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Regulacion de la proteina quinasa Akt por conjugacion a SUMO

La proteina quinasa Akt esta involucrada en una gran variedad de procesos celulares
tales como supervivencia, crecimiento, proliferacién, migracién, angiogénesis,
metabolismo, resistencia a estrés, entre otros. Durante el desarrollo de esta tesis
doctoral descubrimos una nueva modificacién post-traduccional para esta quinasa, la
conjugaciéon a SUMO. Realizando mutaciones puntuales pudimos mapear los sitios
blanco de SUMOilation en esta proteina, los aminodacidos lisina 276 y 301. Una proteina
doble mutante en K276R y K301R (2KR) mostré niveles disminuidos de SUMOilacién.
De modo interesante, la sobre-expresién de Aktl 2KR no aumenta, y hasta inhibe, los
niveles de fosforilacién de un patrén global de sustratos de Akt. En este sentido
demostramos que la conjugacién de SUMO a Akt es necesaria para la mayoria de los
procesos estudiados en los que esta quinasa participa, tales como activacion del factor
de transcripcién NFkB, regulacién del splicing alternativo, progresion del ciclo celular y
supervivencia celular. Sin embargo, la funcién inhibitoria de Akt sobre el factor de
transcripcién FOXO01 no depende de su SUMOilacién. Por otro lado, alteraciones en los
niveles de fosforilaciéon de Akt1 no afectan los niveles de SUMOilacién de esta quinasa, y
viceversa. Por ultimo observamos altos niveles de SUMOilacién en una variante
hiperactiva de esta quinasa (Akt E17K) encontrada en diferentes tumores humanos. Esta
hiperactividad de Akt E17K se ve afectada por la disminucién en sus niveles de
SUMOilacion. Estos resultados son muy alentadores y permitiran en el futuro intentar
determinar la relacién de la conjugacién de SUMO a Akt con la participaciéon de esta

proteina en el desarrollo y progresidon tumoral.

Palabras Clave: AKT - SUMO - MODIFICACIONES POST-TRADUCCIONALES -
TRADUCCION DE SENALES - REGULACION DE LA EXPRESION GENICA



Regulation of Akt protein kinase by SUMO conjugation

The protein kinase Akt is involved in a large variety of cellular processes such as
survival, growth, proliferation, migration, angiogenesis, metabolism, stress resistance,
among others. During the course of this thesis we discovered a new post-translational
modification for this kinase, SUMO conjugation or SUMOylation. Performing point
mutations we mapped the SUMO conjugation sites within this protein, the lysine
residues 276 and 301. A double mutant protein K276R and K301R (“2KR”) showed
lower levels of SUMOylation. Interestingly, over-expression of Aktl 2KR does not
increase, and even inhibits phosphorylation levels of a global pattern of Akt substrates.
In this regard, we demonstrated that SUMO conjugation to Akt is necessary for most of
the studied processes in which this kinase participates, such as activation of the
transcription factor NFkB, alternative splicing regulation, cell cycle progression and cell
survival. However, the inhibitory role of Akt on FOXO1 transcription factor does not
depend on its SUMOylation. Furthermore, alteration of Akt1 phosphorylation levels does
not affect its SUMOylation levels and vice versa. Finally, we observed increased levels of
SUMOylation in a hyperactive variant of this kinase (Akt E17K) found in various human
tumors. This hyperactivity of Akt E17K is affected by the decrease on its SUMOylation
levels. These results are very encouraging and will allow determining the connection
between the conjugation of SUMO to Akt with the participation of this protein in tumor

development and progression.

Keywords: AKT - SUMO - POST-TRANSLATIONAL MODIFICATIONS - SIGNAL
TRANSDUCTION - GENE EXPRESSION REGULATION
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INTRODUCCION

1.1. PROTEINA QUINASA AKT

1.1.1. HISTORIA DE UNA QUINASA

Los origenes de las investigaciones sobre Akt se remontan a su descubrimiento por Staal
y colaboradores en el aflo 1977, en un virus transformante de leucemia, en ratones con
una alta incidencia de linfomas espontaneos (Staal et al., 1977). Este virus, llamado
Akt8, producia focos de transformacion maligna en la linea celular epitelial CCL-64. El
grupo de Staal aisl6é este retrovirus a partir de la linea CCL-64 infectada con Akt8 y
demostrdé que contenia una secuencia oncogénica procedente de la célula, a la cual
llamaron Akt. A pesar de las caracteristicas importantisimas de esta secuencia
oncogénica llamada Akt, la verdadera identidad del oncogén transformante responsable
de estos efectos permanecié desconocida por muchos anos.

En 1991, tres grupos de investigacion identificaron independientemente el gen
correspondiente a Akt. El primero de estos reportes (Jones et al., 1991) identific6 un gen
que codificaba para una serina/treonina quinasa, a la que llamaron Rac (del inglés
related to protein kinase A and C), posteriormente renombrada Akt/PKB. Estos autores
demostraron su actividad quinasa in vitro utilizando histona H1 como sustrato. El
mismo afio, un segundo reporte de Bellacosa y colaboradores (Bellacosa et al., 1991)
describi6 el clonado de v-Akt, previamente identificado por Staal y colaboradores. La
proteina codificada por el ADNc que aislaron constituia una fusién entre la proteina viral
Gag y la isoforma a de PKB/Akt. En forma similar al reporte de Jones y colaboradores,
describieron la semejanza de Akt con PKC y sugirieron que la migracion retardada de la
proteina en un SDS-PAGE era el resultado de la fosforilaciéon de la misma. Finalmente,
Coffer y Woodget usaron una técnica de screening por PCR para identificar un nuevo
ADNc de homologia significativa con PKA y PKC, al que llamaron PKB (Coffer y
Woodgett, 1991). Junto con el descubrimiento de una segunda isoforma Akt2/PKB},
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estos tres trabajos establecieron a Akt como una nueva proteina quinasa ampliamente
expresada y allanaron el camino para futuros experimentos que determinarian la

implicancia de esta quinasa en diversos procesos celulares.

1.1.2. ESTRUCTURA PROTEICA DE AKT

El andlisis de la secuencia aminoacidica de Akt revela la existencia de una regién N-
terminal denominada pleckstrin homology (PH) que comprende cerca de 100
aminoacidos. Este motivo fue reconocido inicialmente en la pleckstrina, el principal
sustrato de PKC en las plaquetas, pero luego de la secuenciacién del genoma humano se
lo describié en 223 genes diferentes. A pesar que el dominio PH no estd altamente
conservado entre estos genes a nivel secuencia, su estructura proteica si lo esta. Esta
consta de siete laminas plegadas (3 anti-paralelas que forman un bolsillo hidrofébico
constituyendo médulos con afinidad de unidn a lipidos, ademas de estar involucrados en
interacciones proteina-proteina. A continuacién del dominio PH, la secuencia de Akt
consta de un pequefio segmento conector a-hélice, un dominio catalitico o quinasa y un
dominio hidréfobo C-terminal regulatorio (Figura I1).

Akt pertenece al grupo de proteinas quinasas que integran la llamada familia AGC
(proteina quinasa A, proteina quinasa dependiente de GMPc y proteina quinasa C). Las
AGC quinasas contienen regiones de alta homologia en sus dominios quinasa. Ademas,
para su completa activacidn requieren ser fosforiladas tanto en un residuo del dominio
quinasa (Treonina 308 -T308- para Aktl) como en otro ubicado en el dominio

hidrofébico C-terminal (Serina 473 -S473- para Akt1). (Figura I1)
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Figura 11 | Estructura de dominios de la familia de proteinas quinasas AGC. Se esquematizan en
distintos colores los diferentes dominios de algunos miembros de la familia de protetina quiasas AGC.

Tomado de (Brazil y Hemmings, 2001).

Active PKB-PIF Inactive PKB

GSK3p
peptide

> TiBs

Figura 12 | Estructura terciaria de Akt. Diagrama de Ribbons en donde se muestra la estructura terciaria
de los dominios quinasa e hidrofébico de Akt, tanto de la quinasa cristalizada en estado inactivo
(derecha) o como la cristalizada en estado activo (izquierda). Para lograr cristalizar esta ultima se

cristalizé la quinasa en complejo con un péptido sustrato y un analogo de ATP (Yang et al., 2002).
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1.1.3. ISOFORMAS DE LA PROTEINA QUINASA AKT

Hasta la actualidad, se han identificado tres isoformas de Akt en células de mamiferos:
Akt1/PKBa, Akt2/PKBB y Akt3/PKBy (Figura I3)(Brazil y Hemmings, 2001)
involucradas en el metabolismo de la glucosa, regulacion de la transcripcidn,
proliferacién celular, apoptosis, migraciéon y angiogénesis. Las tres isoformas son muy
similares en cuanto a secuencia aminoacidica y estructura proteica, y poseen los tres
dominios antes descriptos. Se encuentran codificadas por genes ubicados en distintas
regiones cromosdémicas, correspondiendo en humanos a la ubicacién 14q32.32 para
Aktl, 19q13.1-q13.2 para Akt2, y 1q43-q44 para Akt3. Estos tres genes dan lugar
mayoritariamente a una sola isoforma de mRNA cada uno. Se han reportado variantes
por splicing alternativo de los tres genes, pero estos mRNAs son poco abundantes.

Mientras que el gen de Aktl se expresa casi ubicuamente en todos los tejidos, la
expresion de Akt2 es elevada en tejidos que responden a la insulina, como la grasa
parda, el musculo esquelético y el higado. La distribucion de Akt3 es mas restringida,
principalmente se encuentra en testiculos y cerebro (Hers et al, 2011). Muchos
esfuerzos se estan realizando para conocer la actividad y/o sustratos especificos para
cada una de estas isoformas pero aun esto no ha podido ser profundamente
comprendido. Estudios recientes con ratones knockout para las diferentes isoformas
proveyeron informacidn valiosa para comenzar a entenderlo. Ratones knockout para la
isoforma Aktl muestran un incremento en la tasa de mortalidad neonatal y un retardo
en el crecimiento (los ratones son mas pequefios), y ademas, células nulas para Aktl
muestran mayores niveles de apoptosis. Esto indica un rol critico para Aktl en
crecimiento y supervivencia celular. Ratones knockout para la isoforma Akt2 desarrollan
resistencia a la insulina, sindrome simil a la diabetes tipo Il y pérdida del tejido adiposo
en edades avanzadas. Mas aun, células derivadas de estos ratones muestran una
utilizacion defectuosa de la glucosa. Todo esto sugiriere un rol central de Akt2 en el
mantenimiento de la homeostasis de glucosa. Los ratones knockout para Akt3 se
caracterizan por tener una reduccion en el tamafio y peso del cerebro, lo que indica un
rol esencial de esta isoforma en el desarrollo pos-natal del cerebro. Aunque estos datos
apoyan fuertemente la hipétesis de que diferentes procesos celulares estan
principalmente bajo el control de distintas isoformas de Akt, andlisis fenotipicos de
ratones doble knockout para mas de una isoforma de Akt revelan redundancia (o

compensacidn) entre las isoformas. La deplecién simultdnea de Aktl y Akt2 causa
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letalidad rdpidamente luego del nacimiento. Ratones dobles knockout para Aktl y Akt3
son letales embrionarios. Sin embargo ratones con un Unico alelo funcional de Aktl
(Akt1+/- Akt2 -/- Akt3 -/-) son viables aunque muestran peso corporal reducido e

intolerancia a la glucosa e insulina. (Figura 13)

Slucose
costasis

Whole body
Weight and size

development

Figura I3 | Funciones especificas y redundantes de las diferentes isoformas de Akt. Tomado de
(Gonzalez y McGraw, 2009)

1.1.4. MECANISMOS CLASICOS DE ACTIVACION/INACTIVACION DE
AKT

Akt es activada clasicamente en respuesta a sefiales disparadas por factores de
crecimiento y citoquinas, asi como también estrés oxidativo, a través de receptores
tirosina quinasa (RTKs). Al unir el ligando, estos receptores, activan la quinasa de
fostatidil-inositol 3 clase 1 (PI3K), ya sea por unidn directa a esta o por fosforilaciéon en
tirosina de los factores scaffold, como IRS1, que luego unen a PI3K. Al activarse PI3K
fosforila al fosfatidilinositol bifosfato (PI(4,5)P2) presente en la membrana plasmatica
generando fosfatidilinositol trifosfato (PI(3,4,5)P3). Tanto Akt como PDK1 (proteina

quinasa dependiente de 3-fosfoinositol 1), se posan en la membrana mediante la unién a
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PI(3,4,5)P3, a través de sus dominios PH. De esta manera, PDK1 fosforila a Akt en el loop
de activacion en el residuo T308. Por otro lado la sefalizacién disparada por los RTKs
también activa el complejo 2 de mTOR (mTORC2) que fosforila a Akt en el residuo S473,
por un mecanismo aun desconocido. A diferencia de la fosforilacion en T308 antes
explicada, existe mucha controversia sobre cudl es la quinasa responsable de la
fosforilacion en la S473 de Akt. Han habido varios reportes de quinasas para esta serina
entre las que se encuentran: PDK1, ILK1, MAPKAPK2, PKC_II, PIKK, DNA-PK, ATM, y
hasta se ha reportado auto-fosforilaciéon de Akt para este sitio. Es probable que exista
una actividad parcialmente redundante y que la identidad de la quinasa de S473
dependa del contexto fisiologico y celular dado (Fayard et al., 2005). Existen evidencias
que sugieren que la fosforilacion en S473 precede y facilita la fosforilaciéon en T308
(Sarbassov et al., 2005). De hecho, la mutante que emula fosforilacion en S473 (Aktl
S473D) y Aktl monofosforilada en S473 por el mTORC2 son blancos m4s eficientes para
PDK1 que Aktl no fosforilada (Jacinto et al, 2006). Estos hallazgos sugieren que la
fosforilacion en S473 provee un sitio de anclaje para PDK1. La fosforilacién de Aktl en
T308 causa un cambio conformacional inducido por la carga que permite al sustrato
unirse con mas afinidad y aumentar en forma considerable la tasa de catdlisis, en forma
similar a lo que ocurre con otros miembros de la familia de quinasas AGC. La
fosforilacion en T308 gobierna estrictamente la activaciéon de PKB y su mutacién a un
residuo no fosforilable como alanina reduce significativamente su actividad (Alessi et al.,
1996a).

Existen varios mecanismos que pueden revertir la activacion de la via de Akt. Uno de los
mecanismo clasicos, y con mucha importancia debido a su relevancia clinica en cancer,
es el producido por accién de la proteina fosfatasa homologa a tensina (PTEN). Esta
fosfatasa puede llevar cabo la reaccién de desfosforilacion del PI(3,4,5)P3 a PI(4,5)P2,y
de esta manera impedir el reclutamiento de Akt a la membrana plasmatica y su
consiguiente activacién. Otro mecanismo clasico alin mas indirecto proviene de la
activacion por Akt del complejo 1 de mTOR (mTORC1) a través de distintos mecanismos.
Una vez activo, mTORC1 puede fosforilar residuos de serina en IRS1, lo que genera una
marca en IRS1 para la degradacién. Esto sirve como un mecanismo de retroalimentaciéon
negativa para atenuar la sefializacion PI3K/Akt. Ademas de estas vias, con el correr de
los afios se van encontrando mas proteinas fosfatasa que pueden desfosforilar e
inactivar directamente a Akt, como la proteina fosfatasa 1 (PP2A) o las proteinas
fosfatasas de dominios PH y repeticiones de leucinas (PHLPP) (Figura 14) (Manning y
Cantley, 2007).
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Figura 14 | Mecanismos de activacion e inactivacion de la quinasa Akt por factores de crecimiento.
Tomado de (Manning y Cantley, 2007).

1.1.5. SUSTRATOS DE AKT

Tras la identificacién de un residuo de la quinasa GSK3 como primer blanco directo de
Akt en células de mamifero (Cross et al.,, 1995), experimentos pioneros con péptidos que
contienen variantes de esta secuencia definieron el motivo minimo de reconocimiento
de Akt como sustrato en R-X-R-X-X-S/T-B (Alessi et al, 1996b), donde X representa
cualquier aminoacido y B residuos hidrofébicos voluminosos. El requisito fundamental
de residuos R en las posiciones -5 y -3 (es decir, los residuos 5 y 3, respectivamente,
N.terminal al sitio fosfo-aceptor) en péptidos eficientemente fosforilados por Akt

distingue la especificidad de sustrato de Akt respecto de otras dos quinasas AGC
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estimuladas por mitégenos, RSK (MAPKAP-K1) y S6K1 (p70S6K), que pueden tolerar K
en estas posiciones.

Manning y Cantley realizaron una busqueda cuidadosa en la literatura y se encotraron
con mas de 100 sustratos no redundantes de Akt, de los cuales aproximadamente un
25% no contienen en su secuencia peptidica un sitio con los requisitos minimos de un
sustrato de Akt (R-X-R-X-X-S/T). Ademas, muchos de los que contienen este motivo no
han sido caracterizados mas alld de ensayos de actividad quinasa in vitro. Estos
investigadores se enfocaron en 18 sustratos para los que ha habido varios reportes
publicados independientemente. Para dichos sustratos la Tabla 1 muestra los distintos
analisis realizados y los criterios utilizados para definirlos como sustratos de Akt
(Manning y Cantley, 2007).

Mediante la fosforilacién de alguno de estos sustratos Akt puede regular directamente la
actividad de los mismos, y por lo tanto, indirectamente la expresién génica tanto a nivel

transcripcional, traduccional como postraduccional de muchos otros genes.

In Vivo?
Target Human Site(s)® In Vitro® W/L LOF GOF Genetic Evidence®  Regulatory Effect?’
FOXO1 T24, S256, S319 + + + + M, FE W Inhibit
FOXO3A T32, 5253, 5315 + + + + M, F W Inhibit
FOX04 T32, 5197, S262 + + + + M, F W Inhibit
TSC2 5939, T1462 + + + + M, F Inhibit
GSK3a/p S21/S9 + + + + M Inhibit
RAF1 §259 + + + + e Inhibit
PRAS40 T246 + + = + M Inhibit
AS160 S588, T642 + + = = = Inhibit
BAD S99 + + + + = Inhibit
WNK1 T60 + + + = M ?
MDM2 5166, S186 + + + + - Activate
Chk1 S280 + + + + M Inhibit
eNOS S1177 + + + + M Activate
ASK1 583 + + + + - Inhibit
IKKo T23 + - - - - Activate
p21CIP1 T145 + + + + - Inhibit
p27KIP1 T157 + + + + 5 Inhibit
Casp9 5196 + = + + = Inhibit

Tabla 1 | Evidencias experimentales y caracteristicas de algunos sustratos de Akt. a) Nombre de la
proteina sustrato de la quinasa Akt. b) Residuos fosforilados por Akt en células humanas. c) Evidencias
de fosforilacion del sustrato obtenida de ensayos de actividad quinasa /n vifro. d) Evidencia de
fosforilaciones dependientes de Akt en los sitios dados en células de mamifero que incluyen: W/L,
sensibilidad a la inhibiciéon de PI3K usando < 100mM wortmanina (W) y/o < 20 uM de LY294002 (L);
LOF, evidencia por perdida de funcion de Akt usando mutantes dominantes negativos y/o estrategias

de RNAI (RNA de interferencia); GOF evidencia por ganancia de funcion de Akt usando sobreexpresion
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y/o mutantes constitutivamente activos. e) Evidencia genética en organismos modelo, que incluyen
analisis de epitasis en Drosophila (F) o C. Elegans (W) o falta de fosforilacion en ratones mutantes
deficientes en Akt (M). f) Consecuencia funcional de la fosforilacion mediada por Akt. Tomado de
(Manning y Cantley, 2007).

A continuacion ahondaremos en la informacion sobre sustratos o vias blanco de Akt

pertinentes para esta tesis.

Familia de factores de transcripcion FoxO

El primer estudio que muestra la regulaciéon en mamiferos de la familia de factores de
transcripcion FoxO por Akt fue publicado por Brunet y colaboradores a principios de
1999 (Brunet et al, 1999). Este estudio demostré que Akt puede fosforilar
Fox03/FKHRL1 en los tres sitios predichos: T32, S253 y S315, tanto in vitro como in vivo
y que esta fosforilaciéon resulta en la exclusiéon nuclear de Fox03. En consecuencia, el
tratamiento de células con agonistas de PI3K tales como IGF-1 o suero, induce la
fosforilacion de FoxO3 y la exclusiéon nuclear, mientras que la inhibicién de PI3K induce
la desfosforilacion de Fox0O3 y su acumulacién nuclear. Este estudio también demostré
que las fosforilaciones en T32 y S253 median la unién de Fox03 a la proteina
adaptadora 14-3-3z, lo que sugiere que las proteinas 14-3-3 facilitan el transporte
nucleo/citoplasma de FoxO3. El estudio también identificé secuencias de ADN dentro de
los promotores de los genes del IGFBP1 (secuencia de la insulina sensible, IRS) y el
ligando Fas (forkhead elemento sensible, FHRE) que pueden funcionar como sitios de
union de FoxO03 y mostraron que la fosforilacion por Akt regula la actividad
transcripcional de Fox03. Por ultimo, el estudio mostr6 que la sobre-activaciéon de
Fox03 puede inducir la apoptosis y por lo tanto, su inhibicién por Akt puede explicar en
parte la sefializacion de supervivencia dirigida por esta quinasa. En un estudio realizado
en simultaneo al anterior (Kops y Burgering, 1999), se demostré una regulacién similar
de fosforilacion y la actividad transcripcional de Fox04/AFX por Akt. Estos fueron
seguidos por numerosos estudios que demuestran la capacidad de Akt para fosforilar
FoxO1/FKHR y otros miembros de la familia FoxO, corroborando este mecanismo

regulador clave. Estos estudios fueron confirmados, también con DAF-16 y FoxO de
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Drosophila, lo que demuestra la conservacién de este mecanismo de regulacién a través
de la evolucién (Tzivion et al., 2011).

Una de las preguntas abiertas relativa a los aspectos mecanisticos de la regulacién de
FoxO por Akt es en qué compartimento celular sucede la fosforilacién. Aunque los
estudios iniciales sobre la activacion de Akt ofrecen un modelo en el que se produce la
activacion de Akt en la membrana plasmatica seguido por la translocacién de Akt activo
al nucleo, la visién actual es que Akt también puede ser activado directamente en el
nucleo por sub-grupos nucleares de PI3K que involucra la fosforilacién por PDK1 y DNA-
PK. Por lo tanto, es plausible que las proteinas FoxO puedan ser fosforiladas tanto en el
citoplasma como en el ntcleo, y que en diferentes condiciones distintos sub-grupos de
Akt puedan dirigir la fosforilaciéon de proteinas FoxO en diferentes compartimentos
celulares. Se establece sin embargo que las proteinas FoxO fosforiladas en los sitios
sustrato de Akt pueden ser detectadas principalmente en el citoplasma, mientras que
FoxO nuclear esta desprovista de fosforilacion en estos sitios, lo que sugiere que incluso
si las proteinas FoxO son fosforiladas en el nicleo, su vida media en este

compartimiento es corta.

Factor de transcripcion NFkB

Varios estudios han demostrado que la sefalizacién de Akt puede activar al factor de
transcripcién NFkB frente una variedad de estimulos, tales como el factor de necrosis
tumoral (TNF), y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (Ozes et al.,
1999; Romashkova y Makarov, 1999). Es probable que existan multiples niveles de
entrecruzamiento entre las vias de PI3K-Akt y de NFkB. Un mecanismo que se ha
propuesto implica la activacion de la via PI3K/Akt en respuesta al tratamiento de células
en cultivo con TNF. Esto provocaria la fosforilacion directa del aminoacido treonina 23
de IkB quinasa a (IKKa) por Akt, lo que conduce a la activacion de esta quinasa rio
arriba de NFxB (Ozes et al., 1999). Al activarse IKKa, ésta fosforila al factor inhibitorio
IkB, permitiendo la translocacion de NFxB al nucleo, y por ende, aumentando su
actividad transcripcional. Una mutante constitutivamente activa de Akt induce la
actividad transcripcional de NFkB. La mutacién por un residuo no fosforilable del
aminoacido T23, blanco de fosforilaciéon de Akt en IKKa, bloquea la activaciéon de NFkB

enrespuesta a TNF.
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Sin embargo, hasta la fecha esta conexidn entre Akt y NFkB no se ha comprobado de
manera concluyente in vivo. Mas aun, existen trabajos con resultados controversiales a
los anteriormente explicados en los que se concluye que la quinasa Akt es un blanco rio

abajo de la via de NFkB.

MDM2 (Mouse double minute 2 homolog)

La oncoproteina Mdm2 tiene actividad de E3 ligasa de ubiquitina. Promueve la
supervivencia celular y la progresion del ciclo celular mediante la inhibicién de la
proteina supresora tumoral p53. Mdm2 regula la estabilidad de p53, promoviendo la
ubiquitinacién de p53 en el nudcleo. La activacion inducida por mitégenos de PI3K y por
ende de la proteina quinasa Akt resulta en la fosforilacién de las serinas 166 y 186 de
Mdm2, mediada directamente por esta ultima quinasa (Ogawara et al, 2002). La
fosforilacion en estos sitios activa Mdm2. Por un lado la fosforilacion de Mdm2 por Akt
estabiliza a la proteina Mdm?2 debido a que inhibe la auto-ubiquitinacién constituva de
esta proteina (Feng et al., 2004). Mas atn esta fosforilacién también es necesaria para la
translocacion de Mdm2 desde el citoplasma al nicleo, donde lleva a cabo su funcién
reguladora de p53 (Mayo y Donner, 2001). El bloqueo farmacolégico de la via PI3K/Akt
o la sobre-expresiéon de un dominante-negativo de Akt inhibe la entrada de Mdm2
nuclear, aumenta los niveles celulares de p53 aumentando su actividad transcripcional.
La expresion de una isoforma constitutivamente activa de Akt promueve la entrada de
Mdm2 al nicleo, disminuye los niveles celulares de p53, y consecuentemente disminuye
la actividad transcripcional de p53. La mutacién de los sitios de fosforilacion de Akt en
Mdm2 produce una proteina mutante que es incapaz de entrar en el niicleo y aumenta la
actividad de p53. Sin embargo existen otros trabajos que demuestran que la actividad de
Akt no afecta la localizacion subcelular de Mdm2, demostrando que lo que afecta es su
actividad como E3 ligasa de p53. Es decir los resultados de los efectos de Akt sobre la
localizacién sub-celular de Mdm2 son aun controversiales. Sin embargo si estd bien
demostrado el efecto de la quinasa Akt sobre la actividad de Mdm2 y por ende sobre los
niveles proteicos del factor de transcripciéon p53. La quinasa Akt puede fosforilar Mdm2
no solo en respuesta a factores de crecimiento como estimulo, sino también por ejemplo
en respuesta a agentes de dafio al ADN (como la luz ultravioleta o drogas anti-
tumorales), teniendo un rol muy importante en cancer, en la resistencia a drogas anti-

tumorales. Fibroblastos provenientes de ratones mutantes para Aktl muestran altos

~17 ~



niveles de p53 y p21, y altos niveles de apoptosis frente al tratamiento con luz

ultravioleta.

1.1.6. PROCESOS CELULARES EN LOS QUE PARTICIPA AKT

Hasta el momento han sido identificados un gran nimero de genes cuya expresion es
regulada por Akt ya sea directa o indirectamente. Akt es una quinasa que fue
involucrada en una gran cantidad de procesos tales como supervivencia celular,
crecimiento, proliferaciéon, angiogénesis, metabolismo, migracién entre otros. A
continuaciéon se comentard como la actividad de Akt puede regular alguno de estos

procesos, que resultan pertinentes para esta tesis.

Inhibicion de la apoptosis

La inhibicién de la apoptosis por Akt puede estar mediada por multiples mecanismos,
algunos de los cuales son célula-especificos. Akt inactiva por fosforilacion los factores
proapoptoticos Bad y procaspasa-9, asi como también la familia de factores de
transcripcion Forkhead que inducen la expresion de factores proapoptoéticos como Fas
ligando, Bim y PUMA (p53-up-regulated mediator of apoptosis). La fosforilacién de las
proteinas Forkhead causa su localizacién citoplasmatica posiblemente unidas a
proteinas 14-3-3 y por lo tanto, son incapaces de mediar la transcripcion en el nucleo.
Ademas, la activacion de Akt ha sido relacionada, en células cancerosas, con resistencia
aumentada a la apoptosis inducida por TRAIL/APO-2L (TNF-related apoptosis-inducing
ligand), un miembro de la superfamilia TNF que tiene actividad antitumoral
(Kandasamy y Srivastava, 2002). Asimismo, Akt activa al factor de transcripciéon CREB
(cAMP response element-binding protein) y a la quinasa IkB (IKK), un regulador
positivo de NF-kB, ambos reguladores de la expresiéon de genes con actividad
antiapoptoética (Pugazhenthi et al,, 2000). La regulacion de la actividad del factor de
transcripcion NF-kB ocurre primariamente por la modulacién de su molécula inhibitoria

asociada, IkB (inhibidor de NF-kB). IkB es fosforilada por un complejo quinasa que
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consiste en IKK (IkB quinasa) a e IKK[, que marca a la proteina para su ubiquitinacion y
degradacidn, liberando el factor de transcripcion activo. IKKa puede ser activado por
multiples quinasas, una de las cuales es Akt. NF-kB regula positivamente la expresion de
Bcl-2, Bcl-xL y otras proteinas inhibidoras de la apoptosis o IAPs. Otro integrante de la
familia Bcl-2 regulado por Akt es el factor proapoptético Bax, que una vez inserto en la
mitocondria es un regulador fundamental de la permeabilidad mitocondrial que
conlleva a la apoptosis. Bax es fosforilado por Akt en su sitio inhibitorio (Ser184) cerca
del dominio C-terminal que contribuye a la supresion de la muerte celular mediada por
Bax en neutrdfilos (Gardai et al., 2004). Bax forma un dimero con Bcl-2 y previene la
actividad represora de muerte, por lo que la proporcién de Bcl-2 y Bax determina la
sensibilidad de las células a la apoptosis en respuesta a un estimulo especifico. Por otra
parte, Ahmed y colaboradores han demostrado que la activacién de Akt induce la
expresion de Bcl-2 (Ahmed et al, 1997). Estudios posteriores demostraron que la
apoptosis neuronal inducida por ON (Oxido nitrico) estaba acompafiada por una
disminucién en la expresion de Bcl-2 y un aumento de la sintesis de Bax. Asimismo, la
activacion de la quinasa es necesaria y suficiente para inhibir los cambios inducidos por
.NO en la expresiéon de Bcl-2 y Bax en respuesta a la accién protectora de IGF-1 en
células neuronales (Matsuzaki et al., 1999). Ademas, Aktl activada puede causar un
efecto protector en neuronas primarias de hipocampo a través de su asociacion con la
proteina de andamiaje JIP1 (JNK interacting protein 1), que actia evitando el
reclutamiento y ensamblaje de JNK retrasando el inicio de la apoptosis en respuesta a
agentes inductores de exotoxicidad (Kim et al., 2002).

La mayoria de los estudios que demuestran la inhibicion de la apoptosis por Akt han
sido realizados en células en cultivo. Sin embargo, estudios mas recientes han
confirmado que Akt es capaz de inhibir la apoptosis in vivo. Los ratones con homocigotas
mutantes para PTEN exhiben en el octavo dia de gestacion, regiones cefalicas
severamente expandidas por inhibicién de la apoptosis regulada durante el desarrollo
(Stambolic et al, 1998). Asimismo, la protecciéon de la apoptosis fue observada en
fibroblastos embrionarios derivados de estos ratones, asi como también en timocitos de
ratones transgénicos para una isoforma de Akt constitutivamente activa (Malstrom et

al, 2001).
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Ciclo celular

El control del ciclo celular mediado por Akt reside en la regulacién de la localizacion
subcelular de los miembros de la familia FOXO (Forkhead Box 0), inhibidores de
quinasas dependientes de ciclinas (p21CIP1 y p27KIP1) y B-catenina, y la concentracién
intracelular de p53 (via estabilizacién de Mdm2) como ejes centrales de este camino de
sefializacion (Figura I5).

La inhibicion de GSK3 por Akt evita la fosforilacién de [-catenina citoplasmatica,
impidiendo su degradacién y de esta forma, es translocada al nucleo. Una vez en el
nucleo, B-catenina se une a diferentes factores de transcripciéon favoreciendo la
expresion de varios genes, como ciclina D1, que induce la progresion del ciclo celular a
través de la hiperfosforilacion e inactivaciéon de la proteina de retinoblastoma (Rb).
Ademas, la fosforilacion disminuida de ciclina D1 por GSK3 promueve su estabilizacion
(Diehl y col,, 1998). Luego de la estimulacion con factores de crecimiento, Mdm2 es
fosforilado por Akt y entra al nicleo, donde induce una disminucién en los niveles de
p53. En ausencia del factor supresor de tumor p19/p14ARF, el complejo Mdm2-p53
abandona el nucleo y pasa al citoplasma donde p53 es degradado a través del sistema
ubiquitin-proteasoma (Sherr y Weber, 2000).

La transicion de la fase G1/S por Akt ocurre a través del bloqueo de los inhibidores del
ciclo celular p21CIP y p27KIP via fosforilacién, que media la localizacién citoplasmatica
de los mismos y su unién a proteinas 14-3-3 (Datta et al, 1999). Por otra parte, los
niveles de p21CIP y p27KIP son disminuidos a través de la fosforilacidn de los factores
de transcripciéon de la familia FOXO, que una vez localizados en el citoplasma, son
incapaces de promover la sintesis de los ARNm de dichos inhibidores (Figura I5)

(Medema et al,, 2000) (Brazil et al., 2004).
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Figura 15 | Progresién del ciclo celular mediada por Akt.. La progresién del ciclo celular regulada por Akt
esta mediada por la transicién G1/S y la iniciacién de la fase M. La fosforilacion por Akt estabiliza Mdm2
y causa su translocacion al nucleo, donde promueve la degradacion de p53, favoreciendo la reduccion
de la transcripcion de p21CIP. Por otra parte, la fosforilacion de FOXO por Akt causa la permanencia de
estos factores de transcripcion en el citoplasma impidiendo la transcripcion de p27KIP. Ademas p21CIP
y p27KIP pueden ser fosforilados por Akt impidiendo su localizacion nuclear y por lo tanto evitando la
inhibicion de CDK2 que facilita la transiciéon G1/S. Por otra parte, Akt aumenta la traduccién del ARNm
de ciclina D1 a través de la fosforilacion y consecuente inhibicién de GSK3, promoviendo el pasaje a la

fase M del ciclo celular (Brazil et al., 2004).

1.1.7. MODIFICACIONES POST-TRADUCCIONALES DE AKT

Durante la ultima década se han centrado los estudios de Akt sobre un solo tipo de
modificacion, la fosforilacién. Como se describi6 anteriormente, los mecanismos por los
cuales Akt es fosforilada en los residuos T308 y S473, y consecuentemente activada son
bastante conocidos. Sin embargo muy poco se conoce sobre otras modificaciones post-

traduccionales de esta proteina, que podrian dar nueva informacién para resolver
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algunos de los interrogantes actuales sobre la regulacién de la actividad y/o activacién

de esta quinasa que aun resultan incomprensibles.

Otras fosforilaciones en Akt

Desde hace ya muchos anos se habia encontrado a la proteina Akt constitutivamente
fosforilada en el residuo T450 (Andjelkovic et al, 1997), pero solo recientemente,
gracias a estudios del laboratorio de Estela Jacinto comenzamos a entender el
mecanismo de regulacion de esta modificacion post-traduccional de Akt. Los
mecanismos que acoplan la traduccion y el procesamiento de proteinas son pobremente
conocidos. Dicho grupo de investigacion demostré que el complejo quinasa mTORC2
puede co-localizar con ribosomas traduccionalmente activos interaccionando
establemente con una proteina presente en el tinel de salida del ribosoma (Oh et al,,
2010). Exclusivamente durante la traduccién de Akt, mMTORC2 media la fosforilacién de
la proteina Akt naciente en su dominio hidrofobico, mas especificamente en el
aminoacido T450. Esto inhibe la ubiquitinacién co-traduccional de Akt. El complejo
mTORC2 sélo puede fosforilar el residuo T450, debido a que el residuo S473 se
encuentra aun dentro del tinel de salida del ribosoma. Estos resultados demuestran que
esta fosforilacion mediada por mTORC2 puede ser un mecanismo de control de calidad
durante la produccién de Akt.

Por otro lado, Mahajan y colaboradores (Mahajan et al., 2010) describieron como la
uniéon de factores de crecimiento a RTKs puede llevar a la activacién de una quinasa
llamada Ackl, que no pertenece a la familia de los RTKs. Esta quinasa fosforila
directamente el residuo tirosina (Y) 176 del dominio quinasa de Akt. La proteina Akt
fosforilada en ese sitio se localiza en la membrana plasmatica y promueve la
fosforilacion de Akt en los sitios T308 y S473, llevando a la activacién de la quinasa.
Ratones que expresan Ackl activada especificamente en células prostaticas desarrollan
neoplasia intra-epitelial prostatica.

Existen otros trabajos en los cuales se postulan otros sitios de fosforilacion de Akt, como
por ejemplo Y315 y Y326 que pueden ser fosforilados por la quinasa Src, T195 que
puede ser fosforilado por la quinasa TBK1 y S137 por la quinasa IKBKE. La fosforilacion

en estos sitios ain no ha sido estudiada profundamente.
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Ubiquitinacion de Akt

Dos trabajos recientes demuestran como la ubiquitinacion de Akt es importante para su
activacion. El primero de estos trabajos fue publicado por el laboratorio de Hui-Kuan
Lin. En este trabajo se demuestra que se produce un aumento en la ubiquitinaciéon de
Akt en respuesta a diferentes estimulos conocidos que inducen la activaciéon de Akt,
como factores de crecimiento o citoquinas (Yang et al., 2009). Interesantemente esta
ubiquitinacién no es degradativa, ocurre a través del residuo K63 de ubiquitina y no por
el K48, con lo cual no afecta la estabilidad de la proteina, pero si su activacién. Se
determiné ademas que la E3 ligasa de la via de ubiquitina TRAF6 es la encargada de
producir esta modificacion en respuesta a diferentes estimulos, la cual promueve el
reclutamiento de Akt a la membrana plasmatica, y por ende su posterior activacién. A
pesar de que el dominio PH, al interaccionar con PI(3,4,5) P3, es totalmente necesario
para la estabilizaciéon de Akt en la membrana plasmatica, no se conocia adn el
mecanismo por el cual Akt se dirigia hacia ese compartimento celular. Teniendo en
cuenta los resultados anteriores, y el hecho de que la E3 ligasa TRAF6 no puede activar a
un mutante que ya posee ubicacion en la membrana (Myr-Akt), fue demostrado que la
ubiquitinacién de Akt es necesaria para su transporte desde el citoplasma a la
membrana plasmatica. Este mismo laboratorio publicé posteriormente un trabajo en el
que demuestran que distintas E3 ligasas de ubiquitina son las responsables de la
ubiquitinacién de Akt frente a distintos factores de crecimiento utilizados como
estimulos extracelulares para activar la via. Si bien, como habian demostrado
anteriormente, la E3 ligasa TRAF6 es necesaria para la completa activacion de Akt al
estimular el factor de crecimiento IGF-1, en el caso de la activacién de la via con el factor
de crecimiento EGF (a través de los receptores ErbB), es el complejo E3 ligasa Skp2 SCF
el que media la ubiquitinacion de Akt, y por ende, su reclutamiento a la membrana
plasmatica. Siguiendo este dltimo modelo fue demostrado que deficiencias en Skp2
inhiben la activacion de Akt, la captacion de glucosa y la glicolisis, y mas importante la
progresion del cancer de mama en varios modelos tumorales utilizados (Chan et al,,

2012).

En los ultimos afios el estudio de la ubiquitinaciéon de Akt ha tomado mucha relevancia y

eso llevo a la publicacién de numerosos trabajos sobre este tema. En estos trabajos se
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presentan nuevas E3 ligasas de ubiquitina para Akt como por ejemplo, MULAN, NEDD4-
1, CYLD, CHIP y TTC3 (Bae et al., 2012; Fan et al, 2012) (Lim et al., 2012) (Su et al,,
2011) (Suizu et al, 2009). Muchos de estos trabajos presentan resultados
contradictorios, incluso trabajando con las mismas lineas celulares, por lo que aun falta
tiempo para que se pueda determinar algiin mecanismo mas general con respecto a esta

modificacion post-traduccional de Akt.

Acetilacion de Akt

Nagalingam y colaboradores demostraron recientemente que tanto la proteina quinasa
Akt como su quinasa PDK1 sufren otra modificacién post-traduccional, la acetilaciéon
(Sundaresan et al,, 2011). La acetilaciéon de estas proteinas se produce en un residuo
perteneciente al dominio PH que ambas poseen y que media la unién a PI(3,4,5)P3. La
acetilacion bloquea la union de Akt y PDK1 a PI(3,4,5)P3, lo que impide la asociacion de
las mismas con la membrana plasmatica y la fosforilacion de Akt. La deacetilacion por la
enzima deacetilasa SIRT1 promueve la unién de Akt y PDK1 a PI(3,4,5)P3 a la
membrana plasmaética y estimula su activaciéon. Ratones inyectados con células que
expresan una proteina mutante que emula una forma constitutivamente acetilada de Akt
desarrollaron tumores mas pequefios que los inyectados con las células que expresan
Akt de tipo salvaje. Por otra parte, la reduccion de la activacion de Akt en los corazones
de los ratones deficientes en SIRT1 se asocia con una reducciéon de la hipertrofia
cardiaca en respuesta al ejercicio fisico y a angiotensina II. Estos hallazgos descubren
una modificacion post-traduccional clave de Akt que es importante para sus actividades

oncogénicas e hipertroficas.

1.1.8. AKT Y CANCER

En el desarrollo de un cancer se ven alterados diversos procesos celulares cuyo control
es imprescindible. La supervivencia celular (en balance con la apoptosis), la
proliferacion (siendo éste el aumento del nimero de células) y el crecimiento celular (el

aumento del tamafio celular). En general, el desarrollo del cancer se podria definir como
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una pérdida del equilibrio critico proliferaciéon/apoptosis. Se sabe ahora que la proteina
quinasa Akt desempefia un papel central en este equilibrio, y cuando estd desregulada,
puede contribuir al desarrollo o progresion del cancer ya que la expresion de multitud

de oncogenes es regulada por la via P13-K/Akt.

Muchos canceres humanos, incluyendo carcinomas, glioblastoma multiforme y diversas
neoplasias hematolégicas, exhiben frecuente activacion de Akt (Tabla 2). Numerosos
investigadores han reportado correlaciones entre la actividad de Akt en tumores y
diversos parametros clinico-patolégicos (Bellacosa et al, 2005). En particular, la
activacion de Akt ha demostrado correlacionar con la enfermedad avanzada o el mal
prondstico en algunos tipos de tumor. Por ejemplo, en un estudio, aproximadamente el
40% de cancer de ovario y de mama y mas del 50% de los carcinomas de préstata
mostraron mayor actividad de la quinasa Akt1; y casi el 80% de los tumores con Akt1
activado fueron carcinomas de alto grado en fase III/ IV (Sun et al, 2001). En otros
estudios, se observé la activacion de la quinasa Akt2 en 30% a 40% de los canceres de
pancreas y ovarios (Yuan et al., 2000) (Altomare et al., 2002). Adema4s, ha sido reportada
una elevada actividad de Akt3 en cdnceres de mama deficientes en el receptor de
estrégeno y en lineas celulares de cancer de proéstata insensibles a andrégenos
(Nakatani et al.,, 1999), sugiriendo que AKT3 puede contribuir a la agresividad de los

carcinomas insensibles a hormonas esteroideas (Altomare y Testa, 2005).

Tumor type % Tumors with active AKT
Glioma ~55
Thyroid carcinoma 80-100
Breast carcinoma 20-55
Small-cell lung carcinoma ~60
Non-small-cell lung carcinoma 30-75
Gastric carcinoma ~ 80
Gastrointestinal stromal tumors ~30
Pancreatic carcinoma 30-70
Bile duct carcinoma ~85
Ovarian carcinoma 40-70
Endometrial carcinoma >35
Prostate carcinoma 45-55
Renal cell carcinoma ~40
Anaplastic large-cell lymphoma 100
Acute myeloid leukemia ~70
Multiple myeloma ~90
Malignant mesothelioma® ~ 65
Malignant melanoma® 43-67

Tabla I2 | Niveles de activacion de Akt en cancer humano. Tomado de (Altomare y Testa, 2005).
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Las desregulacién en cancer de las vias de sefiales gatilladas por Akt se puede dar de
diferentes formas: 1) Amplificacion, mutaciones, deleciones o sustituciones en genes rio
arriba de Akt, que constitutivamente activen la via (por ejemplo mutante
constitutivamente activo de PI3K, PI3KCA), 2) Pérdida de funcion de factores que
regulan negativamente la via (Ej: mutantes inactivos de PTEN), 3) Amplificaciéon o
mutantes constitutivamente activos del gen de Akt (Ej: Akt1l E17K). Cualquiera de estos
modelos de activacion aberrante de Akt transmite sefiales cronicas pro-crecimiento,
pro-proliferativas, pro-supervivencia. Debido a esto una gran variedad de componentes
quimicos que puedan inhibir esta via estan siendo utilizados en ensayos clinicos para el
tratamiento del cancer. Esta es la segunda via blanco con mas drogas siendo testeadas

en este momento (después de la via del famoso oncogén p53(Cheok et al,, 2011)).

Un ejemplo pertinente en esta tesis es el reciente descubrimiento de una mutacién
somatica en AKT1 que fue encontrada en 8% (5 de 81) de canceres de mama, 6% (3 de
51) de los canceres colorectales y 2 % (1 de 50) de canceres de ovario. Especificamente,
es una mutaciéon G>A en el nucleétido 49 que resulta en una sustitucion de lisina por
glutamico en el aminoacido 17 (E17K), situado en el dominio PH (Carpten et al., 2007).
Esta mutacién parece permitir la unién promiscua de Akt a la membrana plasmatica en
ausencia de fosfoinositidos PI(3,4,5)P3. Curiosamente, este mutante mostrd
fosforilacion constitutiva de S473 en ausencia de suero. Por el contrario, la fosforilacién
de T308 seguia siendo sensible al suero, planteando la posibilidad de los canceres con
esta mutacion pueden ain requerir cierta actividad de PI3K para activacion completa de
Akt. En el trabajo detallado anteriormente de laboratorio del doctor Hui-Kuan Lin,
donde demuestran que la ubiquitinaciéon de Akt es necesaria para su activacion, también
observan que este mutante E17K posee niveles exacerbados de ubiquitinacidn. Estos
altos niveles promueven un mayor transporte de Akt hacia la membrana plasmatica, por
ende, una mayor activacion. Interesantemente, el mutante de E17K muestra sensibilidad
diferencial a un inhibidor de Akt que interactia con el dominio PH. Por lo tanto, podria
ser una oportunidad para identificar inhibidores que se unan al dominio PH y que
preferentemente inhiban al mutante de E17K sobre el tipo salvaje Akt.

Desde el descubrimiento inicial de la mutaciéon E17K en cancer, ha habido otros estudios
que determinaron la frecuencia de esta mutacidon en cancer. Un estudio encontr6 esta
mutacion en 4% (4 de 93) de los canceres de mama, pero no se la encontré en ningin

cancer de pulmoén de células no pequeiias (n = 157) o en leucemias mieloide agudas (n =
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95) (Kim et al,, 2008). Otro estudio identificé la mutacion E17K en 5,6% (2 de 36) de
carcinomas de pulmén de células escamosas (Malanga et al., 2008). Recientemente, se
observé una mutacion idéntica en AKT3 en muestras de melanoma y lineas celulares
(Davies et al, 2008). Ademas, mutaciones en el dominio de quinasa Akt2 fueron
observadas con poca frecuencia en canceres colorrectales (Parsons et al., 2005). La
presencia de mutaciones en isoformas individuales de Akt sugieren que inhibidores
especificos de isoforma pueden desempefiar un papel potencial en terapia. Por otro lado
se han encontrado mutaciones somaticas de PTEN, PIK3CA, PIK3R1 y Akt, y algunos
tipos de cancer tienen amplificaciones AKT1, AKT2 y PIK3CA (revisado en (Zhao y Vogt,
2008) (Shah et al,, 2008)). Sin embargo, no se entiende bien cdmo estas amplificaciones
cualitativa o cuantitativamente afectan la sefializacién de PI3K y si obvian los habituales

mecanismos para la activaciéon de PI3K (Engelman, 2009).

1.1.9. ANTECEDENTES DE NUESTRO GRUPO EN EL ESTUDIO DE LA
PROTEINA QUINASA AKT

Desde el afio 2000, nuestro laboratorio estudia la regulaciéon del splicing alternativo
dentro del contexto de la interaccion epitelio-mesenquimal, la diferenciacién epitelial
mamaria murina disparada por matriz extracelular y la transicion epitelio-mesenquimal.
En particular, nos enfocamos en eventos de splicing alternativo que tienen lugar en el

pre-ARNm de fibronectina (FN) y de Racl.

En relacidn a la interaccién epitelio-mesenquimal, nuestro laboratorio ha reportado que
factores solubles secretados por células mesenquimales, o ciertos factores de
crecimiento de origen mesenquimal (HGF/SF; KGF; FGF) activan la via de sefializacién
Ras/PI3K/Akt estimulando la inclusion de dos regiones alternativas (EDI y IIICS) en el
ARNm maduro de FN, en células epiteliales mamarias (Blaustein et al., 2004). Esta
regulacion ocurre también en otros tipos celulares, es independiente de la estructura del
promotor que da origen a los transcriptos e independiente de sintesis proteica pero
requiere la presencia de ciertos elementos de secuencia (splicing enhancer) dentro del

exon EDI a los que se unen proteinas regulatorias del splicing. Demostramos que este
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efecto es mediado por dos miembros de la familia de factores de splicing SR (proteinas
ricas en serina y arginina), SF2/ASF y 9G8 (recientemente renombradas SRSF1 y SRSF7)
y que Akt es capaz de fosforilar a dichas proteinas. Ademas, observamos que la sobre-
expresion de las quinasas clasicas de proteinas SR (miembros de las familias SRPK o
CLK) tiene el efecto opuesto a la activacion de Akt en relacion a la localizacién subcelular
de SF2/ASF y al patron de splicing de FN. Estos resultados nos permitieron proponer a
Akt como una nueva quinasa de proteinas SR (Figura 16). En colaboracién con el
laboratorio del Dr. Caceres (Edimburgo, Reino Unido) encontramos que la activacién de
la via de PI3K/Akt también influye sobre la traduccion de ARNm reporteros que
contienen un splicing enhancer proveniente del exén EDI de FN, en forma dependiente
de las proteinas SR 9G8 y SF2/ASF. Estos resultados muestran como la activacién de un
camino de sefializacion regula concertadamente la actividad de ciertas proteinas SR al
menos a dos niveles del metabolismo del ARNm: splicing y traducciéon (Blaustein et al.,
2005), posiblemente incrementando la velocidad e intensidad de la respuesta celular
frente a un determinado estimulo externo. Reportes de otros laboratorios también han
implicado a Akt en la regulacion del splicing alternativo, reforzando y expandiendo
nuestros hallazgos (Patel et al., 2005; Shultz et al., 2010; White et al., 2010; Zhou et al,,
2012).
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Figura 16 | Regulacion del spiicing alternativo por distintas vias de sefiales. La via de PI3K-Akt estimula
la inclusién del exén alternativo EDI fortaleciendo el sitio 3" débil y estimula la utilizacion del primer sitio
aceptor (proximal) de la region alternativa IIICS (flechas rojas). La via de ERK (flechas negras)
contribuye con la via de PI3K estimulando la inclusion. Por el contrario, la via de JNK activada por la
interaccion de las células con una matriz extracelular de tipo membrana basal inhibe la inclusion de EDI
y favorece la utilizacion de sitios aceptores mas distales de IlICS (flechas azules) (Pelisch et al., 2005).
La via de JNK es capaz de antagonizar el efecto de las vias de PI3K y ERK. Aun resta confirmar la

posible participacion de alguna fosfatasa de MAPKs (MKP).
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1.2. MODIFICACION POST-TRADUCCIONAL POR
SUMO

1.2.1. UN POCO DE HISTORIA - LA FAMILIA DE PROTEINAS TIPO
UBIQUITINA

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
blanco, 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 I3), 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).

_— Identidad con Enzima activadora de Enzima conjugadora de

Ub Ubl Ubl

Ubiquitina 100 Ubal Muchas
NEDD8 55 Uba3-Ulal Ubc12

FAT10 32y 40" UBA6 No identificada

ISG15 32y 37" UBE1L Ubch8
Smt3 (SUMO) 18 Uba2-Aos1 (SAE1/SAE2) Ubc9
Atg8 No determinada Atg7 Atg3
Atgl2 No determinada Atg7 Atg10

Tabla 13 | 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 conjugacién 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.
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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
conocido como SUMOQilacién es una rapida y reversible modificaciéon post-traduccional
que consiste en la unién covalente de la proteina denominada SUMO a una proteina
blanco, en forma similar a la conjugacién 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 biisqueda de supresores
de la proteina centromérica Mif2 (Meluh y Koshland, 1995). La caracterizacion 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 demostro6 la unién covalente entre SUMO y RanGAP1
(del inglés Ran GTPase-activating protein 1) (Mahajan et al., 1997; Matunis et al., 1996).

1.2.2. LA FAMILIA SUMO

Algunos organismos como Saccharomyces cerevisiae, 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, SUMO02, SUMO3 y SUMO4. 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 aminoacidos) luego del dipéptido glicina-glicina que es
invariable y marca el extremo C-terminal de la proteina madura (ver mas abajo
“Proteasas especificas de SUMO”). Las formas maduras de SUMO2 y SUMO3 comparten
97% de identidad de secuencia aminoacidica y ambas comparten sé6lo un 50% de

identidad con SUMO1.
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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
ubiquitinacién, la SUMOilacién 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
(Geiss-Friedlander y Melchior, 2007). Si bien la SUMOQilacién requiere una casada
enzimatica similar a la ubiquitinacién, no hay superposicién entre las enzimas utilizadas

en cada cascada (Tabla I1).

1.2.3. MECANISMO DE CONJUGACION

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 conjugacién de SUMO especificamente, el
primer paso consiste en la activacién de SUMO por la enzima activadora E1 especifica de
SUMO, un heterodimero de las proteinas SAE1-SAE2 en mamiferos (Uba2-Aosl en
levaduras) (Desterro et al,, 1999; Gong et al., 1999; Johnson et al., 1997). Esta reaccién
utiliza ATP para la formacién 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 formacion de la unidn isopeptidica entre SUMO y el 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 I7 | Visién esquematica de los pasos involucrados en la conjugacién de Ubls. Se esquematizan

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
seleccion de sustrato y el grado de SUMOilacién 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 deplecidn de los genes Siz1 y Siz2 elimina casi toda la conjugacién de SUMO in vivo
(Johnson y Gupta, 2001; Takahashi et al., 2001a; Takahashi et al., 2001b). 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
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proteinas de la familia Siz/PIAS son similares a la familia de las E3 ligasas de Ub que
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 actiian
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 interacciéon 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 SUMOQilacién es atn
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 regulaciéon 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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1.2.4. SECUENCIAS BLANCO DE SUMOILACION

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 W es un
aminoacido grande e hidrofébico, K es la lisina blanco de la reaccion, X es cualquier
aminodcido, D es acido glutdmico y E, acido aspartico; y ii) tiene que contener una sefial
de localizacién nuclear (Rodriguez et al,, 2001). Sin embargo, el niimero de proteinas
SUMOiladas reportadas que se desvian de la secuencia consenso o que no poseen tal
secuencia estd en continuo crecimiento (Andersen et al., 2009; Vertegaal et al., 2006;
Vertegaal et al, 2004), de modo que actualmente no existen métodos confiables de
prediccién de secuencias blanco de SUMOilaciéon. En cuanto al requerimiento de
localizacion 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 fosforilacion, PDSM (del inglés Phosphorylation-
Dependent SUMOylation Motif) (Hietakangas et al., 2006). Este motivo consiste en el
motivo convencional mencionado anteriormente seguido de un numero variable de
entre 2 y 5 aminoacidos cualquiera, seguidos de una serina fosforilada y una prolina
(WKXD/EX2-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
analisis de secuencias de muchos sustratos de SUMOilacion (Blomster et al., 2009). Esto
llevo 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
SUMOilacioén. Esto se debe a que una region basica de la enzima Ubc9 debe interaccionar
con una region acida de la proteina blanco (Mohideen et al,, 2009; Yang et al., 2006). Mas

aun, con el uso de nuevas técnicas, en particular con la contribucién de trabajos a gran
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escala que uilizaron la identificacion sitio especifica de lisinas SUMOiladas por
espectrometria de masa, se pudo observar que el porcentaje de sitios de SUMOilacién
que no respetan la secuencia consenso candnica, es mas alto de lo que se creia. Asi se
identificaron nuevos sitios consenso como lo son el ICM (del inglés “Inverted Consensus
Motif’) o el HCSM (del inglés “Hydrophobiy Cluster SUMOylation Motif’) (Da Silva-
Ferrada et al,, 2012; Matic et al., 2010) Ver figura I8.

CM: YKXE/D

ICM: E/DxKWY
PDSM: WKXE/DxxSP
NDSM: WKXExXXEEEE
HCSM:  WYWWKxE

Figura 18 | Motivos consenso de SUMOilacién. Se muetran las secuencias aminoacidicas de los
distintos motivos consenso de SUMOilacién CM, ICM, PDSM, NDSM y HCSM. En la secuencia se
representa ¥ como un aminoacido grande e hidrofébico, K es la lisina blanco de la reaccién, X es
cualquier aminoacido, D es acido glutamico, E es acido aspartico, S es serina, P es prolina. Figura

adaptada de (Da Silva-Ferrada et al., 2012).

1.2.5. PROTEASAS ESPECIFICAS DE SUMO

Debido a la accién 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 maduracién 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).
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1.2.6. CONSECUENCIAS DE LA SUMOILACION

Las consecuencias de la SUMOilacién son variadas y dependientes del sustrato o
proteina blanco. Esta modificacidon puede alterar la localizacion 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., 1987a; Vijay-Kumar et al,,

1987b) (Figura 19).

Ubiquitina SUMO1 SUMO2/3

Figura 19 | Estructura
tridimensional de Ub y SUMO.
Esquema comparativo de las
estructuras tridimensionales de
Ub, SUMO1 y SUMO3. Tomado
de (Martin et al., 2007b).

En los ultimos afos, se ha establecido un rol para Ub en la regulacién de interacciones
proteina-proteina mas alla del etiquetado para la degradacidn, debido principalmente a
la existencia de distintos motivos o dominios proteicos 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 spliceosoma (Bellare et al, 2008). De manera
analoga, la SUMOilaciéon 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 hidrof6bica en proteinas que interaccionan con SUMO en forma no-covalente.

Este motivo se denomina SIM (del inglés non-covalent SUMO-Interaction Motif) (Perry et
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al, 2008; Seu y Chen, 2009). Se ha establecido un rol para los motivos SIM en el
mecanismo basico de SUMOilacién. 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 conjugacién
de SUMO pueden ser variadas (Geiss-Friedlander y Melchior, 2007). A diferencia de la
conjugacion de Ub que, en la mayoria de los casos, lleva a degradacién por el
proteasoma, la SUMOilacién no lleva a sus proteinas blanco a un destino especifico. La
conjugacién de SUMO altera la superficie de una proteina de manera tal que la misma

puede perder o ganar interacciones (Figura [10).

- Figura 110 |

hm El, E2, E3 enzymes, ATP
>/\ Consecuencias
moleculares de la

: eyt conjugacién de SUMO.

/ / Se toma como ejemplo
a b

una proteina blanco de

SUMOQilacion ( 7argel) que

interacciona con la

proteina A (Partner A)
cuando no se encuantra conjugada a SUMO (a). Al SUMOQilarse, la proteina blanco puede cambiar el
repertorio de proteinas con las que interacciona (b) y/o cambiar su conformacion y, eventualmente, su

funcién (c). Tomado de (Geiss-Friedlander y Melchior, 2007).

A su vez, la conjugacion de SUMO puede competir con otras modificaciones post-
traduccionales que tengan como blanco al aminodcido lisina, como lo son Ila
ubiquitinacidn y la acetilacion. Sibien queda mucho por aprender acerca del mecanismo
mediante el cual la conjugacion de SUMO altera la funcién proteica, esta claro que la
SUMOilacién regula la actividad y/o localizacién sub-celular de proteinas modificando,
principalmente, interacciones proteina-proteina (Gill, 2004). El nimero de procesos
celulares reportados que son regulados por la SUMOilacion estd en aumento e incluyen:

transcripcion (Sapetschnig et al., 2002; Savare et al., 2005; Valin y Gill, 2007; Verger et
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al, 2003; Yang y Sharrocks, 2004), estructura de la cromatina (Ouyang y Gill, 2009),
reparacién del ADN y estabilidad gen6mica (Heideker et al., 2009; Lee y O'Connell, 2006;
Zhao y Blobel, 2005), vias de sefalizacion celulares (Miyazono et al., 2008; Yang et al,,
2003) y funcién neuronal (Dorval y Fraser, 2007; Martin et al., 2007b; Navascues et al,,
2008; Wilkinson et al., 2008).

SUMO y seinializacion celular

La SUMOilaciéon es una modificacion post-traduccional transitoria con alta taza de
reversibilidad, esto hace que este proceso pueda ser beneficioso para la célula cuando
se requiere una alta velocidad de respuesta y alta capacidad reaccién. Anteriormente
explicamos los mecanismos generales mediante los cuales la conjugacién por SUMO
puede afectar la actividad de una determinada proteina sustrato y, dependiendo de que
actividad realice la proteina, vimos que esto puede afectar distintos procesos celulares.
En este apartado vamos a interiorizarnos en algunos ejemplos de proteinas cuya
modificaciéon por SUMO tiene implicancia a nivel de sefializacion celular, centrandonos

en cascadas de fosforilaciones.

Uno de los trabajos mas relevantes en este campo ha sido llevado a cabo en el
laboratorio de Mutsuhiro Takekawa. Este grupo de investigacién pudo comprobar que la
modificaciéon post-traduccional por SUMO regula la actividad de la quinasa MEK
(quinasa de MAPK-ERK), dentro del contexto de la cascada de sefializaciéon Raf-MEK-
ERK. Esta cascada media la sefializaciéon por mitégenos, y se encuentra frecuentemente
activada en distintos tipos de cancer. En dicho trabajo los autores reportaron que la
SUMOilacion de MEK regula negativamente la via de sefializacion de la quinasa ERK
(quinasa regulada por sefiales extracelulares). La SUMOilacion de MEK bloquea la
activacion de ERK ya que disrumpe la interaccion entre MEK y ERK. La sobre-expresion
de un mutante no SUMOilable de MEK aumenta la activacién de ERK, la diferenciacién
celular, la proliferacion celular y la transformacién maligna disparada por los oncogenes
ErbB2 o Raf, pero no por el oncogén Ras. Mas aun la SUMOilaciéon de MEK se ve
disminuida en células cancerigenas que poseen mutaciones con alta actividad de Ras.
Efectivamente Ras inhibe la SUMOilaciéon de MEK, afectando la actividad de la E3 ligasa
de SUMOilacion especifica de MEK. Asi pudieron concluir de que el oncogén Ras activa la

via de sefializacion de ERK tanto activando la proteina Raf (mecanismo ya conocido)
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como inhibiendo la SUMOilacién de la quinasa MEK, y por lo tanto promoviendo la

carcinogénesis.

Con respecto a proteinas involucradas en el eje de sefializacidn de la quinasa Akt, se han
publicado recientemente dos trabajos que hacen mencién a la regulaciéon por
SUMOilacion de la proteina fosfatasa PTEN. Recordemos que esta fosfatasa puede llevar
cabo la reaccién de desfosforilacion del PI(3,4,5)P3 a PI(4,5)P2, y de esta manera
impedir el reclutamiento de Akt a la membrana plasmatica y su activacién. En el primero
de estos trabajos, Jian Huang y colaboradores describieron que la SUMOilacién de PTEN
tiene un rol central en la asociacién de esta fosfatasa con la membrana, donde ejerce su
actividad. La conjugaciéon de PTEN por SUMO1 en su lisina 266, facilita la union
cooperativa de PTEN a la membrana plasmatica mediada por interacciones
electroestaticas. Un mutante con cambio de lisina por arginina en esa posicion, que por
lo tanto no puede ser SUMOilado en ese residuo, pierde la actividad supresora de
tumores caracteristica de esta proteina. Es decir la SUMOilacién de PTEN es requerida
para ejercer su actividad de inhibir la via PI3K/Akt y asi inhibir el crecimiento de
tumores dependientes de esta via. En el otro trabajo Gonzalez-Santamaria vy
colaboradores observaron también SUMOilacién de PTEN en su lisinas 266 y 289, y
demostraron un entrecruzamiento entre esta modificacién y la ubiquitinacién de PTEN.
Ademas observaron un aumento en los niveles de SUMOilacién de PTEN frente a la
infeccion viral de células, lo que induciria la localizacién en la membrana plasmatica de
PTEN. Por ultimo reportaron que la SUMOilacién de PTEN es necesaria para el control

de infecciones virales dirigido por PTEN.

1.2.7. ANTECEDENTES DE NUESTRO GRUPO EN EL CAMPO DE LA
SUMOILACION DE PROTEINAS

Hemos demostrado recientemente 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 SUMOilacién.

SF2/ASF (recientemente renombrado SRSF1), es capaz de estimular la SUMOilacién de



proteinas (Pelisch et al.,, 2010). Experimentos de deplecién por ARN de interferencia
muestran que SF2/ASF es también, esencial para mantener los niveles celulares
normales de SUMOilacion. Mas atin, hemos demostrado que SF2/ASF interacciona con la
E2, Ubc9, y con distintos sustratos promoviendo la transferencia de SUMO al sustrato,
cumpliendo con los requisitos funcionales de una E3 ligasa. De este modo, hemos
reportado una nueva actividad para la proteina SF2/ASF y un nuevo componente en la
via de SUMO. 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. El dominio RRM2 (del
inglés RNA Recognition Motif 2) no sélo es necesario, sino suficiente para ejercer esta
actividad estimulatoria de la SUMOilacién. En cuanto a la relevancia fisiologica de la
SUMOilacion mediada por SF2/ASF, la conjugaciéon de SUMO a las proteinas
Topoisomerasa I, p53, Nop58 y Sam68 es regulada por esta proteina SR. Mas atn, el
aumento en la conjugacion 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 podria ser un factor molecular capaz de relacionar las maquinarias

de SUMOilacién y del metabolismo del ARN.
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OBJETIVOS

2.1. GENERAL

El objetivo general planteado en este trabajo fue el de estudiar el posible rol de
una nueva modificacion post-traduccional de la proteina quinasa Akt, la
conjugacion de SUMO. De este objetivo general se desprenden una serie de

objetivos particulares que se detallan a continuacion:

2.2. ESPECIFICOS

o Explorar una posible retroalimentacion en el eje PI3K-Akt-proteinas SR

que involucre la modificacién de proteinas por conjugacion de SUMO.

e Evaluar las consecuencias de la SUMOilacion de Akt sobre su modificacion

post- traduccional mas estudiada hasta el momento, la fosforilacion, y

viceversa.

e Evaluar si la conjugacion por SUMO es necesaria y/o afecta la actividad

quinasa de la proteina Akt.

o Estudiar las consecuencias de la SUMOilacion de Akt sobre las funciones
celulares ya descriptas para esta quinasa, tanto en condiciones normales como

patologicas.
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MATERIALES Y METODOS

3.1. CULTIVO CELULAR

3.1.1. LINEAS CELULARES

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, para utilizar el medio completo con posterioridad a las dos semanas de
preparacion, se agreg6 también L-glutamina en una concentracion final de 2,9 g/L. Antes
de que las células alcancen la confluencia total, se aspir6 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 detuvo
la reaccién con 9 ml de medio completo, se re-plaqueé entre 1/5 y 1/20 del volumen a
una nueva placa de plastico de 10 cm y se llevé a 12 ml de volumen final con medio
completo. Las células fueron congeladas en N; liquido y descongeladas siguiendo
protocolos convencionales. Las células HeLa (ATCC #CCL-2) y HCT-116 (ATCC #CCL-
247) fueron mantenidas de la misma manera pero en medio carente de piruvato de

sodio.

3.1.2. TRANSFECCIONES CON ADN

Las células HEK293T (5x105), HeLa (2,5x105) o HCT-116(5x105) fueron transfectadas
en placas de cultivo de 35 mm con 6 pl de Lipofectamina 2000 (Invitrogen) y 2 ug de
ADN total o en placas de 24 pocillos con 1,2 pl de Lipofectamina 2000 (Invitrogen) y 400

ng de ADN total por pocillo. Brevemente, el protocolo de transfeccidn con lipofectamina

~ 43 ~



que utilizamos en nuestro laboratorio es el siguiente (se ejemplifica utilizando las

cantidades de los reactivos adecuadas para pocillos de 35mm):

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

Se lavan las células con PBS para eliminar trazas de suero y antibidticos que inhiban la

transfeccidn, 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 toxicos a largo plazo, y se agrega 2 ml de medio completo por pocillo.

3.1.3. TRANSFECCIONES CON ARN

Para los experimentos de ARN de interferencia, las células HEK293T (5x105), HeLa
(2,5%x105) 0 HCT-116(5x105) 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 transfeccion con ADN. La secuencia de los siRNAs se detalla a

continuacion:
siRNA Akt 3'UTR: 5’-GGGUUUACCCAGUGGGACA(dT)(dT)-3’ (Hara et al., 2008)

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

~ 44 ~



3.1.4. ENSAYOS DE LUCIFERASA

Las células HEK 293T o HeLa fueron plaqueadas en placas de 24 pocillos (1x105 células
por pocillo). Luego de 24 h fueron transfectadas y a las 24 o 48 horas posteriores fueron

cosechados los lisados celulares.

La actividad de Luciferasa en los lisados celulares fue medida utilizando el kit Luciferase
Assay System (Promega). Para ello las células se lavaron con PBS y luego fueron lisadas
en 100 pl del reporter lysis buffer (Promega). Luego de una centrifugaciéon de 5 min a
12.000 g, 30 ul del sobrenadante fueron mezclados con 70 pl del luciferase assay buffer 11
(Promega) y la actividad de luciferasa fue medida en un lumindémetro (junior

luminometer, Berlthold, Bad Wildbad, Germany).

3.1.5. EXTRACCION DIFERENCIAL DE FRACCIONES NUCLEARES Y
CITOPLASMATICAS

Transfectamos y/o tratamos células HEK293T plaqueadas en pocillos de 35 mm. Luego
de 48/72hs las células fueron cosechadas en PBS, y centrifugadas por 5 minutos a 500g.
El pellet de células fue resuspendido en 50 pl de Buffer A. Se le agregé Triton X-100 a
una concentracion final de 0,1 %, teniendo en cuenta el volumen total, incluyendo el
volumen celular. Las células fueron incubadas 8 minutos en hielo y luego la solucién fue
centrifugada por 5 minutos a 1300 g. Se separ¢ la fraccion soluble que corresponde a la
fraccion citoplasmatica. El pellet fue lavado una vez con Buffer A y centrifugado 5 min a

1300 g.

En el caso de usar estos extractos para una posterior purificacién en resina de niquel, al
5% de cada fraccion se le agreg6 Cracking Buffer 2X y esto fue tomado como input. Al
resto de cada una de las fracciones se le agregé 1 ml de buffer de extraccidn, y se

procedid con la extraccion (ver purificacion de proteinas en una matriz de niquel).
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Buffer A:

10 mM HEPES, pH 7.9
10 mM KClI

1.5 mM MgCI2

0.34 M Sucrose

10 % Glycerol

1 mM DTT

3.1.6. DETERMINACION DE PERFILES DE CICLO CELULAR POR
CITOMETRIA DE FLUJO

Células HEK293T plaqueadas en pocillos de 35 mm fueron transfectadas y/o tratadas.
Luego de 48/72hs las células fueron tripsinizadas y centrifugadas en tubos falcon de 15
ml, por 5 minutos a 500g. Las células fueron lavadas con PBS frio y finalmente
resuspendidas en 1,5 ml de PBS frio, manteniéndolas siempre en hielo. Mientras se
vortexeaban las células a velocidad media, se le agreg6 3,5 ml de etanol 100%, y luego
fueron incubadas por al menos un dia a -20°C. Se centrifugaron las células por 5 minutos
a 800g, y se lavaron con 5 ml de PBS frio. Se resuspendio6 en pellet de células en 500 pl
de PBS conteniendo 120 pg/ml de RNAsa A y 50ng/ml de loduro de propidio. Se incubé
por 30-60°en oscuridad a 37°C. Se analizaron las células en un citometro de flujo,
midiendo entre 10000 y 20000 eventos. Es importante mantener el frio en todo
momento para evitar el agregado de las células, que redundara en un menor nimero de

eventos leido en el citometro, y hasta pueden llegar a tapar el filtro de este.
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3.2. PURIFICACION DE PROTEINAS CONJUGADAS A
6XHIS-SUMO1

Células HEK293T (1x10¢) fueron plaquedas en placas de 35mm y 24 h mas tarde
transfectadas de acuerdo con el protocolo. Alternativamente se usaron células HelLa
transfectadas establemente para la construccion de SUMO1, SUMO2 o Ubiquitina
etiquetadas con una hexada de Histidina. Luego de 48 h, las células fueron lavadas con
PBS y se tom6 el 5% como alicuota input y se le agregé directamente cracking buffer 2X.
El resto se lis6 en 1 ml de buffer de extraccion. Los lisados fueron sonicados brevemente
para disminuirles la viscosidad y se le agregé 40 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 descartd el buffer. La resina fue resuspendida en 0,75 ml de buffer de
extraccion 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
descart6 el sobrenadante. Luego, se repiti6 este procedimiento de lavado utilizando
secuencialmente los buffers Urea I, Urea Il y Urea IIl. Luego, se eluyeron las proteinas

unida a la resina incubando por 20 min con 40 pl de buffer de elucidn.

Buffer de extraccion (pH 8): guanidinio-HCI 6M, Tris-HCl 10 mM, Na;HPO4/NaH;PO.

100, imidazol 5 mM y iodoacetamida 10 mM.

Buffer Urea 1 (pH 8): Urea 8M, Tris-HCl 10 mM, Na;HPO4/NaH,PO4 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;HPO4/NaH,PO4 100 mM, triton X-
100 0,1%, imidazol 5 mM y iodoacetamida 10 mM.

Buffer de elucidn: Tris-HCl pH 6,7 125 mM, SDS 5%, glicerol 30%, 3-mercaptoetanol 720
mM, imidazol 200 mM.
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3.3. TECNICAS DE INTERACCION PROTEINA-
PROTEINA

3.3.1. INMUNOPRECIPITACION

Células HEK293T (3x106) fueron cosechadas en PBS frio 24-36 horas luego de ser
transfectadas. Fueron centrifugadas y resuspendidas en 1 ml de buffer de lisis (Tris-HCI
20 mM pH 7,5, KC1 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 continuacién. Se utilizaron 30 pl de anti-T7-
agarosa acoplado a una matriz de agarosa (Novagen) o 1 ug 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 lavdo 4 veces con buffer de lisis. Los

inmunoprecipitados se resuspendieron en Laemmli sample buffer 2X (Laemmli, 1970).

3.3.2. ENSAYOS DE GST PULL-DOWN

Lisados de células HEK293T transfectadas (preparados como para los experimentos de
co-inmunoprecipitaciéon) o proteinas recombinantes (segun 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 ug de GST (clarificacion o pre-clear).
Posteriormente se afadieron 20 pl de resina glutation-sefarosa 4B (GE Healthcare) y se
centrifugd para eliminar del lisado las proteinas que interaccionan 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) o GST-Ubc9. Luego
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de 3 lavados con buffer de lisis y 1 lavado con PBS, las proteinas asociadas a la matriz de

glutation-sefarosa fueron resuspendidas en cracking buffer 2X (Laemmli, 1970).

3.4. PRODUCCION DE PROTEINAS RECOMBINANTES
Y ENSAYOS IN VITRO

3.4.1. PRODUCCION DE PROTEINAS RECOMBINANTES EN BACTERIAS

Una alicuota de 30 ml de cultivo bacteriano saturado se us6 para inocular 500 ml de LB
con los antibioticos apropiados. Luego de 45 minutos, la induccién se llevé a cabo con
0,5 mM IPTG por 4 horas. La purificacion se realizé6 mediante cromatografia de afinidad
con glutation-sefarosa. El pellet bacteriano fue resuspendido en un buffer conteniendo
PBS, tritén 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 incub6 30 min en hielo. Luego de sonicar en frio (6
pulsos de 10 seg cada uno a un 40% de amplitud), los lisados fueron centrifugados 30
min a 15.000 g a 4°C. Los sobrenadantes fueron incubados con 500 pul de la resina
glutation-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, ésta fue utilizada 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 tinciéon con coomassie brillant blue (R-
250, Gibco), se detrmind la concentracion de la proteina asociada a la resina. Para los
ensayos in vitro, las proteinas fueron eluidas con 10 mM glutatién (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 cuantificacion. En el caso de
proteinas asociadas a la resina, se conservaron a 4°C por un periodo no mayor a 3
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,
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EGTA 0,2 mM, glicerol 20% y un cocktail de inhibidores de proteasas.y guardadas a -

80°C indefinidamente.

3.4.2. PRODUCCION DE PROTEINAS RECOMBINANTES EN CELULAS
HEK293T

HA-Akt1 fue purificada a partir de células HEK293T mediante protocolos previamente
descripto (Cazalla et al., 2005). Cuatro placas confluentes de 15 cm de didmetro con
células HEK293T fueron transfectadas con 42 pg del vector de expresion HA-Aktl WT y
112 wl 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 transfirié la
suspension a un tubo falcon de 50 ml. Las células se centrifugaron y posteriormente
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-HA
(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 de buffer de lisis, se procedié a eluir las proteinas pegadas a la
resina. Para ello se fue agregando 800 ul de buffer de elucion (acido citrico 100 mM pH
2,2, B-glicerofosfato 5 mM, KF 5 mM) y las muestras fueron colectadas en tubos
eppendorf conteniendo 200 ul de Tris base 2 M. Luego de chequear la presencia de la
proteina recombinante en cada fraccién, 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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3.4.3. SUMOILACION IN VITRO DE AKT1

Las reacciones de SUMOilaciéon 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 SUMOilacion (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 volumen final de 20 pl.
Las reacciones se iniciaron por la adicion de ATP 2 mM. El sustrato HA-Aktl
recombinante (250 ng, ~ 236 nM) fueron incubados por 3hs a 30°C. Las reacciones

fueron finalizadas por adicién de un volumen de Laemmli sample buffer 2X.

3.4.4. 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 incub6 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-Akt (Cell Signaling) , anti-pAkt T308
(Cell Signaling), anti-pAkt S473 (Cell Signaling), ), anti-Akt Substrate (Cell Signaling),
anti-HA (Covance), anti-T7 (Bethyl Laboratories and Novagen), anti-FLAG (Sigma),
anti-GFP (Santa Cruz Biotechnology), anti-B-actin (Santa Cruz Biotechnology), anti-Myc

(Santa Cruz Biotechnology).
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3.5. PREPARACION DE PLASMIDOS

3.5.1. TRANSFORMACION DE BACTERIAS

Para generar bacterias competentes se utiliz6 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).

Alternativamente, se prepararon bacterias electrocompetentes en los casos en que se

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

3.5.2. PREPARACION DE PLASMIDOS

Preparacion de pldsmidos a pequeria escala o minipreps

Se utiliza esta técnica para producir una pequefia 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 secuenciaciéon si los clonados realizados habian
generado el plasmido de interés. Se utilizé un protocolo estindar adaptado utilizado y
cuando la aplicacion subsiguiente demandaba una mas alta calidad del pldsmido, se

utilizé un kit de Invitrogen (PureLink HiPure Plasmid Miniprep).
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Preparacion de pldsmidos a gran escala o maxipreps

Las columnas de intercambio ani6énico de Qiagen permiten obtener unos 100 pg de DNA
plasmidico (columnas tip 100) o 500 pg (columnas tip 500). También se utilizaron kits
de Invitrogen (PureLink HiPure Plasmid Maxiprep) para la obtenciéon de grandes
cantidades de plasmido libres de endotoxinas. En todos los casos, se realiz6 el protocolo

siguiendo las recomendaciones de los fabricantes.

3.5.3. CUANTIFICACION DE LOS PLASMIDOS

Para conocer la concentracién de ADN o ARN en solucién se midié absorbancia a 260
nm con un espectrofotometro (NanoDrop). 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 estdndares de masa (High Mass 'y Low Mass

Ladders, Invitrogen).
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3.5.4. MUTAGENESIS DIRIGIDA

Fueron disefiados primers forward y reverse conteniendo la mutaciéon deseada y fueron
realizados 20 ciclos de amplificacién por PCR a partir del plasmido templado. La

reaccion de amplificacion contiene:

Buffer PCR para Pfu ADN Polimerasa 5ul

Plasmido templado 50 ng
Primer Fw 125ng
Primer Rev 125 ng
dNTPs 10 mM 1ul

PfuTurbo ADN polimerasa (2.5 U/pl) 1ul
H20 c.s.p. 50 pl
La reaccién de PCR consisti6 en:

N2 de ciclos Temperatura (2C) Tiempo

1 94 30 seg
18 94 30 seg

55 60 seg

72 60 seg/kb de templado
1 72 10 min

Para la digestion, 1 pl de la enzima de restriccién Dpn [ (NEB) fue agregada a cada
reaccién de amplificaciéon e incubada durante 3 horas a 372C. Bacterias competentes
quimicas de la cepa DH5a de Escherichia coli fueron transformadas con 5 pl de la
reaccion de digestion. Finalmente la mutagénesis fue corroborada por secuenciacién de

algunos de los clones obtenidos (Macrogen Inc.).
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Vector de HA-Akt1

&) Lisina 276 e — :
4 [/ Digestion del templado salvaje
. 4 | metilado con la enzima de restriccion
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primers conteniendo la mutacion
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5 [ VY Transformacion de bacterias
# | competentes
\ ‘
Extensién con DNA polimerasa
Pfu Turbo — Plasmido templado
f\// Primer mutagénico

P Plasmido mutante

Figura M1: Esquema experimental del método de mutagénesis mediada por Dpn I.

3.6. ARN, RT & PCR

3.6.1. PURIFICACION DE ARN

Para obtener ARN de las células transfectadas, se utiliza una adaptacién del protocolo
original de Chomczynski (Chomczynski y Sacchi, 1987). Con este protocolo se pueden
obtener aproximadamente 5-10 pg de RNA a partir de células cultivadas en un pocillo de
35 mm de didmetro. Alternativamente, se utilizo 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 [-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
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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 pul) 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 ul 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, se agregan 20 pul de aguay
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 degradacién durante la corrida. En una
preparacién buena de RNA, deben observarse 3 bandas correspondientes, de mayor a
menor tamafio, al rRNA 28S, al rRNA 18S y a los tRNA. Composicién de la solucién D: A
234 ml de H20 mQ se le agregan 200 g de isotiocianato de guanidinio, 14 ml de citrato
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 solucién desnaturalizante.

3.6.2. TRANSCRIPCION REVERSA (RT)

El protocolo para la obtenciéon de ADN copia a partir de ARN se detalla a continuacién. El
mismo consiste en el protocolo provisto por el fabricante de la enzima Transcriptasa

Reversa (MMLV-RT, Invitrogen) con leves modificaciones.
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Se desnaturalizan 5 pl de RNA colocandolo 5 min a 65°C.
Se pasa el tubo inmediatamente a hielo para impedir la re-naturalizacién.

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

La mezcla de reaccién estd compuesta de la siguiente manera:

4 ul de buffer de RT 5X.

2 ulde 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/pul.

0,5 pl de oligo dT 100 puM (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 reaccion.

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

3.6.3. PCR: MINIGENES REPORTEROS DE SPLICING DE EDI Y BCLX

Se utilizan 2 pl de reaccion de RT que contiene el cDNA que servird de molde para la
reaccién de PCR. A cada tubo de cDNA se le agregan 48 pul de mix que estard compuesta
de la siguiente manera: 5 pl de buffer de PCR sin MgCl,, 3 pl de MgCl; 25 mM, 1,5ul de
DMSO (dimetil sulféxido), 2,5 pl de primer forward 20 pM, 2,5 pl de primer reverse 20
uM, 1 pl de dNTPs 10 mM (mezcla equimolar de dATP, dCTP, dGTP y dTTP), 0,3 ul de

~57 ~



Taq polimerasa 5 U/ul, 0,1 pl de dCTP radiactivo (10 pCi/pl, act. esp.: 3000 Ci/mmol),
H20 c.s.p. 48 ul.

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.

Los primers para Bcl-x fueron:
pminiBclx FW: 5-GGAGCTGGTGGTTGACTTTCT -3°
pminiBclx REV: 5"-TAGAAGGCACAGTCGAGG-3’

La reaccion de PCR consistio en: 1) 45 seg a 94°C, 2) 30 ciclos de 20 seg a 94°C, 20 sega
55°Cy 30 sega 72°C.
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RESULTADOS

En base a resultados de nuestro laboratorio descriptos en las secciones 1.1.9 y 1.2.7 de
la introduccién que muestran la participacion de la via de PI3K/Akt en la regulacién del
splicing alternativo, definen a Akt como una quinasa de proteinas SR entre ellas SF2/ASF
e identifican a la proteina SF2/ASF como un factor regulatorio de la cascada de
conjugacion de SUMO, decidimos centrarnos en esta nueva actividad de SF2/ASF en el
proceso de SUMOilacion como punto de partida para el estudio de un posible
mecanismo regulatorio del eje PI3K-Akt-proteinas SRs que involucre no soélo la

modificacién de proteinas por fosforilacién sino también por conjugacién de SUMO.

4.1. AKT1, SRPK1 Y SRPK2 SON SUSTRATO DE
SUMOILACION

Como primera aproximacion a estudiar la funcionalidad de esta nueva actividad de la
proteina SR SF2/ASF como factor regulatorio de la conjugacién por SUMO en el eje de
sefializacion descripto por nuestro grupo (Eje PI3K-Akt-SF2/ASF), nos preguntamos si
esta actividad podria estar afectando a alguna de las quinasas regulatorias ya descriptas
para esta proteina SR. Entre las quinasas descriptas elegimos la familia de las SRPKSs, las

CLKs y Akts.

Inicialmente nos preguntamos si algin miembro de estas familias de quinasas era
efectivamente sustrato de SUMOilacion. Mediante un andlisis bioinformatico con un
software de prediccidon de sitios de SUMOQilacién encontramos tanto para la quinasas
Aktl y 2, asi como para SRPKs y CLKs, sitios putativos de SUMOilacién con alto puntaje o

score (mayor probabilidad de ser un sitio real de conjugaciéon de SUMO) (Tabla R1).
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Quinasa aa Sitio SUMO Tipo de sitio
SRPK1 215 TDIKPEN YKXE
SRPK2 227 TDIKPEN YKXE
SRPK3 214 TDIKPEN YKXE

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

Tabla R1 | Predicciéon 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.

Se sabe que la SUMOilacién es una modificacidn altamente reversible e inestable, lo que
dificulta mucho su deteccién (existen muchos trabajos dedicados a generar o modificar
métodos para aumentar la sensibilidad de su deteccion) (Da Silva-Ferrada et al,, 2012).
Para facilitar su deteccién decidimos co-transfectar distintas lineas celulares con
vectores de expresion para cada una estas proteinas (con alguna etiqueta), junto con
vectores de expresion para SUMO-2, y con un vector de expresion para Ubc9 (enzima E2
o conjugadora de SUMO). Observamos mediante western-blot, utilizando anticuerpos
contra las distintas etiquetas de las proteinas de estudio, que aparecian en algunos
casos, bandas de menor movilidad electroforética que la correspondiente al peso
molecular de la proteina, lo que seria congruente con su posible conjugacién a SUMO. En
la figura R1 se muestra como ejemplo de estos ensayos el caso de HA-Akt1. Las bandas
de menor movilidad electroforética aumentan cuando se co-expresan los vectores de
expresion para SUMO2 y Ubc9. Ademas, se observa en la figura R1b que estas bandas
desaparecen en presencia de la proteasa de SUMO SENP1, lo que aumenta las
probabilidades de que estas bandas de menor movilidad electroforética correspondan a

la proteina HA-Akt1 conjugada a SUMO.
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Figura R1 | Co-expresion de SUMO y putativas proteinas blanco de SUMOilacion (Akt1). Células
HEK293T fueron transfectadas con HA-Akt1 junto con los vectores de expresion indicados 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 derecha se indica el peso molecular (en KDa) segun marcadores

correspondientes utilizados en la electroforesis.

Para corroborar que estas bandas de menor movilidad electroforética corresponden
efectivamente a variantes SUMOiladas de las proteinas estudiadas; realizamos
experimentos de purificacion de proteinas conteniendo héxadas de histidina (6xHis) con
una matriz de niquel. El experimento consiste en realizar una transfecciéon equivalente a
la explicada anteriormente, utilizando vectores de expresion de SUMO con una etiqueta
de 6xHis (“His-SUMO”), para luego someter al lisado total de las células a una
purificaciéon por niquel. De este modo, es posible enriquecer la preparacién en proteinas
celulares conjugadas a His-SUMO (SUMOiladas)(figura R2), ademas de la proteina His-
SUMO libre, sin conjugar. Mediante western-blot se analiza la presencia de la proteina de
interés tanto en el input como en la fraccion eludida de la resina de niquel, y se observa
si esta fue purificada como una proteina conjugada a SUMO. La cantidad de bandas y el
patron 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. Esta técnica sera la utilizada a lo largo de esta tesis en la mayoria de los casos

en los que se evalien niveles de SUMOilacién de una proteina.
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Figura R2 | Esquema del método utilizado para la deteccion de proteinas SUMOiladas. Células en
cultivo son transfectadas con los vectores de expresion HIS-SUMO1,2 o 3 (S1,52,S3). Luego de 48 h,
las células son lisadas y sometidas al protocolo de purificacion con la resina N2*-NTA en condiciones
desnaturalizantes. Una fraccion de los lisados (3%) es utilizada como /nput. Las proteinas purificadas
son eluidas con imidazol 100 mM y 2% SDS. Las muestras son sometidas a SDS-PAGE'y western blot.

Utilizando esta técnica pudimos detectar SUMOilaciéon de Aktl, Akt2, SRPK1 y SRPK2;
mientras que no detectamos SUMOilacién de ninguna de las CLKs. Este resultado fue
muy interesante ya que abridé interrogantes con respecto no s6lo a conocer si esta
modificaciéon podria ser regulada por SF2/ASF, sino también a dilucidar como esta
nueva modificacion encontrada puede estar afectando actividades ya conocidas de estas
proteinas. Por este motivo signific6 un muy buen punto de partida para esta tesis de
doctorado, en la cual tratamos de desentrafiar ambos interrogantes. Como ejemplo
mostramos en la figura R3 los experimentos correspondientes a la SUMOilacion de Akt1

y SRPKI.
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Figura R3 | SUMOilacion de Aktl y SRPK1. Células HEK293T fueron transfectadas con los
vectores de expresion HIS-SUMO1, 2 o 3 (S1,S2,S3) y con los vectores de expresiéon que se indican.
Luego de 48 h, las células fueron lisadas y sometidas al protocolo de purificacion con la resina NZ*-
NTA en condiciones desnaturalizantes. Una fraccion de los lisados (3%) fue utilizada como /nput. Las
proteinas purificadas fueron eluidas con imidazol 100 mM y 2% SDS (purified). Las muestras fueron

sometidas a SDS-PAGE'y western blot segun se indica en la parte inferior de cada panel.

En la figura R3 se observa que se detect6 SUMOilacién para el caso de co-expresion de
las quinasas con SUMO2 (S2) y SUMO3(S3), pero no para SUMO1(S1). Esto parecio
interesante en un principio, pero nos resultdé sospechoso que para todas las proteinas
blanco utilizadas fuera mas intenso el patron de SUMOilaciéon detectado utilizando
SUMO2, un poco menos el detectado con SUMO3 y casi indetectable el de SUMO1.
Entonces chequeamos los niveles de expresiéon de estas tres isoformas de SUMO
expresadas por nuestros vectores y pudimos observar efectivamente que SUMO2 se
expresaba aproximadamente 40 veces mas que SUMO1 y 5 veces mas que SUMO3, con lo
cual determinamos que las diferencias de niveles de SUMOilacién de las proteinas
sustrato con los distintos SUMOs podrian deberse a esta causa técnica y no a una

afinidad diferencial de las proteinas por las distintas isoformas de SUMO.

[ Las proteinas Akt1, Akt2, SRPK1, SRPK2 son sustrato de SUMOilacion
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4.2. SF2/ASF MODULA LA SUMOILACION DE AKT1

Teniendo en nuestras manos la observacién de que algunas de las quinasas regulatorias
de SF2/ASF son sustrato de SUMOilacidon, nos decidimos a dilucidar si SF2/ASF estaria
regulando los niveles de SUMOilacién de estas quinasas. Iniciamos nuestros estudios con
una de las quinasas estudiadas. Elegimos Akt1l por distintos motivos. Por un lado por
tratarse de la quinasa de SF2/ASF descripta por nuestro grupo, con lo cual contamos con
numerosas herramientas para estudiarla. Ademas, nos parecié muy interesante ya que
es una de las proteinas quinasas mayormente estudiadas, con gran incidencia en cancer

(estd referida en mas de 35.000 trabajos originales, 5.500 sélo en el dltimo afo).

Para evaluar si la conjugaciéon de SUMO a Aktl podia ser regulada por el factor de
splicing SF2/ASF, analizamos los niveles de SUMOilacién de Aktl (con la técnica
anteriormente explicada), frente a una curva de co-sobre-expresion transfectando con
cantidades crecientes de plasmido de expresién para SF2/ASF. Este experimento lo
realizamos tanto para la modificaciéon de Akt1 por SUMO 2 como por SUMO 3. Solo en el
caso de la conjugaciéon de SUMO 3 obtuvimos mayores niveles de SUMOilacion de Akt1 a
mayores niveles de sobre-expresion de SF2/ASF, con lo cual concluimos que esta
proteina podria estar ejerciendo una actividad de tipo E3 ligasa de SUMO para Akt1,

especificamente para la conjugacion de esta a SUMO-3(Figura R4).

~ 64 ~



HIS-SUMO2  HIS-SUMO3

T7-SF2/ASF H - i
i 250 KDa
% laKda
O J
= 8 B 100kda
= re— —
N z L

Lo B

Akt
i

purified NiZ*/ WB:HA

Input / WB:HA

Figura R4 | La sobre-expresion de SF2/ASF estimula la SUMOQilacién de Akt1. Células HEK293T fueron
transfectadas con los vectores de expresion HA-Akt1, HIS-SUMO2 o HIS-SUMO3 y diferentes
cantidades del vector de expresion T7-SF2/ASF (5, 20, 100 ng). Luego de 48 h, las células fueron
lisadas y sometidas al protocolo de purificacion con la resina ANP*-NTA en condiciones
desnaturalizantes. Una fraccion de los lisados (1%) fue utilizada como /nput. Las proteinas purificadas
fueron eluidas con imidazol 100 mM y 2% SDS (purified). Las muestras fueron sometidas a SDS-PAGE

y western blof segun se indica en la parte inferior de cada panel.

Para profundizar en este hallazgo analizamos el nivel de SUMOilacion de Akt1 frente a la
sobre-expresion de distintos mutantes de SF2/ASF en los cuales se delecion6 cada uno
de los tres dominios caracterizados para esta proteina (dos dominios de unién a ARN,
RRM1 y RRM2, y un dominio RS de repeticién de argininas y serinas). Por datos previos
ya publicados por nuestro grupo, sabiamos que el dominio RRM2 de SF2/ASF es
necesario y suficiente para generar un aumento en la SUMOQilaciéon global de proteinas
en células en cultivo. Coincidentemente, obtuvimos como resultado que el aumento en la
SUMOilacion de Aktl determinado por SF2/ASF depende de la presencia del dominio
RRM2 en esta ultima proteina. Mas aun, la sobre-expresién de una proteina formada
s6lo por este dominio RRM2 ya es suficiente para generar un aumento en la

SUMOilacion de Akt1 (Figura R5).
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Figura R5 | El dominio RRM2 de SF2/ASF es necesario y suficiente para generar un aumento en la
SUMOilacion de Akt1. Células HEK293T fueron transfectadas con los vectores de expresion HA-Akt1,
HIS-SUMO3 y las diferentes mutantes de delecion de la proteina T7-SF2/ASF. Luego de 48 h, las
células fueron lisadas y sometidas al protocolo de purificacion con la resina N?2*-NTA en condiciones
desnaturalizantes. Una fraccion de los lisados (1%) fue utilizada como /nput. Las proteinas purificadas
fueron eluidas con imidazol 100 mM y 2% SDS (purified). Las muestras fueron sometidas a SDS-PAGE

y western blot segun se indica en la parte inferior de cada panel.

La sobre-expresion de SF2/ASF aumenta la SUMOilacion de Aktl de manera

dependiente de su dominio RRM2

El hecho de que SF2/ASF pueda aumentar la SUMOilacién de Aktl sugiere que podria
existir alguna clase de retroalimentacion en el eje estudiado. Alternativamente el
aumento en la fosforilacién de SF2/ASF (determinado por Aktl) y el aumento en la
SUMOilacion de Aktl (disparado por SF2/ASF) podrian ser eventos totalmente
independientes. Para comenzar a descifrar la conexiéon entre ambos eventos decidimos
evaluar si SF2/ASF podia generar un aumento en la SUMOilacién de un mutante de Akt1

que carece de actividad quinasa (Akt KM). Observamos que SF2/ASF es capaz de



aumentar también la SUMOilacion de este mutante asi como lo hace para la proteina Akt
salvaje (figura R6). Estos experimentos y resultados no permiten aun asegurar la
existencia o no de algun tipo de retroalimentacion en el eje PI3k-Akt-SF2/ASF debida a
una interconeccion de los eventos estudiados (fosforilacién de SF2/ASF y SUMOilacién
de Akt). Otros experimentos serian necesarios para concluir sobre esta posible

regulacion cruzada.
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Figura R6 | La sobre-expresion de SF2/ASF estimula la SUMOilacion de Akt1 KM. Células HEK293T
fueron transfectadas con los vectores de expresion HA-Akt1 KM, HIS-SUMO3 y diferentes cantidades
del vector de expresion T7-SF2/ASF (5, 20, 100 ng). Luego de 48 h, las células fueron lisadas y
sometidas al protocolo de purificacion con la resina N2*-NTA en condiciones desnaturalizantes. Una
fraccion de los lisados (1%) fue utilizada como /nput Las proteinas purificadas fueron eluidas con
imidazol 100 mM y 2% SDS (purified). Las muestras fueron sometidas a SDS-PAGE y western blot

segun se indica en la parte inferior de cada panel.
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4.3, SUMOILACION DE AKT1

En los resultados expuestos anteriormente demostramos por primera vez que la
proteina quinasa Aktl es sustrato de conjugacién por SUMO y que los niveles de
SUMOilacién pueden ser regulados por la proteina SR SF2/ASF. Llegado este punto nos
preguntamos qué efecto podria tener esta nueva modificaciéon post-traduccional en la
actividad de Aktl. Desde el momento de este descubrimiento surgieron muchos
interrogantes que intentamos responder a lo largo del desarrollo de esta tesis. Algunos
de ellos se enumeran a continuacion: ;Es necesaria la SUMOilacion para la actividad
quinasa de Akt1? ;Es diferencialmente necesaria para algunas de las vias de sefializaciéon
disparadas por Aktl? ;Tiene alguna interaccién con otras modificaciones post-
traduccionales conocidas para esta proteina? Dado que Akt cambia de localizaciéon
subcelular, por ejemplo durante su activaciéon, ;Dénde ocurre la SUMOilacién de
Akt?;Hay algin compartimento celular en el que Aktl se encuentra mas SUMOilada?, y
por ultimo ;La SUMOilacién de Aktl tiene alguna relevancia en la actividad

tumorigénica de esta proteina?.

Para seguir profundizando y validando la SUMOilacién de Aktl, testeamos si Aktl es
capaz de interaccionar con la enzima conjugadora E2, Ubc9. Como se explic6 en la
introduccidn, para la via de la SUMOilacién existe s6lo una proteina E2 descripta.
Expresamos la proteina GST o la proteina de fusion GST-Ubc9 en bacterias, la
purificamos, la incubamos con extractos de células HEK293T sobre-expresando HA-Akt1
salvaje y llevamos a cabo ensayos de pull-down de GST con una resina de glutatién-
sefarosa (ver Materiales y Métodos). Como se observa en la Figura R7, HA-Aktl fue

precipitada por GST-Ubc9 pero no por GST solo.
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Figura R7 | Ensayo de pulldown de Akt1, con GST y GST-Ubc9. Células HEK293T fueron transfectadas
con vector de expresion para HA-Akt1 y cuando 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 GST o GST-Ubc9 para realizar el ensayo de GST pull-down. El producto final fue

resuelto en SDS-PAGE'y el western blotfue llevado a cabo con un anticuerpo anti-HA.

[ AKkt1 interacciona especificamente con Ubc9 J

A continuaciéon decidimos testear si la SUMOilacién de Aktl podia reproducirse en un

sistema libre de células, un sistema de SUMOilacién in vitro.

La enzima recombinante E1 fue combinada con SUMO1 o SUMO2 e incubadas sin o con
cantidades crecientes de la enzima E2 (Ubc9), usando como sustrato de SUMOilacién a
HA-Aktl recombinante purificada de células HEK293T. En la figura R8 se observan
bandas de menor movilidad electroforética (correspondientes a Aktl SUMOilada) que
aumentan en concordancia con el aumento de la cantidad de enzima E2 utilizada. Estas

bandas no se detectan en ausencia de la enzima E2.
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Figura R8 | SUMOilacién de Akt1 /in vitro. Las reacciones de SUMOQilacion /n vitro se llevaron a cabo
utilizando como sustrato 250 ng de HA-Akt1 recombinante purificada de células HEK293T. El sustrato
fue incubado con 150 ng de la enzima activadora de SUMO, E1, y sin o con cantidades crecientes (0,
100 y 500 ng respectivamente) de la enzima conjugadora de SUMO, E2 y 1 ung de SUMO1 o SUMO2.
Las reacciones fueron frenadas luego de 3hs de incubacién a 30 grados. Luego de realizado un SDS-

PAGE, la SUMOilacion de Akt1 fue evaluada por western blot con un anticuero anti-HA.

Akt1 puede ser SUMOilada in vitro ]
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4.4, E3 LIGASAS DE LA VIiA DE SUMOILACION Y AKT1

Sabemos que a diferencia de la ubiquitinacion, el proceso de SUMOilacién in vitro no
necesita una enzima E3 ligasa. A pesar de estos resultados muchos autores sostienen
que la actividad E3 ligasa de SUMO es indispensable in vivo, tanto para que ocurra como
para regular este proceso en condiciones menos favorables que las de una reaccidn in

vitro en la que se agregan cantidades muy elevadas de las enzimas E1 y E2.

Ya vimos que SF2/ASF podria estar actuando como E3 ligasa de Aktl en células en
cultivo, pero para no estar sesgados a esta Unica proteina estudiada en nuestro grupo
decidimos testear otras E3 ligasas de SUMO ya descriptas como son PIAS1, Pc2 y
TOPORS.

Co-expresamos en células HEK293T vectores de expresion para cada una de estas E3
ligasas (etiquetadas con FLAG) junto con vectores de expresion para HIS-SUMO2 y HA-
Aktl. Ademds usamos como control positivo del aumento de SUMOilaciéon la
transfeccion con un vector de expresion para la E2 conjugadora Ubc9. Realizamos la
purificacién en una resina de niquel, e hicimos western-blot con un anticuerpo anti-HA
tanto para la fraccién purificada como para el input. Ademas chequeamos el nivel de
expresion de las E3 ligasas sobre-expresadas por western-blot con anticuerpo anti-

FLAG.

En la figura R9 se ve que la sobre-expresion de PIAS1 aumenta fuertemente el nivel de
SUMOilacion de Aktl, casi al nivel de la sobre-expresion de la enzima E2, Ubc9. La sobre-
expresion de TOPORS también genera un aumento de la SUMOilacién de Akt1l en menor
medida, mientras que la sobre-expresién de Pc2 no tiene ningtn efecto (cabe aclarar
que esta ultima si tiene efectos sobre la SUMOilacion de otras proteinas estudiadas por
nuestro laboratorio, como por ejemplo hnRNP K) (Pelisch et al,, 2012). Los niveles de
expresion de estas proteinas son similares salvo por el menor nivel en la expresion de
TOPORS, que podria explicar el menor aumento de la SUMOilacién de Akt1 que provocd,

con respecto a PIAS1.
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Figura R9 | SUMOilacién de Akt1 en respuesta a la sobre-expresion de las E3 ligasas PIAS1, Pc2 y
TOPORS. Células HEK293T fueron transfectadas con vectores de expresion HA-Akt1, HIS-SUMO2 y
segun se indica, FLAG-Ubc9, FLAG-PIAS1, FLAG-Pc2 o FLAG-TOPORS. Luego de 48 h, las células
fueron lisadas y sometidas al protocolo de purificacion con la resina NZ*-NTA en condiciones
desnaturalizantes. Una fraccion de los lisados (1%) fue utilizada como /nput. Las proteinas purificadas
fueron eluidas con imidazol 100 mM y 2% SDS (purified). Las muestras fueron sometidas a SDS-PAGE

y western blot segun se indica en la parte inferior de cada panel.

La sobre-expresion de las E3 ligasas PIAS1 y TOPORS, pero no de Pc2,
estimula la SUMOilacion de Akt1
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4.5. RELACION DE LA SUMOILACION DE AKT1 CON
RESPECTO A SU LOCALIZACION SUBCELULAR

Debido a diversos trabajos que describen el movimiento intracelular de Akt sabemos
que podemos encontrar esta proteina en diferentes compartimentos subcelulares, tanto
en la membrana plasmatica, el citoplasma, la membrana nuclear, el nucleoplasma y
hasta en el reticulo endopldsmico. Nos preguntamos si la versiéon SUMOilada de Aktl
que detectamos en experimentos anteriores estd o no confinada a uno de estos

compartimentos.

Para responder esta pregunta transfectamos células HEK293T con vectores de
expresion para Ubc9, HIS-SUMO2 y HA-Aktl. Luego levantamos las células intactas y
realizamos una extraccién por diferencia de tonicidad (ver Materiales y Métodos), con la
cual pudimos obtener una fraccion citoplasmatica (citoplasma y membrana plasmatica)
y una fracciéon nuclear (nucleoplasma y membrana nuclear). Tomamos una alicuota
input de cada fracciéon y con el resto realizamos purificaciones por resina de niquel.
Analizamos los purificados e inputs por western-blot, manteniendo la relacién de
cantidad entre las fracciones para poder compararlas. Al analizar la figura R10
observamos una gran diferencia en los niveles de SUMOilacion de Aktl proveniente de
las distintas fracciones. La proteina Aktl SUMOilada se encuentra casi exclusivamente
en la fraccién nuclear, habiendo muy poca cantidad en la fraccién citoplasmatica. La

proteina nuclear Histona 3 (H3) fue utilizada para controlar la pureza de las fracciones.
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Figura R10 | Niveles de SUMOilacién de Akt1 en la fraccién nuclear y citoplasmatica. Células
HEK293T fueron transfectadas con vectores de expresion para HIS-SUMO2, HA-Akt1 y Ubc9. Luego
de 48 h, las células fueron levantadas y se procedio con el fraccionamiento de nucleo y citoplasma
(Cito). Ambos extractos fueron sometidos al protocolo de purificacion con la resina NZ*-NTA en
condiciones desnaturalizantes. Una fraccién de los lisados (3%) fue utilizada como /nput. Las proteinas
purificadas fueron eluidas con imidazol 100 mM y 2% SDS (purified). Las muestras fueron sometidas a

SDS-PAGE'y western blot segun se indica en la parte inferior de cada panel.

Existen mayores niveles de SUMOilacién en la fracciéon nuclear de Akt que en la

fraccion citoplasmatica.
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4.6. LISINAS BLANCO DE SUMOILACION DE AKT

Una de las mayores dificultades para estudiar como afecta la SUMOilacién de Aktl (o
cualquier otro sustrato) a su actividad, es el hecho de lograr regular esta modificacién
especificamente en Akt1. Es decir, podriamos realizar la sobre-expresion o deplecién de
la E2 ligasa Ubc9 o algtin factor primordial de la via de SUMOilacién y medir la actividad
de Aktl, pero de esta manera estariamos afectando la SUMOilacién global de la célula sin
poder separar los correspondientes efectos indirectos debido a cambios en la
SUMOilacion de otras proteinas celulares sobre la actividad que queremos testear. Un
poco mas especifico, seria realizar esto mismo pero con la sobre-expresiéon y/o
silenciamiento de las E3 ligasas de SUMOilacién antes observadas para Aktl, pero se
sabe que en la via de SUMOilacién estas proteinas son bastante promiscuas y afectan la
conjugacion por SUMO de un niimero no menor de proteinas. Uno de los enfoques mas
utilizados en trabajos publicados para intentar resolver este problema es generar
proteinas mutantes para los aminodacidos lisinas blanco de SUMOilacién en la proteina
sustrato estudiada. Generalmente se realiza el mutante de sustitucién de aminoacido
lisina por arginina, que es un aminoacido con la misma carga neta pero no es sustrato de
SUMOilacion, con la intencion de no generar cambios estructurales fuertes en la proteina

blanco.

Para este fin, analizamos mediante el uso de dos programas de computacién (software)
especializados (SUMOplot y SUMOsp) los posibles sitios blanco de SUMOilaciéon
(aminodacidos lisinas) mdas cercanos al consenso conocido para esta modificacion
(“WKxD/E” donde ¥ es un aminoacido grande e hidrofébicdentro de la estructura
primaria de la proteina. Las lisinas blanco putativas se muestran en naranja en la figura

R11. El color naranja mas oscuro indica que esos sitios se acercan mas al consenso.
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Figura R11 | Esquema de sitios putativos de SUMOilacion de Akt1. EI esquema muestra los tres
dominios clasicos de Akt1, dominio PH, dominio quinasa y dominio hidréfobo N-terminal conservado
entre las AGC quinasas. Bajo el rétulo “SUMO?” se identifican los sitios putativos de SUMOilacion de
Akt1 predichos por bioninformatica. El naranja mas oscuro significa que esos sitios tienen mejor mayor
probabilidad de ser sitios reales de SUMOilacién. Bajo el rétulo ATP se encuentra marcado el

aminoacido responsable de la unién de ATP para ejercer la actividad quinasa.

Realizamos mutagénesis dirigida (ver Materiales y Métodos) generando un cambio de
lisina (K) por arginina (R) en la proteina Aktl para cada una de las putativas lisinas
blanco de SUMOilacién. Ademas, utilizamos también mutantes provistos gentilmente
por el laboratorio del doctor Hui-Kuan Lin los cuales habian sido utilizados para mapear
sitios de ubiquitinacion. Transfectamos todos estos mutantes (todos ellos con etiqueta
HA) en células HEK293T junto con vectores de expresion para Ubc9 y HIS-SUMO2.
Realizamos la purificacién en una resina de niquel, e hicimos western-blot con un
anticuerpo anti-HA tanto para la fracciéon purificada como para el input. Comparando el
nivel de SUMOilacién de los distintos mutantes con el de Aktl WT, observamos una
disminucién, marcada y reproducible, en el nivel de SUMOilacién de los mutantes K276R

y K301R (lisina ndmero 276 y 301, respectivamente)(figura R12).

~ 76 ~



SUMO2-Akt

250 KDa

’ 150 Kda
83

10_0_ Kda

Akt

50 Kda

purified Ni2*/ WB:HA

: { D POV,

Input / WB:HA

Figura R12 | SUMOilacién de distintos mutantes puntuales de Akt1. Células HEK293T fueron
transfectadas con los vectores de expresion de FLAG-Ubc9 y HIS-SUMO?2, y segun se indica en la
parte superior de la figura, vectores de expresion de HA-Akt1 salvaje o sus respectivos mutantes KR.
Luego de 48 h, las células fueron lisadas y sometidas al protocolo de purificacion con la resina NZ*-
NTA en condiciones desnaturalizantes. Una fraccion de los lisados (1%) fue utilizada como /nput. Las
proteinas purificadas fueron eluidas con imidazol 100 mM y 2% SDS (purified). Las muestras fueron
sometidas a SDS-PAGE'y western blof segun se indica en la parte inferior de cada panel

Si bien observamos que la SUMOilacién en estos mutantes no se suprime
completamente, conocemos por diversos casos descriptos en la bibliografia que muchas
veces es necesario mutar mas de una lisina blanco para generar una fuerte disminucion
de la SUMOilacion de una determinada proteina. Por un lado porque se sabe que existen
proteinas que pueden ser SUMOiladas en mas de una lisina blanco, y por otro lado, se
especula que como el sitio consenso de SUMOilacién no es totalmente estricto, al mutar
alguna de las lisinas blanco la maquinaria de SUMOilacién puede comenzar a usar otras
lisinas cercanas que en la proteina salvaje no eran utilizadas (lisinas cripticas). Esto ha
llevado en algunos casos, como para la proteina Sccl, a tener que mutar 15 lisinas
blanco para obtener una disminucién considerable en la SUMOilaciéon de esta

proteina(Wu et al., 2012).

En base a los resultados anteriores decidimos generar el doble mutante K276R y K301R,

al cual nos referiremos de ahora en mas en esta tesis como Aktl 2KR (figura R13).
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Comprobamos que al mutar ambas lisinas los niveles de SUMOQilacién de la mutante

Akt1 2KR bajan considerablemente respecto de Akt1 WT.
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Figura R13 | SUMOilacién de distintos mutantes KR y 2KR de Akt1 en células HEK293T. Células
HEK293T fueron transfectadas con vectores de expresion para FLAG-Ubc9 y HIS-SUMO2, y segun se
indica, vectores de expresion de HA-Akt1 salvaje o sus respectivos mutantes KR. Luego de 48 h, las
células fueron lisadas y sometidas al protocolo de purificacion con la resina N?2*-NTA en condiciones
desnaturalizantes. Una fraccion de los lisados (1%) fue utilizada como /nput. Las proteinas purificadas
fueron eluidas con imidazol 100 mMy 2% SDS (purified). Las muestras fueron sometidas a SDS-PAGE

y western blot segun se indica en la parte inferior de cada panel.

Vale la pena mencionar que cuando estos mismos mutantes fueron transfectados en otra
linea celular, células HelLa, los resultados fueron levemente diferentes, siendo suficiente
la mutaciéon en K276 para lograr una fuerte disminucién en los niveles de SUMOilacién
de Akt1 (figura R14). Frente a estas leves diferencias entre lineas celulares, optamos por
utilizar el mutante Akt1 2KR, cuya SUMOQilacion se encuentra fuertemente disminuida en
todas las lineas celulares testeadas, para posteriores experimentos relacionados con la

relevancia funcional de la SUMOQilacion de Akt.
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Figura R14 | SUMOilacién de distintos mutantes KR y 2KR de Akt1 en células HelLa. Células HelLa
transfectadas establemente con la construccion HIS-SUMO?2, fueron re-transfectadas con vectores de
expresion para FLAG-Ubc9, y segun se indica, vectores de expresion de HA-Akt1 salvaje o sus
respectivos mutantes KR. Luego de 48 h, las células fueron lisadas y sometidas al protocolo de
purificaciéon con la resina NP*-NTA en condiciones desnaturalizantes. Una fraccion de los lisados (1%)
fue utilizada como /nput. Las proteinas purificadas fueron eluidas con imidazol 100 mM y 2% SDS
(purified). Las muestras fueron sometidas a SDS-PAGE y western blot segun se indica en la parte

inferior de cada panel.

Adicionalmente, procedimos a generar un nuevo mutante para afectar la secuencia
consenso de SUMOilacion correspondiente a la lisina 276 pero sin modificar este residuo
propiamente dicho. Dicha secuencia consenso es un caso particular, por un lado es una
secuencia consenso candnica de SUMOilaciéon (CM) pero a su vez cumple con los
requisitos de una secuencia consenso invertida de SUMOilaciéon (ICM). A este caso que
contiene dos tipos de motivos consenso de SUMOilaci6on, decidimos llamarle PCM (del
inglés palidromic consensus motif)(figura R15). Para mas detalles ver la seccién 1.2.4 del

capitulo introduccién de esta tesis.
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Figura R15 | Comparacién entre motivos consenso de SUMOilacioén y la secuencia aledaiia a la lisina
276 de Akt1 . Se muetran las secuencias aminoacidicas de los distintos motivos consenso de
SUMOilacién descriptos CM, ICM y PCM. En la secuencia se representa ¥ como un aminoacido grande
e hidrofobico, K es la lisina blanco de la reaccion, X es cualquier aminoacido, D es acido glutamico, E
es acido aspartico, L es leucina, R es arginina y N es asparragina. En la parte inferior se indica el

numero de aminoacido correspondiente a la estructura primaria de Akt1 de humanos.

Decidimos reemplazar por mutagenesis dirigida los residuos acido apartico 274 y acido
glutamico 278 por los residuos asparragina y glutamina respectivamente. A este
mutante en el consenso de SUMoilacién lo llamamos Aktl DN,EQ. Al transfectar esta
construccion en células HEK293T, observamos que sus niveles de SUMOilaciéon son
similares a los niveles de SUMOilaciéon que presenta el mutante en la lisina 276 (Aktl
K276R), y a su vez ambos son inferiores a los niveles de SUMOilacién presentados por la
proteina Akt WT (figura R16). Este resultado sugiere fuertemente que la lisina 276 es un
sitio de SUMOilacion de Aktl, y minimiza las posibilidades de haber detectado
disminuicién en la SUMOilacion del mutante K276R debido a efectos indirectos de otras

modificaciones post-traduccionales que estén teniendo lugar en dicha lisina.
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Figura R16 | SUMOQilacién del mutante de Akt1 en el sitio consenso de SUMOilacion correspondiente a
la lisina 276. Células HEK293T fueron transfectadas con vectores de expresion para FLAG-Ubc9 y HIS-
SUMOZ2, y segun se indica, vectores de expresion de HA-Akt1 salvaje o sus respectivos mutantes.
Luego de 48 h, las células fueron lisadas y sometidas al protocolo de purificacién con la resina NZ*-
NTA en condiciones desnaturalizantes. Una fraccion de los lisados (1%) fue utilizada como /nput. Las
proteinas purificadas fueron eluidas con imidazol 100 mM y 2% SDS (purified). Las muestras fueron

sometidas a SDS-PAGE'y western blot segun se indica en la parte inferior de cada panel.

En la actualidad, para confirmar estos datos, estamos realizando experimentos de
espectrometria de masa de Akt1l SUMOilado in vitro en colaboracién con el laboratorio
del profesor Ron Hay, en Dundee, Reino Unido. Asi, mediante una técnica de deteccién
de SUMOilacion sitio especifica, podremos mapear directamente el/los aminoacido/s

lisina blanco de conjugacion por SUMO en la proteina Akt1.

Las proteinas mutantes Aktl K276R, K301R, y mas aun 2KR, presentan una

fuerte disminucion en sus niveles de SUMOilacion
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4.7. RELACION ENTRE LA SUMOILACION Y LA
ACTIVIDAD GENERAL DE AKT1

Teniendo en nuestras manos como herramienta la proteina mutante Akt1l 2KR, la cual
tiene muy disminuida la SUMOilacién, nos propusimos comenzar a explorar si estaba
afectada la actividad quinasa de este mutante en células en cultivo. Para realizar esto
sobre-expresamos en células HEK293T y Hela, tanto Aktl WT como Aktl 2KR, y como
control positivo una mutante constitutivamente activa de Akt llamada Akt-Myr.
Preparamos lisados celulares e hicimos ensayos de western-blot con un anticuerpo
llamado anti-Akt Substrate (Cell Signalling), el cual fue obtenido usando como epitope un
péptido correspondiente al sitio blanco consenso de fosforilacion de Akt, en su estado
fosforilado. Por lo tanto este anticuerpo es capaz de reconocer una gran cantidad de
sustratos de Akt en su estado fosforilado. Como se observa en las figura R17 un western-
blot de extracto total de células utilizando este anticuerpo da como resultado muchas
bandas de distinta movilidad electroforética correspondientes a distintos sustratos de
Akt fosforilados. Si comparamos las calles correspondientes a la sobre-expresién de
Aktl WT con respecto a las calles control podemos notar un leve aumento en la
intensidad de las bandas. En cambio en el caso de la sobre-expresion de Aktl 2KR, no
s6lo no vemos ese aumento, sino que podemos observar una disminucién de la
intensidad, sugiriendo que este mutante podria estar actuando como dominante
negativo del Akt1l enddgeno. El aumento en la intensidad general correspondiente a los
sustratos fosforilados de Akt es ain mas notorio en las calles correspondientes a la
sobre-expresion de Aktl-Myr para algunas bandas especificas. En el panel inferior se
muestra el western-blot con anticuerpo anti-HA donde se ve que los niveles de

expresion de las diferentes variantes de Akt1 fueron similares.
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Figura R17 | Niveles de fosforilacion de sustratos de Akt frente a la sobre-expresion de Akt1 WT, 2KR
y Myr. En el panel de la izquierda: Células HelLa fueron transfectadas con los vectores de expresion
indicados en la parte superior y 48 h mas tarde lisadas para ser sometidas a SDS-PAGE y wesfern
blot, segun se indica en la parte inferior derecha de cada panel. En el panel de la derecha: Células
HEK293T fueron transfectadas con dos cantidades diferentes de los vectores de expresion indicados
en la parte superior 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.

La sobre-expresion de Aktl 2KR no aumenta, y hasta disminuye, los niveles

=z
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4.8. EFECTOS DE AKT WT Y 2KR SOBRE LA
ACTIVIDAD DE DOS FACTORES DE TRANSCRIPCION,
FOXO01 Y NFKB

Sabemos que la quinasa Akt tiene la capacidad de modular la actividad de muchos
factores de transcripcion (ver introduccion). Para estudiar esta actividad utilizamos
vectores reporteros de la actividad transcripcional de dos factores que son modulados
por Akt, FOX01 y NFkB. Estos reporteros constan de un promotor minimo al que se le
clonaron rio arriba varios sitios de unién para cada uno de estos factores de
transcripcidn, y el cual dirige la expresién de la secuencia codificante del gen de la
luciferasa clonado rio abajo (ver recuadros figuras R18 y R20). De esta manera,
midiendo actividad de la proteina luciferasa podemos hacer inferencia sobre cuan
activos estaban dichos promotores, y por ende, los factores de transcripién que se unen
a ellos. Co-transfectamos estos reporteros junto con diferentes cantidades de vectores
de expresion para Aktl ya sea WT o 2KR (de SUMOilacién disminuida), y luego medimos

actividad luciferasa en los extractos celulares.

Para el caso del factor de transcripcion FOXO01 el resultado esperado segln bibliografia
era que la sobre-expresion de Akt1l promueva su fosforilacion provocando la retencion
de este factor en citoplasma, y consecuentemente, disminuyendo su actividad
transcripcional. Efectivamente eso es lo que observamos, tanto para la sobre-expresion
de Aktl WT y Aktl Myr como para Aktl 2KR, no encontrando diferencias entre estos
(figura R18). Los niveles de expresion de las distintas proteinas mutantes utilizadas

fueron chequeados por western-blot.
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Figura R18 | Actividad transcripcional de FOXO1 frente a la sobre-expresion de Akt1 WT o 2KR.
Células HEK293T, fueron transfectadas con los vectores de expresién indicados en la parte inferior del
grafico junto con el reportero transcripcional de FOXO1. Luego de 48 h, las células fueron lisadas y la

actividad de Luciferasa fue medida segun se indica en “Materiales y Métodos”.

Con los tres vectores sobre-expresados se ve un efecto casi completo de inhibicién de la
actividad de FOXO1. Nos preguntamos si encontrariamos diferencias en la regulacién
transfectando distintas cantidades (mas bajas) de las variantes proteicas WT y 2KR.
Para responder esta pregunta realizamos el mismo experimento, pero esta vez sobre-
expresamos las proteinas utilizando tres cantidades distintas de sus respectivos
vectores de expresion. En este caso tampoco pudimos observar ninguna diferencia entre

las curvas dosis respuesta para Aktl WT y 2KR (figura R19).
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Figura R19 | Actividad transcripcional de FOXO1 frente a la sobre-expresion de Akt1 WT y 2KR.
Células HEK293T, fueron transfectadas con los vectores de expresion indicados en la parte inferior del
grafico junto con el reportero transcripcional de FOXO1(para HA-Akts; +:10ng, ++:40ng, +++:100ng).
Luego de 48 h, las células fueron lisadas y la actividad de Luciferasa fue medida segun se indica en

“Materiales y Métodos”.

Como se explicoé anteriormente realizamos en simultineo experimentos para medir la
actividad del factor de transcripcion NFkB. Para el caso de este factor el resultado
esperado segun la bibliografia era que la sobre-expresion de Akt promueva la actividad
transcripcional de este. Esto fue lo que observamos para la sobre-expresion de Akt1 WT.
Sin embargo, no pudimos observar un aumento en la actividad de NF«B con la sobre-

expresion de Akt1 2KR (figura R20).
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Figura R20 | Actividad transcripcional de NFkB frente a la sobre-expresion de Akt1 WT y 2KR. Células
Hela, fueron transfectadas con los vectores de expresion indicados en la parte inferiorior del grafico
junto con el reportero transcripcional de NFkB. RelA corresponde a una de las dos subunidades del
factor de transcripcion NFkB. Luego de 48 h, las células fueron lisadas y la actividad de Luciferasa fue

medida segun se indica en “Materiales y Métodos”.

También para este caso sobre-expresamos las proteinas Akt utilizando tres cantidades
distintas de sus respectivos vectores de expresion. Si bien para Aktl WT el aumento en
la actividad del factor de transcripcion NFkB correlaciona con el aumento de proteina
sobre-expresada, no se observa ningun efecto de la sobre-expresion de Akt1 2KR (figura

R21) ni si quiera en las mas altas dosis.
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Figura R21 | Actividad transcripcional de NFkB frente a la sobre-expresion de Akt1 WT y 2KR. Células
Hela, fueron transfectadas con los vectores de expresion indicados en la parte inferior del grafico junto
con el reportero transcripcional de NFkB (para HA-Akts; +:10ng, ++:40ng, +++:100ng). Luego de 48 h,
las células fueron lisadas y la actividad de Luciferasa fue medida segun se indica en “Materiales y

Métodos”

& by

La SUMOilacion de Aktl seria indispensable para la actividad de esta

proteina como regulador dela actividad del factor de transcripcion NFxB
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4.9. SUMOILACION DE AKT Y LA REGULACION DEL
SPLICING ALTERNATIVO

En trabajos anteriores de nuestro laboratorio demostramos que la actividad de Akt
regula los patrones de splicing alternativo de distintos genes (en particular el exén EDI
del gen de fibronectina) y le hemos asignado un nuevo rol como quinasa de proteinas SR
(especificamente de SF2/ASF y 9G8, miembros de dicha familia) (Blaustein et al., 2004;
Blaustein et al., 2005).

Nos preguntamos si la SUMOilacién de Akt tendria alguna relevancia para su actividad
como molécula regulatoria del splicing alternativo. Para responder este interrogante
analizamos la actividad del Akt mutante para SUMOilacién (Aktl 2KR), en este eje de
sefializacion estudiado por nuestro grupo (Eje PI3K-Akt-proteinas SR), teniendo como
respuesta bioldgica final cambios en el splicing alternativo del gen de fibronectina.
Utilizamos como herramienta un minigén reportero de spicing correspondiente al exén
EDI de fibronectina (figura R22) ampliamente utilizado por nuestro laboratorio y otros
(Caputi et al.,, 1994). Co-transfectamos en células en cultivo el minigén reportero, junto
con Aktl WT o 2KR. A su vez hicimos este mismo experimento en presencia de una
mutante constitutivamente activa de la proteina Ras (pequefia GTPasa rio arriba de PI3K
en el eje), para observar la respuesta de estas variantes de Akt frente a la sobre-

activacion de la via de estudio.
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Figura R22 | Minigén reportero de splicing del exén EDI de fibronectina. Esquema del minigén
reportero de splicing del exén EDI de fibronectina, junto con las dos isoformas de ARNm a las que

puede dar origen a partir de un unico pre-ARNm.
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En concordancia con resultados previos de nuestro laboratorio, observamos que Aktl
WT aumenta la inclusion del exén EDI en ARNm maduros provenientes del minigén de
fibronectina. Sin embargo, Aktl 2KR es incapaz de hacerlo (figura R23). Ademas, este
aumento para Aktl WT se hace alin mas notorio en presencia de la sobre-activacion de
la via por la sobre-expresion de una isoforma constitutivamente activa de Ras, mientras
que Aktl 2KR se muestra insensible ante este estimulo. Se puede concluir que el papel
de Akt dentro del eje PI3K-Akt-proteinas SR estudiado por nuestro grupo es totalmente
dependiente de sus residuos K276 y/o K301.
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Figura R23 | Efecto de Akt1 WT y 2KR sobre el splicing del exén EDI de fibronectina. Células HelLa
fueron transfectadas con los vectores de expresion indicados en la parte inferior del grafico (500 ng de
minigén de EDI y 500 ng de HA-Akt WT o 2KR, 50ng de Ras V12 c40) y posteriormente lisadas para
extraer el ARN. Luego de las reacciones de transcripcion reversa (RT) y PCR radioactiva, las muestras
fueron corridas en geles de poliacrilamida nativos, los cuales fueron secados y expuestos a placas
radiograficas. Las bandas fueron cortadas y la radioactividad fue medida por el método Cherenkov
(Cramer et al., 1999). Se muestra en un grafico de barras la cuantificacién de los resultados mostrados

en el panel inferior.
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Resultados similares a los anteriores fueron obtenidos utilizando un sistema de rescate
de la actividad de Akt1l endégeno, con los dos mutantes. El sistema consiste en silenciar
la proteina Akt1l endégena transfectando siRNA complementarios a la secuencia 3’'UTR
del ARNm de Akt1 endégeno. De esta manera se puede co-transfectar en estas células un
vector de expresion de Aktl que no posee la secuencia 3’'UTR del Akt1 enddgeno, y por
lo tanto su expresidn no serd afectada por el siRNA utilizado. Asi podremos observar si
se recupera actividad de Aktl en células transfectadas con el siRNA 3’'UTR de Akt1 junto
con vectores de expresion para Aktl WT, 2KR o control, insensibles al siRNA. En la
figura R24 observamos que la inclusién del exén EDI del minigén de fibronectina
disminuye cuando el Akt1 endégeno es silenciado. Este efecto puede ser recuperado con
la co-transfeccion con cantidades crecientes del vector de expresion para Aktl WT, pero

no con el vector de expresion para Aktl 2KR.
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Figura R24 | Rescate de actividad de Akt1 sobre el splicing del exdn EDI de fibronectina. Células
HelLa fueron transfectadas con los siRNA indicados. 24 horas después fueron transfectadas con los
vectores de expresion indicados 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. Las bandas fueron cortadas y la radioactividad fue

medida por el método Cherenkov (Cramer et al., 1999). Se muestra en graficos de barra la

cuantificacion de los resultados mostrados en el panel inferior de la figura.

La sobre-expresion de Aktl WT, pero no de Aktl 2KR aumenta la inclusion

7 ==

Con el objetivo de continuar analizando si la SUMOQilacién de Akt es necesaria para su
actividad regulatoria del splicing alternativo, realizamos experimentos similiares pero
en este caso usando el minigén reportero de splicing alternativo del gen Bcl-x. El gen Bcl-

x puede dar dos isoformas de ARNm debido al uso diferencial de dos sitios 5°
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alternativos de splicing en el segundo intron. Esto determinara dos variantes del exon 2
a nivel de ARNm maduro. Estas dos isoformas son conocidas como Bcl-xi. y Bcl-xs. La
isoforma mas larga, Bcl-x. , codifica para una proteina con caracteristicas pro-
supervivencia, mientras que la isoforma mas corta, Bcl-xs da lugar a una proteina con
caracteristicas pro-apoptoticas. Dado que la proteina quinasa Akt regula por variados
mecanismos el equilibrio supervivencia/apoptosis celular, nos interesé saber si podria
estar afectando este equilibrio también a través de la regulacion del splicing alternativo

de Bcl-x. Y mas aun, si esta actividad podria depender de su conjugacién a SUMO.

Co-transfectamos en células HEK293T el minigén reportero de splicing de Bcl-x junto
con Aktl WT o 2KR. De modo ineresante observamos que la sobre-expresion de Aktl
WT, pero no de Aktl 2KR, tiene la capacidad de aumentar la proporciéon de la isoforma
Bcl-x;. sobre la de Bcl-xs provenientes del minigén de Bcl-x (figura R25). Por un lado este
resultado es el primer indicio de que la via de Akt regula el balance de las isoformas de
actividades opuestas de Bcl-x. Por otro lado observamos que regula positivamente la
expresion de la isoforma Bcl-xi, la cual tiene actividades pro-supervivencia, actividad
que ha sido propuesta para Akt mediante otros mecanismos. Por ultimo vemos que su
SUMOilacion es necesaria para esta actividad, lo que nos hace pensar que también puede

ser necesaria para su ya conocida regulacion de la supervivencia y ciclo celular.
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Figura R25 | Efecto de Akt1 WT y 2KR sobre el splicing alternativo del pre-ARNm proveniente del
minigén de Bcl-x. Células Hela fueron transfectadas con los vectores de expresion indicados (500 ng
de minigén de EDI y 500 ng de HA-Akt WT o 2KR) 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. Las bandas fueron cortadas y la
radioactividad fue medida por el método Cherenkov. (Cramer et al., 1999). Se muestra en grafico de

barras la cuantificacion de los resultados mostrados en el panel inferior.

La sobre-expresion de Aktl Wt, pero no la de Aktl 2KR, aumenta la
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~ 904 ~



4.10. EFECTOS DE AKT WT Y 2KR EN CICLO CELULAR

Como fue descripto en la introduccioén, la via de sefializacién disparada por la quinasa
Akt1 tiene un rol muy importante en la progresion del ciclo celular. Se cree que Aktl
regula este proceso mediando la transicién G1/S y la iniciacién de la fase M del ciclo.
Uno de los mecanismos descriptos es a través de la fosforilaciéon de la proteina MDM2.
La fosforilacion por Akt lleva a la inhibicién de la degradacién de la proteina MDM2.
Debido a su estabilizacién y translocacion al nicleo, MDM2 estimula la degradacién de

p53, y de esta manera, estimula la progresion del ciclo celular.

Para estudiar si el rol de Akt1 en ciclo celular se ve afectado en la mutante Aktl 2KR, se
co-transfectaron células HEK293T con los vectores de expresion para Myc-MDM?2, junto
con HA-Aktl WT o 2KR. Mediante ensayos de western blot se observaron mayores
niveles de Myc-MDM2 ante la sobre-expresion de Aktl WT que ante una transfeccién
control, que pueden ser debido al ya reportado efecto de Aktl sobre el aumento de la
estabilidad de MDM2(Feng et al., 2004). En el caso de la sobre-expresion de Akt1 2KR no
s6lo no se detecta este aumento en la estabilidad de MDM2, sino que se observan adn
menores niveles de MDM2 que en el tratamiento control, sugiriendo que esta mutante

actuaria como dominante negativo del Akt endégeno (figura R26).
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Figura R26 | Niveles proteicos de MDM2 frente a la sobre-expresion de Akt WT y 2KR. (A) Células
HEK293T fueron transfectadas con los vectores de expresion indicados en la parte superior de la figura
y posteriormente fueron lisadas. Los lisados celulares fueron resueltos en SDS-PAGE'y el western blot

fue llevado a cabo con el anticuerpo indicado en la parte inferior derecha de cada panel.

A continuacién decidimos medir el porcentaje de células HEK293T en distintas fases del
ciclo celular frente a la sobre-expresion de Aktl WT o 2KR. Las células fueron
transfectadas, levantadas a las 48 h, y fijadas. Se realizé una tinciéon de ADN con ioduro
de propidio, y se procedi6 a medir la incorporacién de este compuesto en células

individuales, utilizando citometria de flujo.

Sobre-expresando Aktl WT se encuentra un mayor porcentaje de células en fase Sy G2,
y menor nimero de células en fase G1; comparado con una transfecciéon control o con
sobre-expresion de Aktl 2KR (figura R27). Estos resultados sugieren que la sobre-
expresion Aktl WT, pero no de Aktl 2KR, estaria afectando la transicion de fases G1/S

del ciclo celular.

~ 906 ~



Control Akt WT Akt 2KR

Specimen_001-Ciral+- Specimen_001-Wt+- Specimen_001-2KR+-

y
e

Count
P A8 i i e i

Count

] 100 150 200 250 50 100 150 200 250 50 100 150 200 250
PLA (x 1,000) PI-A (< 1.000) PLA (x1,000)

Gt S G2 G1 S G2 Gi1 5 G2

Figura R27 | Perfiles de ciclo celular frente a la sobre-expresion de Akt WT o 2KR. Células HEK293T
fueron transfectadas con vectores de expresion para HA-Akt1 WT, HA-Akt1 2KR o control. Las células
fueron transfectadas, levantadas a las 48 hs, y fijadas. Se realizd una tincion de ADN con ioduro de
propidio, y se procedié a medir la incorporacion de este quimico utilizando citometria de flujo. Se realizé
un histograma contando el nimero de células que poseen una determinada cantidad de fluorescencia.
llustrativamente en cada panel se demarco en lineas de puntos el sector del perfil correspondiente a

cada fase del ciclo celular.

En este mismo experimento quisimos ver si la sobre-expresion de Akt podia rescatar a
las células del arresto en fase S del ciclo celular producido por un agente genotéxico
llamado cis-platino. Se sabe que este agente puede producir apoptosis celular cuando se
co-incuba las células con el inhibidor de la via de PI3K/Akt, LY 294002 (Gagnon et al,,
2004).

Se transfectaron células HEK293T con los vectores de expresidn para HA-Aktl WT, 2KR
o control. Luego de 24 h de incubacién, las células fueron tratadas con cis-platino
(10uM) durante 24 h y posteriormente removidas de las placas por tripsinizacion. Se
procesaron las muestras, y se midi6 el perfil de ciclo celular en un citometro de flujo.
Efectivamente se observa un aumento en la proporcién de células en la fase S, pero no
G2/M, en el caso de las células control tratadas con cis-platino (figura R28). La sobre-
expresion de Aktl WT puede revertir muy levemente este arresto en fase S, generando
un muy pequefio aumento de la proporcién de células en fase G2/M; mientras que esto
no sucede en el caso de la sobre-expresion de Aktl 2KR. Llamativamente también se

denota un cambio global de menor proporcién de células en todas las fases del ciclo.
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Figura R28 | Perfiles de ciclo celular frente a la sobre-expresion de Akt WT o 2KR en células tratadas
con cis-platino. Células HEK293T fueron transfectadas con los vectores de expresion HA-Akt1 WT, HA-
Akt1 2KR o control. 24 hs antes de ser levantadas vy fijadas fueron tratadas con cis-platino 10uM. Se
realizé una tincion de ADN con ioduro de propidio, y se procedié a medir la incorporacion de este
quimico utilizando citometria de flujo. Se realizé un histograma contando el nimero de células que
poseen una determinada cantidad de fluorescencia. llustrativamente en cada panel se demarcé en

lineas de puntos el sector del perfil correspondiente a cada fase del ciclo celular.

Observando minuciosamente los perfiles nos dimos cuenta de que esto se debia a un
aumento en la region Sub G1 del perfil del ciclo celular, la cual se la asocia directamente
con la apoptosis celular (figura R28). Es decir, detectamos una mayor sensibilidad hacia
el tratamiento con el agente cis-platino en las células que sobre-expresan Akt1l 2KR con
respecto a las que sobre-expresan Aktl WT o el control. Esto indica que el cis-platino
genera un aumento en la apoptosis celular en las células que sobre-expresan Akt1 2KR,
similar a lo que ocurre cuando se utilizan los inhibidores de la via PI3K/Akt (figura
R29). Esto es un indicio mas de que el mutante no SUMOQilable Akt1l 2KR podria estar

actuando como dominante negativo.
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Figura R29 | Porcentaje de células en fase Sub G1 frente a la sobre-expresion de Akt1 WTo 2KR, y al
tratamiento con cis-platino. Células HEK293T fueron transfectadas con los vectores de expresion HA-
Akt1 WT, HA-Akt1 2KR o control. 24 hs antes de ser levantadas y fijadas fueron tratadas con cis-platino
10uM o con wehiculo control. Se realizé una tinciéon de ADN con ioduro de propidio, y se procedio a
medir la incorporacion de este quimico en célula individuales, utilizando citometria de flujo. En la figura

se muestra la cuantificacion de los datos obtenidos.
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4.11. RELACION ENTRE LA SUMOILACION Y LA
FOSFORILACION DE AKT

El pardmetro mas utilizado a lo largo de los ultimos 25 afnos para medir la actividad de
Akt1 en la célula es su nivel de fosforilacion en los residuos T308 y S473. Como todos los
integrantes de la familia de quinasas AGC, la fosforilaciéon en estos dos residuos es
necesaria para la completa activaciéon de esta quinasa. Dada la relevancia que tienen
estas modificaciones post-traduccionales en la actividad de Akt, decidimos tratar de
dilucidar cual es la relaciéon que existe entre las mismas y la conjugaciéon por SUMO de

Akt.

Lo primero que hicimos fue medir los niveles de SUMOilacion de Akt en respuesta a la
alteracion de los niveles de fosforilacion de Akt. Para este fin, transfectamos células
HEK293T con los vectores de expresién para HIS-SUMO2 y HA-Akt1, junto con Ubc9 o
un vector control. 24 hs antes de levantar las células, las tratamos con el inhibidor de
PI3K LY 294002, o con solucién vehiculo. Luego procedimos a hacer la purificacion de
proteinas en matriz de niquel y posteriormente SDS-PAGE y western blot, tanto del

purificado como del input.

En la figura R30 se observan niveles inferiores de fosforilacién de Akt, tanto en T308
como en S473, en el caso de las células que fueron previamente tratadas con el inhibidor
LY 294002. Sin embargo, a pesar de este cambio en la fosforilacion, los niveles de
SUMOilacion de Akt se mantienen similares en ambas condiciones. Esto se observa ya
sea para células con un background de bajos niveles de SUMOilacién (células control) de
Akt, como para células con un background de altos niveles de SUMOilaciéon de Akt
(células con sobre-expresion de Ubc9). Ademds, no se observan cambios en la
fosforilacion de Akt frente a cambios en los niveles de SUMOilaciéon de Akt dados por la
sobre-expresion de Ubc9. Estos resultados indicarian que no hay subordinacién entre

estas diferentes modificaciones post-traduccionales.
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Figura R30 | SUMOilacién de Akt1 en distintas condiciones de inhibicion de la via PI3K/Akt y activacion
de la via de SUMOilacién. Células HEK293T fueron transfectadas con los vectores de expresion HA-
Akt1, FLAG-Ubc9 y HIS-SUMO?2, y segun se indica, fueron tratadas por 18 horas con el inhibidor LY.
Luego de 48 h, las células fueron lisadas y sometidas al protocolo de purificacion con la resina NZ*-
NTA en condiciones desnaturalizantes. Una fraccion de los lisados (1%) fue utilizada como /nput. Las
proteinas purificadas fueron eluidas con imidazol 100 mM y 2% SDS (purified). Las muestras fueron

sometidas a SDS-PAGE'y western blof segun se indica en la parte inferior de cada panel

Por otro lado utilizamos diferentes vectores de expresion de Akt que nos ayudaron a
sumar evidencias en este mismo sentido. Uno de ellos es el doble mutante T308D y
S473D, que emula la fosforilaciéon constitutiva de Aktl en estos dos sitios. Ademas
utilizamos el simple mutante T308A, que tiene el cambio de aminoacido treonina por
alanina en la posicion 308, y por lo tanto no puede ser fosforilado en este sitio.
Comparamos los niveles de SUMOilacién de estos mutantes con respecto a Aktl WT, y
no se observaron diferencias. Las pequenas diferencias que se observan en el purificado
también se observan en input, con lo cual son atribuibles a una pequeiia diferencia de

expresion entre estas tres variantes de Akt1 sobre-expresadas (figura R31).
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Figura R31 | SUMOQilacién de distintos mutantes de fosforilacion de Akt1. Células HEK293T fueron
transfectadas con los vectores de expresion para FLAG-Ubc9 y HIS-SUMO2, y segun se indica en la
parte superior del grafico, vectores de expresion de HA-Akt1 o sus respectivos mutantes. Luego de 48
h, las células fueron lisadas y sometidas al protocolo de purificacién con la resina NZ*-NTA en
condiciones desnaturalizantes. Una fraccion de los lisados (1%) fue utilizada como /nput. 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 de cada panel

Posteriormente, medimos los niveles constitutivos de fosforilacién de Akt WT y 2KR
(deficiente en SUMOQilacion), tanto en células HEK293T crecidas en medio libre de suero
(0% FBS) como en células cultivadas en medio con 10% de suero fetal bovino (10%
FBS). Estas células fueron transfectadas con los vectores de expresion para HA-Akt1 WT
o 2KR, e incubadas durante 48 hs utilizando medios con las diferentes cantidades de
suero antes seflaladas. Se lisaron las células, y se procedio a la inmuno-precipitacién con
anticuerpo anti-HA. Esto fue realizado para luego poder diferenciar los niveles de
fosforilacion de las variantes Aktl sobre-expresadas del Akt WT endo6geno. Se realizaron
ensayos de western-blot de los inmunoprecipitados, y no pudieron observarse

diferencias en los niveles de fosforilacién entre HA-Akt WT y 2KR (figura R32).
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Figura R32 | Niveles de fosforilacion de Akt1 WT y 2KR. Células HEK293T fueron transfectadas con
los vectores de expresion HA-Akt1 o HA-Akt1 2KR. Luego de 48 h incubadas en medio con 0% o 10%
de suero fetal bovino, las células fueron lisadas y sometidas al protocolo de inmuno-precipitacion
utilizando un anticuerpo anti-HA.. Los inmuno-precipitados fueron sometidos a SDS-PAGE y western

blot segun se indica en la parte derecha de cada panel.

Todos estos resultados demuestran que los cambios en los niveles constitutivos de estas
modificaciones post-traduccionales de Akt, la fosforilacion en T308/S473 y la
SUMOilacion en K276/K301, no estan correlacionados. Resta saber atn, si por ejemplo
frente a la activacion de la via PI3K/Akt, los cambios transitorios en la fosforilacién de
Akt (o bien la cinetica de estos cambios) se ven afectados en el mutante no SUMOilable

de Akt1, Akt1 2KR.

Para responder este interrogante realizamos experimentos de rescate de Akt1 end6geno
en células HeLa. Como ya fue explicado en la seccién “SUMOilacion de Akt y la regulacién
del splicing alternativo”, silenciamos la proteina Aktl enddgena transfectando siRNA
complementarios a la secuencia 3'UTR del ARNm Aktl enddgeno. Al dia siguiente
transfectamos estas células con dos cantidades (100 y 500 ng) de los vectores de
expresion para Aktl WT o para Aktl 2KR. Luego de 36 hs, lavamos las células con PBS y
las incubamos 12 hs en medio libre de suero. Por tltimo tratamos las células 30 minutos
con el factor de crecimiento IGF-1 en una concentraciéon de 100 ng/ml o con solucién
vehiculo. Utilizamos estos lisados en esayos de western-blot utilizando distintos

anticuerpos indicados en la figura 33.
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Comparando las calles 1 y 2 con las calles 3 y 4 pudimos observar una disminuicién en la
sefial utilizando el anticuerpo Akt total, comprobando el silenciamiento por el siRNA
utilizado. La sefial aumenté drasticamente en las calles 5 a 12 que son las

correspondientes a la sobre-expresion de las dos variantes de Akt.

HA-AktI WT - - - - + + ++++ - - - -
HA-Akt1 2KR - - - - - - - - 4 + ++ ++
siRNA3" UTRAkt - - + + + + + + + + + +
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Figura R33 | Niveles de fosforilacion de Akt1 WT y 2KR. Células HEK293T fueron transfectadas con
siRNA control o siRNA 3'UTR Akt. Luego de 24 hs fueron transfectadas con dos cantidades (100 y 500
ng) de los vectores de expresion HA-Akt1 o HA-Akt1 2KR. Luego de 36 h, fueron incubadas por 12 hs
en medio con 0% suero. 30 minutos antes de levantarlas fueron tratadas con el factor de crecimiento
IGF-1 (100ng/ml). Las muestras fueron sometidas a SDS-PAGE 'y western blot segun se indica en la

parte derecha de cada panel.

Si observamos los niveles de fosforilacién de Akt podemos notar un aumento con el
tratamiento con IGF-1 en la situacién control (comparar calle 2 con respecto a 1). Este
aumento es menor en el caso de células transfectadas con el siRNA 3'UTR de Akt1, lo que
correlaciona con que se observa menor cantidad de Akt enddgeno en esta situacién
(comparar calles 3,4 con 1,2). Por ultimo, vemos que este aumento en la fosforilacion en
S473 con el tratamiento con el factor de crecimiento IGF-1 se incrementa tanto para la
sobre-expresion de Akt1 WT como de Akt1 2KR (comparar calles 5 a 12 con calles 3 y 4).

Esto indicaria que el mutante Akt1l 2KR se estaria fosforilando en respuesta a IGF-1, y
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por lo tanto estaria respondiendo a este estimulo de manera similar a Aktl WT
(comparar calles 5y 6 con 11 y 12 que tienen niveles similares de sobre-expresion de

Akt WT y 2KR).

Este experimento es muy sugestivo pero adn tiene el problema que no podemos separar
la fosforilacion de las proteinas sobre-expresadas de la fosforilacion de la proteina Akt
enddgena, debido a que estas proteinas tienen la misma movilidad electroforética. Una
explicacion alternativa del fenémeno observado podria ser el hecho de que la mutante
Aktl 2KR estimule la fosforilacion de Akt endégeno. Para resolver esta duda estamos
realizando experimentos de inmuno-precipitacion de las proteinas sobre-expresadas,
para analizar especificamente la fosforilacion de estas proteinas en respuesta al

estimulo utilizado en este experimento.

No existe subordinacion entre la fosforilacion y la SUMOilacion de Akt,

al menos para las modificaciones en los residuos estudiados

Dado que parece que ambos mutantes aumentan su fosforilacién frente al estimulo con
el factor de crecimiento IGF-1, quisimos observar si este aumento en la fosforilacion
correlacionaba con un aumento en la actividad de estas proteinas. Para este propdsito
tomamos los mismos extractos proteicos del experimento anterior y realizamos ensayos
de western blot utilizando el anticuerpo anti-Akt Substrate antes mencionado. De modo
interesante observamos que al menos para dos sustratos (no identificados) diferentes
(marcados con una flecha en la figura 34), la sobre-expresion del Akt 2KR no pudo
rescatar el aumento en la fosforilacién de dichos sustratos disparado por la activacién
por IGF-1. Si observamos la figura 34, podemos ver que en las calles control aumentan
los niveles de sefial en las bandas marcadas con la flecha, ante el estimulo con IGF-1
(comparar calle 1 con 2). Este aumento es menor o nulo en el caso de células
transfectadas con el siRNA 3’'UTR de Akt1, lo que correlaciona con que se observa menor
cantidad de Akt enddgeno en esta situacién (comparar calles 3 y 4 con 1 y 2). Cuando
rescatamos el noqueo de Aktl enddégeno mediante la sobre-expresion de Akt WT se
vuelve a observar el aumento en la sefial de estas bandas, lo que no puede observarse al
rescatar con la sobre-expresion de Akt 2KR. Este resultado es muy interesante porque
seguiere que a pesar de que la proteina Akt 2KR puede responder al estimulo mediante

un aumento en su fosforilacion, esta no es capaz de fosforilar ciertos sustratos.
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Figura R34 | Niveles de fosforilacién de sustratos de Akt1 WT y 2KR. Células HEK293T fueron
transfectadas con siRNA control o siRNA 3'UTR Akt. Luego de 24 hs fueron transfectadas con dos
cantidades (100 y 500 ng) de los vectores de expresion HA-Akt1 o HA-Akt1 2KR. Luego de 36 h fueron

incubadas por 12 hs en medio con 0% suero. 30 minutos antes de levantarlas fueron tratadas con el

factor de crecimiento IGF-1 (100ng/ml). Las muestras fueron sometidas a SDS-PAGE y western blot

segun se indica en la parte derecha de cada panel.
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4.12.  SUMOILACION DE AKT Y CANCER

Por ultimo nos propusimos estudiar la relaciéon entre la SUMOilaciéon de Akt y su
conocida influencia en el desarrollo y progresién tumoral. En los tltimos afios comenzd
a cobrar importancia el descubrimiento de una mutacioén en el gen de AKT1 con gran
incidencia en la enfermedad del cancer. Esta mutacién G>A en el nucle6tido 49 de su
secuencia codificante resulta en una sustitucion de lisina por glutdmico en el aminoacido
17 (E17K). Lo primero que hicimos fue estudiar si habia alguna alteracién en los niveles
de SUMOilacién de este mutante de Aktl, y ademas nos preguntamos qué pasaba si
combinabamos este mutante con la doble mutacion K276R y K301R. Para tal fin
generamos por la técnica de mutagénesis dirigida los vectores de expresion para Aktl

E17K, y Aktl E17K 2KR.

Transfectamos estos mutantes generados (todos con etiqueta HA) en células HEK293T
conjuntamente con vectores de expresién para Ubc9 y HIS-SUMO2. Realizamos la
purificacién en una resina de niquel, e hicimos western-blot con un anticuerpo anti-HA
tanto para la fracciéon purificada como para el input. De modo interesante, cuando
comparamos el nivel de SUMOilacién de los mutantes generados con el de Aktl WT,
vimos un fuerte aumento en el nivel de SUMOQilacion del mutante E17K, que es revertido

cuando se agregan las mutaciones K276R y K301R (mutante E17K 2KR) (figura R35).
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Figura R35 | SUMOilacién de distintos mutantes de Akt1. Células HEK293T fueron transfectadas con
vectores de expresion para FLAG-Ubc9 y HIS-SUMO2, y segun se indica en la parte superior de la
figura, vectores de expresién de HA-Akt1 WT o sus respectivos mutantes. Luego de 48 h, las células
fueron lisadas y sometidas al protocolo de purificacion con la resina NZ*-NTA en condiciones
desnaturalizantes. Una fraccion de los lisados (1%) fue utilizada como /nput. 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 de cada panel

Frente a estos resultados decidimos comparar el nivel de actividad de estos mutantes de
Aktl. Como primera aproximacién utilizamos como herramienta el minigén reportero
de splicing del exon EDI de fibronectina (ya explicado anteriormente). La sobre-
expresion de Akt1 E17K genera un aumento ain mayor en la inclusion del exén EDI que
la sobre-expresion de Aktl WT, denotando un mayor nivel de actividad para este
mutante, coincidente con los datos de la literatura que reportan su hiperactividad. En
ambos casos, tanto para Aktl WT como para Aktl E17K, la mutacién 2KR inhibe

completamente el efecto estimulatorio de la inclusion de EDI (figura R36).
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Figura R36 | Efecto de Akt1 WT, 2KR, E17K'y E17K 2KR sobre el splicing del exén EDI de fibronectina.
Células Hela fueron transfectadas con los vectores de expresion indicados (500 ng de minigén de EDI
y 500 ng de HA-Akts) 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. Las bandas fueron cortadas y la radioactividad fue medida
por el método Cherenkov). Se muestra en grafico de barras la cuantificacion de los resultados

obtenidos.

La mutante Aktl E17K muestra niveles aumentados de SUMOilacion, los
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DISCUSION

Comenzamos esta tesis indagando acerca del rol que podria tener la actividad
estimulatoria de la conjugaciéon de SUMO de la proteina SR SF2/ASF, recientemente
hallada y descripta por nuestro grupo, en la funcién de proteinas con la que la misma
interacciona, en particular algunas de sus proteinas quinasas regulatorias. Para saber
esto fue necesario conocer si alguna de estas proteinas podria ser sustrato de
conjugacién por SUMO. De modo interesante, observamos que Aktl y Akt2 (entre otras

quinasas), son sustrato de SUMOilacion.

En los ultimos 25 afios, los estudios basados en la quinasa Akt han ido incrementando
notablemente. Tal es asi que hasta el afio 2012 se han publicado mas de 35.000 trabajos
sobre esta quinasa de los cuales 5.500 fueron publicados tan sélo en 2011. El mayor
interés viene dado por su importantisimo rol en la enfermedad del cancer. De hecho,
entre 50-80% de todos los tumores presentan una actividad elevada de Akt. En la
actualidad, existen varias drogas disefiadas para perturbar esta via de sefializacién en
fase experimental clinica I, Il y IlI(Engelman, 2009). Uno de los mayores problemas
encontrados es la generacion de resistencia a estas drogas, que puede ser debido en
gran parte a la versatilidad y redundancia en la activacién de esta quinasa por distintos
factores, muchos de los cuales atin no son conocidos. En este sentido, el hallazgo de una
nueva modificacion post-traduccional en Akt, abre las puertas ofreciendo un nuevo nivel

de regulacion para las funciones de esta proteina.

El estudio de la conjugaciéon por SUMO a un determinado sustrato es una tarea ardua. La
SUMOilacién es una modificacion altamente reversible, y altamente inestable lo cual
dificulta mucho su deteccion (Da Silva-Ferrada et al., 2012). La mayoria de los estudios
clasicos sobre esta modificacién fueron hechos con los sustratos con mas altos niveles
de SUMOilacién de la célula, como por ejemplo, la proteina RanGAP1. En la ultima
década ha habido un mejoramiento en algunas técnicas de deteccidn, lo caul permitié
trabajos muy interesantes sobre esta modificacion y consecuentemente llevd a un
aumento en el interés de la comunidad cientifica. Atn asi, el uso de sistemas de sobre-
expresion en células en cultivo es critico en estos estudios, y probablemente sea una de
las mayores debilidades de esta tesis. Por eso en estos momentos estamos doblando
nuestros esfuerzos para lograr una aceptable deteccion de niveles enddgenos de

SUMoilacién de nuestro sustrato estudiado, la proteina quinasa Akt.
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5.1. AKT Y SU RELACION CON PROTEINAS E3
LIGASAS DE LA ViA DE SUMOILACION

Demostramos que Aktl interacciona con Ubc9 (la dnica E2 ligasa de la via de
SUMOilacién descripta hasta el momento) y puede sufrir conjugacién por SUMO tanto en
células en cultivo como in vitro. También demostramos que la sobre-expresién de
distintas E3 ligasas de SUMO como PIAS1 y TOPORS, asi como también de la proteina SR
SF2/ASF la cual presenta ciertas caracteristicas de E3 ligasa, puede aumentar
considerablemente los niveles de SUMOilacion de Akt. Por el contrario, esto no ocurre
con otra E3 ligasa llamada Pc2. De modo interesante ya existen evidencias de
interaccion de Akt con estas proteinas lo cual hace pensar que la regulacién de los
niveles de SUMOilacion de Akt podria ocurrir frente a diferentes estimulos celulares que
regulen la expresién de estas proteinas. Por un lado, existen datos en la bibliografia que
evidencian la interaccidn fisica entre PIAS1 y Aktl a partir de datos provenientes de
experimentos de interaccién realizados a gran escala (Interologous Interaction
Database). Por otro lado, en nuestro grupo se presentd por primera vez a Akt como
quinasa de proteinas SR, entre ellas SF2/ASF. El hecho de que SF2/ASF pueda aumentar
la SUMOilacién de Akt, sugiere que podria existir alguna tipo de retroalimentaciéon en el
eje descripto, pero no determina que exista, ya que el aumento en la fosforilaciéon de
SF2/ASF (determinado por Akt) y el aumento en la SUMOilacion de Akt (disparado por
SF2/ASF); podrian ser eventos totalmente independientes. Para comenzar a descifrar la
conexion entre ambos eventos, decidimos evaluar si SF2/ASF podia generar un aumento
en la SUMOilacién de un mutante de Akt que carece de actividad quinasa (Akt KM).
Observamos que SF2/ASF puede aumentar la SUMOilacién de este mutante asi como lo
hace para la proteina Akt WT. Estos experimentos y resultados ain no son suficientes
para concluir acerca de la existencia o no de algun tipo de retroalimentacion en el eje
PI3k-Akt-SF2 /ASF debida a una interconeccién de los eventos estudiados (fosforilacion
de SF2/ASF y SUMOilacion de Akt). Este interrogante nos parece muy interesante, y
seguira siendo abordado en el laboratorio mediante nuevas estrategias. Por ejemplo,
utilizando mutantes de SF2/ASF insensibles a la fosforilacion por Akt y observar si
mantienen su capacidad de aumentar la SUMOilacién de Akt tanto en células en cultivo

como en reacciones de SUMOQilacién in vitro.
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5.2. UNA PROTEINA MUTANTE, AKT 2KR.

Tal como ya se describié en la secciéon de Resultados (seccion 4.6) para estudiar como
afecta la modificaciéon por conjugaciéon a SUMO a la actividad de un determinado
sustrato pueden usarse diversas estrategias. Por ejemplo se puede inhibir o estimular la
via general de SUMoilacion variando los niveles de las enzimas componentes de la via
como la enzima conjugadora E2 o las enzimas ligasas E3 que actian sobre ese sustrato y
luego en estas condiciones medir la actividad del sustrato elegido. El problema de este
tipo de estrategias es que en estas condiciones se estd afectando la SUMOilacién global
de la célula, y por lo tanto no podemos separar los correspondientes efectos indirectos
debido a cambios en la SUMOQilacidn de otras proteinas celulares sobre la actividad que
queremos testear. Uno de los enfoques mas utilizados en trabajos anteriores para
intentar resolver este problema es generar proteinas mutantes para los aminoacidos
lisina blanco de SUMOilacion en el sustrato estudiado, en este caso Aktl. Luego de un
andlisis informatico, y mediante estrategias de mutagénesis dirigida, construimos
vectores de expresion para proteinas de Akt mutantes K por R, en unos 8 sitios putativos
de SUMOilacién. De esta manera, pudimos determinar que la SUMOilacion de Aktl
parece tener lugar principalmente en las lisinas 276 y 301. La existencia de multiples
lisinas de conjugacién a SUMO en un sustrato se ha reportado reiteradamente en la
literatura, y pareciera ser ain mas comun que la existencia de un sitio unico. Un ejemplo
de esto es la proteina Sccl, en la cual los autores tuvieron que mutar 15 lisinas de su
dominio central de unién para lograr una disminucién en sus niveles de SUMOilacién
(Wu et al, 2012). Si observamos la estructura terciaria de Akt inferirida por
cristalografia de rayos X de un fragmento comprendido entre los aminoacidos 144 y
478 de Akt1 realizada en el laboratorio de David Barford (Yang et al., 2002), podemos
ver que ambos residuos blanco de SUMOQilacion (lisinas 276 y 301) se encuentran en la
superficie de la proteina. Por otro lado, a diferencia de la lisina 301, la lisina 276 esta
conservada entre las tres isoformas de Akt (Aktl, Akt2 y Akt3), y ademas se encuentra
conservada a lo largo de distintas especies desde el gusano de seda hasta los mamiferos.
Esto datos conjuntamente con el resultado presentado en esta tesis en el que
observamos que en otra linea celular (HelLa) la lisina blanco de SUMoilacién parece ser
s6lola 276, y no la 301, indica que probablemente la lisina 301 aparezca como un blanco

criptico de SUMOilacién frente a la imposibilidad de conjugacién por SUMO en la lisina
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276, sobre todo en células HEK293T que presentan una alta capacidad de sobre-
expresion y por lo tanto logramos tener un mayor nivel de actividad de la via de
SUMOilaciéon. Adn cabe la posibilidad de que la mutacion K276R esté afectando a otra
modificaciéon post-traduccional que se tenga lugar en ese sitio y podria afectar
indirectamente los niveles de SUMOilacién en la proteina Akt. Otra evidencia que
fortalece la hipdtesis de que esta lisina 276 es un sitios blanco de SUMOilacién es que la
secuencia que la rodea cumple los requisitos no solo de uno, sino de dos diferentes
motivos consenso de SUMOilaciéon un CM y un ICM (del inglés “consensus motif’ e
“inverted consensus motif’ respectivamente). A este doble motivo consenso lo llamamos
PCM (del inglés “palindromic consensus motif’). Ademas si variamos por mutagenesis
dirigida esta secuencia consenso sin afectar a la lisina blanco, obtenemos una proteina
de Aktl que presenta niveles inferiores de SUMOilaciéon que la proteina Aktl WT y
similares a la proteina mutante Aktl K276R. Esta mutacion en el sitio consenso de
SUMOilacion de Aktl no deberia afectar a otras modificaciones post-traduccionales que
pudiesen ocurrir en esa lisina, y por lo tanto sugiere fuertemente que la lisina 276 es un
sitio de SUMOilaciéon de Aktl. Una ultima evidencia que aporta a esta discusion es el
hecho de que existe un cambio de aminoacido en la secuencia consenso de SUMOilacién
correspondiente al sitio 277 de Akt2, con respecto a Akt1. Sin embargo esta variacion es
el cambio de un residuo leucina por un residuo isoleucina, lo que indica que se estaria

conservando un aminoacido grande e hidrofé6fico en la segunda posicion del consenso.

El mutante Aktl 2KR generado, result6é ser una herramienta muy util para evaluar la
importancia de la SUMOilacidén en algunos de los procesos celulares en los que la
quinasa Aktl participa. De modo interesante, la sobre-expresion de Aktl 2KR no
aumenta, y hasta inhibe, los niveles de fosforilacion de un patrdén global de sustratos de
Akt. En este sentido demostramos que la conjugaciéon de SUMO a Akt es necesaria para la
mayoria de los procesos estudiados regulados por esta quinasa, tales como activacion
del factor de transcripcion NFkB, regulacién del splicing alternativo, ciclo celular y
supervivencia celular. Sorprendentemente, la funcién de Akt de inhibir al factor de
transcripcion FOX01 no depende de su SUMOilacion, es decir, tanto Akt WT como 2KR

fueron capaces de inhibir su actividad transcripcional en células en cultivo.

El uso de una proteina mutante con sustitucion de aminoacidos para dilucidar la
importancia de la SUMOilacion sobre la actividad de Akt tiene sus ventajas y

desventajas. Su fortaleza es permitir realizar experimentos sencillos ya sea de mera
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sobre-expresion sin manipular la expresion de la proteina endégena, o bien de “rescate”
en aquellos casos en los que la proteina endégena ha sido silenciada, y comparar
facilmente los niveles de actividad de la proteina mutante con respecto a su contraparte
salvaje. Por otro lado, su debilidad es basarse justamente en el uso de una proteina
mutante a la cual se le podrian atribuir efectos debido a la mutacién en si misma, pero
independientes de la regulacion por SUMOilacion de la proteina. El cambio de
aminoacido realizado en esta mutante es de aminoacido lisina a arginina. Estos dos
aminoacidos tienen tamafio y estructura similar, y la misma carga neta con lo cual no se
espera que afecten fuertemente las estructuras secundaria y terciaria de la proteina.
Otro indicio de que la estructura no se encuentra afectada en el mutante Aktl 2KR es el
hecho de que encontramos que puede ser modificada por fosforilacién y acetilacién de la
misma manera que lo es Akt WT, con lo cual se puede concluir que los factores
responsables de estas modificaciones post-traduccionales estan reconociendo e
interaccionando perfectamente con la mutante. Asf y todo aun existe la posibilidad de
que esté afectada por algiin motivo la actividad quinasa de Akt. Sin embargo, este no
pareciera ser el caso ya que Akt 2KR mantiene al menos su capacidad de inhibir la
actividad del factor de transcripcion FOX01, lo que sugiere que su actividad quinasa no
estaria afectada en este caso, ya que la regulacion de FOXO1 esta dada por fosforilacion
directa por Akt. Por udltimo, existe la posibilidad de que este cambio amioacidico en la
mutante esté también afectando a otras modificaciones post-traduccionales que utilizan
lisinas como aminoacido blanco. Algunas de estas son la acetilacién, ubiquitinacién,
neddilacion, metilacién, etc. Las primeras dos son las Gnicas que ya fueron reportadas
para esta proteina, y datos no mostrados en esta tesis demuestran que la acetilaciéon no
se ve afectada en la mutante. Todas estas evidencias avalan el uso del mutante Akt1 2KR

como una buena herramienta para el estudio de la conjugaciéon por SUMO de Akt.

En la actualidad, para confirmar estos datos, estamos realizando experimentos de
espectrometria de masa de Aktl SUMOilado in vitro en colaboracién con el laboratorio
del profesor Ron Hay, en Dundee (Reino Unido). Asi, mediante una técnica de deteccién
de SUMOilaciéon sitio especifica, podremos mapear fisicamente el/los aminoacido/s

lisina blanco de conjugaciéon a SUMO en la proteina Akt1.
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5.3. RELACION ENTRE FOSFORILACION Y
SUMOILACION DE AKT

Por diferentes experimentos demostramos que al menos la alteracion de los niveles
constitutivos de fosforilaciéon no afectan los niveles constitutivos de SUMOilacién de
Aktl, y viceversa. Esta falta de subordinacién entre estas modificaciones post-
traduccionales resulta muy interesante y relevante. Durante los ultimos 25 afios se
utilizaron los niveles de fosforilaciéon en T308 y S473 como indicadores de la activacion
de Akt. Sin embargo, resultado presentados en esta tesis sugieren que eso no es cierto
para todos los casos. Observamos que los niveles de fosforilacién del mutante Aktl 2KR
son similares a los de Akt1 salvaje, pero sin embrago, esta variante parece fallar en la
regulacion de la mayoria de los blancos de la via de Akt. Mas atin pudimos detectar que
tanto Akt WT como Akt 2KR aumentaron sus niveles de fosforilacién en respuesta al
factor de crecimiento IGF-1. Alin resta investigar profundamente si frente a la activacién
de esta via con diferentes estimulos, los cambios transitorios en la fosforilacién de Akt o
bien la cinetica de estos cambios se ven afectados para el mutante no SUMOilable de Akt,
Aktl 2KR. Estos experimentos estan en curso, y nos van a permitir ahondar en la
discusion sobre la validez de la utilizacion de anticuerpos anti-T308 y S473 de Aktl

como marcadores de activacion de Akt, y de mal pronoéstico en la enfermedad del cancer.

5.4. REGULACION DE AKT POR SUMOILACION

En esta tesis proponemos un nuevo nivel de regulacion de la quinasa Akt, su
modificacién por conjugacion de SUMO. Este parace ser un mecanismo conservado ya
que las tres isoformas de Akt pueden ser sustrato de SUMOilaciéon. Un aspecto muy
interesante de nuestro hallazgo es que la regulacion de la actividad de Akt ejercida por
su conjugacién a SUMO pareciera ser un evento rio abajo del proceso de activacién por

fosforilacion de Akt. Como fue explicado en la introduccidn, en los ultimos afios se han
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descripto otras modificaciones post-traduccionales que pueden regular la actividad de
Akt, aparte de las extensamente estudiadas fosforilaciones en T308 y S473 que dirigen
la activacién de la quinasa. Algunos ejemplos de estas son la ubiquitinacidn, acetilacion,
fosforilacion en Y176, entre otras. Tanto la ubiquitinacién como la fosforilacién en Y176
promueven el direccionamiento de Akt a la membrana plasmatica. En el caso de la
acetilacion, esta modificaciéon inhibe la interaccion del dominio PH de Akt con los
fosfolipidos de membrana plasmatica, inhibiendo el reclutamiento de Akt a ese
compartimento subcelular. Estas modificaciones regulan eventos rio arriba de la
activacion, y por ende su consecuencia comun es regular los niveles de fosforilacién en
T308 y S473. De esta manera, perturbando estas modificaciones post-traduccionales
uno puede obtener una hiper o una hipo (dependiendo cual sea la modificacién)
activacion de Akt. La modificaciéon post-traduccional de Akt por conjugacién a SUMO
estudiada en esta tesis parece diferenciarse de las anteriores. El mutante Akt 2KR parece
activarse del mismo modo que la proteina Akt salvaje, frente a estimulos tales como el
factor de crecimiento IGF-1 o suero. Por lo tanto, es posible sugerir que la SUMOilacién
estaria regulando algiin evento rio abajo de la activaciéon candnica de Akt. Ademas,
observamos que esta modificacién de Akt no es necesaria para la fosforilacion y
consecuente inhibicidn de uno de los sutrato conocidos de AKkt, el factor de transcripcion
FOXO01, pero es totalmente necesaria para otros sustratos y/o eventos regulados por
esta quinasa tales como el splicing alternativo y la actividad del factor de transcripcién
NFkB. Esto nos puede dar una idea de que la SUMOilacién podria estar dirigiendo la
selectividad de sustrato de Akt, lo cual podria ocurrir por ejemplo por interacciéon
diferencial de Akt SUMOilado con los distintos sustratos y/o complejos en los que ejerce
su actividad quinasa. Al respecto, no podemos dejar de lado el hecho de que la mayor
parte del Akt SUMOilado en la célula parece estar concentrado en un compartimiento
celular especial, el nicleo. De esta manera podriamos pensar, por un lado, que la
conjugacion de SUMO a Akt podria estar regulando su localizaciéon subcelular (los
experimentos para poner a prueba esta hipotesis estdn en curso). Alternativamente,
podriamos pensar que la SUMOilacion es necesaria para la fosforilacién de sustratos en
el nucleo y no para la fosforilacidn de sustratos en el citoplasma. En este sentido, ha sido
reportado que Akt puede ejercer su actividad quinasa tanto en el citoplasma como en
nucleo. Hicimos una buisqueda para saber por ejemplo en qué compartimiento celular
Akt podria estar fosforilando a FOX01, y observamos que existe mucha controversia al

respecto. Resulta una tarea muy ardua llegar a una conclusiéon fehaciente en estos
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estudios, dado que es sencillo saber donde un sustrato se encuentra mas fosforilado,
pero uno no puede saber si éste pudo haber cambiado su ubicaciéon subcelular
inmediatamente luego del evento de fosforilacién. Se ha construido recientemente una
herramienta muy interesante en este sentido. La misma consiste en una proteina de
fusion de dos proteinas fluorescentes separadas por un péptido sustrato de Akt. Cuando
este péptido nexo es fosforilado por Akt cambia la distancia entre las proteinas
fluorescentes y por ende cambia la transferencia de energia entre estas. Estos cambios
en la transferencia de energia de las proteinas puede ser medido en tiempo real por un
microscopio especializado y por lo tanto es posible conocer en que compartimiento
celular esta actuando Akt en un determinado instante. Esta herramienta puede resultar
muy util para observar si es que existen diferencias entre la proteina Akt salvaje y la

proteina Akt 2KR deficiente en SUMOilacién.

5.5. EL ENIGMA DE SUMO

Una tipica observacion a primera vista que contradice la intuicion es el hecho de que
s6lo una muy pequeiia proporcion de una proteina sustrato se encuentra SUMOilada en
la célula, y la pregunta es cémo esto puede tener un efecto fuerte en la regulacién de la
actividad de dicho sustrato. Esto es conocido en la literatura como “el enigma de SUMO”
(Hay, 2005). A pesar de que los mecanismos exactos por los cuales esto puede estar
sucediendo aun no han sido extensamente estudiados, existen explicaciones elegantes
basadas en la naturaleza dindmica de los ciclos de SUMOilaciéon. Por ejemplo, en
neuronas, la modificacion por SUMO de la subunidad 6 del receptor de
glutamato(GluR6) lleva a su endocitosis desde la membrana plasmatica (Martin et al,,
2007a). Aunque una proporcion muy pequeia del receptor SUMOilado puede ser
detectada en un determinado tiempo, una gran proporciéon de GluR6 sufre endocitosis
mediada por SUMOilaciéon. El bajo nivel de SUMOilacion detectado en GluR6 es
probablemente debido a la accién de las SENPs (proteasas de SUMO), que remueven el
SUMO rapidamente. Sin embargo, los efectos funcionales de la SUMOilacién de GluR6
persisten luego de la de-conjugacion de SUMO. Esto es, una vez que la SUMOilacién ha

mediado la endocitosis del receptor, el péptido SUMO ya puede ser removido, y dicho
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receptor va a ser fisicamente indistinguible de uno que no haya sido SUMOQilado nunca.
Es decir que la SUMOilacién puede ocurrir en un intervalo de tiempo muy acotado
dentro del “tiempo de vida” de una proteina en la célula, pero esto puede ser
totalmente necesario para disparar un determinado mecanismo celular, posibilitando
interacciones proteicas y procesos que luego persisten mas alla de la de-conjugacién de

SUMO de la proteina sustrato.

5.6. EL ENIGMA DE AKT

A lo largo estos 35 afios desde el descubrimiento de la quinasa Akt, ésta ha sido
involucrada en una gran cantidad de procesos tales como supervivencia celular,
crecimiento, proliferacidon, angiogénesis, metabolismo, migracion, resistencia a estrés,
entre otros. En concordancia, fueron reportados estimulos muy diversos capaces de
dirigir la activaciéon de Akt por fosforilacién. Algunos ejemplos son: multiples factores de
crecimiento, estrés genotdxico, estimulos inflamatorios, estrés térmico, estrés por
hipoxia (Mahajan y Mahajan, 2012). Se ha estudiado, en algunos casos en profundidad,
como cada uno de estos estos estimulos, mediante mecanismos especificos lleva a la
activacion de la quinasa Akt. Siguiendo esta linea de pensamiento también se ha
reportado que Akt puede regular por fosforilacion sustratos especificos que lleven a
cabo la respuesta celular correspondiente a cada uno de estos estimulos. La gran
mayoria de los trabajos estan dedicados a estudiar un tipo de estimulo, que lleva a la
regulacion de unos pocos sustratos de Akt que tienen relaciéon con un dado proceso
estudiado. Existe un gran vacio en lo que respecta al entendimiento de los mecanismos
que permiten y determinan que la activacién de una misma quinasa pueda llevar a
respuestas celulares tan diversas ante distintas condiciones extracelulares. Es decir, bajo
estimulos tan distintos como factores de crecimiento y estrés genotoxico se estudia el
aumento en los niveles de fosforilaciéon en T308 y S473 de Akt. Evidentemente, dentro
de la célula tiene que existir algin tipo de control que dirija a Akt a los sustratos
indicados para generar una respuesta especifica ante cada estimulo. Claro que este
control debe depender del contexto celular dado, sin olvidarnos ademas que cada

estimulo puede activar multiples vias ademas de la de Akt. En este sentido, el
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descubrimiento de nuevas modificaciones post-traduccionales, que ademas puedan
dirigir la seleccion de sustratos (como parece ser el caso de la SUMOilacion), puede
llevar a un entendimiento mas profundo de como una misma proteina quinasa puede

regular la activacién de distintos procesos en un contexto celular determinado.

5.7. SUMOILACION DE AKT Y CANCER

Con respecto a la relacion entre esta nueva modificacién post-traduccional de Akt y la
participaciéon de esta quinasa en la carcinogénesis, comenzamos estudios sobre la
importancia de la SUMOQilacién en la hiperactividad de un mutante en el gen de AKT1
con gran incidencia en esta enfermedad, que aparece espontdneamente en tumores
humanos. Esta mutacién G>A en el nucleétido 49 de su secuencia codificante resulta en
una sustitucion de lisina por glutamico en el aminoacido 17 (E17K) (Carpten et al,,
2007). Observamos que este mutante presenta niveles muy superiores de SUMOilaciéon
con respecto a la proteina salvaje. Esto a su vez correlaciona con una mayor actividad
del Akt mutante al menos en lo que respecta a la regulacion del splicing alternativo
estudiada por nuestro laboratorio, que se ve anulada por la disminucién de la
SUMOilacién lograda por la combinaciéon de la mutacién E17K con las mutaciones
K276R y K301R. Estos resultados son muy alentadores y abren interrogantes que hemos
tomado como objetivos préximos de nuestro laboratorio. Especificamente, nuestra
perspectiva es ahondar sobre las consecuencias de la modificacion de Akt por
conjugacion de SUMO sobre la capacidad tumorigénica de esta quinasa. Para ello,
generaremos lineas celulares estables en las que intentaremos anular la expresion de
Aktl enddgena y rescatarla con la expresiéon de Aktl E17K o bien Aktl E17K 2KR.
Analizaremos el comportamiento de estas lineas celulares con respecto a distintos
parametros relacionados con la transformacién maligna y la capacidad oncogénica. La
formacion de focos, el crecimiento en agar blando y la formacién de tumores en ratones

atimicos son los ensayos que se prevén para el futuro inmediato.
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