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Resumen

Los virus modulan distintas vias de la célula huésped con el objetivo de favorecer su
replicacion viral. Un ejemplo lo encontramos en las vias de ubiquitina y SUMO, que son
explotadas por los virus a través de una variedad de mecanismos. Estas mismas vias son
empleadas por la célula para regular, entre otros, la expresion génica, la estabilidad genomica, la
integridad cromosomica o la infeccion viral. En este trabajo se aborda el uso de ubiquitina y
SUMO por parte de la célula y del virus.

La proteina E3 del virus vaccinia es una proteina multifuncional para la que no se habia
identificado hasta la fecha mecanismo de regulacion a nivel post-traduccional. En este trabajo,
hemos demostrado que la proteina E3 se modifica por SUMO e identificamos los residuos de
lisina K40 y K99 de E3 como los principales aceptores de SUMO. Esta conjugacion a SUMO
regula negativamente la actividad transcripcional de E3 sobre el gen regulado por p53 PUMA-
luc. Ademas, en este trabajo identificamos un dominio de interaccion con SUMO (dominio
SIM) en E3 que regula su interaccion con SUMO, su estabilidad, su localizacioén subcelular y su
conjugacion a SUMO. Demostramos también que E3 se ubiquitina y que esta modificacion es
modulada por USP7. Finalmente, mostramos que el dominio SIM modula la longitud de
cadenas de ubiquitina conjugadas a la proteina viral. Estos hallazgos constituyen la primera
demostracion de que la proteina E3 de vaccinia explota la maquinaria de sumoilacion y
ubiquitinacion de la célula y ponen de manifiesto la compleja relacion entre ambas
modificaciones post-traduccionales.

PTEN es un supresor de tumores cuya actividad se encuentra fuertemente regulada.
Existen evidencias que indican que algunos supresores de tumores son regulados tras la
infeccion viral, a través de un aumento en su expresion o induciendo modificaciones post-
traduccionales que activan sus funciones, lo que limita la replicacidon de algunos virus. En este
trabajo hemos identificado una nueva modificacién post-traduccional de PTEN, que tiene lugar
en respuesta a un estimulo, la infeccion viral. Dicha modificacion, la sumoilacion, parece
competir con la mono-ubiquitinaciéon por los mismos residuos de PTEN, por lo que dichas
modificaciones posiblemente regulen actividades de PTEN en direcciones opuestas. De esta
forma, mientras que la mono-ubiquitina inhibe la actividad fosfatasa de PTEN, SUMO la
modula positivamente. Otra actividad modulada por SUMO pero, en este caso, de forma
negativa, es la actividad transcripcional de p53 mediada por PTEN. Demostramos también que
PTEN puede incluirse dentro del grupo de supresores de tumores con actividad antiviral. PTEN
inhibe la replicacion de VSV, a través de la activacion de la via de la PKR que resulta en la
induccion de apoptosis. PTEN también modula la activacion de la via de la PI3k/Akt en
respuesta a la infeccion con VSV. Finalmente mostramos que tanto SUMO como PML

cooperan con la actividad antiviral de PTEN.
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Summary

Viruses are known to alter different cellular pathways in their benefit to improve their
replication. This viral action is also exerted, through a variety of means, on cellular SUMO and
ubiquitin pathways. Host cells use SUMO and ubiquitin pathways themselves in order to
regulate their gene expression and genomic stability, but also as part of their anti-viral defense
mechanisms. Here we have studied how both, viruses and cells, use SUMO and ubiquitin
pathways in their own benefit.

Vaccinia virus (VACV) E3 protein is a multifunctional protein and host range factor,
with no described post-translational regulation. Here we demonstrate that E3 interacts
covalently with SUMO and identified lysine residues K40 and K99 in E3, as the main SUMO
acceptors. SUMOylation has a negative effect on the E3 transactivation activity of the PUMA
gene. We also demonstrate that E3 contains a SUMO interacting motif (SIM) that modulates the
non-covalent interaction with SUMO, the covalent binding of E3 to SUMO, and the stability
and subcellular localization of the viral protein. We also demonstrate that E3 binds to ubiquitin,
an interaction regulated by USP7 that does not destabilize the wild type protein but triggers the
degradation of an E3-ASIM mutant, likely due to the formation of longer ubiquitin chains. This
report constitutes the first demonstration of the important role played by both, SUMO and
ubiquitin, in the regulation of the VACV protein E3 and, as far as we know, the first example of
a SIM domain regulating protein ubiquination.

The cellular tumor suppressor PTEN is a dual protein/lipid phosphatase with a tightly
regulated activity. Different published evidences suggest that some tumor suppressors are
regulated in response to virus infection by increasing their expression or inducing their activity
through post-translational modification, limiting the replication of some viruses. Here we
demonstrate a new post-translational modification of PTEN, its SUMOylation, occuring in
response to virus infection. SUMOylation competes with mono-uniquitination for the same
lysine residues in PTEN, suggesting that both modifications regulate PTEN activities in
different directions. In this sense, while mono-ubiquitination inhibits the phosphatase activity of
PTEN, SUMOylation increases its enzymatic activity. SUMO also inhibits the transcriptional
activity of p53 mediated by PTEN. We also demonstrate that PTEN has antiviral activity,
inhibiting VSV replication through activation of the PKR pathway and the consequent induction
of apoptosis. PTEN also counteracts the activation of the PI3k/Akt pathway that normally
ensures VSV infection. Finally, we demonstrate that both SUMO and PML cooperate with this

antiviral activity of PTEN.
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Introduccion

Como parasitos intracelulares obligados, los virus han desarrollado multiples
mecanismos para crear un ambiente celular que favorezca su supervivencia y replicacion. Uno
de estos mecanismos consiste en modular los sistemas de modificacion post-traduccionales de la
célula tales como la ubiquitinacion y sumoilacion. Se consideran dos posibles escenarios: virus
que codifican proteinas que son modificadas directamente por ubiquitina y/o SUMO y virus que
modifican la maquinaria de ubiquitinacion y sumoilacion de la c€lula, normalmente alterando la

especificidad de los sustratos, para favorecer la replicacion viral.

1. Ubiquitinacion

1.1 Ubiquitina

La ubiquitina es una proteina globular de 76 aminoécidos con un peso molecular
aproximado de 8.5 kDa que se encuentra altamente conservada en las células eucariotas desde
levaduras hasta humanos (Hershko y Ciechanover, 1998; Weissman, 2001). Es una proteina
celular abundante, constituyendo alrededor del 0,1 al 5% del contenido proteico total, por lo que
se asume que la ubiquitina tiene una expresion redundante (Kimura y Tanaka, 2010).

La ubiquitina se sintetiza como una proteina de fusion a las subunidades ribosomales
L40 y S27 o como cadenas de poli-ubiquitina. Estos precursores de ubiquitina son procesados
proteoliticamente por deubiquitinasas, como las proteasas especificas de ubiquitina (USP), para
generar unidades monoméricas funcionalmente idénticas (Weissman, 2001).

La conjugacion de ubiquitina, normalmente a un residuo de lisina del sustrato, se
denomina ubiquitinacién. La ubiquitinaciéon es una modificaciéon post-traduccional reversible
fundamental para regular los niveles de las proteinas de vida corta a través de su degradacion
via proteasoma, en respuesta a diferentes cambios o estimulos en la célula (Hershko y
Ciechanover, 1998). Pero, ademas, la ubiquitinacion es importante para la regulacion de otros
procesos biologicos (Ulrich y Walden, 2010; Weissman, 2001). La ubiquitina contiene 7
residuos de lisinas en su secuencia (K6, K11, K27, K29, K33, K48 y K63) y todos ellos pueden
conjugar ubiquitina, dando lugar a 7 posibles tipos de enlace homotipicos y multiples cadenas
heterotipicas (Dikic et al., 2009; Ikeda et al., 2010). Como consecuencia, la modificacion de
proteinas por ubiquitina puede ser de dos tipos: mono-ubiquitinacion o poli-ubiquitinacion. A su
vez la poli-ubiquitinacion varia dependiendo de la longitud y el tipo de cadenas de ubiquitina
formadas (Figura 1) (Dikic et al., 2009).

Desde un punto de vista funcional, la mono-ubiquitinacion parece regular la
localizacion y actividad de diversas proteinas en la célula (Hicke, 2001). Por otro lado, la poli-
ubiquitinacion a través del residuo K48 de la ubiquitina, es una sefial ligada a la degradacion de

las proteinas via proteasoma, mientras que la poli-ubiquitinacion mediada por K63, no lo es
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(Figura 1). La formacion de polimeros de ubiquitina en las otras lisinas de la ubiquitina podria

estar regulando distintas actividades celulares (Weissman, 2001).

Mono-ubiquitinacién Poli-ubiquitinacién

A B C

Sustrato Sustrato Sustrato

Proteasoma
26S

Péptidos

Figura 1. Tipos de ubiquitinacion. La mono-ubiquitinacion es la unién de una tinica molécula de ubiquitina a un
residuo de lisina en el sustrato (A) mientras que la poli-ubiquitinacion es la formacioén de cadenas de ubiquitina (B y
C). La poli-ubiquitinacion en la que interviene el residuo de lisina K48 de la ubiquitina (B) es una sefial vinculada a
la degradacion del sustrato via proteasoma. La poli-ubiquitinaciéon mediada por la lisina K63 de la ubiquitina (C) esta

implicada en otros procesos celulares.

1.2 Conjugacion de ubiquitina a su sustrato

La ubiquitinaciéon es un proceso enzimatico que implica al menos a tres tipos de
proteinas (Figura 2). En un primer paso, la ubiquitina libre es activada por la enzima activadora
de la ubiquitina (E1) en una reaccidon dependiente de adenosina trifosfato (ATP), formando un
enlace tiol-ester entre un residuo de cisteina de E1 y la glicina del extremo C-terminal de la
ubiquitina. A continuacién, la proteina E1 transfiere la ubiquitina activada a un residuo de
cisteina de la enzima conjugadora de ubiquitina (UBC, también concocida como E2).

Finalmente, la ubiquitina es transferida por E2 al sustrato gracias a la accion de una proteina
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ligasa de ubiquitina (E3), formandose un enlace isopeptidico entre el extremo C-terminal de la
ubiquitina y el grupo amino de un residuo de lisina del sustrato. La ubiquitinacion es un proceso
reversible, gracias a la accion de las deubiquitinasas (DUBs) que eliminan la ubiquitina del
sustrato (Hershko y Ciechanover, 1998; Welchman et al., 2005).

En humanos se han identificado al menos 2 isoformas de E1, alrededor de 60 miembros
de la familia de E2 y cientos de E3 ligasas, lo que sugiere que éstas regulan la especificidad del

sustrato (Weissman, 2001; Wickliffe et al., 2009).

ATP AMP + PPi @ @

o= % .

E1
3
e T

Figura 2. Conjugacion de ubiquitina a su sustrato La ubiquitina libre es activada por la enzima activadora de
ubiquitina E1 (1) en una reaccion dependiente de ATP, y posteriormente es transferida a la proteina conjugadora de
ubiquitina E2 (2). En la mayoria de los casos, el complejo E2-ubiquitina activada se une a la proteina E3 ligasa de
ubiquitina, que finalmente transfiere la ubiquitina al sustrato (3). La ubiquitina es liberada del sustrato por las

deubiquitinasas (DUBs) para su reciclaje (4).

1.3 Funciones biologicas de la ubiquitinacion

La ubiquitinacion ejerce diversas funciones reguladoras en la célula, y asi participa en la
degradacion de proteinas, el trafico de receptores, la reparacion del acido desoxirribonucleico
(ADN), la progresion del ciclo celular, la transcripcion génica, la inmunidad innata, la
inflamacidn, la autofagia, la apoptosis y las infeccion virales y bacterianas (Ikeda et al., 2010;
Ribet y Cossart, 2010).

La mayoria de las proteinas intracelulares son degradadas por el sistema ubiquitina-
proteasoma (Rock et al., 1994). A diferencia de otros mecanismos de regulacion, la degradacion
de proteinas es un proceso irreversible, que permite a la célula adaptarse a nuevas condiciones

fisiologicas. El sistema ubiquitina-proteasoma juega un papel relevante en el control de calidad
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de las proteinas sintetizadas, en relacion a mutaciones, plegamiento inadecuado, dafio por
radicales libres o desnaturalizacion.

La reparacion de lesiones en el ADN es otra de las funciones reguladas por la
ubiquitinacion. E1 ADN puede sufrir dafios diversos y la ruta de reparacion utilizada dependera
del tipo y magnitud del dafio. Generalmente, el dafio al ADN induce la activacion de las rutas de
reparacion, que ademas provocan una parada cautelar del ciclo celular para que los mecanismos
de reparacion resuelvan el problema y estos eventos se conocen como respuesta a dafio al ADN
(Ulrich y Walden, 2010). La mayoria de estas rutas de respuesta son controladas por el sistema
ubiquitina-proteasoma. Un ejemplo lo constituye la degradacion de la acido ribonucleico (ARN)
polimerasa II que interviene en la transcripcion que se produce tras dafio al ADN (Woudstra et
al., 2002).

La ubiquitinacién también juega un papel muy importante en la progresion del ciclo
celular. En este sentido, la ubiquitinacidon de las ciclinas tipo A y B por la E3 ligasa APC/C
induce su degradacién via proteasoma, provocando la salida de mitosis (Glotzer et al., 1991).
Por otro lado, la ubiquitinacion y posterior degradacion de la proteina p27 promueve una
transicion irreversible de la fase G1 a S del ciclo celular (Carrano et al., 1999).

Las actividades de algunos factores de transcripciéon también son reguladas por
ubiquitinacion. Es el caso del factor de transcripcion factor nuclear kappa B (NF-xB), que
controla la apoptosis, inflamacion, inmunidad y proliferacion, y que es activado en respuesta a
citoquinas proinflamatorias tales como el factor de necrosis tumoral alfa (TNFo) y Ia
interleuquina-1B (Silverman y Maniatis, 2001). En células no estimuladas, el NF-xB se
mantiene inactivo en el citoplasma por su asociacion con la proteina inhibidora IkBa, pero tras
un estimulo positivo la quinasa IkB induce la fosforilacion de IxBa, permitiendo la poli-
ubiquitinacion y posterior degradacion de esta proteina (Chen et al., 1995; Scherer et al., 1995).
Asi, una vez liberado NF-kB se transloca al nicleo para unirse a los promotores de los genes
que regula (Silverman y Maniatis, 2001).

Por ultimo, algunos virus modulan la maquinaria de ubiquitinacion para favorecer su
replicacion. En determinadas casos, los virus expresan proteinas con actividad E3 ligasa o
reclutan E3 ligasas del hospedador para favorecer la degradacion de proteinas de la célula
infectada. Asi, se describi6é que la oncoproteina E6 del virus del papiloma humano de los tipos
16 y 18 promueve la ubiquitinacion y posterior degradacion de la proteina supresora de tumores
pS3 a través del reclutamiento de la E3 ligasa celular E6-AP (Crook et al., 1991; Scheffner et
al., 1993). En otros casos, los propios factores virales son sustratos de ubiquitinacion (Randow y
Lehner, 2009). Recientemente se ha demostrado que la ubiquitinacion y deubiquitinacion de la
proteina NP del virus de la influenza tipo A es importante para la replicaciéon de su genoma

(Liao et al., 2010).
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1.4 Deubiquitinasas

La conjugacion de ubiquitina a su sustrato es un proceso reversible, mediado por la
accion de las enzimas deubiquitinasas (DUBs). Diferentes lineas de evidencia sugieren que las
DUBs son reguladoras importantes de la ubiquitinacion, pues son responsables del
procesamiento de los precursores de ubiquitina, de la eliminacion de la ubiquitina de los
sustratos y de mantener el proteasoma libre de cadenas de ubiquitina inhibidoras (Komander et
al., 2009). Las DUBs actiian especificamente sobre el extremo C-terminal del tltimo residuo de
ubiquitina en las cadenas de ubiquitina. El genoma humano codifica unas 79 DUBs, que se
dividen en cinco familias distintas: hidrolasas C-terminal de ubiquitina (UCHs), proteasas
especificas de ubiquitina (USPs), proteasas dominio Machado-Joseph (MJD), otras relacionadas
con el tumor de ovario (OTU) y la familia de enzimas que contienen el motivo JAMM.

Una de las deubiquitinasas mejor caracterizadas es la proteasa especifica de ubiquina 7
(USP7/HAUSP), que fue inicialmente identificada como un factor de interaccion con la proteina
ICPO del virus del herpes simplex tipo 1 (Meredith et al., 1994). Pero, ademas, esta DUB
modula la ubiquitinaciéon de proteinas celulares relevantes para el control de la proliferacion,
tales como p53, FOXO y la fosfatasa homologa a tensina y deleccionda en el cromosoma 10
(PTEN). EI papel de USP7 en la regulacion de p53 es complejo, ya que USP7 deubiquitina a
p53 y a la E3 ligasa Mdm2 (o Hdm2 en humanos), que a su vez promueve la ubiquitinacion de
p53 regulando negativamente sus niveles. De esta forma, USP7 puede producir un efecto
positivo o negativo sobre la estabilidad de p53, en funcion del sustrato sobre el que actia (Li et
al.,, 2002). Las proteinas FOXO (FOXO1, FOXO02, FOXO3 y FOXO04) son factores de
transcripcion con actividad supresora de tumores. La fosforilacion de estas proteinas en repuesta
al fosfatidilinositol-(3,4,5) trifosfato [PI(3,4,5)P3], promueve su exportacion nuclear, su
posterior ubiquitinacion y la degradacion via proteasoma. Contrariamente, la mono-
ubiquitinaciéon de FOXO3 y FOXO4 provoca su retencion en el nucleo, favoreciendo su
actividad transcripcional y esta mono-ubiquitinacién es revertida por USP7 (van der Horst et al.,
2006).

La proteina supresora de tumores PTEN es otro de los sustratos de USP7. La mono-
ubiquitinacion de PTEN promueve su importacion nuclear, mientras que su deubiquitinacion
determina su localizacion citoplasmatica (Song et al., 2008).

Por todo lo anteriormente expuesto, USP7 representa una atractiva diana terapéutica y

de hecho, en la actualidad se estan desarrollando ensayos clinicos con inhibidores de esta DUB.
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1.5 Relacion funcional entre ubiquitina y SUMO

La sumoilacion y la ubiquitinacion son modificaciones post-traduccionales que regulan
las funciones y actividades de sus sustratos. Tradicionalmente, la ubiquitinacion se asocio a la
degradacion de proteinas, mientras que la sumoilacion se relaciond con el control de otros
procesos celulares. Sin embargo, estudios posteriores han revelado una posible relacion
funcional entre estos dos procesos. En este sentido, se observo que la sumoilacion de algunas
proteinas previene su ubiquitinacion y posterior degradacion. Como mencionamos
anteriormente, el factor de transcripcion NF-kB se mantiene inactivo en el citoplasma a través
de su interaccion con su inhibidor [kBa. Tras un estimulo adecuado (por ejemplo, TNFa), IxBa
se fosforila, posteriormente es ubiquitinado y finalmente degradado via proteasoma. De esta
forma, NF-xB libre puede entrar al nucleo regulando la expresion de sus genes diana. Pero
ademas, SUMO puede competir con ubiquitina para modificar el mismo residuo de lisina en
IkBa, de manera que la sumoilacion de IkBa produce la inhibicion de las funciones
dependientes de NF-xB (Desterro et al., 1998). Otro ejemplo es el de la proteina Mdm2, una E3
ligasa que regula tanto la ubiquitinacion de p53 como la suya propia. La estabilidad de Mdm?2 es
regulada por el sistema ubiquitina proteasoma y se ha propuesto que SUMO interfiere con la
ubiquitinaciéon de Mdm2 al modificar el mismo residuo de lisina dentro del dominio RING,
previniendo asi su degradacion (Buschmann et al., 2000).

Sin embargo, también existe una relacion cooperativa entre ambas modificaciones post-
traduccionales. Recientemente se ha descrito que la sumoilaciéon de algunas proteinas puede
actuar como una sefial de reclutamiento de E3 ligasas, lo que induce la ubiquitinacion del
sustrato sumoilado y su posterior degradacion via proteasoma (Geoffroy y Hay, 2009). La
proteina RNF4 es una E3 ligasa con 4 dominios de interaccion con SUMO (dominio SIM), que
le permite unirse a sustratos sumoilados, especialmente a las cadenas de SUMO2/3, permitiendo
la ubiquitinaciéon de esos sustratos. De hecho se ha observado que RNF4 induce la
ubiquitinacion de la proteina de la leucemia promielocitica (PML) tras el tratamiento con
arsénico, pero unicamente cuando esta proteina ha sido modificada por SUMO2/3 (Tatham et

al., 2008).
2. Regulacion por SUMO
2.1 Las proteinas SUMO
Las proteinas SUMO son proteinas tipo ubiquitina de un peso molecular aproximado de
11 kDa, aunque cuando se analizan en geles de poli-acrilamida-SDS producen un incremento de

tamafio en la proteina a la que se conjugan de alrededor de 20 kDa. Las proteinas SUMO tienen
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solo un 18% de identidad de secuencia con la ubiquitina (Figura 3); sin embargo, y aunque
poseen una estructura tridimensional muy parecida, la distribucion de cargas totales es diferente
(Geiss-Friedlander y Melchior, 2007).

Las proteinas SUMO se encuentran altamente conservadas en las células eucariotas y
son necesarias para la viabilidad de Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans y
Arabidopsis thaliana (Johnson, 2004; Geiss-Friedlander y Melchior, 2007). En levaduras existe
una unica proteina SUMO denominada Smt3 (Figura 3) y en mamiferos se han identificado 4
isoformas de SUMO, denominadas SUMO1, SUMO2, SUMO3 y SUMOA4. La proteina SUMO1
se identific6 mediante ensayos de doble hibrido por su interaccion con las proteinas PML
(Boddy et al., 1996), Rad51 y Rad52 (Shen et al., 1996) y Fas/APO-1 (Okura et al., 1996), ¢
inicialmente se denomind PIC1, Ubll y sentrin, respectivamente. La existencia de las proteinas
SUMO?2 (sentrin2, Smt3b) y SUMO3 (sentrin3, Smt3a) se predijo a partir de secuencias de
ADN vy su posterior aislamiento reveld su capacidad de modificar sustratos (Lapenta et al.,
1997; Kamitani et al., 1998a; Kamitani et al., 1998b).

Las proteinas SUMO2 y SUMO3 presentan un 95% de identidad y con frecuencia se
denominan SUMO?2/3; sin embargo, solo comparten un 50% de identidad con SUMO1 (Figura
3). Ademas, a diferencia de SUMOI, las proteinas SUMO2/3 pueden forman polimeros, pues
poseen una lisina en el extremo amino terminal (N-terminal) que es susceptible de conjugar
SUMO. Otra diferencia entre SUMO1 y SUMO2/3 es su disponibilidad como proteinas libres.
Asi, existe una fraccion importante de proteinas SUMO2/3 libre, mientras que la proteina
SUMOL libre es practicamente indetectable, por lo que se asume que la mayor parte de SUMO1
esta conjugada a sustratos (Johnson, 2004). En cuanto a la proteina SUMO4, se ha detectado
acido ribonucleico mensajero (ARNm) correspondiente con esta isoforma en tejidos de rifidn,
bazo y nédulos linfaticos pero hasta la fecha no se ha descrito la expresion de proteina endogena
en dichos organos. Sin embargo, empleando ensayos de sobreexpresion, se ha demostrado
recientemente, que en condiciones de estrés SUMO4 es capaz de conjugarse a sus sustratos

(Wei et al., 2008; Wilkinson y Henley, 2010).

Ubiquitina % TLTGKTETLEVEPSDTEENY 26
SUMO1 M8D—---QEAKPSTEDLGDKKEGEY T IGQDSSEE‘,HFI&MTTHﬁKKL 47
SUMO?2 MSE-——-EKPKEGVK-—TEN-——DHINL GQDGSVT&QFI@KRHTPJ.’.SKL 42
SUMO3 MAD————EKPKEGVK——TENN——DHIN‘ﬁ GQDGS\@QFK@KRHTP}JSKE 43

Smt3 MSDSEVNQEAKPEVK-—-PEVKPETHINL —DGSSEIFFKIKKTTPLRRI, 48

Ubiquitina KAK IQD.B QJI,EDG SDYNIQKESTEHLVLRL 76
SUMO1 KESYCQ‘R RgADN PKELGMEEEDVIEVYQEQ 97
SUMO2 mycm P\;NET PAQLEMEDEDT’&DVFQQQ 92
SUMO3 MKAYCE‘;R BINET PAQLEMEDEDTIDVFQOO 93

Smt3 MEAFAKR RIQADQESPEDLDMEDND TIEAHREQT 98
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Figura 3. Comparacion de las secuencias de las proteinas SUMO y ubiquitina. Alineamiento de la secuencia
aminoacidica de la proteina de levadura Smt3 y de las proteinas humanas: ubiquitina, SUMO1, SUMO2 y SUMO3.
Los residuos idénticos en todas las secuencias se representan en azul oscuro y los residuos compartidos por algunos
miembros de la familia de proteinas SUMO y/o ubiquitina en celeste. Los residuos idénticos en al menos tres

miembros de las proteinas SUMO, pero no en ubiquitina se representan en rosa.

2.2 Interaccion covalente con SUMO

2.2.1 El proceso de conjugacion de SUMO

La conjugacion de SUMO a su sustrato ocurre en una reaccion enzimatica analoga a la
ubiquitinacion e implica la formacion de un enlace isopeptidico entre el extremo carboxi
terminal (C-terminal) de SUMO vy el grupo amino de un residuo de lisina del sustrato (Figura 4).
Las proteinas SUMO se expresan como precursores inmaduros que presentan extensiones en el
extremo C-terminal, cuya longitud varia entre 2 y 11 aminoacidos, después del motivo glicina-
glicina que marca el final de la proteina madura. Las proteinas SUMO son procesadas
proteoliticamente proteasas especificas de SUMO (SENP) dejando expuesto el motivo glicina-
glicina del extremo C-terminal (Johnson, 2004). La activacion de las proteinas SUMO maduras
es mediada por el enzima activador de SUMO E1 (SAE1/SAE2), en una reaccion dependiente
de ATP, a través de la formacion de un enlace tioester entre la cisteina catalitica de SAE2 y la
glicina del extremo C-terminal de SUMO. A continuaciéon, SUMO es transferido desde el
heterodimero SAE1/SAE2 a la enzima conjugadora de SUMO Ubc9 (E2) formando un enlace
tioester entre la cisteina activa de Ubc9 y el extremo C-terminal de SUMO. Por tltimo, SUMO
es transferido desde Ubc9 a un residuo de lisina del sustrato con la participacion de una E3
ligasa de SUMO. SUMO se conjuga preferentemente a lisinas localizadas en la secuencia
consenso WYKXD/E, en donde ¥ corresponde a un aminoacido hidrofébico grande (como
leucina, isoleucina o valina); K es la lisina a la que se conjuga SUMO; X es cualquier
aminodcido; D es acido aspartico y E es acido glutamico (Geiss-Friedlander y Melchior, 2007).
No obstante, es cada vez mayor el nimero de proteinas que a pesar de carecer de este motivo,
son capaces de conjugarse a SUMO. Un dato importante es que al igual que la ubiquitinacion, la
conjugacion de SUMO a su sustrato es una modificacion reversible y se han descrito
isopeptidasas como SENP1 que catalizan la de-conjugacion de SUMO del sustrato (Wilkinson y
Henley, 2010).
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Figura 4. Proceso de conjugaciéon de SUMO a su sustrato. Las proteinas SUMO se expresan como precursores
inmaduros, que son procesados proteoliticamente por miembros de la familia de proteinas SENP (1). La proteina
SUMO madura es activada por el heterodimero SAE1/SAE2 en una reaccion dependiente de ATP (2), formando un
enlace tioester entre SAE2 y la glicina de SUMO (3). La proteina SUMO activada es entonces transferida a la enzima
conjugadora de SUMO Ubc9, la cual cataliza la transferencia de SUMO al sustrato con ayuda de una E3 ligasa de

SUMO (4,5). El proceso de sumoilacion es revertido por la accion de miembros de la familia SENP (6).

2.2.2 Consecuencias moleculares de la sumoilacion

Aunque es dificil predecir los efectos de la modificacion de una proteina por SUMO, de
forma general esta modificacion post-traduccional afecta a las interacciones proteina-proteina.
En este sentido, la sumoilacion de una proteina puede tener distintas consecuencias (Figura 5).
La sumoilacidon podria enmascarar el sitio de union para otra proteina que interacttia con la
proteina sustrato (Figura 5, modelo A). Un ejemplo de esta situacion es la conjugacion de
SUMO a la proteina conjugadora de ubiquitina E2-25k. Dicha conjugacion inhibe su interaccion
con la proteina E1, provocando asi una disminucién en los niveles de ubiquitinaciéon de sus
sustratos (Pichler et al., 2005). De manera contraria, la sumoilacion de un sustrato puede generar
nuevos sitios de union para reclutar proteinas (Figura 5, modelo B). Es el caso de las proteinas
RanGAPI1, p300 y PCNA que, cuando son modificadas por SUMO pueden interactuar con
RanBP2, HDACG6 y la helicasa de ADN Srs2, respectivamente (Matunis et al., 1996; Mahajan et
al., 1997; Girwood et al., 2003; Papouli et al., 2005). Finalmente, la conjugacion de SUMO
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puede inducir un cambio conformacional en el sustrato (Figura 5, modelo C). En este sentido, la
proteina timina glicosidasa de ADN, sufre un cambio conformacional cuando es modificada por
SUMOL, resultando en una pérdida de su capacidad para unirse al ADN (Hardeland et al.,
2002).

Figura 5. Consecuencias moleculares de la sumoilacién. La conjugacion de SUMO al sustrato puede tener tres
consecuencias a nivel molecular. La sumoilaciéon puede inhibir la interaccion del sustrato con otra proteina, al
enmascarar el sitio de union (A). La conjugacion de SUMO puede generar nuevos sitios de union para reclutar otras

proteinas (B). La sumoilacion puede inducir un cambio conformacional del sustrato (C).

2.2.3 Funciones biologicas de la sumoilacion

Como consecuencia de lo anteriormente mencionado, la conjugacion de SUMO puede
afectar a diferentes propiedades del sustrato, incluyendo su estabilidad, actividad enzimatica,
localizacion subcelular o actividad transcripcional. De hecho, se ha demostrado que la
sumoilacion regula procesos tan diversos como el trafico nuclear, la expresion génica, la
estabilidad genomica, la integridad cromosomica, la localizacion subcelular, la formacion de los
cuerpos nucleares de PML y la infeccion viral, entre otros (Zhao, 2007).

Un dato interesante es que la mayoria de los sustratos de SUMO se localizan en el
nucleo. Entre estos sustratos se encuentran factores de transcripcion, represores, coactivadores,
correpresores y proteinas remodeladoras de la cromatina (Liu y Shuai, 2008). La sumoilacion de

la mayoria de los factores de transcripcion provoca su represion. Asi, la conjugacion de SUMO
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inhibe la actividad transcripcional de los factores de transcripcion Elk-1, Sp-3, SREBPs, STAT-
1, SRF, c-myc, del receptor de androgeno y del coactivador p300 (Liu y Shuai, 2008). Sin
embargo, la sumoilacion también puede favorecer la activacion transcripcional como es el caso
del factor activado por la B-catenina Tcf-4 (Yamamoto et al., 2003).

Otra funcion de la sumoilacion es la descrita para la proteina PML. SUMO es necesario
para la formacion de los cuerpos nucleares de PML y el reclutamiento de proteinas asociadas a
estas estructuras, como Sp100 y los reguladores transcripcionales Daxx, HDACI1, CBP, p53 o
Sp3 (Zhao, 2007).

SUMO también participa en mecanismos de reparacion del ADN. Asi, la conjugacion
de SUMO a la proteina PCNA impide su actividad reparadora, pues favorece el reclutamiento
de la helicasa de ADN Srs2 a la horquilla de replicacion (Papouli et al., 2005). Adicionalmente,
la sumoilacién de la proteina timina glicosidasa de ADN, enzima implicada en reparacion del
ADN, eliminando residuos de uracilo o timina aberrantes, disminuye su afinidad por el ADN
(Hardeland et al., 2002).

La sumoilacion tiene un papel relevante en la infeccion viral, como lo demuestra el
hecho de que muchos virus hayan desarrollado diversas estrategias para alterar la maquinaria de
conjugacion de SUMO. Globalmente se han observado dos situaciones distintas: existen virus
cuyas proteinas virales son sustratos de sumoilacion y esta modificacion favorece la replicacion
viral (Boggio y Chiocca, 2006; Berndt et al., 2009). En otros casos, los virus regulan la
conjugacion de SUMO a proteinas de la célula huésped con el fin de inhibir los mecanismos

antivirales de la célula y favorecer asi su replicacion (Chang et al., 2009; Kubota et al., 2008).

2.3 Interaccion no covalente con SUMO

Recientemente se han identificado algunos sustratos de SUMO que, ademas, son
capaces de unirse de forma no covalente a SUMO, a través del llamado dominio de interaccion
con SUMO (dominio SIM). El dominio SIM se caracteriza por tener un nucleo hidrofébico que
contiene la secuencia consenso Leucina/Valina/Isoleucina-X-Leucina/Valina/Isoleucina-
Leucina/Valina/Isoleucina (L/V/I-X-L/V/I-L/V/T) (Kerscher, 2007). Algunos ejemplos de
proteinas que presentan este dominio son p73a, PML y Daxx (Geiss-Friedlander y Melchior,
2007). El dominio SIM favorece la conjugacion a SUMO de algunos sustratos asi como la
formacion de los complejos dependientes de SUMO (Lin et al., 2006; Geiss-Friedlander y
Melchior, 2007).
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3. La proteina E3 del virus vaccinia

3.1 El virus vaccinia

El virus vaccinia (VACV), también llamado virus de la vacuna, pertenece a la familia
Poxviridae y al género Orthopoxvirus. Es un virus de gran tamafio con forma ovalada, con dos
formas infectivas denominadas virus intracelular maduro y virus extracelular envuelto por una
capa lipidica adicional. El virus contiene la ARN polimerasa, las proteinas implicadas en el
procesamiento del ARNm y los factores de transcripcién necesarios para la sintesis de las
proteinas tempranas. El genoma del virus es una molécula lineal de ADN de doble cadena con
un tamafio aproximado de 200 kilobases (kb) que contiene unos 200 genes. El ciclo vital es
citoplasmatico y consta de las siguientes etapas: entrada del virus, desencapsidacion, expresion
de genes tempranos (algunos de los cuales codifican factores de transcripcion de genes virales
intermedios), replicacion del ADN, expresion de genes intermedios que codifican factores de
transcripcion que regulan genes virales tardios, expresion de genes tardios y morfogénesis

(Condit et al., 2006; Moss, 2007).

3.2 La proteina E3

E3L es un gen temprano del VACV que codifica para dos polipéptidos de 20 y 25 kDa
(proteina E3). E3 se localiza en el nucleo y citoplasma de las células infectadas o transfectadas
(Yuwen et al., 1993). Esta proteina es antagonista del sistema del interferon (IFN), uno de los
principales mecanismos de defensa de las células de mamiferos contra las infecciones virales.
Esta funcion de E3L se demostré al comprobar que un mutante del VACV que carecian del gen
E3L, era altamente sensible al tratamiento con IFN (Beattie et al., 1995). Se ha descrito ademas,
que E3L es un gen necesario para la replicacion eficaz del VACV en distintas lineas celulares y
para la patogénesis del virus en modelos murinos (Beattie et al., 1996; Brandt y Jacobs, 2001;
Brandt et al., 2005).

La proteina E3 contiene dos dominios: el de uniéon a Z-ADN en el extremo amino-
terminal (N-terminal), entre los aminodcidos 4 al 72 (Kim et al., 2003) y el dominio de unién al
ARN de doble cadena (ARNdc) en el extremo carboxi-terminal (C-terminal), entre los residuos
aminoacidicos 100 y 190 (Chang y Jacobs, 1993). Aunque ambos dominios parecen ser
necesarios para la patogénesis viral, sus funciones son diferentes. El dominio N-terminal esta
implicado en la inhibicion directa de la quinasa activada por el ARNdc (PKR) inducida por el
IFN, en la localizacién nuclear de la proteina y en su capacidad de union al Z-ADN (Romano et
al., 1998; Kim et al., 2003; Langland y Jacobs, 2004). Ademas, a través de este dominio la

proteina E3 activa transcripcionalmente distintos genes celulares tales como IL-6, NF-AT o p53
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e inhibe la apoptosis (Kwon y Rich, 2005). Adicionalmente, el dominio N-terminal esta
implicado en la inhibicion de la adenosina deaminasa ADAR-1 y es necesario para la
neurovirulencia y la invasion al cerebro in vivo (Liu et al., 2001; Brandt et al., 2005). El
dominio de unién a ARNdc en el extremo C-terminal esta implicado en la resistencia al IFN y
en el fenotipo de amplio rango de hospedadores del virus (Beattie et al., 1996; Chang y Jacobs,
1993). La unién de E3 al ARNdc inhibe la activacion de las proteinas inducidas por el IFN en
respuesta al ARNdc, PKR y 2'-5'-oligoadenilato sintetasa (2'-5'-OAS) (Chang et al., 1992; Rivas
et al.,, 1998). Curiosamente, y a pesar de la gran cantidad de funciones descritas para esta
proteina viral, hasta la fecha no se han demostrado modificaciones post-traduccionales que

regulen su actividad.

4. La proteina supresora de tumores PTEN

La fosfatasa y homodloga a tensina deleccionada en el cromosoma 10 (PTEN) es una
proteina supresora de tumores que se descubrié como un gen deleccionado en el cromosoma
10923 y mutado en glioblastoma, cancer de prostata y algunos tumores de mama (Li et al.,
1997; Steck et al., 1997). Posteriormente, se demostraron también mutaciones de esta proteina
en tumores renales, melanoma, vejiga, pulmoén y tiroides, lo que indicaba que PTEN es uno de
los supresores tumorales mas frecuentemente alterados en cancer (Li y Ross, 2007; Keniry y
Parsons, 2008; Salmena et al., 2008). La importancia de esta proteina es ademas evidenciada
por el hecho de que mutaciones de PTEN en la linea germinal se asocian con una predisposicion
elevada para desarrollar el sindrome de Cowden, la enfermedad de Lhermitte-Duclos o el

sindrome de Bannayan-Riley-Rubalcaba (Liy Ross, 2007; Salmena et al., 2008).

4.1 Estructura de la proteina PTEN

PTEN es un polipéptido de 403 aminoacidos que pertenece a la familia de proteinas
tirosina fosfatasa (Figura 6). La proteina tiene dos grandes dominios estructurales: el dominio
fosfatasa que contiene el sitio catalitico en el extremo N-terminal (aminoécidos 7 al 185); y el
dominio C2 en el extremo C-terminal (aminoacidos 186 al 352), responsable de la unién a la
membrana plasmatica. En el extremo N-terminal hay una secuencia corta poli-béasica que es un
motivo de unién al fosfatidilinositol-4,5 difosfato [PI1(4,5)P2]. Por otro lado, en el extremo C-
terminal hay unos 50 aminoacidos que incluyen un grupo de serinas y treoninas fosforilables
que regulan la estabilidad de la proteina, dos secuencias PEST putativas y un dominio PDZ que
media la interaccion con diversas proteinas (Leslie y Downes, 2004). Asimismo, se ha
demostrado su regulacion por multiples modificaciones post-traduccionales, tales como

ubiquitinacion, acetilacion y fosforilacion (Salmena et al., 2008).
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Figura 6. Esquema de los dominios presentes en la proteina supresora de tumores PTEN y algunas
modificaciones post-traduccionales que regulan su actividad. En el extremo N-terminal de PTEN se encuentran el
motivo de union al PI(4,5)P2 (residuos 1 al 15, amarillo) y el dominio fosfatasa (residuos 22 al 185, rosa) donde
reside la actividad catalitica de la proteina. El dominio C2 (residuos 190 al 351, rojo) media la interaccion con la
membrana. El extremo C-terminal contiene dos secuencias PEST putativas y existe un dominio PDZ que regula la
interaccion de PTEN con otras proteinas (residuos 401 al 403, azul). PTEN es regulado por modificaciones post-
traduccionales. La fosforilacion (P) de los residuos S370, S380, T382, T383 y S385 en el extremo C-terminal de la
proteina modula su actividad supresora de tumores, su localizacion subcelular y su estabilidad. La fosforilacion de los
residuos S229, T319, T321 y T322 en el dominio C2 regula la localizacion de PTEN en la membrana plasmatica. La
acetilacion (A) de PTEN en los residuos K125 y K128 reduce su actividad catalitica. PTEN es modificado por

ubiquitina (U) en los residuos K13 y K289 y dicha modificacion promueve su localizacion nuclear.

4.2 Regulacion de la proteina PTEN

Considerando la importancia de PTEN, sus funciones deben estar finamente reguladas
(Salmena et al., 2008). Los distintos mecanismos que regulan a PTEN incluyen: el
silenciamiento epigenético, la regulacion transcripcional, post-transcripcional y post-

traduccional y la modulacion de su localizacion subcelular (Wang y Jiang, 2008).

4.2.1 Regulacion transcripcional

Dada la expresion ubicua de PTEN en diferentes tipos celulares y tejidos, en un
principio se considerd que esta proteina se producia constitutivamente. No obstante, la
secuenciacion del promotor de PTEN permiti6 identificar posibles sitios de union para el factor
de transcripcion de crecimiento temprano regulado 1, y se demostrd que este factor regulaba la
expresion de PTEN en respuesta al tratamiento con radiacion (Virolle et al., 2001) o con el
inhibidor de fosfatasa caliculin A (Okamura et al., 2005). Por otro lado, la proteina PPARy se
une a dos sitios del promotor de PTEN, regulando positivamente su expresion (Patel et al.,
2001). Finalmente, la proteina p53 también se une al promotor de PTEN, regulando

positivamente su expresion (Stambolic et al., 2001).
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Asimismo, se ha demostrado la regulacion negativa de PTEN a nivel transcripcional. En
este sentido, la proteina quinasa quinasa 4 activada por mitégenos inhibe la expresion de PTEN
al activar a la proteina NFxB, un supresor transcripcional de PTEN (Xia et al., 2007). De igual
manera, el factor de crecimiento transformante  se une al promotor de PTEN y modula
negativamente los niveles de PTEN (Chow et al., 2007). Al igual que el factor de transcripcion
c-Jun que modula negativamente los niveles de PTEN al unirse a un sitio tipo AP-1 en el
promotor, lo que explica la correlacion negativa que existe entre c-Jun y los niveles de PTEN en

distintas lineas tumorales humanas (Hettinger et al., 2007).

4.2.2 Regulacion post-transcripcional

Recientemente, se ha identificado un mecanismo que regula la traduccion del ARNm de
PTEN mediado por micro ARNs (miARNSs). De esta manera se ha observado que los miARNs
miR-21, miR-22, miR-214, miR-205, mir-17-92, mir-106-25, mir-367-302b y mir-221-222
controlan los niveles de PTEN (He, 2010).

4.2.3 Regulacion post-traduccional

La proteina PTEN puede ser regulada por distintas modificaciones post-traduccionales,
entre las que se encuentran la fosforilacion, acetilacion, oxidacion y ubiquitinacion (Salmena et
al., 2008). PTEN presenta en su extremo C-terminal una serie de residuos de serinas y treoninas
fosforilables: las treoninas 366, 382 y 383 y las serinas 370, 380 y 385 regulan la estabilidad de
la proteina y modulan su actividad catalitica alterando su capacidad de union a la membrana
plasmatica (Torres y Pulido, 2001; Vasquez et al., 2000). Por otro lado, la interaccion con la
proteina PCAF induce la acetilacion de PTEN en los residuos de lisina 125 y 128, lo que inhibe
el control de PTEN sobre la ruta de la fofatidilinositol-3 quinasa (PI3K) y sobre el ciclo celular
(Okumura et al., 2006). De igual manera, la oxidacion de PTEN por especies reactivas de
oxigeno promueven la formacion de enlaces di-sulfuro que afectan a la actividad catalitica de la
proteina (Kwon et al., 2004; Lee et al., 2002; Leslie et al., 2003).

Se ha descrito también una regulacion negativa de PTEN dependiente del proteasoma.
En este sentido, se ha demostrado que la estabilidad de PTEN estd comprometida en mutantes
de fosforilacion de la proteina (Torres y Pulido, 2001). Ademas, se observd que en células
bronquiales humanas se inducia la degradacion de PTEN via proteasoma tras el tratamiento con
sales de zinc (Wu et al.,, 2003). Posteriormente, se demostrd que esta degradacion era el
resultado de su poli-ubiquitinaciéon y que esta modificaciéon era mediada por la E3 ligasa
NEDD4-1 (Wang et al., 2007). Ademas, PTEN puede mono-ubiquitinarse. Se han identificado

los residuos de lisina K13 y K289 en PTEN como los principales sitios de conjugacion de
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mono-ubiquitina, modificaciéon que promueve su importacion nuclear (Trotman et al., 2007).
Recientemente, se ha descrito que la proteasa especifica de ubiquitina USP7, regula
negativamente dicha mono-ubiquitinacién, y en consecuencia promueve su localizacion

citoplasmatica (Song et al., 2008).

4.3 Funciones de PTEN

PTEN es una fosfatasa dual no redundante cuyos sustratos pueden ser lipidos de la
familia del fosfatidilinositol o proteinas fosforiladas en serinas o treoninas. Una de las primeras
funciones descritas para PTEN fue la regulacion negativa de la ruta de sefializacion de la PI3K
(Stambolic et al., 1998; Haas-Kogan et al., 1998). En respuesta a estimulos positivos como el de
los factores de crecimiento, la proteina PI3K fosforila al P1(4,5)P2 y lo convierte a P1(3,4,5)P3,
que es un segundo mensajero que activa a la proteina Akt, lo que finalmente favorece la
proliferacion celular, progresion del ciclo celular, aumento en la sintesis de proteinas,
supervivencia, angiogénesis y migracion. PTEN, por su actividad fosfatasa, elimina el grupo
fosfato en la posicion 3° del anillo de inositol en el PI(3,4,5)P3, y de esta forma regula
negativamente los niveles del segundo mensajero e induce apoptosis, demostrandose la
importancia de dicha actividad para su accién como proteina supresora de tumores (Chow y
Baker, 2006; Salmena et al., 2008).

Sin embargo, PTEN tiene otras funciones nucleares que son independientes de su
actividad fosfatasa. En este sentido, se ha descrito que PTEN regula positivamente la estabilidad
del supresor de tumores p53, por interaccion directa con esta proteina. Ademas, PTEN regula la
actividad transcripcional de p53, modulando la union especifica de p53 al ADN (Freeman et al.,
2003). Por otro lado, PTEN regula la acetilacion de p53 en respuesta al dafio en el ADN, a
través de su interacciébn con la enzima nuclear acetiltransferasa de histona p300. Esta
interaccion, promovida a su vez por la acetilacion de p53, es necesaria para el control de la
parada del ciclo celular mediada por PTEN (Li et al., 2006). PTEN también es capaz de modular
negativamente los niveles y la localizacion nuclear de la ciclina D1, promoviendo asi una
parada del ciclo celular (Radu et al., 2003). Otros autores demuestran también la implicaciéon de
la proteina PTEN en el mantenimiento de la estabilidad cromosémica. PTEN interacciona con la
proteina CENP-C, que es una proteina centromérica y clave en la regulacion de la segregacion
cromosomica durante la mitosis. La ausencia de PTEN en las células provoca la rotura de los
centrosomas y la translocacion aberrante de los mismos (Shen et al., 2007). Finalmente, PTEN
regula positivamente los niveles de la proteina Rad51, proteina implicada en reparaciéon del
ADN (Shen et al., 2007).

Se ha descrito también una relacion entre la ausencia de PTEN y la entrada en

senescencia, en un modelo de cancer de prostata murino. Estos estudios demostraron que la
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pérdida completa de expresion de PTEN conducia a un aumento en los niveles de la proteina
p53 y a una parada irreversible del crecimiento de las células, consistente con la entrada en
senescencia. En ratones con deleccion de ambos genes, se producia la formacion de tumores
altamente invasivos, indicando que la senescencia era dependiente de la presencia de p53 (Chen

et al., 2005).

5. La proteina supresora de tumores PML

El gen que codifica para PML fue identificado en la traslocacién cromosémica t(15:17)
en la leucemia promielocitica aguda (APL) (de The et al., 1991; Kakizuka et al., 1991). Esta
traslocacion produce una proteina de fusion oncogénica entre PML y el receptor alfa del acido
retinoico (RARa), afectando a las funciones de ambas proteinas, incluidas la formacién de los
cuerpos nucleares de PML (PML-NB) y la actividad transcripcional del RARa (Wang et al.,
1998a).

5.1 Estructura de la proteina PML

Existen 7 isoformas distintas de la proteina PML, que resultan del empalme alternativo
del ARNm (Fagioli et al., 1992). En el extremo N-terminal se encuentra un dominio RING
(aminoacidos 45-105), la caja Beta 1 (aminoacidos 124-166), la caja Beta 2 (aminoacidos 184-
230), el dominio C (aminoacidos 229-323) y el dominio exonucleasa (aminoacidos 600-750,

solo en PML-I) (Salomoni et al., 2008).

5.2 Funciones de PML y los PML-NB

La proteina supresora de tumores PML es el principal componente de los denominados
cuerpos nucleares de PML (PML-NB), detectados como estructuras punteadas intranucleares.
Se denominaron asi debido a que la presencia de PML es necesaria para la formacion de dichas
estructuras. Hoy se sabe que SUMO es también necesario para que PML pueda reclutar al resto
de los componentes de estos cuerpos nucleares. Los PML-NB estan presentes en la mayoria de
las células de mamiferos y su cantidad varia entre 1 a 30 cuerpos por ntcleo, dependiendo del
tipo celular, la fase del ciclo y el estado de diferenciacion (Figura 7) (Dellaire y Bazett-Jones,
2004). Los PML-NB se han relacionado con la regulacion de diversas funciones celulares tales
como la induccion de apoptosis y senescencia, la inhibicion de la proliferacion, estabilidad
genomica y la respuesta antiviral (Salomoni et al., 2008).

Las primeras evidencias del papel de PML en la apoptosis, surgieron al analizar ratones

deficientes en el gen Pml/, observando que estos y sus células eran resistentes a estimulos
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inductores de la apoptosis como la radiaciéon y y el CD95/Fas (Wang et al., 1998b). Asimismo,
células derivadas de estos ratones como esplenocitos, timocitos, fibroblastos embrionarios y
células hematopoyéticas son resistentes a la apoptosis inducida por ceramidas, TNFa, IFN,
radiacion ultravioleta y drogas quimioterapéuticas (Louria-Hayon et al., 2003; Wu e al., 2003,
Bernardi et al., 2004). La participacion de PML en la apoptosis puede ser dependiente o
independiente de p53. Se ha observado que PML recluta a p53 a los PML-NB, promoviendo su
acetilacion y fosforilacion. Ademas, PML se une e inhibe a Mdm?2, el principal regulador
negativo de p53 (Bernardi et al., 2004; Dellaire y Bazett-Jones, 2004). Sin embargo, PML
también puede inducir la apoptosis de manera independiente de p53, mediante la
autofosforilacion y activacion de la proteina CHK2 en respuesta al dafio al ADN (Yang et al.,
2006).

La senescencia es un mecanismo de supresion tumoral que implica la parada irreversible
del ciclo celular y de la proliferacion. Se ha descrito que la sobreexpresion de la isoforma PML-
IV induce la senescencia replicativa en células primarias humanas y en fibroblastos
embrionarios de raton (Bischof et al, 2002; Mallete et al., 2004). Asimismo, PML es necesario
en la senescencia inducida por la expresion del oncogen mutado H-ras V12 (Pearson et al.,
2000).

La interaccion entre los PML-NB y los virus de ADN o ARN ha sido ampliamente
estudiada. Los primeros datos se obtuvieron al observar que la infeccion de células con el virus
herpes simplex tipo 1 provocaba una destruccion de los PML-NB, y este efecto no se observaba
al infectar con un virus mutante deficiente para la proteina ICPO, lo que permitié la rapida
identificacion de esta proteina como un factor necesario para la degradacion de los PML-NB.
Posteriormente, se demostré que ICPO es una E3 ligasa de ubiquitina que promueve la
degradacion de la proteina PML modificada por SUMOI1 (Tavalai y Stamminger, 2008).
Adicionalmente, se demostro que la proteina LANA2 del herpesvirus del sarcoma de Kaposi
(KSHV), destruye los PML-NB favoreciendo la modificacion de PML por SUMO2 vy
ubiquitina, y la degradacion de PML por un mecanismo dependiente del proteasoma (Marcos-
Villar et al., 2009). El que los PML-NB fueran un objetivo para muchos virus sugeria que PML
o los PML-NB ejercian algun tipo de actividad antiviral. En este sentido, se ha descrito que la
expresion de PML afecta la replicacion de algunos virus de ARN, como el virus de la
estomatitis vesicular (VSV), el virus de la influenza y algunos retrovirus (Chelbi-Alix et al.,

1998; Regad et al., 2001a).
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Figura 7. Estructura de los cuerpos nucleares de PML (PML-NB). Modelo de la estructura de los PML-NB
mostrando como la proteina PML interacciona con otros componentes de los PML-NB tales como Sp100 y Daxx asi
como con otras moléculas de PML a través de SUMO. Estas interacciones son dependientes de la sumoilacion de

PML y de la presencia del dominio de interaccion con SUMO (SIM) en PML.

5.3 Regulacion de PML

En células normales la expresion de PML varia en funcion del tejido, tipo celular y
estado de diferenciacion. La transcripcion del gen de Pml es regulada positivamente por el IFN
o/P o vy por p53 (Stadler et al., 1995; de Stanchina et al., 2004).

PML también es regulado a través de diferentes modificaciones post-traduccionales.
Rcientemente se ha demostrado que la proteina quinasa activada por mitéogenos (ERK) fosforila
a PML. Esta fosforilacion induce la sumoilacion de PML y la apoptosis en respuesta al
tratamiento con tridéxido de arsénico (Hayakawa et al., 2004). Por otro lado, la fosforilacion de
PML por la quinasa caseina-2, regula negativamente los niveles de PML favoreciendo la
degradacion via ubiquitina-proteasoma (Scaglioni et al., 2006).

Una de las modificaciones post-traduccionales mejor estudiadas en PML es la
sumoilacion. PML se une directamente a SUMO y a la enzima conjugadora de SUMO Ubc9,
promoviendo la conjugacion de SUMO a los residuos de lisinas K65, K160 y K490 (Duprez et
al., 1999). Se demostrd que la sumoilacion de PML es necesaria para la formacion de los PML-
NB, al observar que un mutante de PML para SUMO era incapaz de reclutar a los componentes
clasicos de los PML-NB, como Sp100 o Daxx, entre otros (Ishov et al., 1999; Zhong et al.,
2000). Por otro lado, muchas de las proteinas que se localizan en los PML-NB también son
modificadas por SUMO, y ademas se ha descrito que el dominio RING de PML es necesario
para la sumoilacioén eficaz de esta proteina (Shen et al., 2006), sugiriendo que PML podria

actuar como una E3 ligasa de SUMO. Adicionalmente, PML posee un motivo de unién a
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SUMO (dominio SIM) que es necesario para la formacion de los PML-NB, pues le permite
interaccionar con otras proteinas modificadas por SUMO, incluida la propia PML (Shen et al.,

2006).

6. Papel de las proteinas supresoras de tumores en la replicacion viral

La conexion funcional entre las proteinas supresoras de tumores y la infeccion viral
viene de muy antiguo. En este sentido, los principales supresores tumorales se han identificado
como dianas de proteinas de virus oncogénicos (Lane et al., 1979). Ademas, recientemente se ha
demostrado que algunos supresores tumorales tales como p53, PML, ARF y Rb, juegan un
papel relevante en el control de la infeccion viral (Everett and Chelbi-Alix, 2007; Garcia et al.,
2006a; Garcia et al., 2009; Munoz-Fontela et al., 2005; Takaoka et al., 2003). Ademas, algunas
de estas proteinas estan reguladas por el sistema del interferon, que es uno de los principales
mecanismos de defensa contra las infecciones virales. Todos estos datos sugieren que las
proteinas supresoras de tumores podrian funcionar también como sensores frente a las

infecciones virales.
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Objetivos

Los virus han desarrollado una variedad de mecanismos para evadir las defensas de la
célula huésped con el objetivo de favorecer su replicacion viral. Por otro lado, las células
presentan multiples estrategias para controlar y hacer frente a estos microorganismos. En este
estudio abordamos ambos aspectos. Los objetivos de este trabajo son:

1- Estudiar como la modificacion de proteinas virales por ubiquitina o SUMO altera la
funcionalidad de las mismas.

2- Evaluar cémo los virus modulan los procesos de sumoilacion y ubiquitinacion de
proteinas celulares.

3- Analizar las implicaciones de estas modificaciones post-traduccionales sobre la

infeccidn viral y en procesos patologicos.

29






MATERIALES Y METODOS







Materiales y métodos

1. Cultivo de células

Las lincas celulares MCF-7 (células de tumor mamario), HEK-293 (células
embrionarias de rifion humano), BSC40 (células epiteliales de rifion de mono verde africano),
PC-3 (adenocarcinoma de prostata), U251-MG (glioblastoma), HeLa (adenocarcinoma de cuello
de tutero) y BHK-21 (células de rifion de hamster) fueron crecidas en medio de Eagle
modificado por Dubecco (DMEM) suplementado con 10 % de suero de ternera fetal (STF)
(Gibco), 5 mmol/L de L-Glutamina (Invitrogen), penicilina (5x10* U/mL) y estreptomicina (2
mg/mL (Invitrogen). Fibroblastos embrionarios de raton (MEFs) fueron aislados y cultivados a
partir de ratones salvajes (WT), Super PTEN (con una copia extra del gen de PTEN) y PTEN
+/-. Para extraer los MEFs se sacrificé a una hembra a los 13.5 dias de gestacion y se dispuso el
utero en una placa de cultivo con tampon PBS con antibidticos y antimicoticos. Una vez
individualizados los embriones, se elimind la cabeza y los 6rganos rojos. El resto del embrién se
disgregd con un bisturi en una placa en la que se habia dispuesto 1 mL de tripsina 2x y se
incubo a 37 °C durante 45 minutos. A continuacién se afiadio medio DMEM con 10 % de STF y
se transfirieron las células a un frasco de cultivo de 75 cm”. Al dia siguiente se cambi6 el medio
de cultivo y cuando las células alcanzaron la confluencia, se trataron con tripsina y se
transfirieron a un frasco de 150 cm® donde fueron mantenidas hasta alcanzar la confluencia.
Estas células se consideraron el pase 0. Las células se trataron con tripsina y se congelaron en

medio de congelacion constituido por 90 % de STF y 10 % de DMSO (Sigma).

2. Cultivo y manipulacion de bacterias

La cepa DH5a de Escherichia coli fue crecida en medio LB liquido o en placas de agar
con sus respectivos antibioticos. Las bacterias competentes y las transformaciones se llevaron a
cabo siguiendo la metodologia descrita en “Current Protocols in Molecular Biology” (Earl y

Moss, 1991).

3. Transfeccion celular

La transfeccion de las lineas celulares MCF-7, HEK-293, U251-MG y PC-3 se llev6 a
cabo usando el reactivo FuGENE (Roche). Para ello, las células se sembraron al 80 % de
confluencia y se prepar6 una dilucion del reactivo en medio DMEM sin suero. Tras 5 minutos
de incubacién se anadido el ADN en una proporcion 3 de reactivo: 1 de ADN. Después de
incubar la mezcla durante 30 minutos, se afiadidé sobre las células. Para la transfeccion de las
células HeL a se utiliz6 Lipofectamina 2000 (Invitrogen). El reactivo y el ADN se diluyeron por

separado en medio DMEM sin suero y se incubaron durante 5 minutos. Después de la
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incubacion, ambas soluciones se mezclaron. Esta solucion se incubd durante 20 minutos y a
continuacion se anadio a las células sembradas a una densidad del 90 %. Tras 4 h de incubacion
con la mezcla de transfeccion, se cambio el medio a las células para evitar la toxicidad del

reactivo.

4. Virus y titulacion viral por el método de formacion de placas

Los virus utilizados en los experimentos de infeccion fueron: cepa Indiana del virus de
la estomatitis vesicular (VSV), virus vaccinia (VACV), virus sindbis (SV) y el VACV que
carecia del gen E3L (VACV-AE3L). La titulacion se realizé por el método de formacion de
placas. Para ello, se hicieron diluciones seriadas de los distintos virus en medio DMEM sin
suero y con dichas diluciones se infectaron durante 1 hora y en duplicado monocapas de células
BSC-40 crecidas en placas de 12 pocillos. Tras ese tiempo, el virus fue removido y se agrego a
los pocillos una soluciéon de agar al 0.9 % en medio DMEM con 2 % de STF. Una vez
solidificado el agar, las células fueron incubadas a 37 °C durante 24 a 48 horas. Después de ese
tiempo, la mezcla de agar-DMEM se retird de los pocillos y se tifieron las placas con cristal
violeta al 0.1 %. El titulo viral se expres6 como el nimero de particulas virales formadoras de

placas por mL (ufp/mL).

5. Evaluacion de la replicacion viral

Las células empleadas en cada caso se infectaron con los virus indicados a una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 0.5 a 7.5 unidades formadoras de placa por célula
(ufp/célula), segin el experimento. Tras la destruccion completa de la monocapa celular se
recogié el sobrenadante (VSV) o las células (VACV) y la cantidad de virus presente en dichas
soluciones se cuantificaron en células BSC-40 o BHK-21 mediante el método de formacion de

placas.

6. Plasmidos

Los plasmidos utilizados en este trabajo fueron: pCl-neo y pCl-neo-E3 (Garcia et al.,
2002), pSG5L-HA-PTEN (Addgene 10750) (Ramaswamy et al., 1999), pcDNA3.1 y pcDNA-
His-lacZ (Invitrogen), pcDNA-His6-SUMO1 (Desterro et al., 1998), pcDNA-His6-SUMO2
(Vertegaal et al., 2006), pcDNA-Ubc9, pcDNA-His6-Ubiquitina (Treier et al., 1994), HA-PML
(Dr. Jin-Hyun Ahn, Escuela universitaria de medicina de Sungkyunkwan, Corea del Sur ),
pcDNA-His-PML4-TKO y HA-PML-ASIM (Marcos-Villar et al., 2009), pcDNA-His-PML4
(Dr. Kun-Sang Chang, MD Anderson Cancer Center, Houston), Flag-SENP1, GFP-USP7 y
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pcDNA-His6-ubiquitina-KO (Dr. Manuel S. Rodriguez, CIC BioGUNE, Universidad del Pais
Vasco), PUMA-luc (Dr. Manuel Serrano, CNIO, Madrid) y pRL-V40 (Promega).

7. Mutagénesis dirigida

Para generar los plasmidos con mutaciones en sitios especificos, se utilizé el método
descrito en el kit comercial “Quick change Site Directed Mutagenesis” (Stratagene). Se
disefiaron oligonucleodtidos (sentido y antisentido) de wunos treinta pares de bases
correspondientes a las regiones que se querian mutar y con las mutaciones puntuales deseadas.
Estos oligonucleodtidos fueron utilizados como cebadores en una reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) usando como molde los plasmidos pCl-neo-E3 (Tabla 1) o pSGSL-HA-PTEN

(Tabla 2). Los productos de PCR fueron confirmados por secuenciacion.

Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados en el estudio de la proteina E3 del VACV.

Oligonucleétido Secuencia

E3L-K40R-F 5'-CAACTTAATATGGAGAGGCGAGAAGTTAATAAAGC-3'
E3L-K40R-R 5'-GCTTTATTAACTTCTCGCCTCTCCATATTAAGTTG-3'
E3L-K99R-F 5'-GAGAGAGGATCATAGGTCTTTTGATGATGTTATTCCG-3'
E3L-K99R-R 5'-CGGAATAACATCATCAAAAGACCTATGATCCTCTCTC-3'

E3L-119ATAA122-F 5-GGTGCTAACCCTGCCACCGCTGCTAATGAGTACTGCC-3'
E3L-119ATAA122-R 5-GGCAGTACTCATTAGCAGCGGTGGCAGGGTTAGCACC-3'

Tabla 2. Oligonucledtidos utilizados en el estudio de PTEN.

Oligonucleétido Secuencia

PT-K266A-F 5'-CAGAACAAGATGCTAGCAAAGGACAAAATG-3'
PT-K266A-R S-CATTTTGTCCTTTGCTAGCATCTTGTTCTG-3'
PT-K289A-F 5-GAGGAAACCTCAGAAGCAGTAGAAAATGGAAG-3'
PT-K289A-R S'-CTTCCATTTTCTACTGCTTCTGAGGTTTCCTC-3'
PT-E291A-F 5’-CCTCAGAAAAAGTAGCAAATGGAAGTCTATG-3’
PT-E291A-R 5’-CATAGACTTCCATTTGCTACTTTTTCTGAGG-3’
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8. Extraccion y cuantificacion del ADN plasmidico

Para las extracciones del ADN plasmidico se utilizaron dos procedimientos de acuerdo
al volumen de cultivo de bacterias competentes empleado. Para volumenes pequefios (3 a 5 mL)
la extraccion se realizo utilizando el kit comercial “QIAprep Spin Miniprep Kit (250)” (Qiagen)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Para volimenes de 250 a 500 mL la extraccion del
ADN se llevo a cabo usando el kit comercial “Plasmid Midi Kit (25)” (Qiagen) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Para cuantificar el ADN se utilizo6 el espectrofotometro Nanodrop

1000 (Thermo Scientific).

9. Anticuerpos

Los anticuerpos primarios utilizados fueron: anti-E3 de raton (Bernie Moss, NIH,
USA), anti-E3 de conejo (Biomedal), anti-VACV de conejo (generado contra VACV
purificado, cepa WR), anti-SUMOI1 de conejo (Invitrogen), anti-SUMO2 de conejo (Zymed
laboratorios), anti-actina de raton (MP Biomedicals), anti-GFP de raton (Clontech), anti-PTEN
de ratén y anti-PTEN de conejo (Cell Signaling), anti-PML de conejo de Santa Cruz
Biotechnology, anti-PML de conejo de Novus Biologicals, anti-VSV y anti-elF2a de conejo
(cedidos por el Dr. Mariano Esteban, CNB), anti-B23 de ratéon (Santa Cruz Biotechnology),
anti-GAPDH de raton (Applied Biosystems), anti-HA de rata (Roche), anti-HA de raton
(Covance), anti-elF2a fosforilado de conejo (Bioscience) y los anti-PARP, anti-AKT total, anti-
AKT foforilado en serina 473, anti-IkB total, anti-IkB foforilado en serina 32 y 36 fueron
generados en conejo (Cell Signaling). Ademas, se emplearon los anticuerpos secundarios: anti-
IgG de ratén conjugado a peroxidasa de rabano (HRP), anti-IgG de conejo conjugado a HRP,
anti-IgG de rata conjugado a HRP (Amersham), anti-IgG de raton conjugado a Alexa 488 o
Alexa 594 y anti-IgG de conejo conjugado a Alexa 488 o a Alexa 594 (Invitrogen).

10. Inmunoblot e inmunoprecipitacion

Para el analisis por inmunoblot las células fueron lavadas con PBS, lisadas en tampon
de carga para proteinas (125 mM de Tris-HCL, pH 6,8; 5 % de SDS; 25 % de glicerol y 2 % de
azul de bromofenol. Se afiade 1:5 de volumen final de 1 M de DTT justo antes de usar) y
hervidas durante 5 minutos. A continuacion, las proteinas fueron separadas mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS en tampon de electroforesis (3,028g/L de glicina
y 1 g/L de SDS), transferidas a membranas de nitrocelulosa o PVDF en tampon de transferencia
(2,5 mM de Tris base; 19,2 mM de glicina; 0,37 g/L de SDS y 20 % de metanol) y finalmente

incubadas con los correspondientes anticuerpos. Las membranas se lavaron en tampon TBST
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(10 mM de Tris base, pH 7,4; 150 mM de NaCL y 0,05 % de Tween 20). Para el andlisis de
inmunoprecipitacion, las células fueron lavadas en PBS y lisadas en el tampon RIPA (20 nM de
NaH,P0,.2H,0, pH7.4; 150 nM NaCl; 5 mM de EDTA y 1 % de Triton X-100) suplementado
con una mezcla de inhibidores de proteasas y N-etil maleimida (NEM). Después de sonicar
brevemente, los lisados fueron centrifugados para eliminar los restos celulares y el sobrenadante
fue incubado con el anticuerpo apropiado durante toda la noche a 4°C. A continuacion, se
afiadio al lisado una mezcla al 50 % de proteina A-sefarosa y se incub6 a 4°C durante 2 horas.
Después, la resina se lavo 5 veces con tampon RIPA. Finalmente, afiadimos tampoén de carga a
la resina, se hirvio durante 5 minutos y los complejos de proteinas precipitadas se analizaron

mediante inmunoblot.

11. Transcripcion/traduccion de proteinas in vitro

La transcripcion/traduccion in vitro de las proteinas E3 y PTEN fue llevado a cabo
siguiendo las instrucciones del fabricante, en un volumen final de 50 pL, utilizando 1 pg del
ADN de los plasmidos pCI-neo-E3 o pSG5L-HA-PTEN, 40 uL de los reticulocitos de conejo
del “TNT-Coupled Reticulocyte Lysate System” (Promega) y 1 uL de “EasyTag Express
Protein Labeling Mix [*°S]” (Perkin Elmer).

12. Conjugacion de SUMO in vitro

La conjugacion de SUMO in vitro se llevo a cabo utilizando las proteinas E3 y PTEN
que habian sido transcritas y traducidas in vifro en presencia de metionina marcada
radiactivamente, como se describe en el aparatado anterior. Dichas proteinas se mezclaron, en
un volumen final de 10 pL, con 0.3 pg de la enzima E1 recombinante (Biomol), un sistema de
regeneracion de ATP (50mM de Tris pH 7.6, SmM de MgCl,, 2mM de ATP, 10mM de fosfato
de creatinina, 3.5 U/mL de creatinina quinasa y 0.6 U/mL de pirofosfatasa inorganica), 600 ng
de Ubc9 y 10 ug de SUMO1 o SUMO?2 y se incubaron a 30°C durante 45 minutos. Transcurrido
este tiempo las reacciones se pararon agregando tampon de carga de proteinas. Los productos de
la reaccion fueron analizados mediante electroforesis en geles de poli-acrilamida-SDS (10 y 12

%) y revelados por autorradiografia.
13. Purificacion de proteinas fusionadas a la etiqueta de Histidinas

Células MCF-7 o HEK-293, crecidas en placas de 100 mm fueron transfectadas con
distintas combinaciones de plasmidos: pCI-neo-E3 o pSG5L-HA-PTEN, junto con pcDNA-

Ubc9 y pcDNA-His6-SUMO1 o pcDNA-His6-SUMO2; pCl-neo-E3 junto con pcDNA-His6-
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ubiquitina o el vector vacio o bien pSG5L-HA-PTEN junto con pcDNA-His6-ubiquitina-KO o
el vector vacio. Después de 36 h de transfeccion, las células fueron lisadas en 500 pL del
tampon G (6M de guanidina-HCI, 0.1M de Na,HPO,/NaH,PO,, 0.01M de Tris-HCI pH 8, 5SmM
de imidazol y 10mM de -mercaptoetanol) y los extractos obtenidos se incubaron con 50 uL de
la resina de agarosa-Ni2+-NTA durante 2 h a temperatura ambiente. Posteriormente, la resina de
agarosa se lavo 4 veces con tampoéon U [8M de Urea, 100 mM tampoén fosfato, pH 8.0 (1 M
NaH2P0O4.2H20 y 1 M Na2HPO4) y 1 M de Tris-HCI, pH 8.0] y finalmente se resuspendié en
tampon de carga de proteinas. Una vez hervidas durante 5 minutos, las proteinas se analizaron

empleando la técnica de inmunoblot.

14. Marcaje proteico in vivo

Las células en cultivo a marcar se lavaron con medio DMEM sin metionina y cisteina.
A continuacidon, las células se incubaron en este medio durante 60 minutos. Tras esta
incubacion, se retird el medio y se agregd medio fresco DMEM sin metionina y cisteina,
suplementado con 50 pCi/mL de “EasyTag Express Protein Labeling Mix, [*°S]” (Perkin
Elmer). Transcurrido 30 minutos de esta incubacidn, las células se recogieron en tampéon de
carga de proteinas. Los extractos de proteinas fueron separados por electroforesis en geles de

poli-acrilamida-SDS y revelados por autorradiografia.

15. Ensayo de interaccion por precipitacion de proteinas de fusion con GST

Estos experimentos se realizaron usando extractos de proteinas obtenidos de células
transfectadas con los plasmidos pCl-neo-E3 o pCl-neo-E3 ASIM e incubadas en presencia del
inhibidor del proteasoma MG132 o con proteina PTEN generada mediante transcripcion-
traducion in vitro. Dichos extractos se incubaron con GST o GST-SUMOI inmovilizados en
glutation sefarosa, durante toda la noche a 4 °C en tampon de unioén (50 mM de Tris-HCl pH
7.8, 150 mM de NaCl, 0.5 mM de EDTA, 0.1 % (vol/vol) de Triton X-100, 0.1 % (vol/vol) de
Nonidet P-40, 5 mM de MgCl,, 10 % (vol/vol) de glicerol, 50 uM de ZnCl, y una mezcla de
inhibidores de proteasas (Roche). Tras la incubacion, la resina de glutation sefarosa se lavo
cuatro veces en tampon de unién, se resuspendioé en tampon de carga de proteinas y se hirvid
durante 5 minutos. Finalmente, las proteinas fueron separadas en geles de poli-acrilamida-SDS

y analizadas por inmunoblot.
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16. Fraccionamiento subcelular

Para separar las fracciones nuclear y citoplasmatica de las células usamos el kit
comercial “Nuclear/Cytosol Fractionation kit” (Biovision) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Brevemente, las células fueron lavadas con PBS, recogidas y centrifugadas a 600 g
durante 5 minutos. A continuacion, las células se incubaron en 200 pL del tampon CEB-A
(suplementado con DTT e inhibidores de proteasas) durante 10 minutos en hielo. Tras esta
incubacion, agregamos 11 pL del tampoén B de extraccion de citoplasma. Transcurrido 1 minuto
en hielo, centrifugamos los tubos durante 5 minutos a 16000 g, transferimos el sobrenadante a
un nuevo tubo (fraccion citoplasmatica) y lo almacenamos a -70 °C. Los precipitados
(conteniendo los nucleos) se resuspendieron en 100 pL de tampon de extraccion de nucleos.
Repetimos este tltimo paso cada 10 minutos al menos 4 veces. A continuacion, las muestras
fueron centrifugadas a 16000 g durante 10 minutos. Finalmente, los sobrenadantes (fraccion

nuclear) fueron transferidos a tubos nuevos y se almacenaron a -70 °C.

17. Inmunofluorescencia y microscopia confocal

Las células se crecieron sobre cubreobjetos de vidrio estériles dispuestos en placas de
24 pocillos y se trataron como correspondia a cada experimento. A continuacion, las células se
lavaron con PBS y se fijaron usando una solucioén de paraformaldehido al 2 % en PBS durante
30 minutos. Tras este tratamiento, las células se lavaron dos veces con PBS y se
permeabilizaron empleando una solucion de Triton X-100 al 0.25 % en PBS durante 30
minutos. Las células se lavaron nuevamente con PBS y se bloquearon en una solucion de
albumina bovina sérica (BSA) al 2 % en PBS. Posteriormente, las células se incubaron toda la
noche a 4°C con los anticuerpos primarios diluidos como indicaban los fabricantes.
Transcurrido ese tiempo, las células se lavaron dos veces con PBS y se incubaron con los
anticuerpos secundarios correspondientes durante 60 minutos a temperatura ambiente. Por
ultimo, las células se lavaron dos veces con PBS y se incubaron en una solucion 0.1 mg/mL de
DAPI (Sigma) en PBS. Las preparaciones se montaron en portaobjetos con Prolong (Invitrogen)
y las iméagenes fueron analizadas con un microscopio confocal Lasser BioRad Radiante 2100.

Los analisis de co-localizacion se llevaron a cabo con el programa Lasser Pix (Image Pro).

18. Ensayo de genes reportero

Células MCF-7 cultivadas en placas de 24 pocillos se co-transfectaron con el plasmido

reportero PUMA-luc y los plasmidos indicados en cada caso. En todas las transfecciones se

utilizé el vector vacio pCl-neo para mantener igual la cantidad de ADN total y en todos los
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casos, para determinar la eficiencia de transfeccion, se co-transfecto el vector control pRL-V40
(Promega) o el pcDNA-His-lacZ (Invitrogen). La actividad luciferasa se determino usando el
Kit comercial “Dual Luciferase Reporter Assay” (Promega), de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Brevemente, 48 horas después de la transfeccion las células se lavaron en tampon
PBS, se lisaron en 100 pL del tampon de lisis y a continuacion se centrifugaron a 13000 rpm
durante 5 minutos. La actividad luciferasa se midié mezclando 20 pL de los sobrenadantes con
100 pL del reactivo del kit comercial. Las muestras se midieron en un lumindémetro Orion
(Berthold Detection Systems). Todos los experimentos se hicieron en triplicado y cada

experimento fue repetido al menos tres veces.
19. Programas informaticos

Para el andlisis de los dominios de uniéon a SUMO de las proteinas E3 y PTEN
utilizamos los siguientes programas bioinformaticas de prediccion:

- SUMOplot Analysis Program (http://www.abgent.com.cn/doc/sumoplot/login.asp)
- SUMOsp 2.0 SUMOylation Site Prediction (http://sumosp.biocuckoo.org).

20. Analisis estadistico

El andlisis estadistico se llevo a cabo utilizando la prueba paramétrica t de Student.
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1. Regulacion de la proteina E3 del virus vaccinia por SUMO y ubiquitina

1.1 La proteina E3 co-localiza con SUMOI en células infectadas con VACV

Previamente se habia demostrado que SUMOI era reclutado a las factorias virales que
se forman en las células infectadas con VACV (Palacios et al., 2005). Por otro lado, se habia
demostrado la interaccion de SUMO1 con la proteina E3 de VACV, mediante un ensayo de
doble hibrido en levaduras (Rogan y Heaphy, 2000). Con estas evidencias, decidimos analizar la
co-localizacion entre E3 y SUMOI en las factorias virales. En primer lugar células MCF-7
fueron infectadas con VACV y 4 horas después de la infeccion, las células se tifieron con los
anticuerpos anti-VACV y anti-SUMOI1. En células no infectadas, SUMOI1 mostraba una
localizacion nuclear con patron punteado (Figura 8A). Por el contrario, en las células infectadas
con VACV, SUMOI era reclutado a las factorias virales (Figura 8A). Cuando las células
infectadas se tifieron con los anticuerpos anti-E3 y anti-SUMOI, el analisis por microscopia
confocal revel6 una clara co-localizacion de ambas proteinas en las factorias virales (Figura

8B).
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Figura 8. La proteina E3 de VACYV co-localiza con SUMOLI en las factorias virales. A. SUMO1 es reclutado a las
factorias virales. Células MCF-7 fueron infectadas con la cepa WR de VACV durante 4 h. Tras ese tiempo, las
células se fijaron y tifieron con DAPI y con los anticuerpos anti-SUMO1 y anti-VACV. B. SUMO1 co-localiza con
E3 en las factorias virales. Células MCF-7 fueron infectadas con VACV y a las 4 h de iniciada la infeccion fueron
fijadas y tefiidas con DAPI y con los anticuerpos anti-SUMO1 y anti-E3. Las imagenes se analizaron por microscopia

confocal.
1.2 La proteina E3 interacciona con SUMO de forma covalente
1.2.1 Interaccion covalente de E3 con SUMOI y SUMO? in vitro

Con el objetivo de analizar si E3 interacciona con SUMO de forma covalente, llevamos
a cabo un ensayo de sumoilacion in vitro empleando la proteina E3 sintetizada in vitro en
presencia de [S*’]-metionina como sustrato. La proteina E3 sintetizada in vitro se detectd como
dos bandas de alrededor de 15 y 22 kDa (Figura 9A). Cuando se agregé SUMOI1 a la reaccion
de sumoilacion, aparecieron unas bandas adicionales de alto peso molecular, que corresponden
con E3-SUMOI (Figura 9A, flechas). Cuando se afiadi6 SUMO?2 a la reaccion de sumoilacion,
se observaron numerosas bandas de alto peso molecular (Figura 9A). Para reconfirmar que
dichas bandas corresponden con E3 sumoilado, la proteina E3-SUMO?2, se incubd en una
reaccion de desumoilacion en presencia de GST o GST-SENPI1. La incubaciéon de la proteina
E3-SUMO2 con SENP1 provocod la desaparicion de las bandas de alto peso molecular
correspondientes con E3-SUMO?2 (Figura 9B), demostrando que la proteina E3 sintetizada in

vitro se conjuga covalentemente a SUMO.

A E3 B E3
SAE1/2 + + + SAE1/2 + + +
Ubc9 + + + Ubc9 + + +
suMol  + - - SUMO2 - + +
SUMO2 - - + SENP1 - - +
- 75 KD ——
100 KDa — T

75 KDa — 50 KDa —] i)

sokDaP® e 37 KDa —

37 KDa — , o

P .
25 KDa —
20 KDa —

Figura 9. La proteina E3 interacciona covalentemente con SUMO1 y con SUMO2 in vitro. A. Conjugacion de
SUMOI1 y SUMO2 a E3 in vitro. E3 sintetizada in vitro en presencia de [S*]-metionina fue utilizada como sustrato

en un ensayo de sumoilacion in vitro en presencia de SUMO1 o SUMO2. B. Desumoilacion de la proteina E3 por la
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desumoilasa SENP1. La proteina E3 sintetizada in vitro y conjugada a SUMO?2 fue incubada con GST o GST-SENP1

como se indica.

1.2.2 Modificacion de E3 por SUMO1 y SUMO? in vivo

Para analizar si E3 se sumoila también in vivo, células HEK-293 fueron co-transfectadas
con plasmidos que codifican para E3 (pCI-neo-E3) junto con pcDNA o pCl-neo-E3 junto con
Ubc9 (pcDNA-Ubc9) y SUMOI1 (pcDNA-His6-SUMO1) o SUMO2 (pcDNA-His6-SUMQO2) y
los extractos de proteina total o las proteinas unidas a histidina, purificadas por afinidad a
columnas de niquel, fueron analizadas por inmunoblot usando el anticuerpo anti-E3. Como
esperabamos, el analisis de los extractos obtenidos a partir de las células co-transfectadas con
pCl-neo-E3 y pcDNA revelaba 2 bandas de alrededor de 15 y 22 kDa (Figura 10A). Sin
embargo, cuando se co-transfectd6 pcDNA-His6-SUMO1 junto con E3, en los extractos
purificados se detectaron bandas de alto peso molecular del tamafio esperado correspondientes
con E3-SUMOI (Figura 10A, flechas). Ademas, el analisis de los extractos obtenidos a partir de
células transfectadas con pcDNA-His6-SUMO2 reveld la presencia de bandas de alto peso
molecular que se corresponden con E3-SUMO2, tal y como se demostré al analizar por

inmunoblot los extractos purificados (Figura 10B).

A B E3
+ His6-SUMOL1 - + - + His6-SUMO2
75 KDa 100 KDa
0KDa 75 KDa E3-SUMO2
50KDa
37KDa
37KDa
25KDa 25KDa
20KDa

Control Ni-

Control Ni-
decarga  agarosa de carga agarosa
IB: E3
IB: E3

Figura 10. E3 es modificada covalentemente por SUMO1 y SUMO2 in vivo. Células HEK-293 fueron co-
transfectadas con pCI-neo-E3 junto con pcDNA o pcDNA-Ubc9 y pcDNA-His6-SUMOI1. Los extractos de proteina
total o las proteinas unidas a histidina purificadas con columnas de niquel, se analizaron por inmunoblot (IB) usando
el anticuerpo anti-E3 (A). Células HEK-293 fueron co-transfectadas con pCl-neo-E3 junto con pcDNA o pcDNA-
Ubc9 y pcDNA-His6-SUMO2. Los extractos de proteina total o las proteinas unidas a histidina purificadas con

columnas de niquel, se analizaron por inmunoblot (IB) usando el anticuerpo anti-E3 (B).
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1.2.3 E3 producida por el virus es modificada por SUMO1 y SUMO?2

Para demostrar que la proteina E3 producida por el virus también es modificada por
SUMO, células HEK-293 transfectadas con pcDNA, con pcDNA-Ubc9 y pcDNA-His6-
SUMOL1 o con pcDNA-Ubc9 y pcDNA-His6-SUMO2 fueron infectadas con VACV. Los
extractos de proteina total o las proteinas purificadas unidas a histidina se analizaron por
inmunoblot con el anticuerpo anti-E3. Después de la purificacion de los complejos de proteinas
unidas a histidinas, identificamos conjugados correspondientes con E3-SUMOI1 (Figura 11A,
flechas) y bandas de E3-SUMO?2 (Figura 11B) unicamente en aquellas células transfectadas con
pcDNA-His6-SUMO1 o pcDNA-His6-SUMO2, respectivamente. Estos resultados demuestran
que la proteina E3 producida por el virus es modificada por SUMO1 y SUMO?2.

VACV
“- + - T His6-SUMO2

75 KDa —| 75 KDa
50 KDa S0KDa E3-SUMO2
37KDa 37KDa
25 KDa 25 KDa
20 KDa 20 KDa

Control i- Control Ni-

decarga  agarosa de carga agarosa

1B: E3 IB:E3

Figura 11. La proteina E3 producida por el virus es modificada por SUMO1 y SUMO2. Células HEK-293
fueron transfectadas con pcDNA, con pcDNA-Ubc9 y pcDNA-His6-SUMO1 (A) o con pcDNA-Ubc9 y pcDNA-
His6-SUMO?2 (B) ¢ infectadas con VACV. Transcurridas 5 h de la infeccion los extractos de proteinas totales o las
proteinas unidas a histidina, purificadas usando columnas de niquel, fueron analizados por inmunoblot (IB) con el

anticuerpo anti-E3.

1.3 Los residuos de lisina 40 y 99 de la proteina E3 son los principales sitios de conjugacion

a SUMO
1.3.1 La proteina E3 presenta dominios de union covalente a SUMO
Una vez determinado que la proteina E3 de VACV es modificada por SUMO,
decidimos identificar la regién de E3 implicada en esta modificacién post-traduccional. La

mayoria de las proteinas modificadas por SUMO, se caracterizan por tener un residuo de lisina

dentro de la secuencia consenso WKxXE (donde W es un residuo hidrofébico, K es la lisina
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modificada, x es cualquier aminoacido y E es acido glutamico). El analisis de la secuencia
aminoacidica de E3 usando los programas de prediccion SUMOplot y SUMOsp, reveld una
secuencia consenso para la conjugacion de SUMO en la posicion 39EKRE42 y otro dominio no
conservado que podria conjugar a SUMO en la posicion 98HKSF101 (Figura 12A, en rojo). El
alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la proteina E3 demostr6, ademas, que el residuo
de lisina K40 esta altamente conservado dentro de los poxvirus (Figura 12B, panel izquierdo).
Adicionalmente, y en base a su localizacion en la estructura de la proteina E3, este residuo

parece estar expuesto (Figura 12B, panel derecho, en amarillo).

10 20 30 40 50 60 70
MSKIYIDERS NAEIVCEAIK TIGIEGATAA QLTRQLNMEK REVNKALYDL QRSAMVYSSD DIPPRWFMTT
80 90 100 110 120 130 140
EADKPDADAM ADVIIDDVSR EKSMREDHKS FDDVIPAKKI IDWKGANPVT VINEYCQITR RDWSFRIESV
150 160 170 180 190
GPSNSPTFYA CVDIDGRVFD KADGKSKRDA KNNAAKLAVD KLLGYVIIRF

B
Vaccinia E3 31 QLTRQLNMEKREVNEKALYDL 50
Cantagalo virus 31 QLTROLNMEKRKVNKALYDL 50
Orf virus 24 QIAKELGISKHEANRQLYRL 43
Taterapox virus 31 QLTRQLNMEKREVNKALYDL 50
Lumpyskin virus 30 EISRKLNIEKSNVNKQLYKL 49
Camelpox virus 31 QLTRQLNMEKREVNKALYDL 50
Cowpox virus 31 QLTRQLNMEKREVNKALYDL 50
Swinepox virus 31 EISKKIEKEKSSINRQLYAL 50
Variola virus 31 QLTRQLNMEKREVNEALYDL 50
Yaba-like disease virus 33 SLSNRLKINKKKINQQLYKL 52
Deerpox virus 36 EIARQLNVEKSYINRQLYEKL 55

Figura 12. La proteina E3 presenta dominios de unién covalente a SUMO. A. Analisis de la secuencia
aminoacidica de E3 mostrando los dominios putativos de union a SUMO (en rojo) en las posiciones 39EKRE42 y
98HKSF101, usando los programas de prediccion SUMOplot y SUMOsp. B. Alineamiento de parte de la secuencia
aminoacidica de la proteina E3 de distintos poxvirus que muestra la conservacion del residuo de lisina K40 (panel
izquierdo). Estructura de la proteina E3 de VACV mostrando la localizacion de la lisina K40 (en amarillo) (panel

derecho).

1.3.2 Los residuos de lisina K40 y K99 estan implicados en la conjugacion a SUMO.

Con el objetivo de analizar si los residuos de lisina identificados con los programas de
prediccion estaban implicados en la conjugacion de SUMO, decidimos generar unas mutaciones
puntuales en los residuos K40 y K99 de E3, introduciendo arginina en dichas posiciones (E3-
K40R y E3-K99R). Adicionalmente, generamos un doble mutante de E3 en dichos residuos de
lisina (E3-K40RK99R) y realizamos un ensayo de sumoilacion in vitro usando los diferentes

mutantes de E3 como sustrato. La conjugacion de SUMOI1 al mutante E3-K40R se veia
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claramente reducida, como lo demuestran los bajos niveles de las bandas de E3-SUMOI1
detectadas en el analisis (Figura 13A, panel izquierdo). La conjugacion de SUMOI al mutante
E3-K99R era similar a la detectada para la proteina E3 salvaje (E3-WT) (Figura 12A, panel
izquierdo). Sin embargo, la modificacion por SUMOI1 de la proteina doble mutante E3-
K40RK99R era casi indetectable (Figura 13A, panel izquierdo). Se obtuvieron resultados
similares en los experimentos de conjugacion de SUMO?2 in vitro usando como sustrato los
mutantes de E3 (Figura 13A, panel derecho).

Para determinar si estos residuos de lisina estaban implicados en la conjugacion de
SUMO in vivo, células HEK293 fueron co-transfectadas con pCl-neo-E3-WT o pCl-neo-E3-
K40RK99R junto con pCDNA, con pcDNA-Ubc9 y pcDNA-His6-SUMOI1 o con pcDNA-Ubc9
y pcDNA-His6-SUMO?2 y los extractos de proteina total o las proteinas unidas a histidina
purificadas fueron analizados por inmunoblot con el anticuerpo anti-E3. La principal banda de
E3-SUMOI detectada en células co-transfectadas con SUMO1 y E3-WT, no fue detectada en
las células transfectadas con el mutante E3-K40RK99R (Figura 13B, panel izquierdo).
Asimismo, se observo una clara reduccion en la conjugacion de SUMO2 al mutante E3-
K40RK99R en comparacién con la detectada con la proteina E3-WT (Figura 13B, panel
derecho). Todos estos resultados indican que estos dos residuos de lisina estan implicados en la

modificacion de E3 por SUMO.
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Figura 13. Los residuos de lisina 40 y 99 de la proteina E3 son los principales sitios de conjugacion a SUMO. A.
Las proteinas E3 salvaje y las mutantes en las posiciones indicadas, sintetizados in vitro en presencia de [S*°]-
metionina fueron usadas en ensayos de sumoilacion in vitro en presencia de SUMO1 (panel izquierdo) o SUMO2
(panel derecho). Los productos de la reaccion fueron separados en geles de poli-acrilamida-SDS (12 %) y
visualizados por autorradiografia. B. Células HEK-293 fueron co-transfectadas con pCl-neo-E3-WT o pCl-neo-E3-
K40RK99R junto con pcDNA, con pcDNA-Ubc9 y pcDNA-His6-SUMOL (panel izquierdo) o con pcDNA-Ubc9 y
pcDNA-His6-SUMO2 (panel derecho), y los extractos de proteina total o las proteinas unidas a histidina purificadas

fueron analizados por inmunoblot (IB) con el anticuerpo anti-E3.

1.4 La conjugacion de SUMO a E3 no afecta a la localizacion subcelular o a la estabilidad

de la proteina

La conjugacion covalente de SUMO a su sustrato puede regular la localizacion
subcelular o la estabilidad de la proteina. Con el objetivo de analizar si la proteina E3 mutante
con capacidad reducida de conjugar a SUMO tiene afectada su localizacion subcelular, células
MCEF-7 fueron transfectadas con los plasmidos que codifican para E3-WT o el mutante E3-
K40RK99R y 36 horas después de la transfeccion las células fueron tefiidas con el anticuerpo
anti-E3. El analisis por microscopia confocal no reveld diferencias significativas en la
localizacion subcelular de ambas proteinas (Figura 14A).

Posteriormente, analizamos la estabilidad de las proteinas E3-WT y E3-K40RK99R.
Para ello, células MCF-7 fueron transfectadas con pCl-neo-E3-WT o pCl-neo-E3-K40RK99R,
tratadas con ciclohexamida (CHX) y a diferentes tiempos tras el tratamiento (hpt), analizamos
los niveles de la proteina E3 mediante inmunoblot. No detectamos diferencias en la estabilidad
de las proteinas E3-WT y E3-K40RK99R (Figura 14B). En su conjunto, estos datos indican que
la conjugacion de SUMO a E3 no regula ni la localizacion subcelular ni la estabilidad de la

proteina viral.
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Figura 14. La localizacion subcelular y la estabilidad de E3 no se ven afectadas por la conjugacion a SUMO. A.
Células MCF-7 fueron transfectadas con pCl-neo-E3-WT o pCl-neo-E3-K40RK99R y 48 h después de la
transfeccion, las células fueron fijadas y tefiidas con el anticuerpo anti-E3 y con DAPI. Las imagenes fueron
analizadas por microscopia confocal. B. Células MCF-7 fueron transfectadas con pCl-neo-E3-WT o pCl-neo-E3-
K40RKO99R vy tratadas con ciclohexamida (CHX) durante los tiempos indicados. Trascurrido dicho tiempo, las células

fueron lisadas y las proteinas analizadas por inmunoblot con el anticuerpo anti-E3.

1.5 La complementacion del VACV-AE3L no requiere la conjugacion de SUMO a E3

El VACV que carece del gen E3L (VACV-AE3L) no es capaz de replicar en células
HeLa, pero puede ser complementado por la expresion temporal de E3 desde un vector (Chang
et al., 1995). Para analizar el papel de la conjugacion de SUMO en la complementacion del
VACV-AE3L, células Hela fueron transfectadas con pcDNA, pCl-neo-E3-WT o pCl-neo-E3-
K40RK99R y 48 horas después de la transfeccion las células fueron infectadas con VACV-
AE3L a una multiplicidad de infeccion (moi) de 7.5 ufp por célula. Transcurridas 24 horas de
infeccidén analizamos la produccion de particulas del VACV, y a las 16 horas analizamos la
sintesis de proteinas virales. El titulo del VACV obtenido de las células transfectadas con E3-
K40RK99R fue significativamente mas alto que el obtenido de las células transfectadas con
pcDNA, pero similar al titulo viral obtenido en las células transfectadas con E3-WT (Figura
15A). Por otro lado, el analisis mostrd, que la sintesis de proteinas virales en las células
infectadas con VACV-AE3L se reanudo tras la expresion de E3-WT y fue similar a la observada
tras la expresion de E3-K40RK99R (Figura 15B). Todos estos resultados indican que la
complementacion del VACV-AE3L no requiere la conjugacion de SUMO a E3.
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Figura 15. La reconstitucion del VACV-AE3L no requiere la conjugacion de SUMO a E3. A. Cé¢lulas HeLa
fueron transfectadas con los plasmidos pCl-neo-E3-WT o pCI-neo-E3-K40RK99R y 48 h después infectadas con
VACV-AE3L a una multiplicidad de infeccion (moi) de 7.5 ufp por célula. Las células infectadas fueron recogidas
después de 24 h y la produccion viral fue cuantificada en células BHK-21por el método de placas. Los resultados
mostrados son el promedio de triplicados + desviacion estandar. Resultados similares se obtuvieron en al menos tres
experimentos. B. Células Hela fueron transfectadas con pcDNA, pCl-neo-E3-WT o pCIl-neo-E3-K40RK99R y
después de 48 h de transfeccion las células fueron infectadas con VACV-AE3L a una moi de 7.5 pfu por célula
durante 16 h. Después, las células fueron incubadas con [S**]-metionina durante 30 minutos y las proteinas

sintetizadas fueron analizadas mediante electroforesis en geles de poli-acrilamida-SDS (12 %) y autorradiografia.

1.6 La actividad transcripcional de E3 es regulada negativamente por SUMO

Se ha descrito que la conjugaciéon de SUMO a su sustrato puede modificar su actividad
transcripcional (Liu y Shuai, 2008). Por otro lado, se ha demostrado que el extremo N-terminal
de E3 es capaz de estabilizar el Z-ADN en la region promotora de algunos genes, entre ellos
p53, provocando la transactivacion de los mismos (Kwon y Rich, 2005). Para estudiar el efecto
de SUMO sobre la actividad transcripcional de E3, células MCF-7 fueron transfectadas con el
plasmido reportero de un gen regulado por p53, PUMA-luc, junto con cantidades crecientes de
pCl-neo-E3-WT y se analizaron los niveles de expresion de luciferasa en cada caso. La
expresion de E3-WT induce la transactivacion de PUMA-luc de manera dosis-dependiente
(Figura 16A). Cuando E3 se co-transfect6 junto con SUMOI1 y Ubc9, el analisis de la actividad
transcripcional de E3 revelo una ligera, aunque significativa reduccion en la transactivacion de
PUMA-luc (Figura 16B), sugiriendo que SUMOI tiene un efecto negativo en la actividad
transcripcional de la proteina E3. Para confirmar estos resultados, analizamos la actividad
transcripcional de E3-WT y E3-K40RK99R tras la co-transfeccion con la desumoilasa SENPI.
La co-transfeccion de SENP1 incremento6 significativamente la transactivacion de PUMA-Iuc,
inducida por la expresion de E3-WT (Figura 16C). Sin embargo, cuando se transfecto el

mutante E3-K40RK99R, Ia co-transfeccion con SENP1 no produjo ningin efecto significativo
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sobre la transactivacion del promotor (Figura 16C). Todos estos resultados indican que la
conjugacion de SUMO a E3 modula negativamente su actividad transcripcional sobre el

promotor de PUMA-luc.
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Figura 16. La conjugacién de SUMO a E3 regula negativamente su actividad transcripcional. A. Células MCF7
fueron transfectadas en triplicado con cantidades crecientes de pCl-neo-E3-WT junto con el vector reportero PUMA-
luc y a las 48 h de la transfeccion las células fueron recogidas y procesadas para medir los niveles de luciferasa
(URL: unidades relativas de luminiscencia). B. Celulas MCF-7 fueron transfectadas con pcDNA o con pCl-neo-E3-
WT en presencia o ausencia de SUMO, junto con el vector reportero PUMA-luc y las muestras fueron procesadas
como se describio en el apartado anterior. C. Células MCF-7 fueron transfectadas con pcDNA, pCl-neo-E3-WT, pCI-
neo-E3-WT y SENPI1, pCI-neo-E3-K40RK99R o pCl-neo-E3-K40RK99R y SENPI, junto con el vector reportero
PUMA-luc y las muestras fueron procesadas como se describié anteriormente. En los paneles de la derecha se
presentan los niveles expresion de E3 en cada experimento. Se obtuvieron los mismos resultados en al menos tres
experimentos diferentes. Los datos presentados son el promedio + desviacion estandar para un experimento. Los

resultados fueron analizados usando la prueba t de Student, *, P<0.05, **, P<0.005.
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1.7 La proteina E3 contiene un motivo de interaccion con SUMO (dominio SIM) que regula

su estabilidad, su sumoilacion y la localizacion subcelular

1.7.1 E3 presenta un dominio SIM que regula su estabilidad y su interaccion no

covalente con SUMOI.

Recientemente se ha demostrado que ciertas proteinas celulares y virales que son
modificadas por SUMO, también pueden interaccionar de manera no covalente con esta
proteina, a través de un motivo de interacciéon con SUMO (dominio SIM). EI dominio SIM esta
constituido por un ntcleo hidrofobico flanqueado por aminoacidos acidos, siguiendo la
secuencia consenso Leu/Val/lle-X-Leu/Val/lle-Leu/Val/lle (Hecker et al., 2006; Song et al.,
2004). Después de analizar la secuencia aminoacidica de E3, encontramos un posible dominio
SIM en la posicion 119VTVI122 (Figura 17A). Con el objetivo de investigar la funcionalidad
de este dominio SIM, llevamos a cabo mutagénesis dirigida y reemplazamos las valinas 119 y
121 y el residuo de isoleucina 122 por alaninas, para generar la proteina mutante E3-ASIM.
Basandonos en resultados previos con hDaxx o IEp86 (Berndt et al., 2009; Lin et al., 2006),
esperabamos que estas mutaciones bloquearan las funciones del dominio SIM.
Sorprendentemente, al analizar los niveles de expresion por inmunoblot de células transfectadas
con E3-ASIM, observamos que la proteina mutante era practicamente indetectable (Figura 17B);
sin embargo, en presencia del inhibidor del proteasoma MG132, la cantidad de proteina
detectada era significativa (Figura 17B). Estos resultados indican que el dominio SIM de la
proteina E3 es necesario para la estabilidad de la proteina viral.

Para comprobar la posible implicacion del dominio SIM en la interaccion no covalente
con SUMOVI, decidimos analizar si la proteina mutante en el dominio SIM era capaz de unirse a
SUMOL1 en un ensayo de interaccion con GST-SUMOI. La proteina E3-WT se unia
eficientemente a GST-SUMO1, pero no a GST (Figura 17C). Sin embargo, la proteina E3-
ASIM fue incapaz de unirse a GST-SUMO1, demostrando la funcionalidad del dominio SIM en

esta interaccion (Figura 17C).
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Figura 17. La proteina E3 presenta un dominio SIM que regula su estabilidad y la interaccion no covalente
con SUMOL. A. El anélisis de la secuencia aminoacidica de E3 reveld la presencia de un putativo dominio SIM entre
los residuos 119 al 122. B. Células HEK-293 fueron transfectadas con los vectores pCl-neo-E3-WT o pCl-neo-E3-
ASIM vy tratadas o no con el inhibidor del proteasoma MG132 durante 24 h. Los niveles de la proteina E3 detectada
en cada caso se analizaron por inmunoblot con el anticuerpo anti-E3. C. Células HEK-293 fueron transfectadas con
los vectores de E3-WT o E3-ASIM vy tratadas con MG132 durante 24 h. Los extractos de proteinas obtenidas fueron

incubados con GST o GST-SUMO1, y posteriormente se analizaron por IB con anticuerpo anti-E3.

1.7.2 La conjugacion de SUMO a E3 es regulada por el dominio SIM

Se ha observado que la sumoilacion de algunas proteinas es dependiente de la presencia
del dominio SIM, sugiriendo que la unién no covalente a SUMO podria representar un
mecanismo general para la seleccion y modificacion del sustrato (Lin et al., 2006). Para
comprobar si la conjugacion de SUMO a E3 requiere la uniéon con SUMO a través del dominio
SIM, primero llevamos a cabo un ensayo de sumoilacion in vitro de la proteina mutante E3-
ASIM en comparacion con la proteina E3-WT. La eficiencia de la conjugacion de SUMOI1 y
SUMO?2 a la proteina E3-ASIM se redujo dramaticamente en comparacion con la detectada
cuando usamos la proteina E3-WT como sustrato (Figura 18A). A continuacion, decidimos
analizar el efecto del dominio SIM en la conjugacion de SUMO a E3 in vivo. Para ello, células
HEK-293 fueron co-transfectadas con los vectores pCIl-neo-E3-WT o pCIl-neo-E3-ASIM junto
con pcDNA o con Ubc9 y pcDNA-His6-SUMO2 y tras 24 horas de transfeccion las células
fueron tratadas con MG132. Los extractos de proteina total o las proteinas unidas a histidina
purificadas fueron analizados por inmunoblot usando el anticuerpo anti-E3. Las bandas de E3-
SUMO?2 solo se detectaron en las células que expresan E3-WT, y no asi en las células
transfectadas con el mutante pCIl-neo-E3-ASIM, sugiriendo que el dominio SIM en la proteina
E3 esta implicado en la conjugacion de SUMO in vivo (Figura 18B). Todos estos resultados
demuestran que la presencia de dominio SIM es necesaria para la sumoilacion eficiente de E3,

tanto in vitro como in vivo.
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Figura 18. El dominio SIM regula la sumoilacion de la proteina E3. A. Las proteinas E3-WT y E3-ASIM
sintetizadas in vitro en presencia de [S**]-metionina fueron utilizadas como sustrato en un ensayo de sumoilacion in
vitro en presencia de SUMOI1 (panel superior) o SUMO?2 (panel inferior). Los productos de la reaccion fueron
visualizados por autorradiografia. B. Células HEK-293 fueron co-transfectadas con pCl-neo-E3-WT o pCl-neo-E3-
ASIM junto con pcDNA o con Ubc9 y pcDNA-His6-SUMO2. Los extractos de proteina total o las proteinas unidas a

histidina purificadas (Ni-agarosa) fueron analizados por inmunoblot usando el anticuerpo anti-E3.
1.7.3 La localizacion subcelular de E3 es regulada por el dominio SIM

Estudios previos indican que el dominio SIM es también capaz de regular la
localizacion subcelular de algunas proteinas (Cho et al.,, 2009). Para comprobar si la
localizacion subcelular de la proteina mutante E3-ASIM estaba alterada, analizamos mediante
inmunofluorescencia la localizacion de las proteinas E3-WT y E3-ASIM, después del
tratamiento de las células con MG132. Observamos que la proteina E3-WT se localizaba tanto
en el nucleo como en el citoplasma de las células transfectadas, mientras que la proteina
mutante E3-ASIM mostraba un patréon exclusivamente citoplasmatico, lo que indica que el

dominio SIM de E3 es necesario para la localizacion nuclear de la proteina (Figura 19).
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Figura 19. El dominio SIM regula la localizacion subcelular de la proteina E3. Células MCF-7 fueron
transfectadas con los vectores pCI-neo-E3-WT o pCl-neo-E3-ASIM y tratadas con MG132 durante 24 h. Las células

se tifieron con el anticuerpo anti-E3 y DAPI. La localizacién de E3 fue analizada por microscopia confocal.

1.8 La proteina E3 es modificada por ubiquitina in vivo

La degradacion de la proteina mutante E3-ASIM por un mecanismo dependiente del
proteasoma sugeria que E3 podia interaccionar con ubiquitina. Con el objetivo de evaluar si la
proteina E3 puede ubiquitinarse, células MCF-7 fueron transfectadas con pCl-neo-E3-WT en
presencia o ausencia de pcDNA-His6-ubiquitina y 48 horas después de la transfeccion,
analizamos los extractos de proteinas totales por inmunoblot. En las células co-transfectadas con
ubiquitina, se observaron bandas adicionales de alto peso molecular (Figura 20A).
Interesantemente, los niveles de proteina E3 no fueron significativamente afectados por la
expresion de ubiquitina, lo que indica que la ubiquitinacion de la proteina E3-WT no induce su
degradacion (Figura 20A). Para demostrar que las bandas de alto peso molecular corresponden a
proteina E3 conjugada a ubiquitina, purificamos las proteinas unidas a histidinas a partir de
células MCF-7 transfectadas como se describié en el apartado anterior. El analisis por
inmunoblot con el anticuerpo anti-E3 de las proteinas unidas a histidina, demostré que las
bandas de alto peso molecular efectivamente correspondian a formas ubiquitinadas de E3
(Figura 20B). Resultados similares se obtuvieron con los extractos de proteinas purificadas a
partir de células transfectadas con ubiquitina y posteriormente infectadas con VACV (Figura
20C), lo que indica que la proteina E3 producida por el virus también puede ser modificada por

ubiquitina.
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Figura 20. La proteina E3 se conjuga a ubiquitina in vive. A. Células MCF-7 fueron transfectadas con pCl-neo-
E3-WT en presencia o ausencia de pcDNA-His6-Ubiquitina. Tras 48 h de transfeccion, los extractos de proteinas
fueron analizados por inmunoblot usando el anticuerpo anti-E3. B-C. Células MCF-7 se transfectaron como se indicod
en el apartado anterior (B) o se transfectaron con pcDNA-His6-Ubiquitina y posteriormente se infectaron con VACV
durante 6 h (C). Los extractos de proteina total o las proteinas unidas a histidina, purificadas por afinidad con
columnas de Ni-agarosa, fueron analizados por inmunoblot con el anticuerpo anti-E3. Las flechas indican las formas

de E3 conjugadas a ubiquitina.

1.9 La ubiquitinacion de la proteina E3 es modulada por la deubiquitinasa USP7

La eliminacién de la ubiquitina del sustrato es modulada por unas enzimas denominadas
deubiquitinasas. Una de las deubiquitinasas mejor caracterizadas es la proteasa especifica de
ubiquitina 7 (USP7/HAUSP), implicada en la regulacion de las rutas de respuesta a estrés,
silenciamiento epigenético y en la progresion de la infeccion de algunos virus de ADN. Para
comprobar si la ubiquitinacion de la proteina E3 era regulada por USP7, células MCF-7 fueron
co-tranfectadas con pCl-neo-E3-WT y GFP o GFP-USP7 en presencia o ausencia de pcDNA-
His6-ubiquitina y 36 horas después de la transfeccion se analizaron los extractos de proteinas
por inmunoblot con el anticuerpo anti-E3. Las bandas correspondientes con E3 conjugada a
ubiquitina observadas en las células co-transfectadas con E3 y ubiquitina, no se detectaron al
expresar GFP-USP7 (Figura 21A), lo que indica que USP7 es un modulador de la

ubiquitinacion de la proteina E3.

57



Resultados

Posteriormente, decidimos analizar la interaccion entre las proteinas E3 y USP7, co-
transfectando E3 y GFP-USP7 en células HEK-293 e inmunoprecipitando los complejos.
Observamos que el anticuerpo anti-E3, pero no el anticuerpo control, coinmunoprecipité a GFP-
USP7, demostrando la interaccion entre ambas proteinas (Figura 21B). Por otro lado, la co-
transfeccion de GFP-USP7 con E3-ASIM aumento los niveles de la proteina mutante que se
detectaban en ausencia del inhibidor del proteasoma MG132 (Figura 21C), sugiriendo que

USP7 también modula la ubiquitinacién del mutante E3-ASIM, regulando su degradacion.
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GFP-USP7
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Figura 21. La deubiquitinasa USP7 modula la conjugacion de E3 a ubiquitina. A. Células MCF-7 fueron
transfectadas con pCl-neo-E3-WT en presencia o ausencia de GFP-USP7 y en presencia o ausencia de ubiquitina.
Los extractos de proteinas se analizaron por inmunoblot con el anticuerpo anti-E3. B. La proteina E3 interacciona con
USP7. Células HEK-293 fueron co-transfectadas con pCl-neo-E3-WT y GFP-USP7. Los extractos se sometieron a
inmunoprecipitacion con los anticuerpos anti-GFP, anti-E3 o anti-HA como control negativo y los complejos
proteicos se analizaron mediante inmunoblot usando el anticuerpo anti-GFP como se indica. C. Células MCF-7
fueron transfectadas con pCI-neo-E3-ASIM en presencia o ausencia de GFP-USP7. A continuacion, las células fueron
tratadas o no con MG132 durante 24 h y los extractos de proteinas fueron analizados por inmunoblot con el

anticuerpo anti-E3.
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1.10 El dominio SIM de E3 modula la formacion de cadenas de ubiquitina que se conjuga a

la proteina viral

Existen evidencias que indican que el tipo de enlace y/o longitud de las cadenas de
ubiquitina podrian funcionar como sefiales especificas para controlar distintos procesos
celulares (Ikeda et al., 2010). Con el objetivo de caracterizar mejor la ubiquitinacion de la
proteina E3, células MCF-7 fueron co-transfectadas con pCl-neo-E3-WT o pCl-neo-E3-ASIM
junto con pcDNA o pcDNA-His6-ubiquitina. Las células se trataron con MG132 y 36 horas
después de la transfeccion, los extractos de proteinas unidas a histidinas se purificaron
empleando columnas de niquel y se analizaron por inmunoblot con el anticuerpo anti-E3. En las
células co-transfectadas con el mutante E3-ASIM y ubiquitina observamos la aparicion de
numerosas bandas de alto peso molecular, correspondientes a formas de E3-ubiquitina, en
comparacion con las bandas de menor peso molecular detectadas en las células transfectadas
con la proteina E3-WT (Figura 22). Estos resultados indican que el dominio SIM de la proteina

E3 modula la conjugacion de ubiquitina a la proteina viral.

E3-WT E3-ASIM
- + - +  His6-Ubiquitina
50 KDa— ks
37 KDa—| Ni-agarosa
25 KDa—|
E3
20 KDa—|
Control E3
de carga

Figura 22. El dominio SIM de la proteina E3 regula la longitud de las cadenas de ubiquitina. Células MCF-7
fueron co-transfectadas con pCl-neo-E3-WT o pCl-neo-E3-ASIM y pcDNA o pcDNA-His6-ubiquitina. Las células
fueron tratadas con MG132 y 36 h después de la transfeccion las proteinas unidas a histidinas purificadas empleando

columnas de niquel (Ni-agarosa) fueron analizadas por inmunoblot con el anticuerpo anti-E3.
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2. Regulacion de la proteina supresora de tumores PTEN por SUMO

2.1 La infeccion viral induce una modificacion post-traduccional de PTEN y altera su

localizacion subcelular
2.1.1 Los virus promueven una modificacion post-traduccional de PTEN

Estudios previos indican que algunas proteinas implicadas en supresion tumoral sufren
modificaciones post-traduccionales o su expresion es regulada tras la infeccidn con virus
(Pampin et al., 2006; Takaoka et al., 2003). Para investigar el efecto de la infeccion viral sobre
PTEN, infectamos fibroblastos embrionarios de raton (MEFs) provenientes de ratones salvajes
(WT) con VSV a una moi de 5 ufp/célula y los extractos de proteinas obtenidos se analizaron
mediante inmunoblot con el anticuerpo anti-PTEN. En las células no infectadas, como era
esperable, la proteina PTEN fue detectada como una banda situada por encima del marcador de
peso molecular de 50 kDa (Figura 23A). En las células infectadas con VSV detectamos ademas
una banda adicional de alrededor de 70 kDa (Figura 23A, flecha). Resultados similares fueron
obtenidos tras el analisis de los extractos de proteinas obtenidos a partir de MEFs infectados con
los virus VSV, SV y VACV (Figura 23B). Estos resultados sugerian que la infeccion viral podia
estar induciendo la modificacion post-traducional de PTEN. Con el objetivo de examinar si esta
banda adicional que era reconocida por el anticuerpo anti-PTEN también se detectaba en células
humanas, infectamos células MCF-7 con VSV a una moi de 5 ufp/célula y analizamos los
extractos de proteinas mediante inmunoblot con el anticuerpo anti-PTEN. La infeccion viral
inducia la aparicién de bandas adicionales de alrededor de 65-70 kDa (Figura 23C). Todos estos

resultados sugieren que la infeccion viral favorece la modificacion post-traduccional de PTEN.
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V VACV
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Figura 23. La infeccion con virus induce una modificacion post-traduccional de PTEN. A. MEFs WT se
infectaron con VSV a una moi de 5 ufp/célula y los extractos de proteinas obtenidos a los distintos tiempos de
iniciada la infeccion (hpi) fueron analizados mediante IB con el anticuerpo anti-PTEN. B. MEFs WT se infectaron
con los virus VSV, SV y VACV a una moi de 5 ufp/célula y los extractos de proteinas obtenidos a las 4 horas de
iniciada la infeccion fueron analizados mediante IB con el anticuerpo anti-PTEN. C. Células MCF-7 se infectaron
con VSV a una moi de 5 ufp/célula y los extractos de proteinas obtenidos a los tiempos indicados fueron analizados
mediante IB con al anticuerpo anti-PTEN. Las bandas que podrian corresponder con modificaciones post-

traduccionales de PTEN se indican con una flecha.

2.1.2 La infeccion viral altera la localizacion subcelular de PTEN en MEF's

Con el objetivo de analizar si la localizacion subcelular de PTEN se veia alterada por la
infeccion viral, MEFs WT se infectaron con VSV a una moi de 5 ufp/célula y 5 horas después
de la infeccion las células se fijaron y se tifieron con el anticuerpo anti-PTEN y con DAPI. En
las células no infectadas el analisis por microscopia confocal reveld que PTEN mostraba una
localizacion predominantemente nuclear aunque también se detectaba PTEN en el citoplasma
celular (Figura 24). En las células infectadas PTEN se detectaba principalmente en el ntcleo
pero ademas parte de la sefial de PTEN se detectaba en la membrana plasmatica (Figura 24).
Estos resultados indican que la infeccion con VSV promueve el traslado de PTEN a la

membrana citoplasmatica.

CONTROL

VSV

Figura 24. La infeccion con VSV altera la localizacion de PTEN en MEFs. MEFs WT se infectaron con VSV a
una moi de 5 pfu/célula y 5 h después de iniciada la infeccion las células fueron fijadas y tefiidas con el anticuerpo

anti-PTEN y con DAPI. Las imédgenes se analizaron por microscopia confocal.
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2.2. La proteina PTEN se modifica por SUMO y esta modificacion se ve favorecida por la

infeccion con VSV

2.2.1 PTEN se conjuga covalentemente a SUMO1 y SUMO? in vitro

PTEN es regulado por distintas modificaciones post-traduccionales tales como
fosforilacion, acetilacion y ubiquitinacion (Salmena et al., 2008). El peso molecular de la banda
adicional detectada en los analisis mediante inmunoblot de los extractos de proteinas obtenidos
a partir de células infectadas con los virus, no correspondia con ninguna de las modificaciones
de PTEN previamente descritas. Dicha banda se correspondia con una proteina de 15-20 kDa
mayor a la proteina PTEN sin modificar lo que nos llevé a especular en la posibilidad de que se
tratara de una forma sumoilada de PTEN. Para probar esta hipdtesis, llevamos a cabo un ensayo
de sumoilacion in vitro usando como sustrato la proteina PTEN sintetizada in vitro en presencia
de [S**]-metionina. Como era esperable, en ausencia de SUMO la proteina PTEN se detecto
como una banda situada por encima del marcador de peso molecular de 50 kDa (Figura 25A).
Cuando se afiadio SUMOI a la reaccion de sumoilacion se detectaron unas bandas adicionales
que presentaban un tamafio aproximado de entre 65 y 75 kDa, que se corresponden con
proteinas PTEN-SUMO1 (Figura 25A). Cuando se afiadi6 SUMO2 a la reaccion de
sumoilacidn, detectamos unas bandas de peso molecular similar al observado con SUMOI junto
con otras bandas de mayor peso molecular, que se corresponden con proteinas PTEN-SUMO2
(Figura 25A). Con el objetivo de reconfirmar que dichas bandas se corresponden con PTEN
conjugado a SUMO, llevamos a cabo un ensayo de desumoilacion in vitro en presencia de la
desumoilasa SENP1. Para ello, proteina PTEN sintetizada in vitro y conjugada a SUMOI1
(PTEN-SUMOV1) como describimos en el apartado anterior, fue incubada en una reaccion de
desumoilacion con GST o GST-SENPI1. Cuando la proteina PTEN-SUMOI1 fue incubada con
GST-SENP1, observamos la desaparicion de las formas de PTEN modificadas por SUMOI1
(Figura 25B), demostrando que la proteina PTEN sintetizada in vitro es modificada por SUMO.
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Figura 25. La proteina PTEN se modifica por SUMO1 y SUMO2 in vitro. A. La proteina PTEN sintetizada in
vitro en presencia de [S35]-meti0nina fue utilizada como sustrato en un ensayo de sumoilacion in vitro en presencia de
SUMO1 y SUMO2. B. SENP1 modula la sumoilaciéon de PTEN. La proteina PTEN sintetizada in vitro y conjugada a

SUMOL fue incubada con GST o GST-SENP1 en un ensayo de desumoilacion como se indica.

2.2.2 La proteina PTEN se modifica por SUMOI y SUMO? in vivo

Para evaluar si PTEN se modifica por SUMO in vivo, células HEK-293 fueron co-
transfectadas con HA-PTEN y pcDNA-His6, HA-PTEN, Ubc9 y pcDNA-His6-SUMOI1 o HA-
PTEN, Ubc9 y pcDNA-His6-SUMO2, y los extractos de proteinas totales o las proteinas unidas
a histidina fueron analizados mediante inmunoblot usando el anticuerpo anti-HA. El analisis de
las proteinas totales o unidas a histidina en las células transfectadas con pcDNA-His6-SUMO1
reveld la aparicion de unas bandas que se corresponden con PTEN-SUMOI1 y que no se
detectaban en las células transfectadas con el vector vacio (Figura 26). Dichas bandas se
observaban también cuando evaluamos los extractos de células transfectadas con pcDNA-His6-
SUMO?2, y se corresponden con PTEN-SUMO2 (Figura 26). Estos resultados demuestran que
PTEN se modifica por SUMO1 y SUMO?2 in vivo.

HA-PTEN HA-PTEN
His6-SUMO1 - + His6-SUMO2 - +

His6-SUMO1 -t -
His6-SUMO2

250 kDa

150 kDa

Purificacién Ni-agarosa

Control de carga IB:HA
IB:HA

Figura 26. La proteina PTEN se modifica por SUMO1 y SUMO2 in vive. Células HEK-293 fueron co-
transfectadas con HA-PTEN y pcDNA, HA-PTEN, Ubc9 y pcDNA-His6-SUMO1 o HA-PTEN, Ubc9 y pcDNA-
His6-SUMO?2 y los extractos de proteina total o las proteinas unidas a histidina fueron analizadas por inmunoblot con

el anticuerpo anti-HA.
2.2.3 La infeccion con VSV favorece la conjugacion de SUMO2 a PTEN
Para determinar si la modificacion post-traduccional de PTEN que se induce tras la

infeccioén con virus es la conjugacion de SUMO, células HEK-293 fueron co-transfectadas con

HA-PTEN junto con Ubc9 y pcDNA-His6-SUMO?2 y 24 horas después de la transfeccion las
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células fueron infectadas con VSV a una moi de 5 ufp/célula. Los extractos de proteina total o
las proteinas unidas a histidina de las células recogidas a las 0, 2 o 4 horas de la infeccion se
analizaron por inmunoblot con el anticuerpo anti-HA. La intensidad de las bandas
correspondientes con PTEN-SUMO?2 detectadas en las células co-transfectadas con pcDNA-
His6-SUMO?2 incrementaban de manera dependiente del tiempo de infeccion transcurrido
(Figura 27). Estos resultados demuestran que la infeccion viral favorece la sumoilacion de

PTEN.

HA-PTEN HA-PTEN HA-PTEN
VSV 0 2 4 hpi VSV 0 2 4 hpi VSV 0 2 4 hpi
His6-SUMO2 - + o+ o+ His6-SUMO2 - + o+ o+ His6-SUMO2 - + o+ o+
250 kDa |
250 kDa—
150 kDa |
150 kDa—|
100 kDa |
100 kDa—
75 kDa |
75 kDa—| 3 -
50 kDa .0 - “
Control de carga Ni-agarosa Ni-agarosa
IB: HA IB: HA IB: HA
Mayor exposicion Menor exposicion

Figura 27. La infeccién con VSV favorece la conjugacion de SUMO2 a PTEN. Células HEK-293 fueron co-
transfectadas con HA-PTEN junto con Ubc9 y pcDNA-His6-SUMO2 y 24 h después de la transfeccion las células se
infectaron con VSV a una moi de 5 ufp/célula durante 0, 2 y 4 h. Los extractos de proteina total o las proteinas unidas
a histidina purificadas se analizaron mediante inmunoblot con el anticuerpo anti-HA. El panel de la derecha muestra

un tiempo de exposicion menor.

2.3 Los residuos de lisina 266 y 289 de PTEN estan implicados en la conjugacion de SUMO

2.3.1 PTEN contiene dominios putativos de union covalente a SUMO

Después de comprobar que PTEN puede conjugarse a SUMO, decidimos identificar los
residuos de lisina implicados en esta modificacion post-traduccional. Como mencionamos en el
apartado 1.3.1, SUMO preferentemente se conjuga de forma covalente a una secuencia
consenso presente en el sustrato. El andlisis con los programas de prediccion de sitios de
conjugacion a SUMO revel6 que PTEN contiene algunos dominios putativos de unién a SUMO
(Figura 28A, en rojo). Ademas, la comparacion de la secuencia aminoacidica de PTEN revelaba
que alguna de las lisinas incluidas en dichos dominios como la K266 se encontraba altamente

conservada desde peces hasta el hombre (Figura 28B, panel izquierdo). Ademas, basandonos en
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la estructura conocida de la proteina este residuo parece estar dispuesto hacia el exterior de la

misma (Figura 28B, panel derecho).

PTEN

10 20 30 40 50 60 70
MTAIIKEIVS RNKRRYQEDG FDLDLTYIYP NIIAMGFPAE RLEGVYRNNI DDVVRFLDSK HKNHYKIYNL

80 90 100 110 120 130 140
CAERHYDTAK FNCRVAQYPF EDHNPPQLEL IKPFCEDLDQ WLSEDDNHVA AIHCKAGKGR TGVMICAYLL

150 160 170 180 190 200 210
HRGKFLKAQE ALDFYGEVRT RDKKGVTIPS QRRYVYYYSY LLKNHLDYRP VALLFHKMMF ETIPMFSGGT

220 230 240 250 260 270 280
CNPQFVVCQL KVKIYSSNSG PTRREDKFMY FEFPQPLPVC GDIKVEFFHK QNKMLKKDKM FHFWVNTFFI

290 300 310 320 330 340 350
PGPEETSEKV ENGSLCDQEI DSICSIERAD NDKEYLVLTL TKNDLDKANK DKANRYFSPN FKVKLYFTKT

360 370 380 390 400
VEEPSNPEAS SSTSVTPDVS DNEPDHYRYS DTTDSDPENE PFDEDQHTQI TKV

H. sapiens 255 VEFFHKQNKMLKKDKMFHFWVNT

P. troglodytes 373 VEFFHKONKMLKKDKMFHFWVNT
C. familiaris 255 VEFFHKONKMLKKDKMFHFWVNT
B. taurus 231 VEFFHKQNKMLKKDKMFHFWVNT

M. musculus 255 VEFFHKQNKMLKKDKMFHFWVNT
R. norvegicus 255 VEFFHKQNKMLKKDKMFHFWVNT
G. gallus 221 VEFFHKQNKMLKKDKMFHFWVNT
D.rerio 255 VEFFHKQNKMMKKEKMFHFWVNT

Figura 28. La proteina PTEN contiene dominios de unién a SUMO. A. Analisis de la secuencia aminoacidica de
PTEN mostrando los putativos dominios de uniéon a SUMO (en rojo) detectados con el programa de prediccion
SUMOplot. B. Alineamiento de la secuencia aminoacidica de PTEN mostrando la conservacion del residuo de lisina
K266 desde peces hasta el hombre (panel izquierdo). Localizacion del residuo de lisina K266 (en amarillo) en la

estructura de PTEN (panel derecho).

2.3.2 Los residuos de lisina K266 y K289 de PTEN estan implicados en la conjugacion
a SUMO

Para determinar si los residuos de lisinas identificados con el programa de prediccion
estaban implicados en la sumoilacion de PTEN, generamos unas mutaciones puntuales en los
residuos K266 y K289 introduciendo alanina en dichas posiciones (K266A y K289A). Dado que
la lisina K289 se ha identificado como un residuo de conjugacion a monoubiquitina, generamos

ademas un mutante en un residuo que se incluia dentro del putativo dominio de conjugacion a
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SUMO, adyacente a la lisina 289 y manteniendo la lisina intacta, el mutante E291A. Ademas,
generamos los dobles mutantes K266AK289A y K266AE291A, y a continuacion realizamos un
ensayo de sumoilacion in vitro usando los diferentes mutantes de PTEN como sustrato. La
conjugacion de SUMOLI se veia afectada por la mutacion de la lisina K266, como lo indican los
bajos niveles de la banda de PTEN-SUMO1 detectada tras el analisis del mutante K266A
(Figura 29A). Por el contrario, la conjugacion de SUMO1 al mutante K289A o al E291A era
similar a la detectada para la proteina PTEN salvaje (PTEN-WT) (Figura 29A). La sumoilacion
del doble mutante K266AE291E fue similar a la del mutante sencillo K266A. En contraste, la
sumoilacion in vitro del doble mutante K266AK289A se redujo dramaticamente (Figura 29A).
Estos resultados sugerian que las lisinas 266 y 289 estaban implicadas en la sumoilacion de
PTEN.

Con el fin de determinar si estos residuos de lisina estaban también implicados en la
conjugacion de SUMO in vivo, células HEK-293 fueron transfectadas con HA-PTEN-WT, HA-
PTEN-K266A, HA-PTEN-K289A o HA-PTEN-K266AK289A junto con pcDNA, Ubc9 y
pcDNA-His-SUMOL1 o Ubc9 y pcDNA-His6-SUMO?2 y los extractos de proteina total o las
proteinas unidas a histidina fueron analizadas mediante inmunoblot con el anticuerpo anti-HA.
Observamos una reduccion en la modificacion tanto por SUMO1 como por SUMO?2 de los dos
mutantes simples analizados, y esta modificacion fue practicamente indetectable en el caso del
doble mutante K266AK289A (Figura 29B). Todos estos resultados indicaban que los residuos
de lisina K266 y K289 estan implicados en la conjugacion de SUMO a PTEN.
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Figura 29. Los residuos de lisina K266 y K289 de PTEN estin implicados en la conjugacion a SUMO. A. Las
proteinas PTEN-WT y los mutantes en las posiciones indicadas sintetizados in vitro en presencia de [S**]-metionina
fueron usadas como sustrato en ensayos de sumoilacion in vitro en presencia de SUMOI1. Los productos de la
reaccion fueron separados en geles de poli-acrilamida-SDS y visualizados por autorradiografia. B. Células HEK293
fueron co-transfectadas con HA-PTEN-WT o los mutantes HA-PTEN-K266A, HA-PTEN-K289A o HA-PTEN-
K266AK289A, junto con pcDNA, Ubc9 y pcDNA-His6-SUMOT1 o Ubc9 y pcDNA.His6-SUMO?2. Los extractos de

proteina total o las proteinas unidas a histidina fueron analizadas por inmunoblot con el anticuerpo anti-HA.

2.4 Los mutantes de PTEN en las lisinas K266 o K289 tienen una localizacion

citoplasmatica.

2.4.1 El analisis por inmunofluorescencia revela que los mutantes de PTEN en las

lisinas K266 o0 K289 se localizan en el citoplasma celular

La conjugacion de SUMO al sustrato puede alterar su localizacion subcelular (Zhao,
2007). Con el fin de determinar si la mutacion de las lisinas implicadas en la conjugacion a
SUMO alteraba la localizacion subcelular de PTEN, células MCF-7 fueron transfectadas con los
plasmidos HA-PTEN-WT o los mutantes indicados y 36 horas después de la transfeccion las
células se fijaron y se tifieron con el anticuerpo anti-HA y con DAPI. El andlisis por
microscopia confocal revelé que la proteina PTEN-WT era principalmente nuclear, aunque
también podia detectarse en el citoplasma celular. Sin embargo, los mutantes simples K266A,
K289A y el doble mutante K266AK289A mostraban una localizacion predominantemente
citoplasmatica (Figura 30A, panel superior). Este resultado se corroboro tras el analisis de mas
de 200 células (Figura 30A, panel inferior) y tras la visualizacion mediante microscopia
confocal de la proteina PTEN-WT o los distintos mutantes de PTEN expresados en la linea

celular PC3 (Figura 30B).
| . .
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Figura 30. El analisis mediante microscopia confocal revela que los mutantes de PTEN en las lisinas K266 o
K289 son citoplasmaticos. A. Células MCF-7 fueron transfectadas con HA-PTEN-WT, HA-PTEN-K266A, HA-
PTEN-K289A o HA-PTEN-K266AK289A y 36 h después de la transfeccion las células se fijaron y tifieron con el
anticuerpo anti-HA y con DAPI. Las imagenes se analizaron por microscopia confocal (panel superior). Recuento del
numero de células que mostraban una localizacion citoplasmatica (C>N), citoplasmatica/nuclear (C=N) y nuclear
(N>C), n= 200 células. Prueba t-Student: *, p<0.005, **, p<0.0005 (panel inferior). B. Células PC-3 fueron
transfectadas con PTEN-WT y los mutantes indicados y 36 h después de la transfeccion las células se fijaron y

tifieron con el anticuerpo anti-HA y con DAPI. Las imagenes fueron analizadas por microscopia confocal.

2.4.2 El fraccionamiento subcelular revela que los mutantes de PTEN en las lisinas

K266 0 K289 se localizan en el citoplasma celular

Con el objetivo de confirmar los resultados anteriores, células MCF-7 fueron
transfectadas con HA-PTEN-WT o con los distintos mutantes de PTEN y 36 horas después de la
transfeccion se llevo a cabo la técnica de fraccionamiento subcelular con el fin de analizar por
separado y mediante inmunoblot con el anticuerpo anti-HA, las fracciones proteicas
citoplasmaticas y nucleares. En las células transfectadas con PTEN-WT observamos que PTEN
se encontraba mayoritariamente en la fraccion nuclear (Figura 31), mientras que los mutantes
K266A, K289A y K266AK289A eran predominantemente citoplasmaticos (Figura 31). Todos

estos resultados demuestran que las lisinas K266 y K289 de PTEN regulan su localizacion.
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Figura 31. La técnica de fraccionamiento subcelular revela que los mutantes de PTEN en las lisinas K266 o
K289 presentan una localizacion citoplasmatica. Células MCF-7 fueron transfectadas con HA-PTEN-WT o los
mutantes HA-PTEN-K266A, HA-PTEN-K289A o HA-PTEN-K266AK289A y 36 h después de la transfeccion se
realizo el fraccionamiento subcelular de las mismas con el fin de obtener las fracciones citoplasmaticas (C) y
nucleares (N) y los extractos de proteinas obtenidos se analizaron mediante inmunoblot con los anticuerpos anti-HA,

anti-B23 (control nuclear) y anti-GAPDH (control citoplasmatico).

2.5 El residuo de lisina K266 de PTEN es susceptible de unir mono-ubiquitina

Previamente se habian identificado a los residuos de lisina K13 y K289 de PTEN como
residuos susceptibles de conjugar mono-ubiquitina, modificacion que regulaba su importe al
nucleo (Trotman et al., 2007). Dado que al menos uno de estos residuos (K289) parece estar
implicado también en la conjugacion de SUMO, decidimos analizar si los mutantes de PTEN en
las lisinas capaces de conjugar SUMO también tenian alterada su capacidad de conjugar mono-
ubiquitina. Para ello, llevamos a cabo un ensayo de mono-ubiquitinacion in vitro usando
ubiquitina mutante (ubiquitina-K@) que no permite la formacion de cadenas de ubiquitina, y
como sustrato PTEN-WT o los distintos mutantes sintetizados in vitro en presencia de [S*’]-
metionina. La mono-ubiquitinacion del mutante K266A se redujo ligeramente, en comparacion
con la proteina WT (Figura 32). Esta reduccion fue mucho mayor cuando empleamos la
proteina doble mutante K266 AK289A como sustrato (Figura 32). Estos resultados sugerian que

ambos residuos K266 y K289 jugaban un papel en la conjugacion de la mono-ubiquitina.

WT K266A K289A  K266AK289 E291A  K266AE291A

Ubiquitina-K@

75 kDa—|

50 kDa

69



Resultados

Figura 32. El residuo de lisina K266 esta implicado en la mono-ubiquitinacion de PTEN. Ensayo de mono-
ubiqutinacion in vitro en presencia de ubiquitina-K@ empleando como sustrato PTEN-WT o los distintos mutantes de

PTEN sintetizados in vitro en presencia de [S**]-metionina.

2.6 PTEN modula la replicacion de VSV

Diversos estudios han revelado que algunas proteinas supresoras de tumores juegan un
papel relevante en el control de la infeccion viral (Garcia et al., 2006a; Garcia et al., 2009,
Takaoka et al., 2003). Con el fin de estudiar si PTEN puede ejercer algun control sobre la
replicacion viral, utilizamos MEFs heterocigotos para PTEN (PTEN +/-), MEFs derivados de
ratones WT y MEFs provenientes de ratones con una copia extra del gen de PTEN con todas sus
secuencias reguladoras (PTEN SP). Los MEFs con diferentes niveles de PTEN (Figura 33A)
fueron infectados con VSV a una moi de 5 ufp/célula y a distintos tiempos de iniciada la
infeccidn analizamos la sintesis de proteinas virales mediante inmunoblot con el anticuerpo anti-
VSV. La sintesis de proteinas de VSV se veia reducida de forma dependiente de la dosis de
PTEN (Figura 33B). Para confirmar estos resultados, analizamos la produccion viral tras la
infeccion de los distintos MEFs con VSV, a una moi de 5 ufp/célula durante 24 horas. La
evaluacion de los sobrenadantes de las diferentes células reveld que el titulo viral se reduce de

manera dependiente de los niveles de PTEN (Figura 33C).
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Figura 33. La sintesis de proteinas y el titulo de VSV son inhibidos de manera dependiente de la dosis de
PTEN. A. Niveles de la proteina PTEN detectados en los MEFs PTEN +/-, PTEN WT y PTEN SP. B. MEFs PTEN
+/-, WT y SP fueron infectados con VSV a una moi de 5 ufp/célula y la sintesis de proteinas virales fue analizada
mediante inmunoblot con el anticuerpo anti-VSV que reconoce las proteinas M y N del virus. C. MEFs PTEN +/-,
WT y SP fueron infectados con VSV a una moi de 5 ufp/célula y la cantidad de virus presente en los sobrenadantes

fue cuantificada por el método de formacion de placas. Prueba t-Student: *, p<0.05.

2.7 El control de la replicacion de VSV por PTEN se ve favorecido por SUMO

Dado que los residuos de lisina K266 y K289 parecen estar implicados en la
sumoilacion y la ubiquitinacion de PTEN, cualquier analisis funcional que se realice con los
mutantes en estas posiciones es de dificil interpretacion. Con el fin de estudiar el efecto de
SUMO sobre la actividad antiviral de PTEN, decidimos, por tanto, transfectar PTEN junto con
pcDNA, Ubc9 y SUMOI1, Ubc9 y SUMO?2 o SENP1 en las células carentes de PTEN U251-MG
y 36 horas después de la transfeccion las células fueron infectadas con VSV a una moi de 5
ufp/célula. Transcurridas 24 horas de iniciada la infeccidon se recogieron los sobrenadantes y se
cuantificd la produccion viral en cada caso empleando la técnica de formacion de placas.
Observamos una reduccion en el titulo viral en aquellas células transfectadas con PTEN con
respecto al detectado en las células transfectadas con pcDNA (Figura 34), y esta reduccion se
increment6 significativamente tras la expresion de SUMO1 o SUMO2 (Figura 34). Por el
contrario, en las células que expresaban SENP1, el titulo viral era similar al observado en las
células control (Figura 34). Estos resultados indicaban que la conjugacion de SUMO favorece la

actividad antiviral de PTEN.
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Figura 34. La conjugacion de SUMO a PTEN favorece el control de la replicacién de VSV. Células U251MG
fueron transfectadas con pcDNA, PTEN-WT y pcDNA, PTEN, Ubc9 y SUMO1, PTEN, Ubc9 y SUMO2 o PTEN y
SENP1 y 36 h después de la transfeccion las células se infectaron con VSV a una moi de 5 ufp/célula. Después de 24
h de infeccion los sobrenadantes se recogieron y el titulo viral fue cuantificado por la técnica de formacion de placas.

El panel de la derecha muestra los niveles de las proteinas PTEN en cada caso. Prueba t de Student: *, P<0.05.
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2.8 SUMO inhibe el efecto de PTEN sobre la actividad transcripcional de p53

PTEN promueve la actividad transcripcional de p53 (Mayo et al., 2002). Con el fin de
determinar si SUMO modula el efecto que PTEN ejerce sobre la actividad transcripcional de
p53, transfectamos células MCF-7 con el vector reportero Mdm?2-luc junto con pcDNA, PTEN
y pcDNA, PTEN, Ubc9 y SUMO1 o PTEN, Ubc9 y SUMO2 y 36 h después de la transfeccion,
las células se lisaron y se analizaron los niveles de luciferasa producidos en cada caso. Como se
esperaba, la transfeccion de PTEN inducia la transactivacion del gen reportero (Figura 35).
Dicha transactivacion se veia reducida tras la co-expresion de SUMO1 o SUMO2 (Figura 35).

Estos resultados sugerian que SUMO modula negativamente la actividad de PTEN sobre p53.
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Figura 35. La conjugacion de SUMO modula negativamente el efecto de PTEN sobre la actividad
transcripcional de p53. Células MCF-7 se transfectaron con el reportero Mdm2-luc junto con pcDNA, PTEN y
pcDNA, PTEN, Ubc9 y SUMOI o PTEN, Ubc9 y SUMO?2 y se cuantificaron los niveles de luciferasa producidos en
cada caso. En el panel de la derecha se presentan los niveles de PTEN en las células transfectadas. Se obtuvieron los
mismos resultados en al menos tres experimentos diferentes. Los datos presentados son el promedio + desviacion

estandar para un experimento dado. Los resultados fueron analizados usando la prueba t de Student, *, P<0.05.

2.9 La inhibicion de la via de Akt se ve favorecida por la sumoilacion de PTEN

Una de las funciones de PTEN mejor conocidas es la inhibicion de la via de Akt a través
de su actividad fosfatasa (Haas-Kogan et al., 1998; Maechama y Dixon, 1998; Stambolic et al.,
1998). Para determinar como contribuia SUMO a la inhibicion de la via de Akt ejercida por
PTEN, células MCF-7 se transfectaron con PTEN y pcDNA, PTEN, Ubc9 y SUMOI, PTEN,
Ubc9 y SUMO2, Ubc9 y SUMOI1 o Ubc9 y SUMO?2 y a las 24 horas de la transfeccion las

células se incubaron en medio sin suero durante 24 horas. Tras ese tiempo, las células se
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trataron con insulina durante 30 minutos y los niveles de Akt fosforilado se analizaron mediante
inmunoblot. No se detectaron diferencias significativas entre los niveles de Akt fosforilado
detectados en las células transfectadas con pcDNA vy las transfectadas con Ubc9 y SUMOI1 o
con Ubc9 y SUMO?2 (Figura 36). Como se esparaba, en las células transfectadas con PTEN WT,
observamos una reduccion en los niveles de Akt fosforilado, si los comparamos con los
detectados en las células que habian sido transfectadas con el vector vacio (Figura 36). En las
células que habian sido transfectadas con PTEN y con Ubc9 y SUMO1 o SUMO2, encontramos
una mayor inhibicion de la via (Figura 36). Estos resultados indican que la sumoilacion de

PTEN favorece la actividad fosfatasa de la proteina.
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Figura 36. La sumoilacion de PTEN favorece la actividad fosfatasa de la proteina. Cé¢lulas MCF-7 se
transfectaron con pcDNA, PTEN y pcDNA, PTEN, Ubc9 y SUMO!1 o PTEN, Ubc9 y SUMO?2 y a las 24 h de la
transfeccion las células se incubaron en medio sin suero durante 24 h. A continuacién, las células se trataron con

insulina (10 pg/mL) durante 30 minutos y los niveles de Akt fosforilado (P-Akt) se analizaron mediante inmunoblot.

2.10 PTEN modula la respuesta celular frente a la infeccion con VSV

La quinasa activada por el ARNdc PKR, es un elemento fundamental de la defensa
celular frente a la infeccion viral (Garcia et al., 2006b). La infeccion con VSV da lugar a la
activacion de PKR que a su vez provoca la fosforilacion del factor eucaridtico de inicio de la
traduccion 2 alfa (elF2a), bloqueando la sintesis de proteinas celulares y virales e induciendo
apoptosis. Para analizar si PTEN ejerce algin control sobre esta via, infectamos MEFs PTEN
+/-, WT y SP con VSV a una moi de 5 ufp/célula y a distintos tiempos analizamos la
fosforilacion del factor elF2a por inmunoblot. A las 4 horas de iniciada la infeccion se detectd
la fosforilacion de elF2a en todos los casos. Sin embargo, se observaron ligeras diferencias en
los niveles del factor elF2-a fosforilado. A mayor expresion de PTEN mayor eran los niveles

detectados (Figura 37A). Estos resultados sugieren que PTEN modula positivamente la
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activacion de la ruta de la PKR en respuesta a la infeccion viral. A continuacion, analizamos los
niveles de PARP activado, uno de los principales sustratos de caspasa-3 y marcador de
apoptosis (Lazebnik et al., 1994; Nicholson et al., 1995). Se detect6 PARP activado a las 8
horas de iniciada la infeccion en todos las células, pero como ocurria en el caso anterior, el nivel
de PARP activado era mayor cuanto mayor era el nivel de expresion de PTEN de las células
empleadas (Figura 37B). Estos resultados sugieren que PTEN modula positivamente la
induccion de apoptosis celular en respuesta a la infeccion con VSV,

Otra de las vias que se activa en respuesta a la infeccion con VSV es la via molecular de
NF-kB, un factor de transcripcion que regula una variedad de genes, muchos de ellos
implicados en la respuesta inmune. Decidimos, por tanto, analizar la activacion de esta via tras
la infeccion de MEFs +/-, WT y SP con VSV a una moi de 5 ufp/célula, mediante inmunoblot
usando los anticuerpos anti-IkB y anti-IkB fosforilado, a distintos tiempos tras la infeccion.
Como se observa en la figura 37C, no observamos diferencias significativas en la activacion de
esta via independientemente de los niveles de PTEN.

Existen evidencias de que los virus modulan también la via de Akt para favorecer la
replicacion viral (Schabbauer et al., 2008; Saeed et al., 2008). Con el objetivo de analizar el
papel de PTEN en la activacion de la via de Akt en el contexto de la infeccion viral, MEFs
PTEN +/-, WT y SP fueron infectados con VSV a una moi de 5 ufp/célula y, a los tiempos
indicados, analizamos la activacion de la ruta mediante inmunoblot usando el anticuerpo anti-
Akt fosforilado. Aproximadamente una hora después de iniciada la infeccion de las células
PTEN +/-, observamos una activacion de la ruta que iba seguida de una ligera inhibicion de la
misma 4 horas después de la infeccion (Figura 37D). Esta cinética de inhibicion de la ruta de
Akt fue observada también en los MEFs WT y en los SP (Figura 37D), pero los niveles de Akt
fosforilado detectados fueron claramente menores cuanto mayor era el nivel de expresion de
PTEN de las células empleadas. Estos resultados indicaban que la activacion de la via de Akt en

respuesta a la infeccion con VSV era inhibida por PTEN.
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Figura 37. PTEN modula la activacion de distintas vias moleculares que forman parte de la respuesta celular
antiviral. A. MEFs PTEN +/-, WT y SP fueron infectados con VSV a una moi de 5 ufp/célula y a los tiempos
indicados evaluamos los niveles P-elF2a y elF2a mediante IB. B. Los distintos MEFs se infectaron como
describimos en apartado anterior y a los tiempos indicados, analizamos los niveles de PARP activado por IB. C. Los
distintos MEFs se infectaron como describimos en apartado anterior y a los tiempos indicados, analizamos los niveles
de P-IxkBa e IkBa mediante IB. D. MEFs PTEN +/-, WT y SP se infectaron como describimos anteriormente y a los

tiempos indicados analizamos los niveles de Akt fosforilado (P-Akt) por IB.

2.11 PTEN interacciona de forma no covalente con SUMO1

Recientemente se ha observado que muchos de los sustratos de SUMO interaccionan de
forma no covalente con SUMO a través del denominado dominio SIM. Analisis de la secuencia
aminoacidica de PTEN revelaba la presencia de diversos dominios SIM putativos por lo que
decidimos estudiar la capacidad de PTEN de interaccionar de forma no covalente con SUMO1.
La proteina PTEN se sintetiz6 in vitro en presencia de [S*°]-metionina y a continuacién se llevod
a cabo un ensayo de interaccion in vitro con GST o GST-SUMOI1. PTEN era detectado unido a
GST-SUMOI pero no unido a GST (Figura 38), lo que indicaba que PTEN interaccionaba con
SUMOI1 de forma no covalente.

GST-SUMO1

Control
GST

PTEN

Figura 38. PTEN interacciona de forma no covalente con SUMOI. Proteina PTEN sintetizada in vitro en

presencia de [S**]-metionina fue incubada con GST o GST-SUMOI como se indica.
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2.12 El reclutamiento de PTEN a los PML-NB tras la sobreexpresion de PML es

independiente de la sumoilacion o monoubiquitinacion de PTEN

Hallazgos previos indican que la sobreexpresion de PML promueve la localizacion
nuclear de PTEN y una co-localizacion con PML (Song et al., 2008). Por otro lado, algunas
proteinas que se sumoilan o interaccionan de forma no covalente con SUMO son reclutadas a
los PML-NB (Shen et al., 2006). Decidimos entonces estudiar si la translocacion de PTEN a los
PML-NB era dependiente de la sumoilacion de PTEN. Células U251-MG que carecen de PTEN
fueron transfectadas con PTEN WT o los distintos mutantes de PTEN junto con pcDNA o
PML-IV y 36 horas después de la transfeccion las células fueron fijadas y tefiidas con anti-
PTEN, anti-PML y DAPI. El analisis por microscopia confocal reveld que en las células en las
que no se sobreexpresaba PML-IV, PTEN se localizaba disperso en el nucleo y citoplasma
celular (Figura 39). Sin embargo, cuando se sobreexpresaba PML-IV, la proteina PTEN-WT se
detectaba en el nucleo, centrada principalmente en los PML-NB (Figura 39), como se habia
descrito previamente. El analisis de los mutantes K266A, K289A y el doble mutante
K266AK289A reveld que se comportaban igual que la proteina WT. En las células co-
transfectadas con pcDNA, la localizacion subcelular de todos los mutantes era
predominantemente citoplasmatica (Figura 39). Sin embargo, la sobreexpresion de PML
promovia el reclutamiento de PTEN a los PML-NB, sugiriendo que la modificacion de PTEN

por SUMO o monoubiquitina no es necesaria para su translocacion a los PML-NB.
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Figura 39. El reclutamiento de PTEN a los PML-NB tras la sobreexpresiéon de PML es independiente de la
sumoilaciéon o monoubiquitinacion de PTEN. Células U251-MG fueron transfectadas con PTEN WT o los
mutantes indicados junto con pcDNA o PML-1V y después de 36 h de transfeccion, las células se fijaron y se tifieron

con anti-PTEN, anti-PML-IV y DAPI. Las imagenes se analizaron por microscopia confocal.

2.13 El reclutamiento de PTEN a los PML-NB es dependiente de la interaccion de PML con
SUMO

Previamente hemos demostrado que PTEN es capaz de interaccionar de manera no
covalente con SUMO. Adicionalmente, la integridad de los PML-NB depende de la sumoilacion
de esta proteina en los residuos de lisina K65, K160 y K490 asi como de su interacion no
covalente con SUMOI1 (Duprez et al., 1999; Shen et al., 2006). Con el fin de estudiar si la
translocacion de PTEN a los PML-NB era dependiente de la conjugacion de SUMO a PML,
células U251-MG fueron transfectadas con PTEN WT junto con pcDNA, PML-WT, PML-3KR
(mutante de PML en los tres residuos de lisina implicados en la conjugacion de SUMO) y PML-
ASIM (mutante en el dominio SIM de la proteina PML). Tras 36 horas de transfeccion, las
células se fijaron y tifieron con anti-PTEN, anti-PML y DAPI. En las células co-transfectadas
con pcDNA, PTEN mostraba una localizacion difusa entre el nucleo y el citoplasma (Figura 40).
Cuando se sobreexpresaba PML-WT, observamos una translocacion de PTEN a los PML-NB
(Figura 40). Esta translocacion no se detectaba cuando PTEN se co-transfectaba con PML-3KR
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o PML-ASIM (Figura 40). Estos resultados indicaban que es necesaria la interaccion de PML
con SUMO para que pueda reclutar a PTEN a los PML-NB.

PTEN DAPI SUPERPOSICION
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Figura 40. El reclutamiento de PTEN a los PML-NB es dependiente de la interaccion de PML con SUMO.
Células U251-MG fueron transfectadas con PTEN WT junto con pcDNA, PML-WT, PML-3KR o PML-ASIM y 36

PML-ASIM

horas después de la transfeccion las células fueron fijadas y tefiidas con anti-PTEN, anti-PML y DAPI. Las imagenes

se analizaron por microscopia confocal

2.14 PTEN coopera con PML en el control de la replicacion viral

Nuestros resultados mostraban que diversas actividades de PTEN favorecen el control
de la replicacion de VSV por la célula. Previamente se habia demostrado ademas que el
supresor de tumores de PML también colabora en el control de la replicacion de VSV (Chelbi-
Alix et al., 1998). Decidimos entonces, estudiar como la sobreexpresion de ambos factores
afecta a la replicacion de VSV. Para ello, células U251-MG fueron transfectadas con pcDNA,
PML, PTEN o PTEN y PML vy tras 36 horas de transfeccion, las células fueron infectadas con
VSV auna moi de 5 ufp/célula. Transcurridas 24 horas de iniciada la infeccion se recogieron los
sobrenadantes y se cuantifico la produccion viral en cada caso. En las células transfectadas con
PML o PTEN observamos una importante reduccioén de la produccion viral con respecto a la
detectada en las células transfectadas con el vector vacio (Figura 41). Dicha produccion viral se
veia reducida atin mas cuando se co-transfectaban ambos supresores de tumores (Figura 41), lo

que indica que PTEN coopera con PML en el control de la replicacion de VSV.
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Figura 41. PTEN coopera con PML en el control de la replicaciéon de VSV. Células U251-MG fueron
transfectadas con pcDNA, PML, PTEN o PML y PTEN y 36 h después de la transfeccion las células fueron
infectadas con VSV a una moi de 5 ufp/célula y tras 24 h de infeccion se recogieron los sobrenadantes y se cuantifico

la produccion viral por el método de formacion de placas.
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1. Regulacion de la proteina E3 del virus vaccinia por SUMO y ubiquitina

La proteina E3 es conocida por su papel en la resistencia al interferon, como un
determinante de la patogénesis y del fenotipo de amplio rango de hospedadores del virus y
como una molécula moduladora de la apoptosis y de la expresion de genes de la célula
hospedadora a nivel transcripcional (Kwon et al., 2005; Langland y Jacobs, 2002; Langland et
al., 2006; Ludwing et al., 2005). E3 se une a ARNdc y esta interaccion media o incrementa su
union a ISG15 y PKR, respectivamente (Guerra et al, 2008; Sharp et al., 1998). E3 puede
también unirse a SUMO1 en un ensayo de dos hibridos en levaduras, aunque esta interaccion no
fue evaluada a nivel bioquimico (Rogan y Heaphy, 2000). En base a estos datos y a la
observacion de que SUMOI es reclutado a las factorias virales en respuesta a la infeccién con
VACYV (Palacios et al., 2005), nos propusimos analizar la relacion existente entre E3 y SUMO.
Nuestros resultados demuestran que E3 co-localiza con SUMOI en las factorias virales y que la
proteina E3 es modificada por SUMO1 y SUMO?2 in vitro e in vivo. Ademas, demostramos que
la sumoilacién de E3 ocurre tanto en células transfectadas como en células infectadas, lo que
indica que la modificacion de E3 por SUMO es independiente de la infeccion del virus. El
analisis bioinformatico de la secuencia aminoacidica de E3 identificé varias lisinas como
posibles residuos aceptores de SUMO. Aunque los residuos de lisina a los que SUMO se
conjuga suelen situarse dentro de la secuencia consenso WKXD/E, se ha descrito que la
seleccion de lisina es promiscua ya que la sustitucion de lisina por arginina en sitos preferentes
de modificacion por SUMO puede conducir a la modificacion de residuos secundarios (Eladad
et al., 2005; Lin et al., 2006). La mutacion de la secuencia consenso en E3 (la lisina K40)
redujo, pero no inhibi6 totalmente, la sumoilacion de E3. Sin embargo, cuando los residuos de
lisina K40 y K99 de E3 fueron mutados simultaneamente, la sumoilacion del doble mutante se
redujo claramente tanto in vitro como in vivo. Estos resultados indicaban, por tanto, que los
residuos de lisina situados en las posiciones K40 y K99 de E3 son sitios preferentes de
conjugacion de SUMO. Las consecuencias de la modificacion por SUMO dependen del sustrato
modificado. La sumoilacion regula las funciones de muchas proteinas virales al modular su
interaccion con otras proteinas y alterar su localizacion subcelular, como se demostrd para la
proteina A40R de VACV (Palacios et al., 2005). Ni la localizacion subcelular ni la estabilidad
de la proteina E3 se veian afectadas por la mutacion de las lisinas aceptoras de SUMO. Ademas,
la expresion transitoria del mutante de E3 con sumoilacion reducida, permitié reconstituir la
replicacion del VACV-AE3L en células HelLa, lo que indica que la modificacion de E3 por
SUMO no es necesaria para la replicacion viral. Previamente, se habia descrito algin otro
ejemplo de proteina viral cuya sumoilacion no afectaba a la replicacion del virus. Este es el caso
de la proteina IE2 de HCMV (Lee y Ahn, 2004). Sin embargo, la sumoilacion de IE2 era

necesaria para su funcion de transactivacion (Ahn et al., 2001; Hofmann et al., 2000). La

83



Discusion

sumoilacion regula la actividad transcripcional de diversas proteinas pero, al contrario de lo que
ocurre con IE2, su efecto mas habitual es inhibir la transactivacion ejercida por el sustrato
(Verger et al., 2003). La proteina E3 activa la transcripcion del gen humano p53 a través de su
union al Z-ADN (Kwon y Rich, 2005). Nuestros resultados muestran la activacion
transcripcional del gen reportero regulado por pS3 PUMA-luc de manera dependiente de la
dosis de E3. Esta transactivacion se redujo significativamente tras la co-transfeccion de SUMOI1
y se aumentd tras la co-transfeccion de SENP1. Ademads, la mutacion de las lisinas que
conjugan SUMO potenci6 la actividad transcripcional de E3 sobre este gen. En su conjunto,
estos resultados revelan que la conjugacion de SUMO a E3 inhibe su capacidad de transactivar
el gen PUMA vy sugieren que la conjugacion a SUMO regula negativamente la union de E3 a
secuencias Z-ADN.

Recientemente se ha descrito que existen proteinas que son sustratos conocidos de
SUMO y que ademas pueden interactuar con esta molécula de manera no covalente, a través del
motivo de interaccion con SUMO (dominio SIM) (Kerscher, 2007). E3 contiene en su extremo
C-terminal una region hidrofébica con un posible dominio SIM [L/V/I]-x-[L/V/T][L/V/]. El
analisis del mutante de E3 en dicho dominio SIM era incapaz de interaccionar de forma no
covalente con SUMO, al contrario que la proteina salvaje y, ademas, tenia afectada su capacidad
para sumoilarse in vitro e in vivo. Estos resultados demuestran que la sumoilacion eficiente de
E3 requiere la existencia de una interfase SUMO-SIM, como se ha descrito para un niimero
creciente de sustratos de SUMO (Kerscher, 2007; Lin et al., 2006; Minty et al., 2000; Takahashi
et al., 2005). Ademas, observamos que la mutacion del dominio SIM de E3 desestabiliza la
proteina e induce su degradacion por un mecanismo dependiente del proteasoma. El analisis de
la localizacion subcelular de la proteina E3 mutante en el dominio SIM, en presencia del
inhibidor del proteasoma, reveld que esta proteina muestra, ademds, una localizacion
predominantemente citoplasmatica, en contraste con la localizacion nucleo-citoplasmatica
observada para la proteina salvaje. Aunque existe una correlacion entre la localizacion
citoplasmatica de la proteina E3-ASIM y su degradacién mediada por el proteasoma, un mutante
citoplasmatico de E3 previamente descrito, no se describié como una proteina inestable (Chang
et al., 1995), lo que sugiere que la degradacion de la proteina no es consecuencia de su
localizacion citoplasmatica. Se ha demostrado que las interacciones no covalentes con SUMO
pueden regular el reclutamiento de proteinas a los cuerpos nucleares de PML (Matunis et al.,
2006; Shen et al., 2006) o la actividad transcripcional (Kuo et al., 2005; Rosendorff et al.,
2004). Este es el primer caso donde se muestra que la interaccion no covalente con SUMO
regula la estabilidad de una proteina.

En un modelo clasico, la ubiquitinacion se relacionaba con la degradacion mediada por
el proteasoma. Como el mutante de E3 en el dominio SIM se degradaba a través del

proteasoma, decidimos analizar si la proteina E3 puede ser ubiquitinada. Nuestros resultados
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demuestran que E3 puede unirse a ubiquitina, aunque esta modificacion no conduce a la
degradacion de la proteina E3 salvaje. Se han descrito virus que se encuentran relacionados con
la maquinaria de ubiquitinacion a través de distintos mecanismos, pero se han identificado
pocas proteinas virales que sean sustrato para la ubiquitina. La conjugacion con ubiquitina
induce la degradacion de algunas proteinas virales, como es el caso de LMP2a del virus de
Epstein-Barr (Ikeda et al., 2000), E7 (Kamio et al., 2004) y E2 (Bellanger et al., 2001) del virus
del papiloma humano y la proteina p28 de poxvirus (Nerenberg et al., 2005). Sin embargo,
algunas funciones virales requieren la conjugacion de ubiquitina sin que implique un recambio
del sustrato. Algunos ejemplos son la ubiquitinacion de las proteinas Gag del virus de
inmunodeficiencia humana (Demirov et al., 2002; Garrus et al., 2001), Vp40 del virus Ebola
(Yasuda et al., 2003) o la proteina M de Rhadinovirus (Ingham et al., 2004), implicada en la
regulacion del proceso de salida de la célula de estos virus. Recientemente, se ha descrito que
los poxvirus explotan la maquinaria de ubiquitinacion al expresar proteinas virales que actiian
como E3 ligasas o regulando las E3 ligasas de ubiquitina de la célula (Nerenberg et al., 2005;
Satheshkumar et al, 2009; van Buuren et al., 2008). Ademads, se ha demostrado que el
proteasoma y la ubiquitina son necesarios para la infeccion de poxvirus (Teale et al., 2009).
Actualmente se conocen siete clases de DUBs que actian revertiendo la ubiquitinacion
del sustrato y una de estas clases es la de proteasas especificas de ubiquitina (USP). Una de las
USP mejor estudiada es la USP7 o proteasa especifica de ubiquitina asociada a herpesvirus
(HAUSP). Las proteinas ICPO del virus herpes simplex tipo 1 y EBNAT1 del virus Epstein-Barr
interaccionan con USP7, quien revierte la ubiquitinacion y degradacion de p53, EBNA1 e ICPO
(Canning et al., 2004; Everett et al., 1999; Holowaty y Frappier, 2004; Li et al., 2002). Nuestros
resultados demuestran que USP7 también interacciona con E3 y modula su interacciéon con
ubiquitina. Para explicar la degradacion de la proteina E3 mutante en el dominio SIM
exploramos varias hipétesis. La primera fue analizar si USP7 no podia revertir la ubiquitinacion
del mutante de E3 en el dominio SIM. Sin embargo, nuestros resultados indicaban que USP7
incrementaba la estabilidad del mutante, lo que sugeria que esta hipotesis no era la correcta. La
ubiquitina posee 7 lisinas que pueden actuar como sitios de conjugacion para otras moléculas de
ubiquitina, lo que originard que los sustratos puedan ser modificados por distintos tipos de
cadenas de ubiquitina (Peng et al., 2003; Pickart y Fushman, 2004). En este sentido, las
consecuencias de la poli-ubiquitinacion parecen depender de la longitud de la cadena de
ubiquitina y el tipo de enlace utilizado para formar los polimeros. Es por ello tentador especular
con la posibilidad de que las diferencias observadas entre la estabilidad de la proteina E3 salvaje
y la mutante en el dominio SIM, se deban a diferencias en la longitud de las cadenas de
ubiquitina. El analisis de la interaccion entre E3 WT y E3-ASIM con ubiquitina mostr6é que,
mientras que la modificacion de E3-WT con ubiquitina era muy limitada, la interaccion de

ubiquitina con E3-ASIM daba lugar a la formacién de cadenas muy largas de ubiquitina. Estos
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resultados sugieren que el dominio SIM actua como un modulador de la longitud de la cadena
de ubiquitinas unidas a E3. Se ha demostrado la existencia de mecanismos de entrecruzamiento
entre los sistemas de sumoilacion y ubiquitinacion (Geoffroy y Hay, 2009). Nuestros resultados
con la proteina E3 de vaccinia constituyen un nuevo ejemplo de como SUMO puede tener un
efecto profundo sobre el estado de ubiquitinacion de las proteinas. Ademas, demostramos por
primera vez que la proteina E3 de vaccinia se modifica por SUMO y ubiquitina e interacciona
con SUMO, mecanismos que posiblemente favorezcan la multifuncionalidad de esta proteina

viral.

2. Regulacion de la proteina supresora de tumores PTEN por SUMO

PTEN es uno de los genes supresores de tumores mas frecuentemente mutados en
cancer (Keniry y Parsons, 2008; Li et al., 1997; Li y Ross, 2007; Steck et al., 1997). Su
importancia como supresor de tumores viene apoyada, ademas, por la existencia de distintos
sindromes autosdmicos dominantes caracterizados por desordenes del desarrollo, problemas
neurologicos, multiples tumores benignos y alto riesgo de cancer de endometrio, de tiroides y de
mama, en los que se han identificado mutaciones de PTEN en la linea germinal.
Funcionalmente PTEN es una fosfatasa no redundante de proteinas y lipidos de la membrana
plasmatica. PTEN contrarresta la sefializacion molecular de la via de la PI3K (Stambolic et al.,
1998; Maehama y Dixon, 1998), modulando negativamente los niveles de PI(3,4,5)P3, un
segundo mensajero que promueve la supervivencia, el crecimiento y la proliferacion celular
(Stambolic et al., 1998; Haas-Kogan et al., 1998; Machama y Dixon, 1998). Ademas, PTEN
lleva a cabo otras funciones bioldgicas que son independientes de su actividad fosfatasa de
lipidos pero dependientes de su actividad fosfatasa de proteinas o de la interaccidon proteina-
proteina, como la regulacion de la migracion celular, de la transicion del ciclo celular o de la
integridad cromosomica (Tamura et al., 1998; Hlobilkova et al., 2000; Weng et al., 2001;
Raftopoulou et al., 2004; Shen et al., 2007). Debido a su relevancia, PTEN se encuentra
fuertemente regulado. A nivel post-traduccional, se ha descrito que PTEN puede fosforilarse,
acetilarse y ubiquitinarse (Okumura et al., 2006 Torres y Pulido, 2001; Trotman et al., 2007;
Vasquez et al., 2000; Wang et al., 2007). Nuestros resultados revelan que la infeccion con virus
induce la aparicion de una forma de PTEN con un peso molecular de alrededor de 15-20 kDa
mayor que la proteina sin modificar lo que suponemos debe de corresponder con una
modificacion post-traduccional de PTEN. Esta variacion en el peso molecular de la proteina
modificada nos llevo a descartar inicialmente que se debiera a la ubiquitinacion, la acetilacion o
la fosforilacion de PTEN y nos planteamos la hipotesis de que PTEN se estuviera sumoilando.
Ensayos de sumoilacion in vitro demuestran que PTEN podia conjugarse con SUMO1 y que el

tamafio de dichos conjugados era similar al que presentaba la banda adicional detectada tras la
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infeccion viral. Demostramos, ademas, que PTEN se modificaba in vivo por SUMO1 y SUMO2
y que la infeccion viral incrementaba la cantidad de proteina sumoilada. La modificacion con
SUMOL1 de PTEN no daba lugar a una banda definida si no que se detectaba como una banda
ancha, lo que podria indicar la presencia de modificaciones adicionales en la proteina
sumoilada. El analisis bioinformatico reveld la presencia de varios posibles dominios de
conjugacion a SUMO en la proteina. El analisis de los mutantes generados en los distintos
dominios nos permitié identificar las lisinas K266 y K289 en PTEN como sitios de conjugacion
a SUMO. Como uno de estos residuos, la lisina K289, se habia identificado previamente como
un sitio de conjugacion a mono-ubiquitina y esta modificacion regulaba su importacion nuclear
(Trotman, et al., 2007), decidimos evaluar la localizacién subcelular de los mutantes de PTEN
para la conjugacion a SUMO. Como se habia descrito previamente, la mutacion del residuo 289
inducia la exportacion de PTEN al citoplasma celular. De forma similar, la mutacion de la lisina
266 en PTEN induce su exportacion al citoplasma. Estos resultados nos llevaron a plantear la
siguiente hipotesis: si la inhibicion de la mono-ubiquitinaciéon induce la localizacion
citoplasmatica de PTEN, es posible que la exportacion de PTEN al citoplasma que se observa
cuando mutamos el residuo 266, se deba también a una reduccién en la mono-ubiquitinacion de
la proteina. El andlisis de mono-ubiquitinacion in vitro reveld que la lisina 266 también era
susceptible de unir mono-ubiquitina. Estos resultados indican que SUMO y mono-ubiquitina
compiten por los mismos residuos en PTEN, como se ha demostrado para otros sustratos. La
proteina IxB-o mantiene inactivo el factor de transcripcion NF-kB en el citoplasma a través de
su interaccién con esta proteina. Ante un estimulo positivo, IkB-a es fosforilado y
posteriormente ubiquitinado en el residuo de lisina K21, lo que promueve su degradacion via
proteasoma. Sin embargo, el residuo K21 también puede conjugarse con SUMO, modificacion
que previene la degradacion de la proteina, regulando negativamente la expresion de los genes
dependiente de NF-kB (Desterro et al., 1998). Otro ejemplo es el de la proteina supresora de
tumores von Hippel-Lindau (VHL) o el del antigeno nuclear de células proliferantes (PCNA).
SUMO vy ubiquitina compiten para conjugarse al mismo residuo de lisina de VHL y PCNA,
regulando en sentidos inversos la estabilidad y distribucion subcelular de la proteina y afectando
en sentidos opuestos a la resistencia de las células a dafio al ADN, respectivamente (Cai et al.,
2010; Hoege et al., 2002).

Trabajos desarrollados durante los ultimos afios han demostrado que algunos de los
principales supresores de tumores de la célula desarrollan también una actividad importante para
el control de la infeccion viral y podrian actuar como sensores frente a estos patogenos (Everett
and Chelbi-Alix, 2007; Garcia et al., 2006a; Garcia et al., 2009; Mufnoz-Fontela et al., 2005;
Takaoka et al., 2003). Existen diversas evidencias que apuntan a que PTEN podria formar parte
de este grupo de supresores tumorales. La expresion de la proteina X del virus de la hepatitis B

modula la activacion transcripcional de PTEN mediada por p53, lo que induce una disminucion
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en los niveles del supresor de tumores PTEN (Chung et al., 2003). Ademas, los niveles de
PTEN incrementan significativamente en células infectadas con el virus del papiloma humano
tipo 6 o tipo 11, lo que podria ser interpretado como un mecanismo de defensa del hospedador
para reducir la proliferacion celular e inducir la muerte de las células infectadas con el virus
(Sun and Seinberg, 2002). Finalmente, estudios realizados inyectando VSV en la prostata de
ratones control y ratones con PTEN deleccionado especificamente en prostata, revelaron que
VSV replicaba mejor en prostatas de ratones transgénicos que en la de animales salvajes, debido
a la deficiencia en la respuesta del interferén de los animales transgénicos (Moussavi et al.,
2010). Nuestros resultados empleando fibroblastos primarios de raton revelan que cuanto mayor
son los niveles de PTEN menor es la replicacion de VSV. Ademas, la reintroduccion de PTEN
en células tumorales que no expresan la proteina limita parcialmente la replicacion viral. En su
conjunto estos resultados demuestran que PTEN modula la replicacion de VSV.

Existen varias vias moleculares que se activan en la célula en respuesta a la infeccion
con VSV, con el fin de controlar la infeccion viral. Estos mecanismos incluyen la activacion de
la via de NF-kB o la via de la proteina quinasa activada por el ARNdc (PKR). Aunque no
encontramos diferencias significativas en la activacion de la ruta de NF-xB en los distintos
MEFs, independientemente de los niveles de PTEN, si encontramos diferencias en la activacion
de la via de la PKR. El ARNdc que se produce durante la infeccion viral activa PKR. PKR
activada induce, entre otras, la fosforilacion de elF2a, conduciendo asi a la inhibicion de la
sintesis de proteinas celulares y virales y a la induccion de apoptosis. Los niveles del elF2a
fosforilado que se detectaron en los MEFs fueron aumentando en funciéon de los niveles de
PTEN que expresaban las células. De la misma forma, los niveles de PARP activado detectados
correlacionaban positivamente con los niveles de PTEN. Estos resultados indicaban una mayor
activacion de la ruta de PKR y, consecuentemente, una mayor apoptosis en aquellas células con
mayores niveles de PTEN, mecanismo que podria favorecer el control de la replicacion viral. En
este sentido, se ha demostrado recientemente que la inactivacion de PTEN en células de
melanoma humanas reduce la fosforilacion de elF2-o y que la reconstitucion de células de
glioblastoma o de cancer de prostata que carecen de PTEN con este supresor de tumores induce
la activacion de PKR y la fosforilacion de elF2-a, y que esta activacion es necesaria para la
induccion de apoptosis y supresion tumoral mediadas por PTEN (Mounir et al., 2009).

Otra via molecular que se supone importante para la infeccion viral es la via de
PI3K/Akt. Existen diversos ejemplos de virus ADN tales como el virus de Epstein-Barr, el virus
de Herpes simplex tipo 1 o SV40, y virus ARN tales como el virus de la Hepatitis C, el Ebola y
el virus respiratorio sincitial, que inducen o activan dicha ruta durante la infeccion (Buchkovich
et al., 2008; Cooray, 2004; Ehrhardt and Ludwig, 2009), con el fin de beneficiarse de las

propiedades anti-apoptdticas de esta ruta (Cooray, 2004). Sin embargo, el papel de la via de la

88



Discusion

PI3K/Akt para la replicacion de otros virus no estd tan claro. Un ejemplo lo tenemos en los
diversos resultados contradictorios que existen sobre el papel de esta ruta sobre la infeccion con
VSV. Se ha descrito que la inhibicion de distintos sustratos de esta via potencian la replicacion
de VSV (Alain et al., 2010; Minami et al., 2007), que la actividad quinasa de PI3K es
importante para la entrada del virus (Le Blanc et al., 2005) y que la actividad de Akt es esencial
para la replicacion del virus (Sun et al., 2008). Otros por el contrario, han descrito que el
tratamiento con inhibidores de la ruta no afectan a la replicacion de VSV (Connor et al., 2002;
Dunn et al., 2009) y otro trabajo describe una mayor replicacion de VSV tras la inhibicion de la
ruta (Schabbauer et al., 2008). Como PTEN es un regulador negativo de la via PI3K-Akt
(Stambolic et al., 1998; Haas-Kogan et al., 1998; Maehama y Dixon, 1998), decidimos analizar
el estado de activacion de la misma a distintos tiempos de iniciada la infeccién con VSV en los
MEFs con distintos niveles de PTEN. El analisis de los MEFs heterocigotos para PTEN mostré
que aunque inicialmente se produce una activacion de la via de PI3K/Akt en respuesta a la
infeccion viral, ésta va seguida de una inhibicion y que dicha inhibicion es totalmente
dependiente de los niveles de PTEN. Estos resultados, asi como la observacion de que PTEN se
traslada a la membrana citoplasmatica en respuesta a la infeccion con VSV, nos lleva a postular
la hipotesis de que PTEN se activa en respuesta a la infeccion viral y se mueve hacia la
membrana donde inhibiria la activacion de esta ruta.

El analisis de la activacion de la ruta de PI3K/Akt en respuesta a la insulina tras la co-
expresion de Ubc9 y SUMO1 o SUMO2 junto con PTEN sugiere que la modificacion con
SUMO modula positivamente la actividad fosfatasa de PTEN. Este efecto de SUMO es opuesto
al descrito para la mono-ubiquitina ya que la mono-ubiquitinacion de PTEN inhibe su actividad
fosfatasa in vitro (Maccario et al., 2010). Por tanto, podria existir un mecanismo de regulacion
de las actividades de la proteina a través de modificaciones post-traducionales transitorias en
funcion de un estimulo dado. De la misma forma, la co-expresion de Ubc9 y SUMO1 o SUMO2
increment6 el control de la replicacion de VSV ejercida por PTEN, mientras que la co-expresion
de la desumoilasa SENP1 revirtio este efecto, sugiriendo que la conjugacion de SUMO a PTEN
favorece la actividad antiviral de la proteina. Estos resultados, por tanto, apuntarian a que la
modificacion de PTEN por SUMO forma parte del mecanismo de defensa de las células frente a
la infeccion viral. Recientemente se demostrd que la actividad antiviral de otra proteina celular
se veia potenciada por SUMO. La proteina TRIMS5a, un factor que limita la replicacion de
algunos retrovirus, interacciona con SUMO y esta interaccion es necesaria para que la proteina
pueda ejercer su actividad antiviral (Arriagada et al., 2011).

SUMO también puede modular la actividad transcripcional de distintos sustratos,
normalmente inhibiéndola (Gill, 2003; Gil, 2005; Verger et al., 2003). Por ello, analizamos el

efecto de SUMO sobre la activacion transcripcional de p53 mediada por PTEN. Nuestros
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resultados indican que la coexpresion de Ubc9 y SUMOI1 o SUMO?2 inhibe la actividad
transcripcional de p53 mediada por PTEN.

Existen evidencias de que PTEN se desplaza a los PML-NB tras la sobre-expresion de
PML (Song et al., 2008). Nuestros experimentos de sobre-expresion de PML revelaron que
PTEN se moviliza hacia los PML-NB de manera dependiente de la sumoilacion de PML y de la
interaccion de PML con SUMO de forma no covalente, pero de manera independiente de la
sumoilacion de PTEN. Sin embargo, dado que las interacciones no covalentes con SUMO
pueden regular el reclutamiento de proteinas a los cuerpos nucleares de PML (Matunis et al.,
2006; Shen et al., 2006) y que, como hemos demostrado en este trabajo, PTEN es capaz de
interaccionar con SUMO de forma no covalente, es posible que el reclutamiento de los mutantes
de PTEN en las lisinas susceptibles de conjugar SUMO a los PML-NB sea a través de los
dominios putativos SIM de PTEN. No podemos, por tanto, descartar a SUMO como uno de los
factores implicados en la movilizacion de PTEN hacia los PML-NB. Dado que PML pertenece a
ese grupo de supresores de tumores capaces de controlar la infeccion viral y en concreto la
replicacion de VSV (Regad y Chelbi-Alix, 2001b) y que PTEN es reclutado a estas estructuras
tras la sobre-expresion de PML, decidimos evaluar si la co-expresion de ambos supresores de
tumores favorecia el control de la replicacion de VSV que se observaba tras la expresion de
cada uno de ellos por separado. La evaluacion del titulo viral de células que co-expresaban PML
y PTEN, demostré que estas proteinas cooperan en el control de la infeccion con VSV. En su
conjunto, estos hallazgos revelan como la interaccion de los virus con la célula huésped modula
la maquinaria post-traduccional del hospedador y establece una nueva relacion funcional entre

las proteinas supresoras de tumores y el control de la infeccion viral.

90



& CONCLUSIONES






Conclusiones

10.

La proteina E3 del virus vaccinia se modifica por SUMO1 y SUMO?2 in vitro e in vivo y
los residuos de lisina K40 y K99 estan implicados en esta modificacion post-
traduccional.

La conjugacion de SUMO a E3 no afecta ni a la localizacion subcelular ni a la
estabilidad de la proteina y no es necesaria para la replicacion viral.

La sumoilacion de E3 regula negativamente su actividad transcripcional.

La proteina E3 presenta un dominio SIM que regula su estabilidad, interaccion no
covalente con SUMO, la conjugacion a SUMO vy su localizacion subcelular.

E3 se modifica por ubiquitina y esta modificacion esta modulada por USP7. Ademas, la
longitud de las cadenas de ubiquitina que se conjugan a E3 esta regulada por el dominio
SIM.

La infeccion viral induce una modificacion post-traduccional del supresor de tumores
PTEN y su desplazamiento hacia la membrana citoplasmatica.

PTEN se sumoila in vitro e in vivo y esta modificacion es favorecida por la infeccion
viral. Los residuos de lisina K266 y K289 estan implicados en la conjugacion de SUMO
y mono-ubiquitina y los mutantes en estas posiciones presentan una localizacion
citoplasmatica.

PTEN inhibe la replicacion de VSV a través de la activacion de la via de PKR y la
induccion de apoptosis y modula la activacion de la via de PI3K/Akt en respuesta a la
infeccion con VSV.

La conjugacion de SUMO a PTEN ejerce un efecto negativo sobre su capacidad de
regular la actividad transcripcional de p53, pero potencia la actividad fosfatasa de
PTEN y su actividad antiviral.

PTEN interacciona con SUMO de manera no covalente y la sobreexpresion de PML
induce el desplazamiento de PTEN a los PML-NB de forma independiente de la
sumoilacién y mono-ubiquitinacion de PTEN pero dependiente de la interaccion
covalente y no covalente de PML con SUMO. PML y PTEN cooperan para inhibir la
replicacion de VSV.
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