR SF2/ASF en la via
de SUMOilacién y hemos comenzado a descifrar su mecanismo de accion. SF2/ASF
ejerce un papel positivo en la via de conjugacion de SUMO mediante su interaccién
directa con componentes de la maquinaria de SUMOilacion y por otro lado mediante su
funcién como sumo E3 ligasa. Como objetivo inmediato nos proponemos identificar
blancos especificos de la actividad regulatoria de la SUMOilacién de SF2/ASF asi como

su relevancia fisioldgica.
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