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Participacion de la conjugacion de SUMO en la biogénesis de los ARN

pequeios nucleares

RESUMEN

Los ARN pequeiios nucleares (snRNAS) son moléculas de ARN no codificantes,
de menos de 350 nucleétidos, ricos en uracilos, que se asocian con un gran conjunto
de proteinas formando ribonucleoparticulas pequeifias nucleares conocidas como
“snRNPs”. Las funciones bioldgicas de los snRNAs estan bien caracterizadas desde hace
afios. Los snRNAs U1, U2, U4, U5 y U6 forman las particulas snRNPs que llevan el
mismo nombre y que se ensamblan para dar lugar al spliceosoma “mayor”, mientras
que U11, U12, U4 atac, U6 atac juntos con U5 participan de la conformacién del
spliceosoma “menor” o minoritario. Por su parte, el snRNA U7 es requerido para el
procesamiento de los pre-ARNm que codifican para las histonas no replicativas y el U3
es necesario para el procesamiento del ARN ribosomal. El snRNA 7SK es responsable
de regular los niveles activos de p-TEFb, un complejo quinasa responsable de fosforilar
a la ARN polimerasa Il. La ARN polimerasa lll es la responsable de transcribir a U6, U6

atacy 7SK, mientras que la ARN polimerasa Il transcribe los restantes snRNAs.

Teniendo en cuenta la relevancia de los snRNAs para la formacion del
spliceosoma y consecuentemente para el proceso de splicing, que la regulaciéon de la
expresion de estos ARNs no codificantes es aun escasamente comprendida, asi como
también trabajos previos de nuestro laboratorio que demostraron la importancia de la
conjugacién de SUMO (o “SUMOQilacidon”) para el ensamblado y actividad catalitica del
spliceosoma, decidimos explorar una posible conexién entre la maquinaria de SUMO y

la biogénesis de los snRNAs transcriptos por la ARN polimerasa Il.

Hemos hallado que disminuir la SUMOilacién global en células en cultivo,
mediante la sobre-expresién de distintas SUMO proteasas, altera los niveles de snRNAs
nacientes (no procesados). Ademas, pudimos identificar que diversas proteinas que
forman parte de los complejos reguladores de las diferentes etapas de la biogénesis de
los snRNAs son blanco de conjugacién de SUMO. Nos enfocamos en dos de estas

proteinas: SNAPC1, un factor de transcripcion especifico de snRNAs que pertenece al



complejo SNAPc; y la proteina INTS11, subunidad responsable del procesamiento 3’ de

los snRNAs nacientes dentro del complejo Integrator.

En el caso de SNAPC1, observamos que al mutar las lisinas 245 y 333 disminuye
drasticamente su conjugacién a SUMO y esta proteina mutante deficiente de
SUMOilacion (SNAPC1 K245/333R) es incapaz de activar la transcripcion de Ul y U2, a
pesar de no tener alterado su reclutamiento a los promotores correspondientes. Esto
indicaria que la SUMOQilacién de SNAPC1 es necesaria para que pueda ensamblarse el
complejo SNAPc o bien para que este complejo reclute a los factores generales de la
transcripciéon. Ademas, observamos que en ciertas lineas celulares en cultivo, la sobre
expresion de dicha mutante lleva a la muerte celular. Esto podria deberse a alguna

tolerancia diferencial a las alteraciones en los niveles de snRNAs.

En el caso de INTS11, mediante mutagénesis dirigida pudimos determinar que
las lisinas 381, 462 y 475 son blancos de conjugacién de SUMO. Observamos que una
version triple mutante de esta proteina, INTS11 K381/462/475R o “3KR”, es incapaz de
clivar transcriptos nacientes de snRNAs, a diferencia de la versidén salvaje. Ademas,
INTS11 3KR tiene alterada su interaccién con algunas subunidades del complejo
Integrator, pero no con aquellas que conforman el mddulo catalitico
(INTS4/INTS9/INTS11). Estos resultados sugieren que la SUMOQilacion de INTS11 no
participa en el ensamblado del mddulo catalitico, pero es necesaria para la
conformacion de todo el complejo Integrator. Por otro lado, encontramos que INTS11
3KR presenta una localizacion sub-celular mas citoplasmatica que la versidn salvaje. Se
ha postulado al complejo Integrator como un complejo modular que se va ensamblado
en forma co-transcripcional. Nuestros resultados nos llevan a proponer que el médulo
catalitico se encuentra pre-ensamblado y que podria hallarse como tal en el

citoplasma.

Los resultados presentados muestran la relevancia de la SUMOilacion en la
biogénesis de los snRNAs, tanto en el inicio de la transcripcion como en el

procesamiento 3’ de dichos transcriptos.

Palabras claves:

Modificaciones post-traduccionales — conjugacion de SUMO - snRNAs - Complejo Integrator -
INTS11 - Complejo SNAPc - SNAPC1
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INVOLVEMENT OF SUMO CONJUGATION IN SMALL NUCLEAR RNA
BIOGENESIS

ABSTRACT

Small nuclear RNAs (snRNAS) are non-coding RNA molecules of less than 350
nucleotides, rich in uracil, which associate with a large set of proteins giving rise to
small nuclear ribonucleoparticles known as “snRNPs”. The biological functions of
snRNAs have been well characterized. The snRNAs U1, U2, U4, U5 and U6 form the
snRNPs that are recognized by the same name, and which composed the major
spliceosome; while U11, U12, U4 atac, U6 atac together with U5 participate in the
conformation of the minor spliceosome. U7 snRNA is required for the processing of
pre-mRNAs that encode non-replicative histones and U3 is necessary for ribosomal
RNA processing. 7SK snRNA is responsible for regulating the activity of p-TEFb, a kinase
complex responsible for phosphorylating RNA polymerase Il. RNA polymerase Il is
responsible for transcribing U6, U6 atac and 7SK, whereas RNA polymerase I

transcribes the remaining snRNAs.

Taking into account the relevance of snRNAs for spliceosome composition and
function and consequently for the splicing process, that the regulation of the
expression of these non-coding RNAs is still poorly understood, together with previous
work from our laboratory that demonstrated the importance of SUMO conjugation (or
"SUMOylation") for spliceosome assembly and catalytic activity, we decided to explore
a possible connection between the SUMO machinery and the biogenesis of snRNAs, in

particular those transcribed by RNA polymerase Il.

We have found that decreasing global SUMOylation in cultured cells, through
the overexpression of different SUMO proteases, alters the levels of nascent
(unprocessed) snRNAs. Furthermore, we have identified a variety of proteins that are
part of the regulatory complexes of the different stages of snRNA biogenesis as
bonafide SUMO conjugation targets. We focused on two of these proteins: SNAPC1, a
specific snRNA transcription factor that belongs to the SNAPc complex; and the INTS11
protein, the subunit responsible for the 3' endonucleolytic cleavage of nascent snRNAs

within the Integrator complex.



In the case of SNAPC1, we have observed that mutating lysine residues 245 and
333 drastically reduced SUMO conjugation to this protein. This obtained SUMOylation-
deficient mutant (SNAPC1 K245/333R) is unable to activate the transcription of U1 and
U2, despite the fact it is still recruited to the corresponding promoters. This would
indicate that SUMOylation of SNAPC1 is required for SNAPc complex assembly or for
this complex to recruit general transcription factors. Furthermore, we have observed
that in certain mammalian cell lines, the overexpression of this mutant leads to cell

death. This could be due to a differential sensitivity to alterations in snRNA levels.

In the case of INTS11, through site-directed mutagenesis we have determined
that lysine residues 381, 462 and 475 are SUMO conjugation sites within this protein.
We observed that a triple mutant version, INTS11 K381 / 462 / 475R (“3KR"), is unable
to cleave nascent snRNA transcripts, unlike the wild type version. Furthermore, INTS11
3KR displays a diminished interaction with certain subunits of the Integrator complex,
but not with those that compose the catalytic core (INTS4 / INTS9 / INTS11). These
results suggest that INTS11 SUMOylation is not involved in the assembly of the
Integrator catalytic core but is necessary for the conformation of the entire complex.
On the other hand, we have found that INTS11 3KR displays a more cytoplasmic sub-
cellular localization than the wild type version. The Integrator complex has been
postulated as a modular complex that is assembled in a co-transcriptional manner. Our
results lead us to suggest that the catalytic module is independently pre-assembled

and that it could be found as such in the cytoplasm.

The results presented in this thesis uncover the relevance of SUMOylation for
snRNA biogenesis, both for transcription initiation as well as for 3’ end processing of

these transcripts.
Key words:

Posttranslational Modifications - SUMO conjugation — snRNAs - Integrator complex — INTS11 -
SNAP complex — SNAPC1
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INTRODUCCION

Funcion de los ARN pequeios nucleares

En las células animales existen tres ARN polimerasas, la ARN polimerasa | es
responsable de transcribir el ARN ribosomal (Moss et al. 2007), mientras que la ARN
polimerasa Il transcribe diversos ARN no codificantes, entre ellos los ARN de
transferencia, los ARN pequeiios nucleares 7SK, U6 y U6 atac (White et al. 2011). Por
otro lado, la ARN polimerasa Il (RNAPII) es la encargada de transcribir los ARN
mensajeros (mMRNAs), los ARN largos no codificantes (IncRNAs), diversos micro ARN
(microRNAs) y los restantes ARN pequeiios nucleares (snRNAs) (Lee et al. 2004;
Jawdekar & Henry 2008; Shi et al. 2013; Srivastava & Ahn 2015; Guiro & Murphy 2017;
Chen et al. 2018).

Los snRNA tienen menos de 350 nucleétidos de longitud, son ricos en uracilos y
estdn asociados con proteinas formando ribonucleoparticulas pequefias nucleares
llamadas “snRNPs”. Las funciones bioldgicas de los snRNAs estan bien caracterizadas
desde hace afios. Los snRNAs U1, U2, U4, U5 y U6 forman el spliceosoma mayor, una
maquinaria ribonucleoproteica, que se ensambla sobre los intrones candnicos
(conocidos por comenzar con secuencias 5 GT y terminar en su extremo 3’ con AG) de
los ARN mensajeros inmaduros (pre-mRNAs) posibilitando que sean escindidos de sus
exones flanqueantes con la precision de un nucléotido y los exones son
posteriormente religados para dar lugar a ARNm maduros, proceso conocido como
splicing. Existen otro tipo de intrones, minoritarios, que estan flanqueados por
secuencias AT/AC y son capaces de reclutar el spliccosoma menor compuesto por los
snRNAs U11, U12, U4 atac, U5 y U6 atac snRNPs, para realizar el proceso de splicing
(Turunen et al. 2013). El spliceosoma no se encuentra pre-formado como tal, sino que
se ensambla de novo para cada intrén que deba ser escindido, lo cual va ocurriendo a
medida que el pre-mRNA emerge de la maquinaria transcripcional comandada por

RNAPII, en lo que se conoce como splicing co-transcripcional (Herzel et al. 2017).

Por otro lado, el snRNA U7 es requerido para el procesamiento 3’ de los pre-
ARNm que codifican para las histonas no replicativas, proceso que también ocurre en

forma co-transcripcional, mientras que el sn(o)RNA U3 es necesario para el
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procesamiento de ARN ribosomal (Culver 2002). La funcién del snRNA 7SK es regular
los niveles de P-TEFb activo, un complejo proteico compuesto por la quinasa CDK9 y la
ciclina T1, capaz de fosforilar la regién C-terminal de la RNAPII, controlando asi la

elongacion de la RNAPII (Michels et al. 2004).

En esta tesis nos enfocaremos en los snRNAs transcriptos por la RNAPII y que

conforman el splicesosoma mayoritario: U1, U2, U4 y U5.

Variantes de snRNAs

Los genes que codifican para snRNAs suelen estar en multiples copias, por
ejemplo, el gen de Ul tiene cuatro copias en tdndem en el cromosoma 1 y el gen U2
posen quince copias en tdndem en el cromosoma 17. Ademads, se han detectados
pseudogenes para snRNAs (Marz et al. 2008) pero en los ultimos afos, se observé en
distintos tipos celulares que algunas variantes de U1, que habian sido descriptas como
pseudogenes inactivos, poseen marcas activas de transcripcidn en sus promotores,
comprobdndose ademds que se expresan, que son necesarios para el splicing de un
determinado set de ARN mensajeros, (Kyriakopoulou et al. 2006; O'Reilly et al. 2013;
Guiro & O'Reilly 2015; Vazquez-Arano et al. 2016). Por otro lado, han sido descriptas
distintas variantes de U5, cinco en humanos y siete en Drosophila melanogaster,
expresadas diferencialmente a lo largo del desarrollo y cada variante es capaz de
formar parte de snRNPs funcionales y participar en el proceso de splicing (Sontheimer

et al 1992; Chen et al. 2005).

Caracteristicas de los genes de los shnRNAs

A pesar de que la funcién de los snRNAs esta bien caracterizada, la regulacién
de su expresién no estd completamente comprendida aun. Vale la pena mencionar
gue los niveles de snRNAs en los humanos varia entre los diferentes érganos, entre
tejido sano y tejidos correspondientes a diferentes tipos de cancer (Dvinge et al. 2019).
Ademas, fue demostrado que es posible disminuir la abundancia de los snRNAs en
células en cultivo, mediante la transfeccidon de ASOs (oligonucledtido antisentido) que
tienen como blanco los snRNAs, y al alterar la abundancia de los snRNAs se genera un

cambio en los patrones globales de splicing alternativo (Dvinge et al. 2019).
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La estructura del promotor que dirige la expresién de los snRNAs humanos
presenta caracteristicas que la distinguen de aquella correspondiente a los promotores
a partir de los cuales se transcriben los ARN mensajeros y de otros ARN no codificantes
transcriptos por la RNAPII: posee una secuencia especifica llamada proximal sequence
element (PSE), comparable a la “TATA box”, y una regién distal llamada distal sequence
element (DSE) que actia como enhancer (Matera & Wang 2014). El PSE es reconocido
por un complejo denominado small nuclear activator complex (SNAPc), y el DSE recluta
a los factores de transcripcién Oct-1/POU2F1 y ZNF143 (Murphy 1997; Yoon et al.
1995). Si la regiéon promotora ademas posee una region TATA box rio abajo del PSE,
como es el caso de U6, el snRNA es transcripto por la ARN polimerasa Ill con sus
factores accesorios para la elongacién y procesamiento 3’, lo que indica que las
regiones PSE y DSE regulan la transcripciéon de snRNAs mediada por ambas ARN
polimerasas (Hernandez 2001). Los transcriptos correspondientes a los snRNAs se
encuentran modificados en su extremo 5’ al igual que los ARNm, es decir poseen un
“cap”, pero no contienen intrones ni son poliadenilados. Los genes de los snRNAs que
son transcriptos por la RNAPII poseen en su extremo 3’ una region llamada 3’ box que
es necesaria para el procesamiento del ARN naciente y en el gen se encuentra ubicada
a unas 9-19 bases rio abajo de lo que corresponderia a la secuencia madura del snRNA
(CDS)(Figura 11). La secuencia del 3’ box es GUUUNo.3AAARNNAGA, donde N es
cualquier base y R es una purina, tiene una extension entre 16-20 nucledtidos y
durante su transcripcion es reconocido por un complejo multiproteico conocido como
Integrator complex que procesa el ARN naciente (Baillat et al. 2005), Unicamente
cuando el transcripto proviene de un promotor de snRNA. Este Ultimo dato indica la
importancia de los factores de transcripcién y elongacion especificos para el
reconocimiento del 3’ box y por lo tanto para el procesamiento 3’ de los snRNAs

(FIGURA 11).
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Figura I1. Esquema de transcripcion de los snRNAs y mRNAs transcriptos por ARN polimerasa
Il. El distal secuence element (DSE) actia como un enhancer de la transcripcion, el proximal
secuence element (PSE) es el promotor especifico de los snRNAs, comparable con el “TATA
box”. Pol Il es RNAP Il, GTF indica los factores generales de la transcripcion, SNAPc es un factor
de transcripcion especifico de los snRNAs, LEC es el complejo de elongacion necesario para la
expresion de los snRNAs, mientras que el SEC es el complejo de elongacion para la expresion
de los mRNAs. Los snRNAs no poseen intrones, ni seiial de corte y poliadenilacion (pA), utilizan
la secuencia conocida como 3’ box, la cual es reconocida por el Integrator complex que, a
través de su subunidad catalitica INTS11, procesa el extremo 3’ de los snRNAs inmaduros o

pre-snRNAS. Adaptado de Matera & Wang 2014.

Proteinas involucradas en la transcripcion de los snRNA

La RNAPII es una enzima multimérica compuesta por 12 subunidades. Rpb1 es
la subunidad mayor y en la que reside la actividad catalitica, cuenta con un dominio
carboxilo terminal (CTD) que consiste en 52 repeticiones de la heptada YSPTSPS.
Durante la transcripciéon, la fosforilacion, entre otras modificaciones post
traduccionales, del CTD favorecen o impiden el reclutamiento de factores, por lo cual
se define el CTD como “plataforma de interaccion" (Mufioz et al. 2010; Srivastava &

Ahn 2015; Zaborowska et al. 2016). La serina 7, dentro de la heptada arriba
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mencionada, se encuentra fosforilada durante la expresidon de todos los genes, pero
resulta esencial para la expresion de los snRNAs (Egloff et al. 2007). Tanto la serina 7
como la serina 5 son fosforiladas por la quinasa dependiente de ciclina 7 (CDK7),
subunidad del complejo TFIIH (Akhtar et al. 2009), y luego del inicio de la transcripcion,
la serina 7 media el reclutamiento de la fosfatasa RPAP2 la cual desfosforila la serina 5.
CDK?9 fosforila la serina 2 de las heptadas, dentro del CTD, y tanto la fosforilacion de la
serina 7 como la de la serina 2 son necesarias para el reconocimiento del 3’ box (Egloff
et al 2010). Ciertas quinasas parecen cumplir algun rol durante la biogénesis de los
snRNAs dado que inhibidores de CDK9 afectan el procesamiento 3’ de los snRNAs pero
no su expresion (Cuello et al. 1999; Medlin et al. 2005), mientras que la ausencia de
CDK12, otra quinasa capaz de fosforilar la serina 2, afecta la transcripciéon de los
snRNAs (Bartkowiak et al 2010; Liang et al 2015). Una vez iniciada la transcripcion,
tiene lugar el agregado del cap (capping) en el extremo 5 de los transcriptos
nacientes: en los ARNm la maquinaria involucrada es reclutada a dicho extremo en
forma co-transcripcional y es activada alostéricamente al reconocer la fosforilaciéon de
la serina 5. Al igual que para los ARNm, el capping ocurre co-transcripcionalmente en
la sintesis de snRNAs, posiblemente mediada por la fosforilacién de la serina 5, (Guiro

& Murphy 2017).

Factores de iniciacion de la transcripcion

Los factores de transcripcion Oct1, SP1, NF1 y Staf se unen a las secuencias DSE,
gue actla como enhancer. Octl estabiliza la unién del complejo SNAPc al PSE a través
de una interaccién directa (Jawdekar & Henry 2008). SNAPc recluta a la proteina TATA-
binding protein (TBP) y a los factores asociados a TBP (TAFs), que incluyen a TAFS5,
TAF6, TAF8, TAF9, TAF11 y TAF13. Este subset de TAFs/TBP también se encuentra
involucrado en la transcripcion de genes codificantes dependiente de RNAPII. Sin
embargo, no todos los genes de los snRNAs reclutan los mismos factores, aln cuando
son transcriptos por la misma ARN polimerasa. Por ejemplo, el gen U2 no recluta al
TAF7, pero si es reclutado a los genes U1, U4, U5 y U11 (Zaborowska et al. 2012). TAF7
es capaz de reclutar al complejo multi proteico Mediator complex, el cual es necesario
para una transcripcién eficiente de los snRNAs, al igual que de los genes codificantes.

Se desconoce de qué manera el Mediator complex es reclutado al gen U2. Al igual que

17



INTRODUCCION

para los genes codificantes, para la transcripcion de los snRNAs son necesarios los
factores generales de la transcripcidon TFIIA, TFIIB, TFIIE, TFIIF y TFIIH (Kuhlman et al.
1999; Glover-Cutter et al. 2009; O’Reilly et al 2014).

Small nuclear activator complex (SNAPc) es un complejo de cinco subunidades
(SNAPC1 a SNAPC5) que actua como factor de transcripcion basal de todos los snRNAs,
es capaz de reconocer la regién PSE (Figura 11) y favorece el ensamblado de los
complejos de iniciacion y elongacién (Cuello et al. 1999; Kuhlman 1999; Jawdekar &
Henry 2008; Canella et al. 2010) (Figura 12). SNAPC4 (o SNAP190) la proteina mas
grande del complejo se une al PSE directamente a través de un dominio Myb de unidn
al ADN, aunque podria no ser la Unica dado que la subunidad SNAPC3 (o SNAP50) es
capaz de unirse a ADN en ensayos in vitro, y en Drosophila melanogaster, el homdlogo
de SNAPC1 (o SNAP43) es capaz de interaccionar en forma directa con el ADN (Kim et
al. 2010; James Faresse et al. 2012). En el ensamblado del complejo se demostré que
SNAPC1 y SNAPC5 (o SNAP19) se asocian directamente al extremo N-terminal de
SNAPC4, mientras que SNAPC2 (o SNAP45) se asocia por su C-terminal (James Faresse
et al. 2012). Por otro lado, SNAPC1 sirve como andamiaje para la interaccién de
SNAPC3 con SNAPC4, lo que permitié describir la formaciéon de un complejo minimo
SNAPc que incluye a SNAPC1, SNAPC3 vy la regidn N-terminal de SNAPC4, que es capaz
de reclutar a TBP y de activar la transcripcion (Mittal et al 1999; James Faresse et al.
2012). Por otra parte, SNAPC1 es capaz de interaccionar con las proteinas Rb y p53, y
se postula que estas interacciones regulan la expresion de los snRNAs durante el ciclo

celular (Hirsch et al. 2000; Gridasova et al. 2005).

Mas alla de su participacién en la transcripciéon de los snRNA, por ensayos de
inmunoprecipitaciéon de la cromatina (ChIP) y secuenciacion masiva, se reporté a
SNAPC1 como un factor que se encuentra asociado a genes codificantes, en particular
aquellos de repuesta temprana al factor de crecimiento epidermal (EGF) (Baillat et al.
2012). Sin embargo, otros trabajos que utilizaron las mismas metodologias y fueron
publicados en el mismo ano, lo han reportado principalmente asociado a los genes de

los snRNAs (James Faresse et al. 2012).
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Figura 12. Factores involucrados en la transcripcidon de los snRNAs. En la regiéon DSE se unen
los factores de transcripciéon Oct-1 y Staf. En el PSE se une el complejo SNAPc, formado por
cinco proteinas, encargado de reclutar a TBP y RNAPII con sus factores asociados. SNAPC1 =
SNAP43, SNAPC2 = SNAP45, SNPAC3= SNAP50, SNAPC4= SNAP190 y SNAPC5= SNAP19.
Obtenido de Jawdekar & Henry 2008.

Factores de elongacion

La funcidn del complejo mediador o Mediator complex, (compuesto por 26
subunidades), ha sido bien caracterizada para los genes codificantes transcriptos por la
RNAPII: actia como un nexo entre los factores de transcripcion y la maquinaria basal
de transcripcion compuesta por los factores generales de la transcripcion y la RNAPII,
favoreciendo el ensamblado del complejo de pre-iniciacién formado por la proteina
TBP vy sus factores asociados (Chen et al. 2018). Por su parte, el reclutamiento del
Mediator complex, mediado por el factor TAF7, a los genes de snRNAs ha sido
descripto mas recientemente. Se observé que la subunidad Med26, en la regién
promotora de los snRNAs, intercambia a la proteina TAF7 por el factor de elongacién
Little elongation complex (LEC), permitiendo el inicio de la transcripcion y la elongacién

de dichos genes (Takahashi et al. 2015).

Es importante mencionar que luego del inicio de la transcripcidn, en diversos
genes codificantes opera un control temprano de la elongacién (EEC por su sigla en
inglés). Lo descripto hasta el momento es que los factores de elongacion negativos
DSIF (heterodimero compuesto por las proteinas Spt5 y Spt4) y NELF (compuesto por
NELF-A, NELF-B, NELF-C/D y NELF-E) generan el pausado de la RNAPII. La quinasa CDK9,
subunidad de P-TEFb, fosforila la serina 2 del CTD de la RNAPII, a NELF que al ser

fosforilado deja de interaccionar con la RNAPII, y a la region C-terminal de Spt5 (DSIF),
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andloga al CTD, lo cual convierte al represor DSIF en un activador de la elongacion,
liberando asi el pausado de la RNAPII. Posteriormente, es reclutado un complejo
llamado super elongation complex (SEC) compuesto por los factores de elongacién ELL,
AFF1, AFF4, AF9, ENL y P-TEFb (Smith et al. 2011; Jonkers & Lis 2015; Chen et al. 2018).
Los genes de los snRNAs, por su parte, tienen un factor de elongacién alternativo, y
especifico llamado little elongation complex (LEC), contiene a ELL, ICE1, ICE2, y ZC3H8
(Figura 11) (Hu et al 2013).

Dentro de los componentes del LEC, el factor ELL es necesario para la expresion
de los snRNAs. ICE1 actia como andamiaje para la formacién del LEC y es la proteina
encargada de reclutar todo el complejo a los loci de los snRNAs. Hasta la fecha, se
desconoce la funcién de ICE2 y ZC3H8. El snRNP 7SK, compuesto por el snRNA 7SK,
Larp7 y MePCE, como fue mencionado anteriormente es capaz de secuestrar a P-TEFb
e inactivarlo, razén por la cual es conocido principalmente como un regulador negativo
de la elongacién. Sin embargo, se observd que es necesario para el reclutamiento y
ensamblado del LEC y la correcta expresiéon de los snRNAs, por lo tanto, ha sido

propuesto como parte del LEC (Egloff et al. 2017).

Recientemente, se ha reportado que el complejo Mediator esta involucrado no
sélo en el reclutamiento del LEC a los genes de snRNAs, sino también a los genes
codificantes de las histonas no replicativas, que al igual que los snRNAs no se
poliadenilan y su procesamiento 3’ es llevado a cabo por un complejo proteico
especifico llamado heat-labile factor (HLF). Ademas, fue demostrado que el complejo
LEC esta involucrado en el reclutamiento de los factores de procesamiento 3" tanto de
los transcriptos de histonas como de los snRNAs (Takahashi et al. 2020). Sin embargo,
no estda del todo esclarecido como el complejo LEC recluta dos complejos de

procesamiento 3’ diferente.

Factores de procesamiento 3’

El Integrator complex es un mega complejo multiproteico de mdas de un millén
de daltons de peso molecular, compuesto por 14 subunidades (INTS1-INTS14), que van
desde los 49 hasta los 244 KDa, y necesario para el procesamiento 3’ de los snRNAs

transcriptos por la RNAPIl (Baillat & Wagner 2015). La depleciéon de diversas
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subunidades de este complejo genera acumulaciéon de snRNAs nacientes sin procesar,
llevando consecuentemente a una poliadenilacion andmala de estos transcriptos
(Yamamoto et al. 2014). Durante el inicio de la transcripcién, la quinasa CDK7
(perteneciente al factor general de la transcripcion TFIIH) fosforila la serina 5 vy la
serina 7 del CTD de la RNAPII. La fosforilacion en la serina 7 favorece el reclutamiento
de la fosfatasa RPAP2, quien desfosforila la serina 5 recluta a las subunidades INTS1,
INTS4, INTS5, INTS6 e INTS7. Durante la elongacién transcripcional, la serina 2 del CTD
de la RNAPII es fosforilada por CDK9. Se determind que la fosforilacién de serina 2 y
serina 7 es necesaria para el reclutamiento de INTS9 e INTS11, postulandose que el
Integrator complex es un complejo modular que se va ensamblando durante la
transcripcion mediada por el CTD de la RNAPII (Figura 13), y que algunas subunidades
cumplirian funciones al inicio de la transcripcién mientras que otras durante el
procesamiento 3’ (Egloff et al. 2010; Egloff et al. 2012). La idea de que el Integrator es
realmente un complejo modular estd respaldada por el hecho que distintas
subunidades del mismo forman mddulos independientes. El mddulo catalitico fue el
primero en describirse, demostrandose que INTS4 actua como scaffold para la unién
de INTS9 e INTS11 de manera estable sin necesidad de ninguna otra subunidad del
complejo. Dicho modulo, formado por INTS4, INTS9 e INTS11 es el responsable del
clivaje endonucleolitico de los snRNAs nacientes (Albrecht et al. 2018). Ademas, las
subunidades INTS10, INTS13 e INTS14 forman un médulo independiente, que dentro
del complejo es capaz de unirse al ARN naciente y estabilizar la interacciéon del médulo
catalitico con el resto del complejo (Sabath et al. 2020). Por otro lado, las subunidades
INTS3 e INTS6 pertenecen a otro complejo que reconoce dafio al ADN, llamado sensor
of single stranded DNA (SOSS) (Li et al. 2009; Zhang et al. 2013). Dado que los genes de
los snRNAs estan altamente expresados y que al menos el gen de U2 no posee
nucleosomas (Egloff et al. 2009), se sugiere que INTS3 e INTS6 disminuyen el dafio al
ADN en la region correspondiente a estos genes, lo cual mantiene una cromatina laxa

favoreciendo la expresion (Baillat & Wagner 2015).
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Figura 13. Reclutamiento del Integrator a los genes de snRNAs. Una vez iniciada la
transcripcién, el CTD de RNAPII es fosforilado en la serina 5 y la serina 7 por CDK7. La serina 7
fosforilada recluta la fosfatasa RPAPII, que desfosforila la serina 5 y favorece el reclutamiento
de las subunidades INTS1, INTS4, INTS5, INTS6 e INTS7. Finalmente, CDK9 fosforila la serina 2,
que junto a la serina 7 fosforilada es reconocida por las subunidades INTS9 e INTS11 que

procesan el extremo 3’ del snRNA naciente. Obtenido de Guiro & Murphy 2017.

La mayoria de las subunidades del Integrator comparten poca identidad con
otras proteinas y se desconoce su funcion. Sin embargo, se encontré que INTS11 es un
paralogo de CPSF-73, el cual forma parte del complejo de clivaje y poliadenilacion
(CPSF), responsable del clivaje 3 de ARNm poliadenilados. CPSF-73 e INTS11
pertenecen a la superfamilia de las proteinas metallo-B-lactamasa, el dominio metallo-
B-lactamasa de cada proteina contienen aminodacidos conservados que coordinan la
catdlisis del ARN. Poseen un domino B-CASP dentro del dominio metallo-B-lactamasa,
el sitio activo se encuentra en la interfase entre ambos dominios. El dominio metallo-
B-lactamasa (residuos: 1 al 450) y el B-CASP (residuos 207 al 390) de INTS11 poseen un
40% de identidad de secuencia con los dominios de CPSF-73, indicando la similitud e

importancia de estos dominios (Baillat et al. 2005). La subunidad INTS9 es similar a la
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proteina CPSF-100, y ambos poseen los mismos dominios que INTS11 y CPSF-73, pero
no conservan los aminodcidos cataliticos y la funcién que ejerce cada una dentro de
sus respectivos complejos aln permanece desconocida. Ademds de los dominios
mencionados, las proteinas INTS9, INTS11, CPSF-73 y CPSF-100 poseen un dominio
carboxilo terminal (CTD), pobremente conservado entre ellos. INTS11 e INTS9 forman
un heterodimero mediante la interaccion de sus respectivos CTDs y estabilizado por

INTS4 (Albrecht et al. 2012; Yixuan Wua et al. 2017; Albrecht et al. 2018).

En los genes de los snRNAs, el complejo DSIF y NELF cumplen funciones
distintas a las mencionadas anteriormente para genes codificante. En los genes de
snRNAs, DSIF es capaz de unirse a la RNAPII antes de iniciar la transcripcién, y en
ausencia de la subunidad Spt5 disminuye el reclutamiento del resto del complejo, la
RNAPII y el complejo Integrator a los promotores. Por otro lado, el complejo NELF es
reclutado por el Integrator, y en su ausencia es reclutada la proteina Cstf64 a los
genes, generando una poliadenilacion anomala. Se cree que la funcién del complejo
DSIF es reclutar al Integrator al promotor de los snRNAs, mientras que NELF estd
encargado de favorecer el reconocimiento del 3’ box y consecuentemente el adecuado

procesamiento 3’ de los transcriptos (Yamamoto et al. 2014).

El complejo Integrator fue descubierto inicialmente como el encargado de
procesar los snRNAs nacientes (Baillat et al. 2005). Sin embargo, es capaz de regular la
expresion y procesamiento 3’ de otros ARN no codificantes, diferentes a los snRNAs,
tales como los transcriptos provenientes de enhancers (eRNAs) y de transcriptos que
utilizan el mismo promotor que un mRNA pero se transcriben en direccién contraria
(PROMPTSs) (Lai et al. 2015; Nojima et al. 2018). Los eRNAs favorecen la interaccién
entre un enhancer y su promotor target (Hsieh et al. 2014; Lai et al. 2015). Ademas, un
trabajo reciente mostro que la expresion del eRNA-SphK1l puede evitar el
reclutamiento de factores negativos de la transcripcidén favoreciendo la expresion de
su gen target SPHK1 (Blank-Giwojna et al. 2019). Tanto los PROMPTs como los eRNAs,
han sido clasificados como ARN no codificantes largos (IncRNA), la mayoria son mono
exonicos y capaces de formar hibridos ARN-ADN, llamado R-loops, los cuales pueden

inducir dafio al ADN e incluso pueden generar senescencia celular (Nojima et al. 2018).
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Ademas, los R-loops son capaces de facilitar la sintesis de genes cercanos (Tan-Wong

et al. 2019).

En los ultimos afios, se ha descripto al complejo Integrator regulando la
expresion de distintos genes codificantes, entre ellos los de expresién inmediata
temprana (inmediate early genes o “IEGs”) inducidos por EGF. Luego del estimulo
extracelular, INTS11 es fosforilado por ERK1/ERK2 y es reclutado, junto a las otras
subunidades, a los promotores de los IEGs siendo necesario para la transcripcion de
estos genes (Gardini et al. 2014; Yue et al. 2017). Por otro lado, ha sido reportado que
el complejo Integrator puede interaccionar con NELF y esto regula su capacidad para
detener la transcripcién. En este mismo trabajo, se observé que algunos genes
regulados por NELF presentan secuencias similares al 3’ box en su regién 3’ y que en
ausencia de INTS11 su elongacion disminuye (Stadelmayer et al. 2014). Ademas del
pausado proximal de la RNAPII, diversos genes codificantes (entre ellos los que
codifican para factores reparadores del dafio al ADN, reguladores transcripcionales,
supresores de tumores, y otros), poseen un procesamiento 3’ prematuro (cercano al
inicio de la transcripcion) siendo rapidamente degradados, limitando asi la elongacién
de la RNAPII e impidiendo la produccion de los ARN maduros correspondientes
(Kamieniarz-Gdula & Proudfoot 2019). En Drosophila, el complejo que procesa
prematuramente al ARN naciente es el Integrator. Llamativamente, en humanos se
observé que muchos genes IEGs, en ausencia de EGF, son procesados prematuramente
impidiendo su transcripcion completa. De esta manera, en presencia del estimulo EGF,
el Integrator es necesario para la expresion de estos genes mientras que, en ausencia
del estimulo, impide la transcripcion de los mismos (Elrod et al. 2019; Tatomer et al.
2019; Tatomer & W.ilusz 2020). Ademas, el Integrator es capaz de reclutar a la
fosfatasa PP2A que desfosforila el CTD de la RNAPII favoreciendo la atenuacidn
transcripcional (Huang et al. 2020; Vervoort et al. 2021). Si bien se considera al
complejo Integrator como un atenuador general de la transcripcion, existen diversos
genes codificantes que necesitan al Integrator para aumentar su expresion. Lo que
ocurre en estos genes es que, una vez iniciada la transcripcion, la RNAPII se detiene en
los primeros nucledtidos y no elonga productivamente. El procesamiento de este RNA

naciente por el complejo Integrator permite una elongacién productiva por la RNAPII
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(Beckedorff et al. 2020; Lykke-Andersen et al. 2021). En resumen, se ha postulado que
por un lado, el complejo Integrator procesa el ARN naciente de genes que se expresan
poco, manteniendo asi su bajo nivel de expresion basal, como los PROMPTSs, los eRNAs
e IEGs en ausencia de estimulo extracelular. Por otro lado, el complejo Integrator
favorece la transcripcién de ciertos genes codificantes, al procesar RNA nacientes de

RNAPII que no entraron en una elongacién productiva (Figura 14) (Lykke-Andersen et

al. 2021)
unstable:
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Figura 14. Rol dual del Integrator como atenuador y facilitador de la transcripcion de la
RNAPIIL. Una vez iniciada la transcripcion, la RNAPII tiene un check point en el cual el Integrator
procesa el transcripto naciente. Derivando en un desacople de la RNAPII del ADN y generando
RNAs que luego seran degradados o generando una elongacion productiva, y luego esos

transcriptos seran clivados y poliadenilados. Adaptado de Lykke-Andersen et al. 2021

Ensamblado de las particulas ribonucleoproteicas pequeifias nucleares o
SsnRNPs
Los snRNAs luego de ser sintetizados y procesados por el complejo Integrator

en su extremo 3’, son exportados al citoplasma donde ocurren otros pasos de
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maduracion. Los snRNAs, al igual que los ARN mensajeros, poseen cap en el extremo
5’. Sin embargo, utilizan una maquinaria de exportacion diferente a la utilizada por
estos ultimos, lo cual ha llevado a preguntarse coémo distingue la maquinaria de
exportacion los dos tipos de ARNs. Diversos trabajos han demostrado que no sélo
importa el largo del transcripto, sino también con que proteinas de unién al ARN se
asocian. Los transcriptos mayores a 300 nucleotidos son reconocidos por las proteinas
hnRNP C1 y C2, las cuales reclutan a la proteina nuclear RNA export factor 1 (NXF1,
también conocida como NTF2 related exportl) y asociados a NXF1 son exportados al
citoplasma. (Masuyama et al. 2004; Fuke et al. 2008; McCloskey et al. 2012).
Transcriptos mas cortos, no son reconocidos por hnRNP C1 y C2 y son exportados por
un set distinto de factores, entre ellos cap binding protein 20 (CBP20) y cap binding
protein 80 (CBP80, phosphorylated adapter RNA export (PHAX30) y arsenite resistence
2 (ARS2). Dichas proteinas se unen al 5'cap de los snRNAs y la proteina chromosome
region maintenance 1 (CRM1; también conocida como exportin 1), permitiendo su
exportacion al citoplasma. Existen evidencias de que el ensamblado de este complejo
de exportacién ocurre en los cuerpos de Cajal (CBs por su sigla en ingles Cajal bodies)
(Suzuki et al. 2010). Una vez en el citoplasma, se desensambla el complejo de
exportacion mediado por una desfosfrilacion de PHAX30. El complejo SMN (survival
motor neuron), el cual incluye a la proteina SMN vy diversas proteinas asociadas de la
familia GEMIN, regula la fase citoplasmatica de los snRNAs (Massenet et al. 2002). El
complejo SMN recluta siete proteinas Sm que forman un anillo alrededor de los
snRNAs. El anillo de Sm estabiliza los snRNAs, permite un procesamiento
exonucleolitico 3’ a 5’ en estos transcriptos, y los protege de nucleasas (Matera &
Wang 2014). Luego, aun en el citoplasma, el complejo SMN recluta a la proteina
trimethylguanosine synthase 1 (TGS1), una metil transferasa que modifica el 5’ del
snRNA, cambiando la estructura del cap formando un 2,2,7 trimetil guanosina que
sumado al anillo Sm actda como una sefal de localizacién nuclear. Esta sefial es
reconocida por Snurportin (SPN), que interactua directamente con el receptor
importin-8 (Fischer & Luhrmann, R 1990; Fischer et al. 1993). Los snRNPs recién
importados al nucleo se localizan transitoriamente en los CBs, donde intercambia la

interaccion con el complejo SMN por otras proteinas, dando lugar a snRNPs maduros,
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competentes para realizar su funcién especifica en el proceso de splicing (Nesic et al

2004; Schaffert et al 2004). El ensamblado de los snRNPs esta resumido en la figura I5.

snRNA transcription
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Nucleus
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assembly : SMN complex
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Pre-import complex

Figura I15. Ensamblado de snRNP. Luego de la transcripcién, los snRNAs son reconocidos por un
complejo proteico especifico que media su exportacion al citoplasma, donde sufren
modificaciones y se asocian con las proteinas Sm, para luego ser re- importados al nucleo

donde cumpliran su funcidén en el proceso de splicing. Tomado de Matera & Wang 2014.

Modificacion post traduccional de proteinas: conjugacion de péptidos de la
familia de Ubiquitina

Las proteinas pueden sufrir alteraciones quimicas luego de ser traducidas,
entre las cuales se encuentran: procesamientos proteoliticos, modificaciones de sus
residuos por adicidon de grupos quimicos, o bien la unién covalente (conjugacién) de

otros péptidos. En diversos contextos celulares estas modificaciones post-
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traduccionales, o MPTs, pueden regular la localizacién, actividad, funcién y estabilidad

de las proteinas blanco.

Dentro de la conjugacion de otros péptidos, la MPT mas conocida es la
ubiquitinacion, descubierta en 1975 como marca molecular para la degradacion de
proteinas a través de proteasoma, pero que hoy en dia sabemos que puede regular
diversas funciones proteicas. La ubiquitina (Ub), al igual que los miembros de su familia
(Ubls por Ubiquitin-like proteins) son unidas covalentemente (conjugadas) a proteinas
blanco por medio de cascadas enzimaticas, que involucra tres tipos de enzimas, E1
activadoras, E2 conjugadoras y E3 ligasas (Hay 2005). En humanos, se han identificado
varias Ubls (Tabla 11), destacdndose NEDD8 (Xirodimas 2008), I1SG15 (Andersen &
Hassel 2006; Pitha-Rowe & Pitha 2007; Ritchie & Zhang 2004), FAT10 (Groettrup et al.
2008), Atg8 y Atgl2 (Geng & Klionsky 2008), y SUMO (Hochstrasser 2000).

Ub/Ubls Saccharomyces D Ct El E2 E3 Protease m/p Substrate Function/Comments
cerevisiae
Ubiquitin Ubiquitin 100% Yes Ubel/Uba6 >37 > 600 ~80 Mm/P Thousands Many, dependent on
linkage

Nedd8 Rub1l 58 Yes NAE1-Uba3 Ubc12 ~10 CSNS, M/P? Cullins, tumor Regulate Ub conjugation
(Ube2M), NEDP1 SUppressors, via cullinRING E3 ligases,
Ube2F oncoproteins cell cycle

MNSFB - 36 Yes TCRa-like Immunoregulatory role?

(Fubl, Fau) protein, Bcl-G,

Endophilin Il

I1SG15 (UCRP) - 28/37 Yes Ubell UbcH8, Herc5 UBP43 M Viral and host Antiviral immunity, IFN-
UbcH6 proteins inducible

FAT10 - 27/36 No Ubaé Use2 Use2 Ub-independent

proteasomal degradation,
immunoregulatory role?

Ufm1 - 23 Yes Uba5 Ufcl ufil UfsP1, C200rf116 Erythroid and
UfsP2 megakaryocyte
development

SUMO1 Smt3 14 Yes SAE1-SAE2 Ubc9 ~15 SENP1,2 M Hundreds Alter interactions,

SUMO02 13 Yes SAE1-SAE2 Ubc9 ~15 SENP1,3,5,7 M/P localization, conformation
SUMO3 - 13 Yes SAE1-SAE2 Ubc9 ~15 SENP1,3,5,7 M/P
SUMO4 - 12 IkBa? NFxB signaling?, may
be pseudogene or not
processed
SUMO5 Nuclear bodies formation

Primates. Tissue-specific

Atgl2 Atgl2 12 No Atg7 Atgl0 - - M Atg5, Atg3 Autophagy, mitochondrial
homeostasis

Tabla I1. Lista de Ubls conocidas. Se detallan las proteinas de tipo Ubl junto con su % de
identidad de secuencia aminoacidica y las enzimas E1, E2 y E3 especificas para la conjugacién
de cada una de ellas. Los porcentajes de identidad corresponden a los dos dominios de tipo Ub
con respecto a ubiquitina humana madura. Ct se refiere al procesamiento C-terminal y M/P a

la conjugacion en forma de mondmeros o polimeros (ver “Mecanismo de conjugacién” mas
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abajo). Los espacios en blanco indican funciones o enzimas adn no asignadas. Tomado de van

der Veen & Ploegh 2012.

SUMO

El gen de SUMO (Smt3 en levaduras) fue inicialmente identificado en
Saccharomyces cerevisiae en un trabajo cuyo objetivo era la busqueda de supresores
de una proteina centromérica (Meluh & Koshland 1995). Se descubrié que SUMO era
capaz de unirse covalentemente a otras proteinas, siendo la primera identificada
RanGAP1 (Matunis et al. 1996; Mahajan et al. 1997). El proceso conocido como
conjugacién de SUMO, o “SUMQilacion” es una modificaciéon post-traduccional que
consiste en la unién covalente del péptido denominado SUMO a una proteina blanco,
en forma similar a la conjugaciéon de Ub. Algunos organismos como Saccharomyces
cerevisiae, Schizosaccaromyces pombe, Caenorhabditis elegans y Drosophila
melanogaster tienen un solo gen de SUMO. Otros como las plantas y animales
vertebrados poseen varios genes de SUMO (Melchior 2000). Actualmente se conocen
cinco genes en mamiferos que codifican para distintas isoformas de SUMO: SUMO1,
SUMO2, SUMO3, SUMO4 y SUMOS5. Todas ellas codifican para un polipéptido de
aproximadamente 10 kDa, con una alta identidad de secuencia (Bayer et al. 1998;
Mossessova et al. 2000). Las formas maduras de SUMO2 y SUMO3 comparten 97% de
identidad de secuencia aminoacidica y ambas comparten sélo un 50% de identidad con
SUMO1. La diferencia entre estas isoformas se ve reflejada en su funcionalidad, se cree
que SUMO1 y SUMO02/3 cumplen funciones distintas in vivo porque son conjugadas a
diferentes proteinas blanco (Wilson et al 2005; Vertegaal et al. 2006). A su vez,
SUMO2/3 pueden formar cadena de poli SUMO in vivo, a diferencia de SUMO1
(Annemarthe et al. 2013) Con respecto a SUMO4, una mutacidon en su secuencia
(sustitucién M55V) ha sido asociada a diabetes tipo | (Guo et al. 2004). SUMO 5 fue
recientemente descripto y es altamente homdlogo a SUMO1, aunque difieren en
varios aspectos. En primer lugar, SUMO5 se encuentra conservado en primates pero
parece no expresarse en ratones. Segundo, es transcripcionalmente activo sélo en
algunos tejidos, con alta expresién en testiculos y células sanguineas (Liang et al.

2016). A nivel molecular, es importante destacar que la estructura tridimensional de la
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Ub y de las Ubls, en particular la de SUMO, esta altamente conservada ( Vijay-Kumar S

et al. 1987; Bayer et al. 1998) (Figura 16).

Ubiquitina SUMO1 SUMO2/3

Figura 16. Estructura tridimensional de Ub y SUMO. Esquema comparativo de las estructuras

tridimensionales de Ub, SUMO1 y SUMO2/3. Tomado de Martin et al. 2007.

Via de conjugacion de SUMO

Como la ubiquitinacion, la SUMOilaciéon resulta en la formacion de una unidn
isopeptidica entre la glicina C-terminal de SUMO y el grupo amino € de una lisina en la
proteina blanco (Geissfriedlander & Melchior 2007). El péptido SUMO es sintetizado de
manera “inmadura” y para ser conjugado a las proteinas blanco es necesario que
atraviese un evento de maduracién mediante el cual quedan expuestas dos glicinas en
su extremo C-terminal. Para ello se requiere el clivado de los aminoacidos rio abajo de
este motivo di-glicina, proceso llevado a cabo por proteasas de SUMO a través de su
actividad hidrolasa C-terminal. Una vez que SUMO sufrid esta protedlisis, se dice que el
péptido se encuentra en estado maduro y es capaz de ser conjugado a los sustratos
mediante la via enzimatica correspondiente. El primer paso de conjugacidn consiste en
la activacion de SUMO por la enzima activadora E1 especifica de SUMO, el
heterodimero de las proteinas SAE1-SAE2 en mamiferos (Uba2-Aosl en levaduras).
Esta reaccion utiliza ATP para la formacién de un intermediario SUMO-adenilato, en el
gue el extremo C-terminal de SUMO esta covalentemente unido a AMP. La ruptura de
la union SUMO-AMP es seguida de la formacion de un enlace tioester entre el grupo

carboxilo del C- terminal de SUMO vy el grupo -SH de la cisteina catalitica en SAE2
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(C173). En el segundo paso de la reaccién, SUMO es transferido desde SAE2 a la
enzima conjugadora E2, Ubc9, formando un nuevo enlace tioester, esta vez entre la
cisteina catalitica de Ubc9 (C93) y el grupo carboxilo de la glicina C-terminal de SUMO.
Una caracteristica que diferencia a Ubc9 de las enzimas E2 del resto de las Ubls es su
capacidad de reconocer al sustrato proteico directamente. De esta manera, el
complejo entre SUMO y Ubc9 unidos mediante un enlace tioester (Ubc9~S~SUMO)
cataliza la formacién de la unién isopeptidica entre SUMO vy el sustrato. Si bien Ubc9 es
capaz de transferir a SUMO directamente al sustrato in vitro, este proceso es facilitado
in vivo por E3 ligasas de SUMO. Las E3 ligasas facilitan la transferencia de SUMO a la
proteina blanco, regulan la seleccion de sustrato y el grado de SUMOilacién in vivo. La
reversibilidad de esta modificacién es llevada a cabo por proteasas de SUMO que se
encargan de de-conjugar este péptido de las proteinas blanco. Esta serie de pasos
enzimaticos, asi como también su comparacién con la via de conjugacién de Ub, se

resumen, en forma de esquema, en la figura I7.
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Figura 17. Comparacion de la via de conjugacion de Ub y SUMO. Tanto ubiquitina (rojo), como
SUMO (azul), pueden conjugarse a cientos de sustratos (verde), a pesar de la gran diferencia

en el nimero de enzimas involucradas (E1, E2 y E3). Estos niUmeros de enzimas involucradas
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para Saccharomyces cerevisiae y humanos se indican entre paréntesis para cada caso. Luego
del procesamiento de los respectivos precursores, los péptidos son unidos covalentemente por
sus residuos glicinas (G) C-terminal, al grupo e-amino de las lisinas aceptoras en los sustratos.
Esta modificacion es reversible gracias a la presencia de las enzimas de-conjugadoras

(isopeptidasas de SUMO). Extraido de Jentsch & Psakhye 2013.

Secuencias blanco de SUMOilacion

Originalmente se consideraba que la proteina blanco de SUMOilacion tenia que
cumplir dos requisitos para que ocurra esta modificacion: contener una secuencia
consenso para la conjugacién de SUMO definida como WKXD/E donde W es un
aminodcido grande e hidrofdébico, K es la lisina blanco de la reaccidén, X es cualquier
aminoacido, D es acido glutdmico y E, acido aspartico; y contener una seiial de
localizacion nuclear (Rodriguez et al. 2001). En cuanto al requerimiento de localizacién
nuclear, se ha descartado como requisito dado que depende de cada caso especifico y
de las redes de interaccién de cada proteina (Geissfriedlander & Melchior 2007). Con
el tiempo, se han ido identificando extensiones del consenso: la primera es un sitio de
SUMOilacion dependiente de fosforilacion, PDSM (del inglés Phosphorylation-
Dependent SUMOylation Motif) (Hietakangas et al. 2006). Este motivo consiste en el
motivo convencional mencionado anteriormente seguido de un numero variable de
entre 2 y 5 aminoacidos cualquiera, seguidos de una serina fosforilada y una prolina
(WKXD/EX2-5pSP) (Hietakangas et al. 2006). Se especula que la carga negativa del
grupo fosfato podria estimular la interacciéon entre Ubc9 y el sustrato (Mohideen et al.
2009). En términos mas generales, un rol importante para residuos cargados
negativamente en posiciones hacia el extremo carboxilo de la lisina aceptora ha sido
revelado por el analisis de secuencias de muchos sustratos de SUMOQilacion (Blomster
et al. 2009). Esto llevd a la identificacién de un segundo motivo extendido, NDSM (del
inglés Negatively charged amino-acid-Dependent SUMOylation Motif). Ambos motivos
tienen en comun el hecho de que una carga negativa cerca del sitio consenso minimo
estimula la SUMOilacién. Esto se debe a que una regién basica de la enzima Ubc9 debe
interaccionar con una region acida de la proteina blanco (Mohideen et al. 2009; Yang
et al. 2006). Con el surgimiento de trabajos a gran escala que utilizaron la
identificacion sitio especifica de lisinas SUMOiladas por espectrometria de masa (MS),

fueron identificados nuevos sitios consenso, como por ejemplo el ICM (del inglés
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“Inverted Consensus Motif”) o el HCSM (del inglés “Hydrophobiy Cluster SUMOylation
Motif”) (Da Silva-Ferrada et al. 2012; Matic et al. 2010). Con el tiempo, se obtuvieron
mejores rendimientos en purificacién de proteinas SUMOiladas a niveles endégenos y
analizados por MS, se detectaron nuevas proteinas, en las cuales el nimero de lisinas
mas SUMOiladas (mds veces detectadas) se encontraban dentro del contexto K-x-E
(Figura 18). Ademds, se comprobd que alrededor del 90% de las proteinas eran
SUMOiladas en regiones desordenadas. A pesar de estos estudios, el nimero de lisinas
SUMOiladas reportadas que se desvian de la secuencia consenso o que no poseen tal
secuencia estd en continuo crecimiento, de modo que actualmente no existen
métodos confiables de prediccién de secuencias blanco de SUMOilacion (Hendriks

2018).

A
CM:  WKXE/D
ICM: E/DxKW
PDSM: WKXE/DxxSP
NDSM: YKxExxEEEE
HCSM:  WWWKXE
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Figura 18. Motivos consenso de SUMOilacion. (A) Se muestran las secuencias aminoacidicas de
los distintos motivos consenso de SUMOilacion CM, ICM, PDSM, NDSM y HCSM. En la
secuencia se representa W como un aminoacido grande e hidrofdbico, K es la lisina blanco de
la reaccidn, X es cualquier aminodcido, D es acido glutamico, E es acido aspartico, S es serina, P

es prolina. Figura adaptada de (Da Silva-Ferrada et al. 2012). (B) Representacién de los
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aminoacidos enriquecidos en el 10% de las lisinas mas SUMOQiladas en células humanas con
niveles endégenos de SUMO, la lisina SUMOilada estd marcada con *. Los aminodcidos sobre
el eje x corresponden a aquellos enriquecidos mientras que aquellos por debajo del eje a los
depletados en torno a los sitios de SUMOQilacién. La altura de la letra corresponde al grado de

enriquecimiento o depleciéon. Tomado de Hendriks 2018.

Proteasas especificas de SUMO

Las proteasas de SUMO son requeridas para dos tareas: la maduracidon de
SUMO (actividad hidrolasa C-terminal) y la remocién de SUMO de sus blancos
(actividad isopeptidasa). La de-SUMOilacion o de-conjugacién es crucial para el estado
estacionario de los niveles de SUMOilacién de un determinado blanco. Un ndmero
sorpresivamente pequefio de isopeptidasas de SUMO ha sido identificado, de las
cuales todas son cistein-proteasas. La primera identificada en levaduras fue Ulpl
(Takahashi et al. 2000) y le siguieron en mamiferos las llamadas SENPs (del inglés
sentrin-specific proteases) en base a la similitud de secuencia (Drag & Salvesen 2008).
La familia Ulp/SENP comprende a dos proteinas en levaduras (Ulp1, esencial, y Ulp2) y
seis en mamiferos (SENP1, 2, 3, 5, 6 y 7), las cuales difieren entre si en la actividad
catalitica relativa y la preferencia por las distintas isoformas de SUMO (Mukhopadhyay
& Dasso 2007). Sin embargo, sus dominios cataliticos no parecen distinguir entre
blancos individuales. Un determinante para ello in vivo es la regién N-terminal, el cual
promueve la interaccién con distintos blancos y regula la localizacién sub-celular. La
segunda familia de proteasas de SUMO comprende a dos proteinas, DeSI-1 y 2 (del
inglés deSUMOylating isopeptidase) (Yeh 2009), las cuales parecen exhibir mayor
especificidad de sustrato que las de la familia SENP, de modo consistente con que su
deplecién no provoca cambios notorios en los niveles de SUMOilacién global (Suh et al.
2012). La incorporacién mas reciente a la lista de isopeptidasas de SUMO es la de
USPL1. Esta proteina pertenece a la familia de USPs (Ubiquitin specific proteases) pero
cliva SUMO en lugar de ubiquitina. Se encuentra presente en baja abundancia y
localizada en los CBs. Su silenciamiento en células de mamiferos no parece afectar los
patrones de SUMOQilacion global y su funcién para la proliferacion celular e integridad
de los CBs no depende de su actividad catalitica (Schulz et al. 2012). En la tabla 12 se

indica la localizacion y la preferencia de la SUMO petidasas
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Name Subcellular localization* Isoform preference Precursor Deconjugation Chain
processing editing*

Saccharomyces cerevisiae

Ulp1 Nuclear pore Smt3 Yes Yes No
Ulp2 Nucleoplasm Smt3 No Yes Yes
Mammals
SENP1 Nuclear pore and nuclear foci ~ SUMO1 and SUMO2/3  Yes Yes No
SENP2°¢ Nuclear pore and nuclear foci;  SUMO2/3 > SUMO1 Yes Yes No
cytoplasm
SENP3 Nucleolus SUMO2/3 Unknown Yes No
SENP5 Nucleolus and mitochondria SUMO2/3 Yes Yes No
SENP6 Nucleoplasm SUMO2/3 No Yes Yes
SENP7 Nucleoplasm SUMO2/3 No Yes Yes
DESI1 Cytoplasm and nucleus SUMO1 and SUMO2/3  Weak Yes Weak
DESI2 Cytoplasm Unknown No Unknown Unknown
USPL1 Cajal bodies SUMO2/3 > SUMO1 Weak Yes Yes

Tabla 12. SUMO isopeptidasas. SENP, sentrin-specific protease; Smt3, suppressor of the
mitotic fidelity gene 3; SUMO, small ubiquitin-related modifier; Ulp, UBL-specific protease;
USPL1, ubiquitin-specific protease-like 1. *Se nombran la localizacidon subcelular principal.
$Chain editing hace referencia a eliminar el peptido SUMO de una cadena de poliSUMO sin
eliminar la conjugacion de SUMO de la proteina blanco. §SENP2 tiene tres variantes de splicing

que localizan diferencialmente en la célula. Tomado Hickey et al. 2012.

Consecuencias de la SUMOilacion

La lista de funciones relacionadas a la conjugacién de Ub fue amplidndose a
medida que avanzd la investigacion de esta modificacion post-traduccional. En la
actualidad, ya no es relacionada de manera exclusiva con el etiquetado de proteinas
para la degradacién, debido principalmente a la existencia de distintos motivos o
dominios proteicos capaces de reconocer la mono Ub o cadenas de Ub, los cuales
favorecen la interaccion entre distintas proteinas, y consecuentemente su actividad.
De esta manera, que una proteina se encuentre conjugada a Ub no necesariamente
esta relacionado con su degradacion proteasomal (Hurley et al. 2006). De hecho, vale
la pena citar un trabajo en el que demuestran que la mono-ubiquitinacion de un factor
de splicing es indispensable para la interaccion de determinadas particulas
ribonucleoproteicas en el correcto ensamblado del spliceosoma (Bellare et al. 2008).
De manera analoga, la SUMOQilacidn puede alterar la interaccién entre
macromoléculas, mediante la modificacion de superficies proteicas o estructuras

tridimensionales de las proteinas blanco de conjugacién (Geissfriedlander & Melchior
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2007). En este contexto, vale la pena mencionar la identificacién de un motivo
aminoacidico corto y de naturaleza hidrofébica en proteinas capaces de interaccionar
con SUMO en forma no-covalente. Este motivo se denomina SIM (del inglés non-
covalent SUMO-Interaction Motif) (Perry et al. 2008; Seu & Chen 2009). Se ha
establecido un rol para los motivos SIM en el mecanismo bdsico de SUMOilacion. Ubc9
es sustrato de SUMOilacidén y se ha demostrado que esto aumenta su afinidad —y por
ende, su capacidad de conjugar SUMO- por un conjunto de sustratos, los cuales
poseen dominios SIM (Knipscheer et al. 2008). De este modo, dichos sustratos se
independizarian de la actividad de E3 ligasas, cuya funcidén seria reemplazada por la
interaccion SIM-SUMO-Ubc9 (Knipscheer et al. 2008). También se ha demostrado que
la actividad E3 ligasa de la proteina Pc2 depende de motivos SIM (Merrill et al. 2010).
Mas recientemente se ha reportado que tanto la actividad de la E3 ligasa PIASY como
su interaccion con el péptido SUMO dependen de dos motivos SIM en el extremo C-
terminal de esta proteina (Kaur et al. 2017). A nivel funcional, las consecuencias de la
conjugacién de SUMO pueden ser variadas (Geissfriedlander & Melchior 2007). A
diferencia de la conjugacion de Ub que, en muchos casos, lleva a degradacion por el
proteasoma, la SUMOilacidon no lleva a sus proteinas blanco a un destino especifico ni a
la degradacién directamente. La conjugacion de SUMO altera la superficie de una
proteina de manera tal que la misma puede perder o ganar interacciones tanto intra
como inter-moleculares (Figura 19). A su vez, la conjugacién de SUMO puede competir
con otras modificaciones post-traduccionales que tengan como blanco al aminoacido
lisina, como lo son la ubiquitinacién y la acetilacion. Si bien queda mucho por aprender
acerca del mecanismo mediante el cual la conjugacion de SUMO altera la funcién
proteica, esta claro que la SUMOilacion regula la actividad y/o localizacion sub-celular
de proteinas modificando, principalmente, interacciones proteina-proteina (Gill 2004).
El nimero de procesos celulares reportados que son regulados por SUMOQilacién estd
en aumento e incluyen: transcripcién (Sapetschnig et al. 2002; Verger et al. 2003; Yang
& Sharrocks 2004; Savare et al. 2005; Valin & Gill 2007), splicing (Pelisch et al 2010;
Pozzi et al 2017), estructura de la cromatina (Ouyang & Gill 2009; Rouviére et al.
2013), reparacion del ADN vy estabilidad gendmica (Zhao & Blobel 2005; Lee &
O’Connell 2006; Heideker et al. 2009; Jentsch & Psakhye 2013), transduccién de

sefiales (Yang et al. 2003; Miyazono et al. 2008). Ademds, un analisis exhaustivo de los
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diversos estudios protedmicos realizados hasta el momento reveld que la SUMOQilaciéon
puede ocurrir en proteinas de una misma via metabdlica, reforzando el concepto de
“SUMQilacién en grupo”, el cual sugiere que la conjugacién a SUMO puede regular
todo un proceso celular mediante su conjugacion o de-conjugacién en muchas

proteinas que participan del mismo..

SUMO modification @ @
Competes for acceptor \ @ @

lysine with other PTMs

Interferes with protein- @

protein interactions K K

Fosters inter- and ~ 9
intramolecular protein —_—
interactions

Figura 19. Consecuencias moleculares de la conjugacion de SUMO. Al ser SUMQilada, la
proteina blanco puede cambiar el repertorio de modificaciones postraduccionales que sufre,
ya sea ocurridas o no en el mismo residuo lisina, perder o ganar interacciones y/o cambiar su

conformacién y consecuentemente, su funcion. Tomado de (Jentsch & Psakhye 2013).

SUMO y biogénesis de los snRNAs.

Los genes de los snRNAs se encuentran en regiones cercanas a los CBs -donde
ocurre la maduracién de los snRNPs- e incluso los complejos mediator, el LEC y NELF
son reclutados a dichos cuerpos nucleares (Takahashi et al. 2020). Diversos trabajos
indican la importancia de la proteina coilina para la formacion y mantenimiento de los
CBs y se la ha observado asociada a los genes de los snRNAs y sus transcriptos (Liu
2009; Strzelecka et al. 2010; Machyna et al. 2013). Como se comentd anteriormente la
SUMO proteasa USLP1 es necesaria para la integridad de estos cuerpos nucleares, pero
independientemente de su actividad catalitica (Schulz et al. 2012). Un trabajo posterior

demostré que en ausencia de USLP1 disminuye la abundancia de los snRNAs y en
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particular la transcripcion de Ul y U2 (Hutten et al. 2014). Sin embargo, se desconoce
el mecanismo molecular por el cual USLP1 regula los niveles de snRNAs y si este efecto
depende de su actividad catalitica como proteasa de SUMO. Mas aun, hasta la fecha se
desconoce una regulacion directa de SUMO sobre la actividad de las proteinas

involucradas en la biogénesis de los snRNAs dependientes de RNAPII.
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En esta tesis nos proponemos estudiar la participacién de la conjugacion de
SUMO en la biogénesis de los snRNAs. Nuestra hipdtesis de trabajo plantea que dicha
modificacion post-traduccional podria influir sobre el ensamblado, localizaciéon y/o
estabilidad de los complejos multi-proteicos involucrados en la transcripcién y el
procesamiento 3’ de los snRNAs nacientes. Para abordar este objetivo general

proponemos los siguientes objetivos especificos:

1) Explorar la participacion de diferentes isopeptidasas de-conjugadoras de

SUMO en la regulacion de la biogénesis de los snRNAs

Evaluar si alteraciones en el balance entre conjugacién y de-conjugacidon de
SUMO mediante la sobre-expresion de isopeptidasas de SUMO producen cambios en

los niveles de snRNAs nacientes o no procesados, en células en cultivo.

2) Analizar la modificacion por conjugacion de SUMO de proteinas

involucradas en la biogénesis de snRNAs

Evaluar si diferentes componentes de los complejos multiproteicos
responsables de regular la transcripcion de los snRNAs son modificados por
conjugacién de SUMO en células en cultivo y en caso de serlo, si dicha modificacidn es
alterada por la sobre-expresién de isopeptidasas de SUMO mencionadas en el objetivo

1.

Evaluar si diferentes subunidades del Integrator complex, complejo
responsable del procesamiento 3’ de los snRNAs nacientes, son modificadas por
conjugacién de SUMO en células en cultivo y en caso de serlo, si dicha modificacion se

altera por la sobre-expresion de isopeptidasas de SUMO mencionadas en el objetivo 1.
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3) Analizar el posible rol regulatorio de la SUMOilacion en la actividad de los
complejos involucrados en la transcripcion y/o procesamiento 3’ de los

snRNAs

En base a las proteinas sustrato de SUMOilacion identificadas en el objetivo 2,
generar versiones mutantes que sean incapaces de conjugarse a SUMO y con ellas
evaluar si la perdida de SUMOilacion de dichas proteinas altera la actividad de las

mismas en la biogénesis de los snRNAs.

4) Evaluar la influencia de la SUMOilacion sobre el ensamblado de complejos
regulatorios multiproteicos, reclutamiento a la cromatina y localizacidn

subcelular de los factores involucrados en la biogénesis de los sSnRNAs

Utilizando las mutantes deficientes de SUMOQilacidn generadas en el objetivo 3,
analizar si la SUMOQilacion es necesaria para la interaccién entre la proteina en estudio

y otras subunidades de su respectivo complejo.

Utilizando las mutantes deficientes de SUMOQilacidn generadas en el objetivo 3,
analizar si la SUMOilacién esta involucrada en el reclutamiento a la cromatina y/o en la

localizacion sub-celular de las proteinas en estudio.
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Cultivo Celular

Mantenimiento de lineas celulares:

Las células HEK 293T (ATCC #CRL-11268) fueron mantenidas en medio DMEM
suplementado con 10% suero fetal bovino, 4,5 g/L glucosa, 110 mg/L piruvato de sodio
y antibioticos (100 U/ml final de penicilina y 100 ug/ml final de estreptomicina). Antes
de que las monocapas alcancen la confluencia total, se aspird el medio de cultivo y se
colocd 1 ml de tripsina 2,5 % p/v. Luego de incubar a 37°C por cinco minutos, se
detuvo la reaccidon con 9 ml de medio completo, se re-plaqued entre 1/5 y 1/20 del
volumen a una nueva placa de cultivo de 10 cm y se llevé a 12 ml de volumen final con
medio completo. Las células fueron congeladas en N2 liquido y descongeladas
siguiendo protocolos convencionales. Las células Hela (ATCC #CCL-2) fueron

mantenidas de la misma manera, pero en medio carente de piruvato de sodio.

Transfecciones de ADN

Las células HEK 293T (5x10° células) o Hela (2,5x10° células) fueron
transfectadas en placas de cultivo con Lipofectamina 2000 (Invitrogen) segun el
protocolo provisto por el fabricante. Cada pocillo fue transfectado en relacion 1:3 de
ADN total y Lipofectamina. Brevemente, el protocolo de transfeccion con
Lipofectamina que utilizamos en nuestro laboratorio es el siguiente (se ejemplifica

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

Se colocan 2 pg totales de ADN plasmidico en un tubo eppendorf que contiene

250 ul de Opti-MEM (Invitrogen).

Se colocan 6 pl de lipofectamina 2000 en un tubo polipropileno de 5 ml con

tapa que contiene 250 ul de Opti-MEM y se incuba por 5 min.

Se transfiere el contenido del tubo eppendorf al tubo con lipofectamina 2000 y

se mezcla vigorosamente.

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

Se agregan por goteo 500 ul de los complejos en cada pocillo.
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Se dejan las células en el incubador durante 4 a 6 h aproximadamente para que

ocurra la transfeccion.

Luego se aspira el medio para eliminar la Lipofectamina 2000, que de lo
contrario tiene efectos toxicos a largo plazo, y se agrega 2 ml de medio completo por

pocillo.

Transfecciones con ARN

Para los experimentos de ARN de interferencia, las células HEK 293T (5x10°) o
Hela (2,5x10°) fueron transfectadas en placas de cultivo de 35 mm con 3 ml
Lipofectamina 2000 (Invitrogen) y 10-25 nM siRNA. El procedimiento es el mismo que
el detallado para la transfeccién con ADN. Los siRNA utilizados en el trabajo fueron
siRNA anti 3" UTR de INTS11: UCUUUUGUUCAGCUUUUACU; siRNA anti 3’ UTR de
INTS9: UCACUUUACCAUAUUUUGGGA; siRNA Accell Human SNAPC1 (6617) pre-
disefiado por la empresa Dharmacon; como control utilizamos siRNA anti Luciferasa:

CUUACGCUGAGUACUUCGA.

Silenciamiento mediante CRISPRi

Células HEK293T (5x10* células) fueron plaqueadas en cada pocillo de una placa
multiwell de 24 pocillos y 24h mas tarde, transfectadas de acuerdo con el protocolo
arriba mencionado utilizando 400 ng del plasmido dCas9-KRAB (Addgene #60954), 170
ng del plasmido lentiGuide puro (Addgene #52963), en la cual se clono una guia cuyo
blanco es el promotor de INTS11 o una guia que no tiene blanco en el genoma humano
(NT) y 30 ng de los vectores codificantes para las distintas variantes de INTS11 o el
vector de expresion EGFP-C1 (Addgene #2487) como control. Luego de 72 h, las células
fueron cosechadas en TRIzol (Invitrogen) para extraer ARN o Laemmli sample buffer 2X

para obtener lisados proteicos totales.
A continuacidn, se detalla la composicion de Laemmli sample buffer 2X :

Laemmli sample buffer 2X: Tris HCl pH 6,8 125 mM, SDS 4% m/v, B-mercaptoetanol

10% v/v, glicerol 20% v/v y azul de bromofenol como colorante
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Ensayo de apoptosis

Tincion con ioduro de propidio y anexina

Para determinar la induccién de la apoptosis celular ante distintos tratamientos
utilizamos el kit FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit | (BD Biosciences). Las células
tratadas segun lo indicado en cada caso fueron tripsinizadas, la tripsinizacion fue
detenida con medio completo y las células transferidas a un tubo de microcentrifuga
para su posterior centrifugacién por 5 min a 500 g. Las células fueron lavadas con 1 ml
de PBS, y centrifugadas nuevamente. El pellet de células fue resuspendido en 100 ul de
Binding Buffer 1X. Posteriormente, la muestra fue incubada 15 minutos con 5 pl de
Anexina V acoplada a FITCy 5 ul de ioduro de propidio (tal como vienen preparados en
el kit). Luego del agregado de 400 ul de Binding Buffer 1X, la fluorescencia
correspondiente al FITC y al ioduro de propidio fue evaluada por citometria de flujo.
Este ensayo nos permite clasificar a las células en 4 subpoblaciones: las células
negativas para anexina V y negativas para ioduro de propidio son células vivas y sanas,
las células positivas para anexina V y negativas para ioduro de propidio se encuentran
en apoptosis temprana vy las células positivas para anexina V y positivas para ioduro de
propidio se encuentran en apoptosis tardia. Las células negativas para anexina vy
positivas para ioduro de propidio son células muertas, pero por necrosis en lugar de
apoptosis. Para cada ensayo agregamos controles de citometria de células no tefiidas,
tefiidas solo con ioduro de propidio y solo con Anexina V-FITC para establecer las

compensaciones necesarias.

Tincidn con cristal violeta

Al momento de realizar el experimento para determinar la viabilidad celular lo
primero que se realizd fueron dos lavados con PBS 1X para eliminar de los pocillos de
cultivo las células muertas. Luego, se agrego cristal violeta 0,5% p/v diluido en metanol
20% v/v, se incubd por 20 min a temperatura ambiente. En este paso se fijaron y
tiferon Unicamente las células vivas. Se realizaron 4 lavados con agua corriente para
quitar el exceso de cristal violeta y se dejaron secando los pocillos con células, a
temperatura ambiente durante toda la noche. Posteriormente, para destefir, se
agregd 200 ul de metanol durante 20 min a temperatura ambiente y se procedid a

cuantificar la cantidad de células finales midiendo la absorbancia a 595 nm.
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Técnicas de interaccion entre macromoléculas

Purificacion de proteinas conjugadas a 6xHis-SUMO

Células HEK 293T (5x10° células) fueron plaquedas en placas de 35mm y 24h
mas tarde transfectadas de acuerdo con el protocolo antes mencionado. Luego de 48
h, las células fueron cosechadas en PBS con inhibidores de proteasas de SUMO
(iodoacetoamida -IAA- 50mM) y se tomd el 5% del volumen total como alicuota input
al cual se le agrego directamente Laemmli sample buffer 2X. El resto de la muestra se
lis6 en 1 ml de buffer de extraccion. Los lisados fueron sonicados dos veces a una
amplitud del 40% por 10 seg para disminuirles la viscosidad y posteriormente se les
agregd 35 pl de la resina Ni?*-NTA (QIAGEN). Luego de incubar a temperatura
ambiente con rotacion durante 4 h, los tubos fueron centrifugados a 5.000 g por 5 min
y se descartd el sobrenadante. La resina fue resuspendida en 0,5 ml de buffer Urea |I.
Luego de 5 min de incubacién con rotacién, las muestras fueron centrifugadas por 10
seg a 13.000 g y se descarté el sobrenadante. Luego, se repitid este procedimiento de

lavado utilizando secuencialmente los buffers Urea Il y Urea lll. Luego, las proteinas

unidas a la resina fueron eluidas mediante incubacidn por 20 min con 40 ul de buffer
de elucién. En la Figura M1 se muestra la esencia de esta técnica, asi como la

visualizacion esperada de los resultados por western blot.
A continuacion, se detalla la composicion de todos los buffers mencionados:

Buffer de extraccidn (pH 8): guanidinio-HCl 8 M, Tris-HCl 10 mM, Na2HPO4/NaH2P04

100 mM, imidazol 5 mM y iodoacetamida 10 mM.

Buffer Urea | (pH 8): Urea 8 M, Tris-HCl 10 mM, Na2HPO4/NaH2P0O4 100 mM, imidazol

5 mM y iodoacetamida 10 mM.

Buffer Urea Il (pH 6,3): Urea 8 M, Tris-HCl 10 mM, Na2HPO4/NaH2P04 100 mM, tritdn

X- 100 0,2%, imidazol 5 mM y iodoacetamida 10 mM.

Buffer Urea Ill (pH 6,3): Urea 8 M, Tris-HCl 10 mM Na2HPO4/NaH2P04 100 mM, triton

X- 100 0,1%, imidazol 5 mM y iodoacetamida 10 mM.

Buffer de elucion: Tris-HCI pH 6,7 125 mM, SDS 5%, glicerol 30%, B-mercaptoetanol

720 mM, imidazol 200 mM.
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Figura M1. Purificacion de proteinas SUMOiladas por resina de Niquel (Ni-NTA). Células en
cultivo se transfectan con plasmidos para la expresion de una version de SUMO etiquetada con
6 histidinas (His-SUMO). Una vez obtenidos los lisados celulares, donde algunas de las
proteinas estaran conjugadas a His-SUMO, se toma un 5% como Input y al resto se les agrega
microesferas con resina de Niquel (Ni2+). Se incuban por el tiempo suficiente para permitir la
interaccion entre el Niquel y la etiqueta de histidinas. Finalmente, y luego de los lavados con
buffer Urea, se resuspenden las microesferas en buffer de elucidn (fraccion Ni-NTA). Ambas
fracciones son analizadas por western blot con anticuerpos contra el sustrato o bien contra la
etiqueta fusionada al mismo. Las bandas de menor corrida electroforética en la fraccidon Ni-

NTA, evidencian el sustrato conjugado a His-SUMO.

Co-inmuno precipitacion de proteinas

Células HEK 293T (3x10°) fueron cosechadas en su propio medio de cultivo 24-
36 h luego de ser transfectadas. Luego de centrifugarlas a 500g por 5 min a 4°C, fueron
lavadas dos veces con PBS frio. El pellet de células fue resuspendido en 500 pl de
buffer IP complementado con inhibidores de proteasas (Complete, Roche).
Posteriormente, las muestras fueron sonicadas en hielo por tres pulsos de 20% de
amplitud. Luego de una incubacion de 30 min a 4°C, las muestras fueron centrifugadas
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a 4000g por 20 min a 4°C. Se reservé el 5% del volumen de sobrenadante como input,
y con el resto de las muestras (lisados celulares) se procedié con los ensayos de co-

inmunoprecipitacion segun se detalla a conticuacidn para cada caso.

Para inmunoprecipitacion de proteinas etiquetadas con la secuencia FLAG, se
utilizé 1 ul de anticuerpo anti-FLAG y se incubaron con los lisados a 4°C en rotacién
constante durante toda la noche. Al dia siguiente, se agregd a cada muestra 20 pl de
Proteina A/G Plus acopladas a microesferas magnéticas (Invitrogen), previamente
equilibradas en buffer IP. Luego de incubar en rotacién por 1-2 h a 4°C y centrifugar, el
pellet de microesferas fue lavado cuatro veces con buffer Wash complementado con
inhibidores de fosfatasas. Los inmunoprecipitados fueron resuspendidos en 30 ul de

Laemmli sample buffer 2X.

Para inmunoprecipitacién con GPF-trap (Chromotek), los lisados celulares
fueron incubados con 10 ul de GPF-trap durante 1 h a 4°C. Luego de la incubacion, las

microesferas fueron lavadas cuatro veces con buffer Wash, centrifugadas y los

inmunoprecipitados fueron resuspendidos en 50 pl de Laemmli sample buffer 2X.

A continuacion, se detalla la composicion de todos los buffers mencionados:
Buffer IP: Tris HCl pH 7,5 50 mM, NaCl 150 mM, Nonidet P-40 1%, Deoxicolato Na 0,5%.
Buffer Wash: Tris HCI 7,5 50 mM, NaCl 250 mM, Deoxicolato Na 0,05%, NP-40 0,1%.

Pull-down nativo con resina de Niquel

Células HEK 293T (3x106) fueron cosechadas en su propio medio de cultivo 24-
36 h luego de ser transfectadas. Luego de centrifugarlas a 500g por 5 min a 4°C, fueron
lavadas dos veces con PBS frio. El pellet de células fue resuspendido en 500 pl de

buffer de lisis complementado con inhibidores de proteasas (Complete, Roche).

Posteriormente, las muestras fueron sonicadas en hielo por tres pulsos de 20% de
amplitud. Luego de una incubacion de 30 min a 4°C, las muestras fueron centrifugadas
a 4000g por 20 min a 4°C. Se reservo el 5% del volumen de sobrenadante como input,
y con el resto de las muestras (lisados celulares) se procedid con los ensayos de
pulldown. Para ello, fueron agregados 50 pl de la resina Ni?*-NTA (QIAGEN) vy las

muestras incubadas por 1 h a temperatura ambiente. Luego de la incubacion, la resina
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fue lavada tres veces con buffer de lavado y los inmunoprecipitados fueron

resuspendidos en 50 ul de Laemmli sample buffer 2X.
A continuacion, se detalla la composicidn de todos los buffers mencionados:

Buffer de lisis: 50 mM Tris—HCI (pH 7.5), 500 mM NacCl, 10 mM Imidazol, 0,5 % (v/v)

Triton.

Buffer de lavado: 50 mM Tris—HCIl (pH 7.5), 500 mM NacCl, 30 mM Imidazol.

Inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP)

Las células fueron crosslinkeadas con 1% de formaldehido (v/v), lavadas dos
veces con PBS frio y recolectadas. Los precipitados fueron resuspendidos en 2 ml de
buffer de lisis conteniendo inhibidor de proteasas (Complete, Roche) e incubados
durante 10 min en hielo. Los extractos fueron sonicados con un sonicador Branson W-
450 a una amplitud del 30% con 5 pulsos de 30 seg, resultando en fragmentos de
cromatina de aproximadamente 300 pb, y posteriormente centrifugados a 12.000 g
por 10 min. Una alicuota de 50 pl fue reservada para input y el resto fue diluido 1/10
en buffer de ChIP. La solucidon de cromatina fue pre-clareada a 4°C con Protein G
Dynabeads® (Invitrogen) durante 1 hora antes de incubarla durante toda la noche a
4°C en presencia de anticuerpo anti FLAG. Para inmunoprecipitar INTS11 e INTS9
enddgenas fueron agregados 2 pl del anticuerpo correspondiente y en paralelo, fue
realizada una inmunoprecipitacién control con IgG de conejo. Al dia siguiente, los
complejos fueron incubados con Protein G Dynabeads® (Invitrogen) durante 1 ha4°Cy
luego las beads fueron lavadas en rotador a 4°C, una vez con cada uno de los

siguientes buffers: buffer de lavado de baja sal, buffer de lavado de alta sal y buffer de

lavado con LiCl, y luego dos veces con buffer TE. Los complejos fueron eluidos en

buffer de elucién y el crosslinking fue revertido llevando la solucién a una

concentracion final de 200mM de NaCl y realizando una incubaciéon a 65°C durante 6 h
o toda la noche. Las muestras fueron digeridas con proteinasa K durante 1 h a 45°C vy el
ADN fue extraido con el kit de purificacién de PCR de Qiagen. El ADN obtenido fue
cuantificado por gPCR con los primers indicados en la lista y normalizado a los valores

de input para tres experimentos independientes.
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A continuacidn, se detalla la composicidn de todos los buffers mencionados:
Buffer de lisis: 1% p/v SDS, 10 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI, pH 8,1.

Buffer de ChIP: 0,01% w/v SDS, 1,1% v/v Triton X-100, 1,2 mM EDTA, 16,7 mM Tris- HC

pH 8,1, 167 mM NaCl e inhibidor de proteasas-Complete, Roche-.

Buffer de lavado de baja sal: 0,1% p/v SDS, 1% v/v Triton X-100, 2 mM EDTA, 20 mM

Tris-HCI, pH 8,1, 150 mM NacCl.

Buffer de lavado de alta sal: 0,1% p/v SDS, 1% v/v Triton X-100, 2 mM EDTA, 20 mM

Tris-HCI, pH 8,1, 500 mM Nacl.

Buffer de lavado con LiCl: 0,25 M LiCl, 1% v/v NP-40, 1% w/v deoxicolato, 1 mM EDTA,

10 mM Tris-HCl, pH 8,1.
Buffer TE: 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA

Buffer de elucién: 1% p/v de SDS y 50 mM NaHCO3

Western Blots

Las muestras proteicas fueron corridas en geles de poliacrilamida con SDS, en

buffer de corrida durante 50 min a 200V, y posteriormente transferidas por 1 h a 100V

en buffer de transferencia, a membranas de Nitrocelulosa (GE Healthcare). Las

membranas fueron bloqueadas por una hora en una solucién conteniendo 5% leche en
TBS. Posteriormente, se agregd la dilucién apropiada del anticuerpo primario, en la
misma solucidn de bloqueo y se incubd toda la noche a 4°C. Luego de 3 lavados de 10
min cada uno con TBS mas 0,1% tween-20 (TTBS), las membranas fueron incubadas
con los anticuerpos secundarios correspondientes, acoplados a fluordforos (Licor).
Luego de 4 lavados de 10 min cada uno con TTBS, las membranas fueron escaneadas

en el equipo Oddyssey para la deteccién de los anticuerpos Licor.

Los anticuerpos utilizados en este trabajo fueron: ratén monoclonal anti-p-
actin C4 (Santa Cruz Biotechnology), conejo policlonal anti B-tubulin H-235 (Santa Cruz
Biotechnology), raton monoclonal anti GFP B2 (Santa Cruz Biotechnology), ratén
monoclonal anti c-Myc 9E10 (Santa Cruz Biotechnology), ratén monoclonal anti FLAG-

M2 (Sigma-Aldrich), ratén monoclonal anti HA MMS-101R (Covance), conejo policlonal
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anti INTS11 ab75276 (Abcam), conejo policlonal anti INTS11 A301-274A (Bethyl),
conejo polyclonal anti INTS9 13945 (Cell Signaling Technology) y conejo policlonal anti
SNAPC1 (generosamente cedido por el laboratorio de Shona Murphy, Oxford, UK).

A continuaciodn, se detalla la composicidn de todos los buffers mencionados:

Buffer de corrida: 25 mM Tris, 192 mM glycine, 0.1% SDS

Buffer transferencia: 25 mM Tris, 192 mM glycine, Metanol 20%

Microscopia de Fluorescencia

Células Hela fueron plaqueadas en placas de cultivo multiwell sobre vidrios
cubre-objetos para microscopia. Al dia siguiente, las células fueron transfectadas con
pldsmidos de expresidn para las variantes de INTS11 fusionadas a GFP. A las 24 h, las
células fueron fijadas con paraformaldehido 4% por 10 min. Posteriormente, fueron
permeabilizadas con Tritén X-100 1% en PBS por 10 min. Para la tincién de nucleos se
utilizé ioduro de propidio por 5 min a temperatura ambiente, tratando previamente a
las células con RNAsa 0,1 mg/ul a 37°C por 30 min. Finalmente, las células fueron
lavadas con PBS y montadas en medio VECTASHIELD (Vector Labs). Las imdagenes
fueron adquiridas con un microscopio confocal Olympus FV1000, con un objetivo 60X
1,4 NA. Para cuantificar la sefal de fluorescencia a partir de un ndmero elevado de
imagenes de microscopia confocal, se utilizé el software Cell Profiler (v3.1.5). Se
elabord una linea de comando para reconocer de manera automatizada los nucleos y
citoplasmas. Para lograrlo, se aprovechd la tincién con ioduro de propidio y la
fluorescencia de GFP. Estableciendo un diametro minimo y maximo para cada nucleo y
citoplasma. La cuantificacidn se realizé analizando el cociente entre las intensidades

media de los nucleos sobre las intensidades medias de los citoplasmas.

Preparacion de plasmidos

Transformacion de bacterias
Para generar bacterias competentes se utilizo la cepa DH5a de Escherichia coli,
y un protocolo tradicional basado en CaCl2 y otras sales. Con este protocolo, se

generan bacterias con una eficiencia de aproximadamente 10® UFC/ug. Estas bacterias
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fueron transformadas segin métodos convencionales basados en el protocolo de

Hanahan (Hanahan D 1983)

Alternativamente, se prepararon bacterias electrocompetentes de la cepa
STBL3 de Escherichia coli en los casos en que se necesitd una mayor eficiencia de
transformacion (107-10° UFC/ug ADN). El protocolo utilizado para desarrollar estas

bacterias electrocompetentes fue extraido del trabajo Warren (Warren 2011)

Preparacion de plasmidos a pequena escala o minipreps

Se utiliza esta técnica para producir una pequefia cantidad de plasmido a partir
de un cultivo bacteriano de unos pocos mililitros, con el objetivo de, por ejemplo,
chequear mediante mapeo de restriccién o secuenciacion si los clonados realizados
habian generado el pldsmido de interés. Se utilizé un protocolo estandar adaptado y
cuando la aplicacidn subsiguiente demandaba una mas alta calidad de ADN plasmidico,

se utilizé un kit de Invitrogen (PurelLink HiPure Plasmid Miniprep).

Preparacion de plasmidos a gran escala o maxipreps

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

protocolo siguiendo las recomendaciones de los fabricantes.

Cuantificacion de plasmidos

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

Ladders, Invitrogen).
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Mutagénesis dirigida
Fueron disefiados primers forward y reverse conteniendo la mutacién deseada
y fueron realizados 20 ciclos de amplificacidon por PCR a partir del pldsmido molde. La

reaccién de amplificacion contiene:
Buffer PCR para Pfu (con Mg): 5 ul
Plasmido templado: 50 ng

Primer Fw: 125 ng

Primer Rev: 125 ng

dNTPs 10 mM: 1 pl

PfuTurbo ADN polimerasa (2.5 U/ul): 1 pl
H20 c.s.p.: 50 pl

La reaccion de PCR consistié en:

N2 de ciclos Temperatura (2C) Tiempo
1 94 5'
94 30"
55 30"
20 72 1'/Kb
1 72 2'/Kb

Para la digestidn, 0,5 ul de la enzima de restriccion Dpn | (NEB) fue agregada a
cada reaccidn de amplificacién e incubada durante 4 h a 372C. Bacterias competentes
quimicas o electro de la cepa DH5a/Stbl3 de Escherichia coli fueron transformadas con
5 ul de la reaccién de digestion. Finalmente, la mutagénesis fue corroborada por

secuenciacion de algunos de los clones obtenidos (Macrogen Inc.).
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Figura M2: Esquema experimental del método de mutagénesis mediada por Dpn |. Adaptado

de Pfu ADN polymerase Agilent Technologies.

ARN, RT & PCR

Purificacion de ARN

Para obtener ARN de las células transfectadas, fue utilizado el protocolo de los
reactivos TRIzol (Invitrogen) o TRI Reagent (MRC). Cabe aclarar que todos los reactivos
utilizados deben estar libres de RNasas, lo que se logra autoclavando las soluciones o
utilizando stocks nuevos, manipulados con todas las precauciones necesarias para no

introducir RNasas presentes en el ambiente.

Se cosecha cada pocillo de células directamente con el agregado de 250 pl de
reactivo y se las transfiere a un tubo eppendorf. Se agrega 1/5 de volumen (50 ul) de
cloroformo y se mezcla vigorosamente. Se deja reposar a temperatura ambiente por
15 min. Posteriormente se centrifuga a 12000g por 15 min a 4°C. Se toma la fase
acuosa (superior) y se la pasa a un nuevo tubo eppendorf. Se precipita con un volumen
(100 pl) de isopropanol y se agita por inversiéon. Luego de incubar 20 min a -209C, se
centrifuga 15 min a 12000g a 4°C. Se descarta el sobrenadante por volcado y se
agregan 500 pl de etanol 75% v/v y se agita por inversion para lavar el precipitado.
Luego se centrifuga 5 min a 7600g a temperatura ambiente para disminuir la cantidad
de sales precipitadas. Se vuelca el sobrenadante y se aspira bien para que no queden
restos de etanol. Se seca el pellet al aire, se agrega agua (20 ul generalmente) se

congela a -20°C. Para resuspender el ARN, se descongela en un blogue térmico a 55°C
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durante 5 min y se agita vigorosamente con un vortex. Se puede controlar la integridad
del ARN extraido corriéndolo en un gel de agarosa 1% p/v, a un voltaje relativamente
alto y por poco tiempo, para disminuir la degradacidon durante la corrida. En una
preparacion buena de ARN, deben observarse 3 bandas correspondientes, de mayor a
menor tamaio, al ARN ribosomal 28S, al ARN ribosomal 18S y a los ARN de

transferencia.

Transcripcion reversa (RT)

El protocolo para la obtencién de ADN copia a partir de ARN se detalla a
continuacion. El mismo consiste en el protocolo provisto por el fabricante de la enzima
Transcriptasa Reversa (MMLV-RT, Invitrogen) con leves modificaciones. Se
desnaturalizan 5 pl de ARN colocandolo 5 min a 65°C y posteriormente se pasa el tubo
inmediatamente a hielo para impedir la re-naturalizacién. Luego se agregan 15 ul de
mezcla de reaccién a cada tubo y se deja 10 min a temperatura ambiente para que el
oligo(dT) pueda aparearse a las colas de poli(A) de ARN mensajeros poli-adenilados.
Por ultimo, se incuba 1 h a 37°C para que ocurra la reaccién y se detiene la misma

incubando 10 min a 70°C.
La mezcla de reaccidon esta compuesta de la siguiente manera:
Buffer de RT 5X: 4ul
DTT 100 mM: 2ul
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP y dTTP) 10 mM: 1 pl
Oligo Random (oligo de 10 nucledtidos) 100 uM: 0,5 pl
Enzima M-MLV RT 200 U/ul: 1,5 pl
H20 c.s.p: 15 pl.

PCR en tiempo real (qPCR)
Para esta reaccién de PCR se utilizan como molde, 2,5 ul de una dilucion 1:20
de la reaccién de RT que contiene el ADN copia. La curva estandar es realizada

mediante 7 diluciones seriadas al medio partiendo de una dilucién 1/2 de un pool de
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las muestras. A cada pocillo con la dilucién de ADN copia se le agrega 22,5 ul de mix,

compuesta de la siguiente manera:

Buffer PCR: 2,5 pl

MgCl2 25 mM: 1,5 ul

Primer Fw 20 pM: 0,5 pl

Primer Rev 20 uM: 0,5 pl

dNTPs 10 mM: 0,5 pl

Taq ADN polimerasa (5 U/pl): 0,15 ul
Sybr Green: 0,025 pl

H20 c.s.p: 20 ul

La reaccion de PCR consistié en:

N2 de ciclos Temperatura (2C) Tiempo
1 94 2'
94 15"
60 15"
20 72 20"
1 72 5'
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Nombre Secuencia FW Secuencia REV
U1 snRNA Total CCATGATCACGAAGGTGGTTT ATGCAGTCGAGTTTCCCACAT
U2 snRNA Total TTCTCGGCCTTTTGGCTAAG CTCCCTGCTCCAAAAATCCA
U4 snRNA Total GCCAATGAGGTTTATCCGAGG TCAAAAATTGCCAATGCCG
& U5 snRNA Total GGTTTCTCTTCAGATCGTATAAATC CTCAAAAAATTGGTTTAAGACTCAGA
C:g— GAPDH mRNA ATCGTGGAAGGACTCATGAC GCAGGGATGATGTTCTGGAG
]
'§ U1 snRNAs sin clivar TACCTGGCAGGGGAGATACC GCGTACAGTCTACTTTTGAAACTC
U2 snRNAs sin clivar CTCCACGCATCGACCTGG TGCTACCGTCTCTCACCTC
U4 snRNAs sin clivar CGTAGCCAATGAGGTCTATCCG CTCTTCAACCTCCCAAAACC
U5 snRNASs sin clivar ATTTCCGTGGAGAGGAACAACTC GCACCATTGAACAGAAAAAGGAA
INTS11 K115R CGCCGTAGACAAGAGGGGCGAGGCCAACTTC GAAGTTGGCCTCGCCCCTCTTGTCTACGGCG
INTS11 K289R CTGGACCAACCAGAGGATCCGCAAGACTTTC GAAAGTCTTGCGGATCCTCTGGTTGGTCCAG
INTS11 K369R CAGCGGGCAGCGGAGGCTCGAGATGGAGGG CCCTCCATCTCGAGCCTCCGCTGCCCGCTG
INTS11 K381R GGTGCTGGAGGTCAGGATGCAGGTGGAG CTCCACCTGCATCCTGACCTCCAGCACC
INTS11 K462R CGCTGGGGCTGCTGAGGCGGGAGATGGCGC GCGCCATCTCCCGCCTCAGCAGCCCCAGCG
@ INTS11 K475R CCCTGAGGCCAAGAGGCCTCGGCTCCTGC GCAGGAGCCGAGGCCTCTTGGCCTCAGGG
i INTS11 E464A CTGCTGAAGCGGGCGATGGCGCAGGGGCT AGCCCCTGCGCCATCGCCCGCTTCAGCAG
©
g INTS11 E203Q AACCTGCTCATCACACAGTCCACGTACGCCA TGGCGTACGTGGACTGTGTGATGAGCAGGTT
INTS9 K607R GCTTCAGTGATATTAGGGTGGAGGACACAG CTGTGTCCTCCACCCTAATATCACTGAAGC
SNAPC1 K245R ATGATGGAGAAGAAAGAATGGAAGGAAATTC ATGATGGAGAAGAAAGAATGGAAGGAAATTC
SNAPC1 K286R GCATCGTCAAGTCAGACTCGACTCTTCTGAC GTCAGAAGAGTCGAGTCTGACTTGACGATGC
SNAPC1 K302 GTCAAGGGCAAGTCAGAGCAACTAGGAAAAAAG CTTTTTTCCTAGTTGCTCTGACTTGCCCTTGAC
SNAPC1 K333R GTGCAGAATATACACAGGGAAGATAAACCTTTAAG | CTTAAAGGTTTATCTTCCCTGTGTATATTCTGCAC
PSE U1 GGAAAGGGCTCGGGAGTGCGCG CAGGTAAGTATGAGAGCTTGGGC
PSE U2 GATGAGAGTGGGACGGTGAC CACTTGATCTTAGCCAAAAGG
a
S Regidn Intergenica GGAGCGGAGCGTTCTCTGTCTCCCC AGAGTGTGAGCCCTCATTCACGCCC
3'box U2 CTCCACGCATCGACCTGG TGCTACCGTCTCTCACCTC
. Guia dCas9 NT GCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAA CTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTG
g Guia INTS11 promotor CCACCCCACAGCCCTCCCGG CCGGGAGGGCTGTGGGGTGG
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Resultados previos de nuestro laboratorio mostraron que en una reaccién de
splicing, in vitro, ciertas proteinas unidas al pre-ARN mensajero sustrato de la reaccion
se encuentran conjugadas a SUMO y que al disminuir los niveles de SUMOilacién del
extracto proteico utilizado para las reacciones mediante el agregado de una enzima
de-conjugadora de SUMO se reduce la eficiencia de splicing. Por otro lado,
comprobamos que la SUMOQilacién de la proteina spliceosomal Prp3 es requerida para
el proceso de splicing en células de mamifero en cultivo. Habiendo demostrado la
importancia de la conjugacion SUMO en la regulaciéon del proceso splicing, nos
preguntamos entonces si la SUMOilacién podria estar también regulando la biogénesis

de los snRNAs, en particular de aquellos de clase Sm o dependientes de RNAP II.

La disminucion global de SUMOilacion aumenta los niveles de snRNAs
nacientes

Nos propusimos estudiar qué ocurre con los snRNA nacientes o pre-snRNAs
cuando se alteran los niveles globales de SUMOilacién. Para ello, sobre-expresamos la
proteasa de SUMO SENP1 en distintas lineas celulares mediante la transfeccion del
plasmido de expresidn correspondiente. Los snRNAs no poseen intrones, pero su
procesamiento 3’ mediado por el complejo Integrator es co-transcripcional lo cual nos
permitio disefiar primers especificos para medir los niveles de snRNA inmaduros, no
procesados o nacientes. En la figura 1 se muestra como al disminuir la SUMOQilacion
global de la célula aumentan los niveles no procesados de un snRNA transcripto a
partir de un plasmido reportero co-transfectado. Este plasmido contiene las regiones
regulatorias del gen de U2, pero la unidad transcripcional de dicho gen se encuentra
interrumpida por el exén 2 de la b-globina (Figura R1 A). Ante la sobre-expresion de
SENP1, observamos un aumento en los niveles no procesados del transcripto

quimérico U2-b-globina proveniente del reportero (Figura R1 B).
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Figura R1: Niveles de snRNA no procesados proveniente de un reportero transcripcional
aumentan cuando disminuye la SUMOilacién global. A) Esquema del reportero transcripcional
y los primers utilizados para distinguir los snRNAs (transcriptos quiméricos U2-b-globina) no
procesados (sin clivar) y los totales (procesados + no procesados) derivados del mismo. B)
Células Hela fueron co-transfectadas con el plasmido reportero indicado en A, un plasmido
que codifica para SUMO2 fusionada al epitope HA y un pldsmido que codifica para la SUMO
proteasa SENP o, como control, un pldsmido “vacio”. Luego de 48 h, se extrajo ARN total y se
lo sometidé a RT-gPCR con los primers indicados en A (panel izquierdo, n=3, * P<0,05, Student’s
T). Los niveles de SUMOilacién global fueron analizados mediante WB utilizando extractos

celulares totales y un anticuerpo anti-HA (panel derecho).

Quisimos corroborar si el aumento en los niveles de transcriptos quiméricos de
U2-b-globina no procesados como consecuencia de la disminucion de la SUMOilacion
global detectado con el gen reportero ocurre también con los transcriptos de snRNA
enddgenos. Para ello, usamos una estrategia similar: sobre expresamos la proteasa de
SUMO SENP1 en la linea celular HEK 293T, junto con un plasmido que codifica para
SUMO2 fusionada a HA y procedimos a medir los niveles nacientes de los snRNA
enddgenos por RT-gqPCR con los primers indicados en la figura R2 A. Al igual que para

los transcriptos provenientes del gen reportero, observamos un aumento en los
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niveles no procesados de los snRNA provenientes de los genes endégenos U1, U2, U4y

U5 al disminuir la SUMOilacién global (Figura R2 B).
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Figura R2: Niveles de snRNA no procesados endégenos aumentan ante la disminucion de la
SUMOilacién global. A) Esquema de los primers utilizados para distinguir los snRNAs no
procesados y los totales (procesados + no procesados), derivados de genes enddgenos. B)
Células HEK 293T fueron co-transfectadas con un plasmido que codifica para SUMO?2 fusionada
a HA y un pldsmido que codifica para la SUMO proteasa SENP1 o, como control, un plasmido
“vacio”. Luego de 48 h, se extrajo ARN total y se lo sometid a RT-qPCR con los primers
indicados en A (panel izquierdo, n=3, *** P<0,001, * P<0,05, Student’s T). Los niveles de
SUMOilacién global fueron analizados mediante WB utilizando un anticuerpo anti-HA (panel

derecho).

En los experimentos que dieron lugar a las figuras R1 y R2 es claro que la sobre-
expresion de la proteasa SENP1 produjo una marcada alteracidn en los niveles globales
de SUMOQilacidn. Con el fin de alterar los niveles de conjugacion de SUMO de manera
mas localizada usamos una estrategia similar pero esta vez sobre-expresando la SUMO
proteasa USPL1, la cual se encuentra en compartimentos sub-nucleares denominados
CBs, junto con un plasmido que codifica para SUMO2 fusionada a HA y procedimos a
medir los niveles de snRNA nacientes (no procesados) provenientes de genes

enddgenos (Figura R3).
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Figura R3: Niveles de snRNA no procesados endégenos aumentan ante la sobre-expresion de
USPL1. Células HEK 293T fueron co-transfectadas con un plasmido que codifica para SUMO2
fusionada a HA y un plasmido que codifica para la SUMO proteasa USPL1 fusionada a HA o,
como control, un pldsmido “vacio”. Luego de 48 h, se extrajo ARN total y se lo sometié a RT-
gPCR con los primers indicados en 2A (panel izquierdo, n=4, *** P<0,001, * P<0,05, Student’s
T). Los niveles de SUMOQilacién global fueron analizados mediante WB utilizando un anticuerpo

anti-HA (panel derecho).

Al igual que lo observado al sobre-expresar SENP1, |la sobre-expresion de USPL1
produjo un aumento de los niveles sin procesar de los snRNAs, adn cuando los niveles
globales de conjugacién de SUMO no se vieron severamente disminuidos. Evaluamos
qué ocurre cuando las células sobre-expresan USPL1 dado que la misma es una
proteasa de SUMO que se localiza en los CBs, los cuales se ubican en las cercanias de
donde ocurre la transcripcién de los snRNAs (Schulz et al. 2012; Machyna et al. 2013).
En conclusidn, los resultados indican que alterar los niveles de SUMOQilacion global o
bien en regiones cercanas a los genes de snRNAs altera el procesamiento 3’ de estos

ARNSs no codificantes.

Proteinas involucradas en la biogénesis de los snRNA son modificadas por
conjugacion de SUMO2

A partir de los resultados mostrados anteriormente decidimos analizar la
SUMOQilacion de proteinas involucradas en la transcripcion, elongaciéon y el
procesamiento 3’ de los snRNAs. Para ello, células HEK 293T fueron co-transfectadas

con plasmidos de expresion para las distintas proteinas involucradas en la biogénesis
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de snRNAs y un plasmido que codifica para 6xHis-SUMO2 (versién de SUMO-2
etiquetada con un epitope de seis histidinas consecutivas) o, como control negativo,
un plasmido vacio. Los lisados celulares obtenidos post-transfeccion fueron sometidos
a cromatografia de afinidad en resina de niquel con el fin de enriquecer la muestra en
proteinas que contengan el tracto de 6xHis, es decir, proteinas conjugadas a 6xHis-
SUMO2. Ensayos de WB con anticuerpos especificos contra las etiquetas de las
proteinas sobre-expresadas, revelaron que las mismas son susceptibles de conjugarse
a SUMO?2, evidenciado por la aparicion de bandas de menor movilidad electroforética
en la fraccidon “Ni-NTA” (material retenido por la columna) que la correspondiente al

peso molecular de la proteina observada en los lisados celulares (Figura R4).
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Figura R4: Diversas proteinas involucradas en la biogénesis de snRNAs son blanco de

conjugacion de SUMO. Células HEK 293T fueron co-transfectadas con pladsmidos de expresion

para Ubc9, 6XHis-SUMO?2, o vector vacio, y un putativo sustrato de SUMOQilacién de interés

etiquetado con HA o FLAG. Luego de 48 h, los lisados celulares fueron sometidos a purificacion

por resina de niquel para enriquecer en proteinas SUMOiladas. Alicuotas de los lisados y los

eluatos (Ni-NTA) fueron analizados por WB con los anticuerpos indicados. A) Proteinas

involucradas en la transcripcién (SNAP43) y elongacién (ZC3H8) de los snRNAs. B) Proteinas del

complejo Integrator, encargado del procesamiento 3’ de lo snRNAs.
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Como ya ha sido indicado en la seccién Introduccidn, la proteina SNAP43 es
parte de un complejo llamado SNAPc (small nuclear activator complex) que se une a la
region promotora PSE (proximal sequence element). Esta proteina funciona como
andamiaje para la interaccion entre SNAP50 y SNAP190 y también es capaz
interaccionar con Rb y p53 (Mittal et al 1999; Hirsch et al. 2000; Gridasova et al. 2005;
James Faresse et al. 2012). La proteina ZC3H8 es parte del complejo denominado LEC
(Little Elongation Complex), su estructura muestra que ZC3H8 posee tres dominios
C3H1-zinc fingers, que suelen estar presentes en proteinas de unién al RNA, pero se
desconoce su funcién dentro del LEC. Observamos que efectivamente, SNAP43 y

ZC3H8 son modificadas por conjugacion de SUMO (Figura R4 A).

Ademas, detectamos la SUMOilacién de seis proteinas del Integrator complex,
el responsable de clivar el snRNA naciente en su regién 3’. Este complejo esta formado
por 14 proteinas y se desconoce la funcidn de la mayoria de ellas. Sin embargo, se ha
descripto la formacién de un heterodimero entre INTS9 e INTS11 responsable del
procesamiento endonucleolitico del snRNA naciente. Como se observa en la figura R4

B, ambas proteinas son modificadas por conjugacidon de SUMO.

Vale la pena mencionar que hasta la fecha, ningln trabajo ha descripto la

regulacidon de estas proteinas por modificaciones post traduccionales.

En las siguientes secciones, evaluamos la regulacién de la conjugacion SUMO
sobre el factor de transcripcién SNAP43, y los factores de procesamiento 3’ INTS9 e
INTS11. Para facilitar la lectura, hemos agrupado los resultados obtenidos segun la

proteina y el rol que cumple en la biogénesis de los snRNAs.

SNAP43

Las lisinas 245 y 333 son sitios de conjugacion de SUMO dentro de la proteina
SNAP43

Uno de los enfoques mas utilizados para entender cédmo regula una
modificacion post-traduccional a una proteina de interés, es generar mutantes de los
residuos blanco de la modificacién post-traduccional en estudio. En el caso de la

SUMOilacién, se suele realizar una sustitucién de lisina por arginina, que es un
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aminodcido con la misma carga neta pero no es sustrato de la conjugacién SUMO, con

el fin de no alterar significativamente la estructura de la proteina blanco.

Para poder estudiar como impacta la SUMOQilacion en la actividad de SNAP43,
primeramente realizamos un analisis in silico, mediante un software especializado
(SUMOsp2), que nos permitido predecir posibles lisinas blanco de SUMOilacién, en
principio, las mds cercanas al consenso conocido (WKxD/E) dentro de la estructura
primaria de la proteina. Una lisina cumplia estrictamente con esta secuencia consenso,
pero aun asi el programa detectdé éste y otro posible blanco (Figura R5 A). Consultando
la bibliografia encontramos que SNAP43 fue detectada como blanco de conjugacién de
SUMO en ensayos de espectrometria de masa sitio-especificos para esta modificacion
(Hendriks 2018), reportandose 13aminoacidos lisina blancos de conjugacién.

Decidimos entonces enfocarnos en las 4 lisinas mostradas en la Figura R5 B.

A
WKXE/D
283 RQVKLDS 289
330 NIHKEDK 336
B SNAP43
K245 K302
1 SNAPc Superfamily # 368
K286 K333

Figura R5: Secuencia consenso y sitios putativos de la proteina SNAP43. A) Sitios putativos de
SUMOQilacién en SNAP43 detectados in silico y el motivo consenso de SUMOilacién
circundante. W aminodacido voluminoso, hidrofébico; X, cualquier aminoacido; E, acido
glutadmico; D, acido aspartico. B) Esquema de SNAP43, estructura de dominios, en blanco esta
indicado el dominio SNAPc Superfamilyy en negro la secuencia que no posee ningin dominio
definido y localizacion de los sitios de conjugacién a SUMO detectados in silico y por

bibliografia.

Reemplazamos las lisinas seleccionadas anteriormente por argininas mediante
mutagénesis dirigida y luego evaluamos la SUMOQilacion de cada uno de estos
mutantes respecto de la proteina salvaje (wild type o WT). Utilizamos nuevamente

cromatografia de afinidad a niquel, para enriquecer nuestras muestras en proteinas

63



RESULTADOS

conjugadas a His-SUMO, a partir de extractos de células que sobre-expresaban 6xHis-
SUMO?2 vy las distintas versiones mutante o WT de la proteina SNAP43 fusionadas al
epitope HA, seguido de un ensayo de WB (Figura R6 A) utilizando un anticuerpo anti
HA. Del analisis de las simples mutantes, observamos que mientras que las mutaciones
en las lisinas 286 y 302 no tuvieron consecuencias detectables, las mutaciones en la
lisina 333 y en la 245 produjeron una reduccién de la SUMOQilacién al compararlas con
la proteina WT. Sin embargo, la reduccién no fue total razén por la cual optamos por
generar una doble mutante. La combinacién de ambas mutaciones en la misma
proteina (K245R/K333R) produjo una marcada reduccion de los niveles de
SUMOQilacion de la misma (Figura R6 B). A esta mutante la llamamos “SNAP43 2KR” y

fue la utilizada para continuar nuestros estudios.

HA-SNAP43 HA-SNAP43

K245R
K286R
K302R
K333R
K245R +
K333R

— —
= =
Ni-NTA _ HA-SNAP43-SUMO NI-NTA _ HA-SNAP43-SUMO
- -
“ s “ [SS— h
Lisados E‘_ — -1 HA-SNAP43 Lisados @ HA-SNAP43
aHA aHA

Figura R6: SNAP43 es SUMOilada en las lisinas 245 y 333. Células HEK 293T fueron co-
transfectadas con vectores de expresion para V5-Ubc9, HA-SNAP43 WT o mutantes y 6xHis-
SUMO2. Luego de 48 h, las células fueron lisadas y sometidas a cromatografia de afinidad a
Niquel (Ni-NTA). Alicuotas de los lisados y los eluatos (Ni-NTA) fueron analizados por WB con

un anticuerpo anti-HA.

Los residuos lisina son blanco de otras modificaciones post-traduccionales,
como por ejemplo ubiquitinacion, metilacion y acetilacion. Por lo tanto, hay que
considerar que, al generar una version mutante, podriamos impedir otras
modificaciones en los residuos mutados, o incluso en otras lisinas, si existiese algun
tipo de regulacidn cruzada. Dada la similitud entre la SUMOQilaciéon y la ubiquitinacién,
decidimos evaluar si SNAP43 es sustrato de ubiquitinacion y, en caso de serlo, si en la
mutante SNAP43 2KR esta modificacion post-traduccional se veia alterada. En la figura
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R7 se observa que la version WT es modificada por conjugacién de ubiquitina, y que la
mutante de SUMOilacion si bien no tiene modificado el patréon de ubiquitinacién,
pareceria estar levemente disminuida. Este resultado sugiere que las lisinas mutadas
no serian blanco de ubiquitinacién, pero no podemos descartar algin tipo de

regulacién cruzada.

HA-SNAP43
6xHis-Ub - + +
— = x
= = S

~ HA-SNAP43-Ubiquitin
NI-NTA

Lisados | e wmiie — HA-SNAP43

aHA

Figura R7: La mutacion de las lisinas 245 y 333 no afecta el patréon de ubiquitinacién de
SNAP43. Células HEK 293T fueron co-transfectadas con vectores de expresion para HA-SNAP43
WT o 2KR, 6xHis-Ubiquitina y V5-Ubc9. Luego de 48 h, las células fueron lisadas y sometidas a
cromatografia de afinidad a Niquel (Ni-NTA). Alicuotas de los lisados y los eluatos (Ni-NTA)

fueron analizados por WB con un anticuerpo anti-HA.

La proteina mutante SNAP43 2KR es incapaz de estimular la transcripcion de los
snRNAs

Para evaluar si la disminucién de la SUMOQilacién de SNAP43 afecta su funcion,
lo primero que hicimos fue evaluar la transcripcion de snRNAs en células HEK 293T co-
transfectadas con versiones WT, mutante o pldsmido vacio (control) junto con ARN de
interferencia (siRNA) especifico para depletar a la proteina SNAP43 endégena o un
siRNA diseflado contra el mRNA de luciferasa que no estd presente en las células

utilizadas (control). Los niveles de proteina SNAP43 enddgena fueron evaluados
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mediante WB (Figura R8 A), mientras que los niveles de snRNAs naciente fueron
cuantificados, al igual que en la Figura R2, por RT-qPCR. Dado que los genes de snRNAs
de la clase Sm conservan las mismas regiones regulatorias, en el resto de esta tesis nos

enfocaremos en los transcriptos de Ul y U2.

El silenciamiento de SNAP43, como era previsible, disminuyd los niveles de
snRNAs naciente, dado que disminuyd los niveles de una proteina del complejo SNAPc,
el cual actia como factor de transcripcidn para estos genes. Por su parte, al rescatar
dicha deplecién con la version WT de SNAP43 se observé una recuperacion de los
niveles nacientes de snRNA, mientras que, la versién mutante deficiente de
SUMOilacion de SNAP43 (SNAP43 2KR) no sélo no logré este efecto, sino que incluso
se observaron niveles menores de snRNA naciente que los observados en la condicién
de silenciamiento sin rescate (Figura R8 B). Estos resultados sugieren por un lado que
la SUMOQilacion de SNAP43 seria necesaria para la participacion de esta proteina en la
transcripcion de snRNAs y, por otro lado, que el mutante SNAP43 2KR podria estar

actuando como un dominante negativo.

A B ns
SISNAP43 - + + + 17
HA-SNAP43 - - WT  2KR
= > = 1.00
- |- | - .-
=
aSNAP43 s
’-- d |— | Tubulin g Y 7" wilm
o
aTubulin %
Q
= 0.50
9
Q
=
-
0.25
0.00
U1 u2

. siLuc + pcDNA
[ ]sisNAP43 + paDNA

| |siSNAP43 + HA-SNAP43 WT
js\SNAP43 + HA-SNAP43 2KR

Figura R8: La disminucion de SUMOQilacion de SNAP43 afecta la transcripcion de snRNAs en
células en cultivo. Células HEK 293T fueron co-transfectadas con un siRNA dirigido contra
SNAP43 enddgeno (siSNAP43) o siLuc como control (-) junto con vectores de expresidn para

HA-SNAP43 WT, HA-SNAP43 2KR, o como control, un vector vacio (pcDNA). Luego de 72 h, se
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lisaron las células y se extrajeron proteinas y ARN total. A) Los niveles proteicos de SNAP43
fueron analizados mediante WB con anticuerpo anti-SNAP43, la flecha indica la banda
correspondiente a SNAP43 segun lo observado a la proteina sobre expresada. B) Los niveles de
snRNAs nacientes fueron evaluados mediante RT-gPCR (n= 3, *P < 0,05; ***P <0,001; Student's

t).

Una manera alternativa de tener un indicio sobre la transcripcion es midiendo
la cantidad de RNAPII reclutada al promotor de los genes correspondientes, y tal como
fue mencionado anteriormente los genes Ul y U2 son transcriptos por la RNAPII.
Procedimos entonces a transfectar células HEK 293T con plasmidos que codifican para
SNAP43 en su version WT, mutante deficiente de SUMOilacion, o como control un
pldsmido vacio, y luego de 48 h, evaluamos el reclutamiento de RNAPII mediante un
ensayo de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlIP). En la Figura R9 se puede
observar que el reclutamiento de la RNAPII a la regidon promotora de la transcripciéon
de U1y U2 es similar cuando sobre-expresamos la versién WT de SNAP43 respecto al
control. Este resultado podria explicarse por el hecho de que SNAP43 es parte de un
complejo multi-proteico y por ende, para aumentar la transcripcion de los snRNAs no
alcanzaria con sobre-expresar una sola proteina de dicho complejo. Sin embargo,
cuando sobre- expresamos la versidn deficiente de SUMOilacién, en niveles similares a
los de la version WT (Figura R9 A), detectamos una disminucion significativa en el
reclutamiento de la RNAPII a los promotores en estudio (Figura R9 B). En resumen, los
resultados de las Figuras R8 y R9 muestran como disminuye la transcripcién de snRNAs
en células en cultivo cuando SNAP43 2KR esta siendo expresada ya sea en presencia o
ausencia de la proteina endégena correspondiente. Por lo tanto, podemos concluir

que la version de SNAP43 deficiente de SUMOQilacién actia como dominante negativa.
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Figura R9: La sobre-expresion de SNAP43 2KR disminuye la abundancia de la RNPII en los
promotores de los genes Ul y U2. Celuldas HEK293 fueron transfectadas con un plasmido
control (pcDNA) o vectores de expresion que codifican para SNAP43 WT o SNAP43 2KR. Luego
de 48 h, se realizé una inmunoprecipitacién de la cromatina utilizando anticuerpos anti RNAPII.
A) Los niveles de HA-SNAP43 expresados a partir de los plasmidos transfectados fueron
analizados mediante WB. B) La cuantificacién del ADN precipitado fue realizada mediante
gPCR con primers especificos contra la regidn correspondiente al proximal secuence element
(PSE) de Ul y U2, como control analizamos una region intergénica transcripcionalmente
inactiva (n=3, *P<0,05; student’s t test).

Cabe destacar que en la figura R1, R2 y R3 observamos un aumento de los
niveles de snRNAs nacientes al disminuir los niveles de SUMOilacién, dichos resultados
parecen contradictorios con los mencionados para las figuras R8 y R9. Sin embargo,
cuando sobre-expresamos la proteasa de SUMO SENP1 o USPL1 estamos observando
muy probablemente una sumatoria de efectos sobre la transcripcién de snRNAs, como
consecuencias de la disminucién de la conjugacion a SUMO de una gran variedad de
proteinas celulares, mientras que en la figura R8 y R9 observamos la consecuencia en
la transcripcién de dichos genes de la disminucién de SUMOilacion de la proteina

SNAPA43 exclusivamente.
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La disminucion de SUMOilacion de SNAP43 no altera su reclutamiento a la cromatina

Luego de evaluar la transcripcién de snRNAs, nos preguntamos si la mutante de
SNAP43 deficiente de SUMOQilacién estaba siendo reclutada a la regién promotora de
los snRNAs, o si por el contrario, su imposibilidad de ser reclutada a la cromatina era lo
gue impedia que actuase como factor de transcripcidn. Para responder este
interrogante, células HEK 293T fueron transfectadas con plasmidos que codifican para
la version WT, la mutante deficiente de SUMOQilacién, o como control un plasmido
vacio, y luego de 48 h evaluamos el reclutamiento de SNAP43 mediante un ensayo de
inmunoprecipitacién de la cromatina (ChIP) utilizando un anticuerpo contra HA. No
detectamos un reclutamiento diferencial entre la version WT o la mutante deficiente

de SUMOilacion en la region promotora de los genes de U1y U2 (Figura R10).

0.051

pcDNA
HA-SNAP43 WT

0.04 1 1
i \:I HA-SNAP43 2KR

% Input

0.02 1

0.011

o . e )

0.00

PSE U1 PSE U2 Intergenic

Figura R10: SNAP43 es reclutada a los genes de Ul y U2 independientemente de su nivel de
SUMOilacién. Células HEK 293T fueron transfectadas con un plasmido control (pcDNA) o
vectores de expresion para SNAP43 WT o SNAP43 2KR fusionadas al epitope HA. Luego de 48
h, se realizd un ChIP con anticuerpo anti HA. La cuantificacién del ADN precipitado fue
realizada mediante qPCR con primers especificos para la region correspondiente al proximal
secuence element (PSE) de Ul y U2, y como control analizamos una regién intergénica (n=3,

*P<0,05; student’s t test).

En base a estos resultados, proponemos que el reclutamiento de SNAP43 2KR a
la cromatina podria estar disrumpiendo el complejo SNAP lo que podria ocurrir si esta

proteina mutante fuese incapaz de interaccionar con alguna otra proteina del
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complejo. Alternativamente, el complejo conteniendo a la proteina SNAP43 2KR podria
ser incapaz de reclutar a la RNAPII y/o podria estar reclutando factores represores de
la transcripcién. Resultara necesario realizar experimentos adicionales para corroborar

alguna/s de estas hipotesis.

La sobre-expresion de SNAP43 2KR induce la muerte celular en células Hela

Quisimos validar los resultados obtenidos anteriormente en otras lineas
celulares, optamos entonces por utilizar la linea celular Hela. En dichas células
transfectamos pldasmido vacio, plasmidos que codifican para la versién WT o la
mutante deficiente de SUMO, y luego de 48 h observamos al microscopio que las
células transfectadas con SNAP43 2KR mostraban un fenotipo compatible con
apoptosis y muerte celular. Dicho comportamiento se observé reiteradas veces lo que
llevé a preguntarnos si la sobre-expresion de SNAP43 2KR podria estar guiando a la
muerte celular. Para analizar el efecto observado al microscopio de manera
cuantitativa, transfectamos las células con plasmidos que codifican para la version WT
o mutante deficiente de SUMO vy realizamos una co-tincion con ioduro de propidio y
anexina V-FITC. La anexina V se une a la fosfatidil-serina, que se encuentra en la cara
interna de la membrana plasmatica en células sanas pero pasa a ocupar la cara externa
por “flip-flop” de fosfolipidos durante el proceso de apoptosis. El ioduro de propidio es
un colorante que ingresa a las células si éstas se encuentran muertas, por lo tanto, es
un colorante de exclusion vital. Esta co-tincién nos permite clasificar a las células en 4
subpoblaciones: las células negativas para propidio y anexina son células vivas y sanas,
las células positivas para anexina y negativas para propidio se encuentran en apoptosis
temprana y las células positivas para anexina y propidio se encuentran en apoptosis
tardia. Por su parte, las células negativas para anexina y positivas para propidio son
células muertas, pero por necrosis en lugar de apoptosis (ver cuadrantes en la Figura R
11). Como se observa, la condicion de sobre-expresion de SNAP43 WT presenta
mayoritariamente células vivas, mientras que la condicion de sobre-expresién de

SNAP43 2KR muestra un claro aumento en los niveles de muerte celular.
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Figura R11: La sobre-expresion de SNAP43 2KR induce la muerte celular en células Hela.
Transfectamos células Hela con plasmidos que codifican para SNAP43 WT o mutante
deficiente de SUMOilacién (2KR). A las 48 h, teiiimos las células con ioduro de propidio y
Anexina V acoplada a FITC para determinar la proporcion de células vivas (ioduro y anexina
negativas), células necrdticas (ioduro positivas y anexina negativas), células en apoptosis
temprana (ioduro negativas y anexina positivas) y en apoptosis tardia (ioduro y anexina

positivas).

Considerando que las células adherentes se despegan del sustrato al morir o
bien permanecen muy labilmente unidas al mismo o a las células que las rodean, es
posible usar el parametro de “adhesién” para cuantificar la viabilidad celular. Nos
propusimos entonces cuantificar la cantidad de células adheridas a la placa de cultivo
luego de sobre-expresar SNAP43 2KR durante 48 horas, como indicativo de cuantas
células vivas hay. Para ello utilizamos el método de tinciédn con cristal violeta el cual
interacciona con proteinas y ADN celular, tifiendo todas las células presentes. Iguales
cantidades de células Hela fueron transfectadas con pldsmidos que codifican para
SNAP43 WT, deficiente de SUMOilacion o como control un plasmido vacio y luego de
48 h se lavaron las monocapas respectivas para eliminar todo desecho celular o células
muertas y se procedid a realizar la tincidn con cristal violeta. Posteriormente, se midié
la absorbancia a 595 nm. Como se observa en la figura R12, la sobre-expresién de
SNAP43 2KR disminuyd la absorbancia a 595 nm respecto a la sobre-expresidon de

SNAP43 WT, lo cual indica una menor tinciéon con cristal violeta en el caso de las
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células transfectadas con SNAP43 2KR, es decir, una disminucion de la cantidad de

células vivas.

Para corroborar que el efecto observado se debia a la expresion de la proteina
mutante SNAP43 2KR y no al tipo de plasmido utilizado para el clonado del ADNc
correspondiente o bien a una mutacidn presente en alguna regién del plasmido
diferente a la regidon del ADNc sub-clonado, generamos nuevos vectores de expresion,
haciendo uso de un esqueleto plasmidico diferente al utilizado anteriormente, y
clonando en dicho nuevo esqueleto plasmidico el ADNc correspondiente a SNAP43
tanto WT como mutante deficiente de SUMOilacion pero en este caso fusionadas a
mCherry, y repetimos el ensayo realizado anteriormente. Los efectos observados
fueron los mismos con ambos esqueletos plasmidicos (p)CDNA y mCherry C-1) y con las
dos formas de “etiquetar” a nuestras proteinas de interés (fusionada a HA vs mCherry)

(Figura R12).

ns ns

Abs a 595 nm

- WT 2KR - WT 2KR

pcDNA mCherry C1

Figura R12: La sobre-expresion de SNAP43 2KR induce la muerte celular en células Hela
independientemente del plasmido de expresion. Células Hela fueron transfectados con
plasmido vacio (pcDNA) o plasmido que codifica para mCherry como control, o bien plasmidos
pPCDNA conteniendo el ADNc de SNAP43 WT fusionado a HA (WT), plasmido pcDNA
conteniendo el ADNc de SNAP43 deficiente de SUMOQilacion fusionado a HA (2KR), plasmido
mCherry (mCherry-C1) conteniendo el ADNc de SNAP43 WT fusionado a mCherry o plasmido
mCherry C1 conteniendo el ADNc de SNAP43 2KR fusionado a mCherry. Luego de 48 h, las

72



RESULTADOS

monocapas celulares fueron lavadas y sometidas a tincidon con cristal violeta, cuantificandose
luego la cantidad de cristal violeta remanente en la placa mediante absorbancia a 595 nm

(n=3, ***P<0,001; student’s t test).

A diferencia del método de tincién con ioduro de propidio y anexina V, que
mide directamente la muerte celular tifiendo diferencialmente las células muertas, el
método de tincién por cristal violeta tifie células vivas, es decir es una medicion
indirecta de la muerte celular. Aun asi, hay que destacar que es un método muy
reproducible, sencillo y econdmico que nos permitié corroborar el efecto observado
anteriormente (Figura R11). Por otro lado, comprobamos que la induccién de la
muerte celular se debe especificamente a la sobre-expresion de la proteina SNAP43
2KR y no al esqueleto plasmidico en el cual el ADN que codifica para esta proteina se

encuentra sub-clonado.

Ademas, corroboramos que al igual que lo que ocurria con SNAP43 2KR
fusionada a HA y clonada en pCDNA, SNAP43 2KR fusionada a mCherry y clonada en el
vector mCherry C1 es efectivamente deficiente de SUMOQilacidn. Para ello, utilizamos
nuevamente la estrategia de cromatografia de afinidad a niquel para purificar
proteinas conjugadas a 6xHis-SUMO2 a partir de células transfectadas con el vector de
expresion para dicho péptido y las distintas versiones mutante o WT de SNAP43,

seguido de un ensayo de WB (Figura R13).
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Figura R13: La mutacion de las lisinas 245 y 333 de SNAP43 disminuye los niveles de
SUMOilacién de esta proteina atin fusionada a mCherry. HEK 293T fueron co-transfectadas
con vectores de expresion para mCherry-HA-SNAP43 WT o 2KR, V5-Ubc9 y 6xHis-SUMO2, o

como control, plasmido vacio. Luego de 48 h, las células fueron lisadas y sometidas a
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cromatografia de afinidad a Niquel (Ni-NTA). Alicuotas de los lisados y los eluatos (Ni-NTA)

fueron analizados por WB con un anticuerpo anti-HA.

Este ensayo nos permitio validar la disminucion de los niveles de SUMOilacién

de SNAP43 2KR expresada a partir de un contexto plasmidico diferente.

En base a los resultados presentados en figuras R8, R9, R10 y R11 podemos
concluir que la sobre-expresiéon de una versiéon de SNAP43 deficiente de SUMOilacién
lleva a una menor transcripcién de snRNA, actuando como mutante dominante
negativa sobre la proteina enddégena WT, y esto podria inducir la muerte celular de

manera dependiente del contexto celular.

INTS9

La lisina 607 es sitio de conjugacion de SUMO en la proteina INTS9, miembro del
complejo Integrator

Utilizando la misma estrategia que fue mencionada anteriormente para
SNAP43, decidimos estudiar las posibles lisinas que podian ser blanco de SUMOQilacién
en la proteina INTS9. En este caso, el software SUMOsp2 detecto una Unica lisina que
cumplia con el motivo consenso candénico de SUMOilaciéon dentro de la estructura
primaria de la proteina (Figura R14 A). Procedimos entonces a reemplazar la lisina 607
por arginina mediante mutagénesis dirigida, y luego de corroborar dicha mutacién
mediante secuenciacidn, evaluamos los niveles de SUMOQilacién de la proteina mutante
en comparacion con su contraparte salvaje (WT). Utilizamos nuevamente
cromatografia de afinidad a niquel para purificar proteinas conjugadas a SUMO?2 a
partir de extractos proteicos de células que sobre-expresaban 6xHis-SUMO?2 vy las
distintas versiones mutante o WT de INTS9 fusionadas al epitope FLAG.
Posteriormente, las muestras fueron analizadas por ensayo de WB utilizando un

anticuerpo anti FLAG (Figura R14 B).
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Figura R14: INTS9 es conjugada a SUMO en la lisina 607. A) Sitio putativo de SUMOilacién en
INTS9 detectado in silico y el motivo consenso de SUMOilacién circundante. W, aminoacido
voluminoso, hidrofdbico; X, cualquier aminoacido; E, acido glutamico; D, acido aspartico. B)
Células HEK 293T fueron co-transfectadas con vectores de expresion para V5-Ubc9, FLAG-
INTS9 WT o mutante (K607R) y 6xHis-SUMO2, o plasmido vacio como control. Luego de 48 h,
las células fueron lisadas y sometidas a cromatografia de afinidad a Niquel (Ni-NTA). Alicuotas

de los lisados y los eluatos (Ni-NTA) fueron analizados por WB con un anticuerpo anti-FLAG.

Como se observa en la figura R14B, la mutante presenta una reduccidn parcial
de la SUMOilacion, lo que podria indicar la presencia de alguna otra lisina blanco de

conjugacién de SUMO aun en ausencia del consenso.

La disminucién de SUMOilacion de INTS9 no modifica su capacidad para procesar el
snRNA naciente en su region 3’

Como fue comentado anteriormente, los sSnRNA son procesados en el extremo
3’ por el complejo denominado Integrator y no son poliadenilados en condiciones
normales. Sin embargo, la ausencia de alguna proteina del complejo y por ende la

imposibilidad de un procesamiento 3’ apropiado lleva a la poliadenilacion de estas
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moléculas de ARN no codificantes, detectdndose una acumulacion de snRNAs

poliadenilados (Yamamoto et al. 2014).

En base a este conocimiento, y con el fin de determinar si la disminucion de la
SUMOilacion de INTS9 altera su funcion y/o participacion en el complejo Integrator,
evaluamos los niveles de snRNA poliadenilados frente a la sobre-expresion de las
distintas variantes de esta proteina, WT o mutante, en células depletadas de la
proteina INTS9 enddgena. Para ello, células HEK 293T fueron co-transfectadas con un
siRNA especifico para INTS9 enddgeno o un siRNA control (para luciferasa) y plasmidos
de expresidn para versiones WT o mutante de INTS9, insensibles al silenciamiento.
Luego de 72 h, extrajimos el ARN total y realizamos la retrotranscripcion del mismo
utilizando oligo-dT como primer, para obtener Unicamente ADNc provenientes de

ARNs poliadenilados. Luego, mediante gPCR analizamos los niveles de snRNAs.

Tanto la deplecion de INTS9 enddgena mediante siRNA como la sobre-
expresion de las variantes WT o mutante de SUMOilacién de INTS9 fueron confirmadas

mediante ensayo de WB usando un anticuerpo anti INTS9 (Figura R15 A).
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Figura R15: La disminucion de SUMOilacion de INTS9 no afecta el procesamiento 3’ de
snRNAs en células en cultivo. Células HEK 293T fueron co-transfectadas con siRNA dirigido
contra INTS9 endogeno (siINTS9) o siLuc como control (indicado con signo menos en panel A) y
con vectores de expresion para FLAG-INTS9 WT, FLAG INTS9 K607R (ambos insensibles al
silenciamiento), o un vector vacio como control (pcDNA). Luego de 72 h, se extrajeron
proteinas y ARN total. A) Los niveles proteicos de INTS9 fueron analizados mediante WB con

anticuerpo anti-INTS9. B) Los niveles de snRNAs poliadenilados fueron evaluados mediante RT
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(oligo dT)-gPCR (n= 3, *P < 0,05; ***P <0,001; ANOVA de un factor seguido de una prueba de
Tukey). Las barras rotuladas en la parte superior con la misma letra mindsculas no presentan

diferencias significativas, mientras que las indicadas con letras minusculas diferentes si.

En concordancia con lo reportado en bibliografia, el silenciamiento de INTS9
aumentd los niveles de snRNAs poliadenilados, mientras que el rescate de este
silenciamiento mediante la sobre-expresion de la version WT o la mutante de
SUMOilacion de esta proteina logré una reversién parcial similar de dicho aumento
(Figura R15 B). Cabe mencionar que la imposibilidad de lograr una reversién completa,
es decir de recuperar los niveles basales correspondientes a la condicién “siLuc +

pcDNA”, podria deberse al tiempo de vida media de los ARNs analizados.

Los resultados mostrados en la figura R15 nos llevan a concluir que la
diminucién de la SUMOQilacién de INTS9 lograda mediante la mutacion de la lisina 607
no altera la funcion del complejo Integrator, posiblemente por no alterar la
participacién de esta proteina en dicho complejo. No es posible descartar que una
anulacién completa de la SUMOQilacion de esta proteina mediante la anulacion de

otro/s residuos lisina adicionales tenga consecuencias diferentes.

INTS11

Las lisinas 381, 462 y 475 son sitios de conjugacion de SUMO en la proteina INTS11,
miembro del complejo Integrator.

Desde el descubrimiento del complejo Integrator se lo ha relacionado
funcionalmente al complejo CPSF (cleavage polyadenylation specificity factor) que es el
responsable del procesamiento 3’ y la poliadenilaciéon de los ARN mensajeros, entre
otros ARNs. En particular se describié la similitud entre INTS11 y el factor CPSF-73:
ambas proteinas cumplen la misma funcién en cuanto a que son capaces de clivar el
ARN naciente, y poseen un 40% de identidad de secuencia. Teniendo en cuenta dicha
similitud se logré desarrollar una mutante catalitica de INTS11, reemplazando el acido
glutamico en la posicion 203 por una glutamina (E203Q) (Baillat et al. 2005). Por otro
lado, hace muchos afios fue reportado que la proteina CPSF-73 era blanco de
conjugacién SUMO vy que esta modificacion podria estar regulando su funcién
(Vethantham et al. 2007). Todo esto llevd a preguntarnos qué ocurre con la proteina

INTS11 en cuanto a su SUMOilacion y la relacidn de esta MPT con la funcién de dicha
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proteina. Procedimos nuevamente a buscar lisinas blanco de conjugaciéon de SUMO
utilizando el software SUMOsp2, el cual detecto un unico residuo (lisina 462) que se
encontraba inmerso en el consenso de SUMQilacién (Figura R16 A). En base a esto, y
utilizando la estrategia ya mencionada anteriormente, generamos una versidn
mutante de INTS11 reemplazando la lisina 462 por una arginina y medimos su
susceptibilidad a conjugarse a SUMO (Figura R16 B). Como se puede observar, se
detecta una disminucién de una Unica banda en el patrén obtenido. Teniendo en
cuenta que el algoritmo utilizado por el software mencionado sdlo identifica lisinas
que cumplen con el consenso estricto y candnico de SUMOQilacién “WKxD/E” dentro de
la estructura primaria, y que mutar una lisina dentro de dicho consenso no
necesariamente anula por completo la SUMOilacién, tal como lo mostrado
anteriormente para INTS9, optamos entonces por realizar busquedas manuales de
lisinas que cumplan con otro tipo de consensos reportados mas recientemente en el
campo de la SUMOilacién (Hendriks et al. 2018). Observamos que la lisina 381 se
encuentra dentro de lo que se conoce como “consenso invertido” (Figura R16 C).
Utilizando nuevamente la técnica de mutagénesis dirigida, generamos una doble
mutante K381R/K462R, la cual disminuyd notoriamente su nivel de conjugacion a

SUMO (Figura R16 D).

A WKXE/D C E/D xKW
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Figura R16: INTS11 es blanco de conjugacién a SUMO en sus residuos lisina 381 y 462. A,C)
Sitio putativo de SUMOQilacién en INTS11 detectado in silico (A) o en forma manual (C) y el
consenso de SUMOQilacién circundante. W aminoacido voluminoso, hidrofébico; X, cualquier

aminodcido; E, acido glutdmico; D, acido aspartico. B,D) Células HEK 293T fueron co-
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transfectadas con vectores de expresidn para FLAG-INTS11 WT o mutantes (segun se indica en
la parte superior de las imagenes), 6xHis-SUMO2 y v5-Ubc9. Luego de 48 h, las células fueron
lisadas y sometidas a cromatografia de afinidad a Niquel (Ni-NTA). Alicuotas de los lisados y los

eluatos (Ni-NTA) fueron analizados por WB con un anticuerpo anti-FLAG.

Con el objetivo de obtener una mutante que no pueda ser modificada por
conjugacién de SUMO, decidimos mutar distintas lisinas que fueron descriptas por
espectrometria de masa sitio-especifica para sustratos de conjugacion de SUMO. Vale
la pena mencionar que la lisina 462, la cual cumple el consenso clasico, fue identificada
en diversas publicaciones compiladas en Hendriks et al. 2018. Usando estas referencias
generamos distintas triple mutantes y evaluamos si seguian siendo blanco de
SUMOilacion. La triple mutante que logré disminuir completamente la SUMOilacién
fue la K381R/K462R/K475R a la cual llamamos “INTS11 3KR”. Ademas, se puede
observar que la mutante catalitica (E203Q) es susceptible de ser modificada por

conjugacién de SUMO (Figura R17).

FLAG-INTS11

= =
2 2
6xHis-SUMO2 - +

Lisados | g —— — | FLAG-INTS11

aFLAG

+ K381R + K462+ K475R
+ K381R+ K462 + K369R
+ K381R+ K462 + K289R
+ KB381R +K462+ K115R

+ E203Q

Figura R17: Las lisinas 381, 462 y 475 en la proteina INTS11 son residuos blanco de
conjugacion de SUMO. Células HEK 293T fueron co-transfectadas con vectores de expresion
para V5-Ubc9, FLAG-INTS11 WT o mutantes (indicados en la parte superior de la figura) y
6xHis-SUMO2 o plasmido vacio como control. Luego de 48 h, las células fueron lisadas y
sometidas a cromatografia de afinidad a Niquel (Ni-NTA). Alicuotas de los lisados y los eluatos

(Ni-NTA) fueron analizados por WB con un anticuerpo anti-FLAG.
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Cabe destacar que la regidn cercana a lisina 462 de INTS11 es similar a la de la
lisina 462 de CPSF-73, la cual fue reportada como sustrato de conjugacion de SUMO.
Ademas, llama la atencion que las regiones aledaiias a las 3 lisinas seleccionadas
presentan similitud con las correspondientes de CPSF-73 (Figura R18 A) y también
observamos que se encuentran conservadas en distintos organismos (Figura R18 B).
Esto podria indicarnos que dichas lisinas y su conjugacién a SUMO cumplen algun rol

regulatorio.

368LEVKMQVEY 486 Ints11
382LPLKMSVDY 390 CPSF-73

462 KREMAQ GLLP 471 Ints11
462KLA K VMGF LA 471 CPSF-73

468 GLLPEAKKP 476 Ints11
468 GFLAD-KKP 475 CPSF-73

B

K3s1 | K462
Homo sapiens (Human) LEMEGRQV IQVEYMSFS.  IPVGISLGLUKREHA--QGLLPEAKKPRL-LHGTLIMKDSNFRLV.
Rattus norvegicus (RAT) LEMEGRQM QVEYMSFS IPVGISLGLUKREMV--QGLLPEAKKPRL - LHGTLIMKDNNFRLV!
Mus musculus (Mouse) LEMEGRQM QVEYMSFS IPVGISLGLYKREMV--QGLLPEAKKPRL - LHGTLIMKDSNFRLV!
Gallus gallus (Chicken) LEMEGRQI QVEYMSFS IPVDISLGLYKRETA--IGLLPDAKKPKL-MHGTLIMKDNSFRLV.
Drosophila melanogaster (Fruit fly) VEFENRQ TAVEYMSFS IPVDASVSL RSYNAQPPDP HRRRL - IHGVLVMKDNRIMLQ

Caenorhabditis elegans IEIDQ-KM RLGVEYMSFS LDIRVPLEKIORSLS- - - -LDPNP AKSECPFVAELVYDQENERLN

Figura R18: Alineamiento de secuencia aminoacidica entre INTS11 y CPSF-73 humanos y
entre INTS11 de diversas especies. A) conservacion de las lisinas seleccionadas para INTS11 en
CPSF-73. B) Conservacion de las lisinas blanco y la secuencia consenso de SUMOQilacion de

INTS11 entre las distintas especies.

La proteina mutante de SUMOilacién INTS11 3KR es incapaz de clivar el snRNA
naciente en su extremo 3’

Utilizando la misma estrategia que usamos anteriormente para la proteina
INTS9, evaluamos que ocurria con la poliadenilacién de los snRNAs cuando
expresabamos las distintas versiones de INTS11 en células depletadas de la proteina
enddgena correspondiente. En este caso, utilizamos dos métodos distintos para
generar deplecion de INTS11 enddgeno: en primer lugar, trabajamos con el mismo
método mencionado anteriormente de ARN de interferencia (siRNA); luego pusimos a
punto un método de deplecion que utiliza la tecnologia CRISPR-Cas9 llamada CRISPR

de intereferencia o “CRISPRi”. Este método consiste en expresar en células en cultivo
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una Cas9 inactiva o “dCas9” fusionada a un dominio llamado Kriippel-associated box
(KRAB). El dominio KRAB recluta complejos que modifican la cromatina incluyendo al
co-represor KAP1 y al nucleosome remodeling and deacetylase (NuRD). Cuando la
proteina KRAB-dCas9 es reclutada a la regidon promotora del gen de interés a silenciar
por medio de una guia especifica, las histonas son deacetiladas (por accion de NuRD) y
ademas, se favorece la trimetilacion de la lisina 9 de la H3 (por accién de KAP1). Todo
esto genera un silenciamiento transcripcional especificamente en el promotor blanco
(Gilberts et al. 2014). En nuestro caso, disefiamos guias que aparean con el promotor
de INTS11. El sistema CRISPRi genera una deplecion robusta y es mas especifico y

econdmico que el sistema de ARN de interferencia por siRNA.

Células HEK 293T en cultivo depletadas de INTS11 por siRNA o por CRISPRi
fueron co-transfectadas con plasmidos de expresién para las distintas versiones de
INTS11: WT, mutante catalitico “E203Q” o la mutante deficiente de SUMOilacién “3KR”
(Figura R19)
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Figura R19: La disminucién/falta de SUMOilacion de INTS11 afecta el procesamiento 3’ de
snRNA en células en cultivo. A) Células HEK 293T fueron co-transfectadas con un siRNA
dirigido contra INTS11 enddgeno (o siLuc como control) y con vectores de expresion
insensibles al silenciamiento para FLAG-INTS11 WT, mutantes, o como control, un vector vacio.
Luego de 72 h, los niveles de INTS11 fueron analizado mediante WB con anticuerpo anti-
INTS11, y los niveles de snRNAs poliadenilados fueron evaluados mediante RT (oligo dT)-gPCR.
B) Células HEK 293T fueron co-transfectadas con un vector de expresidén para dCas9-KRAB y
una guia dirigida hacia el promotor de INTS11, o como control una guia dirigida hacia una
region que no se encuentra presente en el genoma humano, y con vectores de expresién para
GFP-FLAG-INTS11 WT, mutante de SUMOilacion (3KR) o mutante catalitico (E203Q), o como
control, la proteina GFP sola. Luego de 72 h, los niveles proteicos de INTS11 fueron analizados
mediante WB con anticuerpo anti-INTS11 y los niveles de snRNAs poliadenilados fueron
evaluados mediante RT (oligo dT)-qPCR. (n= 4, letras diferentes indican diferencias

significativas, P < 0,05; ANOVA de un factor seguido de una prueba de Tukey).

En la Figura R19 se observa que en ambas condiciones de silenciamiento de
INTS11 se produce un aumento en los niveles de poliadenilacién de los snRNAs, acorde
a lo esperado segun la bibliografia. En ambas condiciones de silenciamiento también la
sobre-expresidén de la versién WT es capaz de disminuir dicho aumento de la
poliadenilacién de los snRNAs. Por otro lado, la mutante catalitica al igual que la
mutante deficiente de SUMOilacién fueron incapaces de procesar correctamente los
snRNAs, es decir de revertir el aumento de esta poliadenilacién “andémala”. Es
importante mencionar que en el caso del silenciamiento con CRISPRI, los rescates
fueron realizados con versiones de INTS11 fusionadas a GFP dado que éstas fueron
utilizadas en secciones posteriores, principalmente para andlisis por microscopia. Tal
como muestra la Figura R20 la mutante 3KR fusionada no sélo a FLAG sino también a
GFP es incapaz de conjugarse a SUMO, resultado que junto con el de la figura 19B
sirvié para corroborar que la fusidon a GFP no altera ni la susceptibilidad a conjugarse a

SUMO ni la funcidon de la proteina INTS11.
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Figura R20: las lisinas 381, 462 y 475 son blanco de SUMOilaciéon en la proteina INTS11
fusionada a GFP. Celulas HEK 293T fueron co-transfectadas con vectores de expresién para V5-
Ubc9, GFP-FLAG-INTS11 WT o mutantes indicadas en la parte superior de la figura y 6xHis-
SUMO2, o como control pldsmido vacio. Luego de 48 h, las células fueron lisadas y sometidas a
cromatografia de afinidad a Niquel (Ni-NTA). Alicuotas de los lisados y los eluatos (Ni-NTA)

fueron analizados por WB con un anticuerpo anti-GFP.

La disminucion de SUMOilacion de INTS11 no impide su interaccion con INTS9 e
INTS4

Esta extensamente reportada en la bibliografia la importancia de la
SUMQOilacion para la interaccion entre distintas proteinas, asi como también la
interaccidon entre las proteinas INTS9 e INTS11. Habiendo observado la perdida de
funcion del complejo Integrator ante la deficiencia de SUMOilacion de la proteina
INTS11 a través del uso de la version mutante INTS11 3KR (Figura R19), nos
preguntamos si esto podia deberse a una pérdida de interaccidén entre INTS11 e INTS9.
Para evaluar esta hipdtesis realizamos una cromatografia de afinidad a niquel a partir
de lisados totales provenientes de células que expresan 6xHis-Myc-INTS9 y las distintas
versiones de FLAG-INTS11. Vale la pena mencionar que las condiciones en las que fue
realizada esta cromatografia o pull down fueron tales que garantizaron el
mantenimiento de interacciones proteina-proteina. La fraccién eluida de la resina de

niquel fue analizada por WB. Como se observa, todas las versiones de INTS11
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analizadas son capaces de interaccionar con INTS9 en las condiciones de nuestro

ensayo (Figura R21).

Input Nickel pull-down
6xHis-MYC-INTS9 - + + + - + + +
FLAG-INTS11 WT WT  E203Q 3KR WT WT E203Q 3KR
' ~ ' % D « " | 6xHis-MYC-INTS9
aMYC
o i b e — A AGHINTS T
aFLAG
_——- i — Tubulina

aTubulina

Figura R21: Interaccidn entre 6xHis-Myc-INTS9 y las distintas variantes de INTS11. HEK 293T
fueron co-transfectadas con vectores de expresion para FLAG-INTS11 WT o las mutantes
indicadas en la parte superior de la figura y 6xHis-Myc-INTS9. Luego de 48 h, las células fueron
lisadas y sometidas a cromatografia de afinidad a Niquel no desnaturalizante. Alicuotas de las
células (input) y los eluatos (Niquel pull-down) fueron analizadas por WB con los anticuerpos

indicados debajo de cada panel.

Para corroborar este resultado, realizamos un ensayo de co-
inmunoprecipitacién utilizando microesferas magnéticas acopladas a anticuerpos anti-
GFP (GFP-trap, Chromotek) a partir de lisados totales provenientes de células que
expresan las distintas versiones de INTS11 fusionadas a GFP. Luego analizamos por WB
la presencia de la proteina INTS9 en el precipitado. Dado que en este experimento
medimos la interaccién de INTS11 con la proteina INTS9 enddgena, y no una version
sobre-expresada de esta ultima, nos parece una aproximacién mas adecuada para
entender qué ocurre a nivel molecular con la interaccién entre INTS11 3KR y sus
proteinas partner. La version WT de INTS11 fusionada a GFP es capaz de interaccionar
con INTS9, este resultado es acorde a lo esperado ya que la misma es también capaz
de procesar el snRNA naciente segun los resultados mostrados en la Figura R19. Por
otra parte, con este procedimiento de co-inmunoprecipitacion observamos una
disminucion parcial de co-inmunoprecipitacion de INTS9 con la deficiente de
SUMOilacion (Figura R22). Sin embargo, al observar que la precipitacién de la versidon

GFP-INTS11 3KR también fue levemente menor a la de la version WT, y teniendo en
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cuenta el resultado de la Figura R21, podemos concluir que las distintas variantes de

INTS11 no pierden su capacidad de interaccionar con INTS9.

INPUT GFP-TRAP
GFP-FLAG-INTS11 - WT 3KR - WT 3KR
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Figura R22: Interaccion de variantes de INTS11 con INTS9 enddgena. Células HEK293T fueron
transfectadas con plasmidos de expresidon para las variantes de GFP-INTS11 indicadas en la
parte superior de la figura o para GFP sola. Los lisados celulares fueron inmunoprecipitados

con GFP-trap y analizados por WB con los anticuerpos indicados debajo de cada panel.

Recientemente se ha descripto que distintas subunidades del complejo
Integrator son capaces de formar moddulos independientes. El modulo catalitico
formado por INTS4/INTS9/INTS11 fue el primero en identificarse (Albrecht et al. 2018).
Como INTS11 3KR es capaz de interaccionar con INTS9, nos preguntamos si era capaz
de ensamblarse en el mddulo catalitico. Para evaluarlo realizamos una co-
inmunoprecipitacion a partir de lisados totales provenientes de células que expresan

HA-INTS4 y las distintas versiones de FLAG-INTS11 (Figura R23).
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Figura R23: Interaccidn entre HA-INTS4 y las distintas variantes de INTS11. Células HEK 293T

fueron co-transfectadas con vectores de expresion para FLAG-INTS11 WT o las mutantes
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indicadas en la parte superior del panel y HA-INTS4. Luego de 48 h, los lisados celulares fueron
inmunoprecipitados con anticuerpo anti FLAG y analizados por WB con los anticuerpos

indicados debajo de cada panel.

Observamos que la variante incapaz de SUMOilarse puede interaccionar con
INTS4. Por lo cual, a partir de las figuras R21, R22 y R23 podemos concluir que la
SUMOilacion de INTS11 no regula la interaccidn entre las subunidades del modulo

catalitico ni, probablemente, el ensamblado dicho médulo.

La disminucion de la SUMOilacion de INTS11 interfiere con su interaccion con INTS13
e INTS14

Debido a que lo observado en la figura R19 no se debe a una imposibilidad de
INTS11 3KR para ensamblarse en el mdédulo catalitico, nos preguntamos si el efecto
observado a nivel del procesamiento de los pre-snRNAs podria deberse a una pérdida
de interaccion entre esta variante de INTS11 y otras proteinas del complejo Integrator.
Para ello, realizamos una estrategia similar a la mencionada anteriormente, co-
inmunoprecipitacion a partir de lisados totales provenientes de células que expresan
las distintas versiones de FLAG-INTS11 y HA-INTS13 (Figura R24 A) o GFP-FLAG-INTS11
y HA-INTS14 (Figura R24 B).
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Figura R24: Interaccion entre HA-INTS13 o HA-INTS14 y las distintas variantes de INTS11. (A)
Células HEK 293T fueron co-transfectadas con vectores de expresion para FLAG-INTS11 WT o
las mutantes indicadas en la parte superior del panel y HA-INTS13. Luego de 48 h, los lisados
celulares fueron inmunoprecipitados con anticuerpo anti FLAG y analizados por WB con los
anticuerpos indicados debajo de cada panel. (B) Células HEK 293T fueron co-transfectadas con
vectores de expresion para GFP-FLAG-INTS11 WT o las mutantes indicadas en la parte superior
del panel y HA-INTS14. Luego de 48 h, los lisados celulares fueron inmunoprecipitados con

anticuerpo anti FLAG y analizados por WB con los anticuerpos indicados debajo de cada panel.

A diferencia de lo observado con las proteinas que forman el médulo catalitico,
la variante INTS11 3KR muestra una disminucion en la interaccién con las proteinas
INTS13 e INTS14 respecto a la variante WT. Vale la pena destacar que recientemente
se describié un mddulo formado por las subunidades INTS10/INTS13/INTS14, el cual se
puede unir al ARN naciente y es el responsable de estabilizar la interaccion del médulo
catalitico con el resto del complejo, lo cual es necesario para que ocurra el

procesamiento del ARN naciente (Sabath et al. 2020). Por lo observado en la figura
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R24, podemos concluir que la SUMOilacion de INTS11 es necesaria para su ensamblado

dentro del complejo Integrator.

La SUMOilacién de INTS11 regula su localizacién sub-celular

Con el objetivo de entender las consecuencias de la SUMOQilacion sobre la
actividad de INTS11, y teniendo en cuenta la co-transcripcionalidad del procesamiento
de los snRNAs, estudiamos el reclutamiento a la cromatina de las distintas variantes de
la proteina mencionada. En células HEK 293T transfectamos plasmidos que codifican
para INTS11 en su version WT o mutante deficiente de SUMOQilacién, o como control
un plasmido vacio. Posteriormente, evaluamos el reclutamiento de INTS11 mediante
un ensayo de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) utilizando un anticuerpo
contra FLAG. Para la versién mutante analizada, detectamos una disminucién de su

reclutamiento a la region 3’ box del gen de U2 (Figura R25).

3’ Box U2

% INPUT

|
[ ]

i WT 3KR

Figura R25: La version mutante de INTS11 deficiente de SUMOilacién no es reclutada a la
region 3’ box del gen U2. Células HEK 293T fueron transfectadas con un pldsmido control
(pcDNA) o vectores de expresion para INTS11 WT, o la mutante deficiente de SUMOQilacion
(3KR). Luego de 48 h, se realizd un ChIP con anticuerpo anti FLAG. La cuantificacion del ADN
precipitado fue realizada mediante qPCR con primers especificos para la region 3’ Box del gen

U2 (n=3, *P<0,05; student’s t test).

Al observar que la mutante deficiente de SUMOQilacion de INTS11 nos es

reclutada al 3’ box de U2, nos preguntamos qué ocurre con el heterodimero
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INTS9/INTS11. Para responder esta pregunta realizamos ensayos de ChlIP usando
anticuerpo anti INTS9 o anti INTS11 a partir de células HEK 293T depletadas de la
proteina enddgena INTS11 mediante CRISPRi y que sobre-expresan la variante WT o

3KR (Figura R26 A).
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Figura R26: INTS9 no es reclutadas a la region 3’ box del gen U2 en ausencia de INTS11 o en
presencia de INTS11 3KR. Células HEK 293T fueron co-transfectadas con un vector de
expresion para dCas9-KRAB y una guia dirigida hacia el promotor de INTS11, o como control
una guia dirigida hacia una regién que no se encuentra presente en el genoma humano, y con
vectores de expresion para FLAG-INTS11 WT, mutante de SUMOQilacién (3KR) o como control
de la deplecion GFP. A) Luego de 72 h, se realizé un ChIP con anticuerpo anti INTS9 o anti
INTS11. La cuantificacién del ADN precipitado fue realizada mediante qPCR con primers
especificos para la region 3’ Box de U2 (n=3, *P<0,05; student’s t test). B) Los niveles proteicos
de INTS11 e INTS9 fueron analizados mediante WB con anticuerpos anti INTS11 e INTS9

respectivamente. Los niveles de las variantes WT o 3KR sobre-expresadas fueron analizados

mediante WB con anticuerpos anti FLAG
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Los resultados obtenidos muestran que ante la deplecion de INTS11
detectamos menor reclutamiento de la proteina al 3’ box del gen de U2 (Figura R26 A),
lo cual es esperable porque partimos de menos proteina presente en las células (Figura
R26 B). Por otro lado, detectamos un menor reclutamiento de INTS9 en ausencia de
INTS11 enddgeno (Figura R26 A), lo que nos llevd a concluir que para el correcto
reclutamiento de INTS9 se necesita la presencia de INTS11. Ademds, observamos un
menor reclutamiento de INTS9 en células que sobre-expresan la variante deficiente de
SUMOilaciéon de INTS11 respecto a aquellas que sobre expresan la variante WT (Figura
R26 A). Al observar una disminucion del reclutamiento de INTS11 3KR a la cromatina
(Figura 25 y 26 A) es coherente que INTS9 tampoco este siendo reclutada, dado que
INTS11 3KR mantiene la interaccién con INTS9 (Figuras R21 y R22). Esto nos permite
concluir que la SUMOQilaciéon de INTS11 regula el reclutamiento del heterodimero
INTS9/INTS11. Vale la pena destacar que controlamos que los niveles de sobre-
expresion de las variantes de INTS11 (WT o 3KR) sean similares, y que no haya
alteraciones significativas en los niveles proteicos de INTS9 entre las distintas

condiciones (Figura R26 B).

Observando este resultado decidimos indagar qué ocurre con la localizacion
sub-celular de INTS11 WT vy la mutante deficiente de SUMOilaciéon. Para ello,
transfectamos células Hela con las variantes de INTS11 fusionadas a GFP y analizamos
por microscopia confocal su localizacién sub-celular. Como se puede observar, la
version WT se encuentra principalmente en el ndcleo. Sin embargo, observamos una
distribucién mas citoplasmatica de la variante deficiente de SUMOQilacién (Figura R27
A). Por medio de una cuantificacién llevada a cabo con el software Cell Profiler
pudimos concluir que INTS11 3KR esta significativamente menos localizada en el

nucleo, aumentando su localizaciéon en el citoplasma (Figura R27 B).
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Figura R27: Localizacion sub-celular de las variantes de INTS11. A) Células Hela fueron
transfectadas con las variantes GFP-FLAG-INTS11 WT o 3KR, y 24h mas tarde fueron fijadas y
analizadas por microscopia de fluorescencia confocal. Se muestran las imagenes obtenidas por
esta técnica, donde se observan los nucleos tefiidos con loduro de Propidio (azul) (Pl) y marca
fluorescente verde correspondiente a la localizacidn de cada variante de INTS11 fusionada a
GFP B) Las imagenes tomadas por microscopia confocal fueron analizadas con Cell Profiler. Se
desarrollé una linea de comando para identificar de manera automatica los nucleos de todas
las células y se cuantifico las intensidades medias de los nucleos y citoplasmas. (n=150,

***p<0,001; ANOVA de un factor seguido de una prueba de Tukey).

En la bibliografia existen distintos ejemplos de proteinas que al alterarse su
SUMOilaciéon cambian su localizacion sub-celular. Sin embargo, como se discutidé con
anterioridad, al realizar mutaciones puntuales, en este caso el reemplazo de lisinas por

argininas, podemos alterar la conformacién, estabilidad o incluso “sefales”
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importantes como la sefal de localizaciéon nuclear (NLS) de la proteina en cuestion.
Segun datos bibliograficos, INTS11 contiene una NLS entre los residuos 460-479
(Mackmull et al. 2017), ante lo cual decidimos evaluar mediante un software llamado

cNLS Mapper (http://nls-mapper.iab.keio.ac.jp/) si las mutaciones de la lisina 462 y 475

presentes en el INTS11 3KR alteraban dicha NLS. El predictor mencionado encontré
diversos NLS en la proteina INTS11 WT, entre los cuales se encuentra el reportado por
la bibliografia (460-479). Llamativamente, dicha sefal no fue predicha (detectada) para
la variante INTS11 3KR (Figura R28). El analisis de las simples mutantes nos llevé a
concluir que la mutacion de la lisina 462 por una arginina impidié la deteccién del NLS
por parte del software especifico (Figura R28). Vale la pena mencionar que los
primeros trabajos tendientes a establecer un consenso para la conjugacion SUMO
fueron los que mostraron una relacidon entre NLS y SUMO. Dichos estudios definieron
que la lisina blanco debia enmarcarse en una secuencia aminoacidica especifica
nombrada anteriormente (WKxE/D) y encontrarse en un NLS aunque, como se
menciond en la introduccidn, la importancia de la NLS fue lo primero en ser quitado

del consenso.

Nos preguntamos entonces si la mera mutacidn de la lisina 462, la cual se
encuentra dentro del consenso y ha sido reportada en analisis protedmicos especificos
para la conjugacién de SUMO como lisina blanco de SUMOilaciéon (Hendriks et al.
2018), genera un cambio en el NLS explicando asi los efectos observados, o si los

mismos son consecuencia de anular especificamente la SUMQilacidn en dicha lisina.

| Ints11 WT Ints11 K381R
Pos Sequence NLS Score | (Pos Sequence NLS Score
469-480 | LLPEAKKPRLL Monopartite | 8,5 |469-480|LLPEAKKPRLL Monopartite | 8,5
460-479 | LLKREMAQGLLPEAKKPRL Bipartite 12| |460-479 | LLKREMAQGLLPEAKKPRL Bipartite 12
565-597 | EDPGTKVLLVSWTYQDEELGSFLTSLLKKGLP Bipartite 5,2| |565-597|EDPGTKVLLVSWTYQDEELGSFLTSLLKKGLP Bipartite 52
| Ints113KR Ints11 K462R
[Pos Sequence NLS Score | |Pos  [Sequence NLS Score
469-480 | LLPEAKRPRLL Monopartite | 10| [469-480{LLPEAKKPRLL Monopartite | 8,5
460-479 | LLRREMAQGLLPEAKRPRL Bipartite ND| [460-479|LLRREMAQGLLPEAKKPRL Bipartite ND
565-597 [EDPGTKVLLVSWTYQDEELGSFLTSLLKKGLP Bipartite 5,2| |565-597 |EDPGTKVLLVSWTYQDEELGSFLTSLLKKGLP Bipartite 5,2
Ints E464A 2KR Ints11 K475R
Pos  |Sequence NLS Score| |Pos  [Sequence NLS Score
469-480 | LLPEAKRPRLL Monopartite | 10| |469-480(LLPEAKRPRLL Monopartite | 10
460-479 | LLKRAMAQGLLPEAKRPRL Bipartite 15,3 (460-479 (LLKREMAQGLLPEAKRPRL Bipartite 13,5
565-597 | EDPGTKVLLVSWTYQDEELGSFLTSLLKKGLP Bipartite 5,2| |565-597 |EDPGTKVLLVSWTYQDEELGSFLTSLLKKGLP Bipartite 5,2,

Figura R28: Sefiales de localizacion nuclear obtenidas a partir del software cNLS. Las
versiones indicadas en la parte superior de cada panel fueron analizadas in silico con el

92


http://nls-mapper.iab.keio.ac.jp/

RESULTADOS

software cNLS Mapper. Se muestran las distintas sefiales de localizaciéon nuclear con sus
valores obtenidos. Mayor score indica mayor probabilidad de ser un NLS, ND indica la no

deteccion de un NLS.

Para estudiar el efecto de la SUMOQilacion pero sin alterar el score predicho
para una dada NLS, generamos una mutante en la que remplazamos el acido glutamico
en la posicion 464 por una alanina. Es sabido tanto por la literatura como por
resultados previos de nuestro laboratorio, que esta mutacién del motivo consenso de
SUMOilacion es impide la conjugacion de SUMO a la proteina en cuestién aun sin
encontrarse alterada la lisina blanco de conjugacién presente en dicho consenso (Riso
et al., 2013, Pozzi et al., 2017). De esta manera generemos un nuevo triple mutante
K381R/E464A/KA75R a la que denominamos “EA + 2KR”. Como era de esperar dicha
mutante no modifica su NLS (Figura R28). Corroboramos luego la imposibilidad de
dicha mutante de ser modificada por conjugacién de SUMO (Figura R29), lo que
refuerza la idea de que la lisina 462 es un sitio bona fide de SUMOilacién ya que no
s6lo la mutacién de dicha lisina sino la mutaciéon de las secuencias consenso
circundantes aun dejando intacta las lisinas disminuye drasticamente la conjugacién de
SUMO a INTS11. Por otro lado, corroboramos que esta nueva triple mutante deficiente
de SUMOilacién (EA+2KR) que no tiene alterada la correspondiente NLS tampoco logra

un procesamiento 3’ adecuado de los snRNAs nacientes (Figura R30).
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Figura R29: INTS11 EA+2KR no es susceptible de conjugarse a SUMO. Células HEK 293T fueron

co-transfectadas con vectores de expresion para V5-Ubc9, GFP-FLAG-INTS11 WT, o las
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mutantes indicadas y 6xHis-SUMO2, o como control plasmido vacio. Luego de 48 h, las células
fueron lisadas y sometidas a cromatografia de afinidad a Niquel (Ni-NTA). Alicuotas de los

lisados y los eluatos (Ni-NTA) fueron analizados por WB con un anticuerpo anti-GFP.
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Figura R30: INTS11 EA+2KR es incapaz de llevar a cabo el procesamiento 3’ de snRNA en
células en cultivo. Células HEK 293T fueron co-transfectadas con dCas9-KRAB y una guia
dirigida hacia el promotor de INTS11, o como control una guia contra una regién que no se
encuentra presente en el genoma humano, y con vectores de expresidén para GFP-FLAG-INTS11
WT, mutantes, o como control, GFP solo. A) Luego de 72 h, los niveles de INTS11 fueron
analizados mediante WB utilizando los anticuerpos indicados en cada panel. B) Los niveles de
snRNAs poliadenilados fueron evaluados mediante RT (oligo dT)-gPCR. (n= 4, letras diferentes
indican diferencias significativas, P < 0,05; ANOVA de un factor seguido de una prueba de

Tukey).

Con la misma estrategia mencionada anteriormente procedimos a estudiar la
localizacion sub-celular de la mutante EA+2KR (Figura R31 A). A diferencia de la versién
WT, la nueva mutante no se encuentra principalmente en el nucleo sino que presenta

una localizacién mas citoplasmatica (Figura R31 A y B), mostrando una distribucién
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similar a la al mutante 3KR (Figura R31 B). Podemos concluir que la SUMOilacién de

INTS11 es necesaria para su correcta localizacion sub-celular.

GFP DNA (PI) merge
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Figura R31: Localizacion sub-celular de las variantes de INTS11. A) Células Hela fueron
transfectadas con las variantes GFP-FLAG-INTS11 WT, 3KR o EA+2KR, y 24h mas tarde fueron
fijadas y analizadas por microscopia de fluorescencia confocal. Se muestran las imagenes
obtenidas mediante esta técnica, donde se observan los nucleos tenidos con loduro de
Propidio (azul) (P1) y marca fluorescente verde indicando la localizacién de cada variante de
INTS11 fusionada a GFP. B) Las imagenes tomadas por microscopia confocal fueron analizadas

con Cell Profiler. Se desarrollé una linea de comando para identificar de manera automatica los
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nucleos de todas las células y se cuantifico las intensidades medias de los nucleos y
citoplasmas. (n=150, letras diferentes indican diferencias significativas, ***P<0,001; ANOVA de

un factor seguida de una prueba de Tukey).

En resumen, en base a los resultados presentados hasta aqui, proponemos que
INTS11 3KR puede ensamblarse al médulo catalitico, pero no al complejo Integrator, y
que, a pesar de estar parcialmente en el nucleo, no es reclutado a la cromatina

correctamente, generando alteraciones en el reclutamiento de INTS9.
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Resumen de los resultados obtenidos

El trabajo realizado en la presente tesis doctoral demostré que modificar los
niveles globales de conjugacién SUMO, o bien el balance entre conjugacién y de-
conjugacién, altera diferentes etapas de la biogénesis de los snRNAs,
consecuentemente alterando la proporcién entre snRNAs maduros e inmaduros (o sin
procesar). Diversas proteinas, tales como factores de transcripcion, factores de
elongacion de la RNAPIl y factores de procesamiento 3’ de los snRNAs fueron
reportadas como blanco de SUMOilacién mediante espectrometria de masa (Hendriks,
2018); a lo largo de este trabajo logramos validar algunas de ellas en nuestro modelo
experimental. Enfocamos nuestro estudio en dos complejos proteicos involucrados en
la biogénesis de snRNAs, el factor de transcripcién o complejo “SNAPc” (por snRNA
activating protein complex) y el complejo responsable del procesamiento 3’
denominado Integrator complex. Mediante mutagénesis dirigida, obtuvimos una
mutante de la proteina SNAPC1, componente del SNAPc, que presenta una fuerte
disminucion en sus niveles de SUMOQilacion. A pesar de ser reclutada a los promotores
de los genes de snRNAs, esta mutante es incapaz de activar la transcripcion de los
mismos e incluso en algunas lineas celulares, y por motivos que aun desconocemos,
induce la muerte celular. Por otra parte, generamos una mutante de la proteina
INTS11, la subunidad catalitica del Integrator complex, |la cual es incapaz de conjugarse
a SUMO y es a su vez incapaz de rescatar la deplecidn de la proteina INTS11 enddgena
en la funcidn relacionada con el procesamiento 3°de los snRNAs asi como también en
otras actividades regulatorias de la expresidn genética recientemente descriptas para
este complejo proteico. Analisis de co-inmunoprecipitacién nos permitieron concluir
gue la mutante deficiente de SUMOQilaciéon de INTS11 no presenta alteraciones en su
interaccidon con las subunidades INTS9 e INTS4, con quienes forma el core o médulo
catalitico del complejo, pero presenta menor interaccion con otras subunidades del
complejo con respecto a la version WT. Ademas, esta mutante es mas citoplasmatica
que la proteina salvaje, indicando la importancia de la conjugacion de SUMO en la
localizacion sub-celular de INTS11. Todos estos resultados demuestran que la

conjugacién SUMO tiene un rol fundamental en la biogénesis de los snRNAs.
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Los niveles de SUMOilacion son importantes para la biogénesis de los shnRNAs
Observamos que los niveles de snRNAs nacientes aumentan cuando las células
en cultivo presentan menores niveles de SUMOilacion global, debido a la sobre-
expresion de la isopeptidasa de SUMO SENP1 (Figura R1-R2). En funcién de estos
resultados, decidimos estudiar el efecto de sobre-expresar otras isopeptidasas de
SUMO, diferentes a SENP1, enfocandonos en USPL1 dado que ésta se localiza
principalmente en los CBs y es necesaria para el ensamblado de estos granulos o
compartimientos sub-nucleares sin membrana (Schulz et al. 2012), fundamentales
para los primeros pasos de maduracién de los snRNAs asi como también para la
maduracion final de las particulas snRNPs (Matera & Wang 2014). M4as auln, en la
cercania de estos granulos ocurre la transcripcién de los genes de snRNAs (Machyna et
al. 2014). En concordancia con estos datos, también fue reportado que la deplecién de
USPL1 disminuye los niveles de snRNAs totales y nacientes. Ademas, esta enzima
interacciona con el complejo de elongacién LEC, requerido para la transcripcién de
snRNAs (Hutten et al. 2014). Vale la pena mencionar que, hasta el momento, no han
sido reportados blancos especificos de de-conjugacion de SUMO de la isopeptidasa
USPL1 y nada se sabe aun acerca del mecanismo molecular responsable de todos estos
resultados reportados afios atras por diferentes laboratorios. En nuestro estudio, la
sobre-expresion de USPL1 llevé a una disminucién parcial de los niveles de
SUMOQilacién, en contraposicion a la drastica disminucion producida por la sobre-
expresion de SENP1. Sin embargo, los cambios producidos por ambas sobre-
expresiones sobre la proporcidon de snRNA nacientes respecto a los niveles totales de
estos transcriptos fueron similares (Figura R3). Los resultados obtenidos muestran que
los niveles de snRNAs nacientes son modificados por los niveles de SUMOilacién
celular ya sea que esta sea afectada mas globalmente o de forma parcial, lo cual
indicaria que diversas proteinas que participan en la biogénesis de los snRNAs son
modificadas por conjugacion de SUMO y que un desequilibro entre la conjugacién y la
de-conjugacidn genera alteraciones en su actividad. Hay que tener en cuenta que los
niveles de snRNA nacientes los obtenemos evaluando los transcriptos sin procesar (sin
clivar), por lo que resulta dificil técnicamente diferenciar si el efecto observado se
debe a un aumento de la tasa de transcripcion que genera una sobrecarga de la

maquinaria de procesamiento 3" y consecuentemente una disminucion en el
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procesamiento 3’ en relacién a la cantidad de transcriptos producidos, o bien a una
genuina disminucién o impedimento en el procesamiento 3" por un efecto directo
sobre el funcionamiento de la maquinaria responsable del mismo. Por lo tanto, no

descartamos ninguna de estas posibilidades.

Las proteinas involucradas en la biogénesis de los snRNAs son sustrato de
conjugacion de SUMO

En los ultimos afios ha habido un mejoramiento en algunas técnicas de
detecciéon masiva de PTM, en particular distintos trabajos donde fueron analizados a
gran escala los sustratos de SUMOilacion han demostrado que diversas proteinas
involucradas en la biogénesis de los snRNAs son capaces de ser modificadas por
conjugacién de SUMO (Hendriks et al. 2018). En este trabajo de tesis, logramos validar
gue SNAPC1 del complejo SNAPc; ZC3H8 del complejo LEC; INTS4, INTS9, INTS10,
INTS11, INTS13 e INTS4 del complejo Integrator son efectivamente blanco de
conjugacién de SUMO (Figura R4). Si bien estos blancos de SUMOilacién habian sido ya
detectados por andlisis protedmicos, se desconocia por completo la consecuencia de la
conjugacién de SUMO sobre la funcidon de dichas proteinas, asi como también los

mecanismos regulatorios de esta MPT para los sustratos mencionados.

¢Es posible obtener mutantes incapaces de ser SUMOiladas?

La SUMOQilacion es una modificacién altamente reversible, y altamente
inestable lo cual dificulta mucho su deteccion (Da Silva-Ferrada et al. 2012). En un
principio, la mayoria de los estudios clasicos sobre esta modificacién fueron hechos
con los sustratos con mas altos niveles de SUMOilacion de la célula. Generalmente, el
abordaje experimental para determinar la relevancia de la conjugacién a SUMO
consiste en la mutacién de los residuos lisina a arginina. De todos los factores
relacionados con la biogénesis de los snRNAs que hemos podido validar como
sustratos de SUMOilacién en nuestro laboratorio, nos enfocamos en tres proteinas:
SNAPC1 del complejo SNAPc, INTS9 e INTS11 del complejo Integrator. En todos los
casos utilizamos mutagénesis dirigida para obtener versiones mutantes, deficientes de
SUMOilacion.

En el caso de SNAPC1, observamos una drastica disminucién en su conjugacion
a SUMO cuando mutamos las lisinas 245 y 333, generando asi una variante deficiente
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de SUMOilaciéon “SNAPC1 2KR”. Dicho hallazgo no fue tarea facil, dado que varias de
las lisinas analizadas, aun encontrandose inmersas en un motivo consenso de
SUMOilacion estricto y habiendo sido detectado en andlisis proteémicos SUMO-
especificos, al ser mutadas no afectaron los niveles de SUMOilacién de la proteina
SNAPC1 (Figura R6).

Cuando empezamos a trabajar con proteinas pertenecientes al complejo
Integrator, decidimos estudiar INTS9 e INTS11, ya que forman parte del mddulo
catalitico de dicho complejo. Parte de nuestro interés en estas dos subunidades, radicé
en la ya conocida identidad de secuencia entre la proteina INTS11 y la proteina
CPSF73, la cual forma parte del médulo catalitico del complejo CPSF, responsable del
corte y poliadenilacion de los pre-mRNAs, un proceso que ya conociamos que es
modulado por SUMOQilacion. Mas aun, CPSF73 no solo es la responsable del clivaje
endonucleolitico de los pre-mRNAs sino que también ha sido descripto como sustrato
de conjugacién de SUMO (Vethantham et al. 2007). En el caso de INTS9, por
mutagénesis dirigida reemplazamos la lisina 607, la cual fue detectada por protedmica
sitio-especifica de sustratos de SUMOilacién y se localiza dentro de un consenso
candnico de conjugacidon de SUMO (Figura R14). A pesar de obtener una variante con
una marcada disminucidon en los niveles de conjugacién a SUMO, no observamos
diferencias entre dicha variante y la versién salvaje en los ensayos funcionales de
procesamiento del 3’ de snRNAs (Figura R15). Este resultado nos llevd a buscar una
variante incapaz de ser modificada por conjugacién de SUMO para la subunidad
INTS11. Para ello, fue necesario reemplazar las lisinas 381, 462 y 475, por argininas. Las
lisinas 381 y 462 se encuentran enmarcadas dentro de un motivo consenso de
SUMOilacién invertido y un motivo consenso candnico, respectivamente, mientras que
la lisina 475 no forma parte de ninguna secuencia consenso de SUMOQilacidn descripta
hasta la fecha (Figura R16-R17). A diferencia de lo observado con INTS9, la variante
deficiente de SUMOilacién de INTS11, INTS11 3KR, fue incapaz de llevar a cabo el
procesamiento 3’ de los snRNAs nacientes (Figura R19).

Hay que tener en cuenta que el uso de una proteina mutante con sustitucién
de aminodcidos para investigar la importancia de la SUMOilacion sobre su
funcionalidad tiene sus ventajas y desventajas. Su ventaja es permitir la realizacidn de

experimentos donde se puede comparar facilmente con su contraparte salvaje. Por
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otro lado, su debilidad es basarse justamente en el uso de una proteina mutante a la
cual se le podrian atribuir efectos debido a la mutacion en si misma, pero
independientes de la regulacién de la funcidén proteica por SUMOQilacién. Por eso
mismo, el cambio de aminoacido realizado en las mutantes es de aminoacido lisina a
arginina. Estos dos aminoacidos tienen tamafio y estructura similar, y la misma carga
neta con lo cual no se espera que afecten severamente las estructuras secundaria y
terciaria de la proteina.

Vale la pena destacar que la existencia de multiples lisinas de conjugacién a
SUMO en un sustrato se ha reportado reiteradamente en la literatura, y pareciera ser
aun mas comun que la existencia de un sitio Unico de SUMQilacién. Un ejemplo de
esto es la proteina Sccl, en la cual fue necesario mutar 15 lisinas de su dominio central
de unidén a la proteina SA2, para lograr una disminucion significativa en sus niveles de
SUMOQilaciéon (Wu et al., 2012). El hallazgo de los sitios blanco de conjugacién de SUMO
de distintas proteinas no ha sido tarea simple durante esta tesis doctoral, dado que
muchas veces las lisinas no se presentaban dentro de secuencias consenso para la
conjugacién de SUMO vy otras veces, fue necesario la combinacion de varias
mutaciones puntuales para lograr una disminucién en la modificacién post-
traduccional estudiada. Mas alla de ello, disminuir drasticamente la conjugacion de
SUMO no siempre fue suficiente para alterar la actividad de alguna de las proteinas de

interés.
Consecuencias de la SUMOilacion

Complejo SNAPc

SNAPC1 es una de las cinco proteinas del SNAPc, el complejo necesario para
iniciar la transcripcion de todos los snRNAs. En la linea celular HEK 293T, la mutante de
SNAP43 deficiente de SUMOilacién (SNAP43 2KR) es reclutada a los promotores de Ul
y U2 (Figura R10), pero es incapaz de reestablecer los niveles basales de snRNA
nacientes en células depletadas de la proteina SNAP43 enddgena (Figura R8), cosa que
si logra la versiéon salvaje de dicha proteina. A su vez, SNAP43 2KR altera el
reclutamiento de la RNAPII a los promotores de los snRNAs aun en presencia de la
proteina endégena (Figura R9), lo cual sugiere un comportamiento de tipo dominante

negativo. Sorprendentemente, observamos que algunas lineas celulares, como por
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ejemplo Hela, eran mas sensibles a la presencia de SNAP43 2KR, induciendo su muerte
celular (Figura R11-R12). La funcién de SNAP43 dentro del complejo es la de favorecer
la interaccion de SNAP50 y SNAP190, permitiendo la formacién un complejo minimo
de SNAPc (Mittal et al 1999; James Faresse et al. 2012). Ademas, SNAP43 es capaz de
interaccionar con las proteinas Rb y p53 lo cual serviria para regular la expresion de los
snRNAs durante el ciclo celular (Hirsch et al. 2000; Gridasova et al. 2005). Los
resultados observados en esta tesis podrian deberse a que la SUMOQilacidon de SNAP43
es necesaria para la formacion del complejo minimo y al no formarse dicho complejo,
se disrumpan todas las interacciones necesarias para el inicio de la transcripcion. Los
experimentos se realizaron en cultivos celulares no sincrénicos, dejando abierta la
posibilidad de que exista alguna desregulacidon de la transcripcion de los snRNAs
durante el ciclo celular en el contexto de sobre-expresion de la mutante deficiente de
SUMOilacion de SNAP43

Vale la pena mencionar que los genes que codifican para snRNAs poseen
multiples copias. Si bien muchas de estas copias habian sido descriptas como “pseudo
genes”, recientemente se observd que algunos se expresan en forma dependiente de
tipos celular y regulan el splicing de ciertos genes codificantes (Kyriakopoulou et al.
2006; Marz et al. 2008; O'Reilly et al. 2013; Guiro & O'Reilly 2015). Esto nos permite
hipotetizar que SNAPC1 2KR podria ser capaz de estimular la transcripcién de algunas
variantes no candnicas de los snRNAs que al formar parte de snRNP maduros,
alterarian la composicion del spliceosoma y consecuentemente modificarian patrones
de splicing de diferentes ARN mensajeros. La validacién o refutacién de esta hipdtesis
requiere tarea experimental que va mas alla del contexto de la presente tesis.

A lo largo de este trabajo no pudimos terminar de comprender de qué manera
se desencadena la muerte celular frente a la sobre-expresion de la version deficiente
de SUMOilacion de SNAP43, y en qué medida este evento depende del tipo celular. De
acuerdo con nuestros experimentos en realizados en dos lineas celulares (HEK 293T y
Hela), podemos especular que las células HeLa son mas sensibles a una disminuciéon de
la transcripciéon de los snRNAs dependientes de RNAPII. Podria ocurrir, sin ser
excluyente con lo mencionado anteriormente, que exista una tolerancia diferencial,

dependiente de la linea celular estudiada, a la composicion alterada del spliceosoma
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que se produce como consecuencia de la expresiéon de SNAP43 2KR, tal como se

explica en el parrafo anterior.

Complejo Integrator.

El complejo Integrator estd compuesto por 14 subunidades (INTS1-INTS14). En
particular las subunidades INTS4, INTS9 e INTS11 forman el mddulo catalitico (Albrecht
et al., 2018; Pfleiderer & Galej 2021). Existe un concepto emergente en el campo de
SUMO que se conoce como “SUMQilacién en grupo”, lo cual se refiere al
requerimiento de la modificacion simultdnea de multiples proteinas blanco
involucradas en un mismo proceso celular (Flotho & Melchior 2013). Este podria ser
perfectamente el caso del complejo Integrator, donde observamos varias subunidades
susceptibles de ser modificadas por conjugacion de SUMO (Figura R4). En este trabajo,
nos enfocamos en estudiar las consecuencias de la conjugacién de SUMO en las
subunidades INTS9 e INTS11, las cuales fueron las primeras descriptas como necesarias
para la actividad catalitica del complejo y son aquellas que tienen homologia con
subunidades de CPSF, el complejo proteico responsable del corte y poliadenilacion
3’de pre-mRNAs (Baillat et al. 2005; Albrecht et al. 2012).

En el caso de INTS9, obtuvimos una mutante cuyos niveles de SUMOQilacidon se
encuentran drasticamente disminuidos a pesar de lo cual el procesamiento de los
snRNAs no se ve afectado (Figura R14-R15). Seria necesario generar nuevas mutantes,
las cuales disminuyan aln mas su nivel de conjugacién a SUMO para conocer, si es que
existe, el efecto que ejerce la ausencia de esta MPT sobre la funcién de esta proteina.

En el caso de INTS11, la mutante INTS11 3KR es practicamente incapaz de ser
modificada por conjugacion de SUMO vy su actividad catalitica se vid severamente
alterada, a pesar de tener su sitio activo intacto (Figura R16-R17). Comprobamos que
es capaz de ensamblarse en el médulo catalitico, es decir, de interaccionar con INTS9 e
INTS4 (Figura R21-R23). Sin embargo, esta variante de INTS11 presenta una interaccion
disminuida con otras proteinas componentes del complejo (Figura R24). El hecho de
mantener su interaccién con INTS4 e INTS9 y sugiere que las mutaciones generadas no
alteraron en gran medida su estructura. Resultados de otros laboratorios han
postulado que el complejo Integrator estd conformado por distintos mddulos, los

cuales se van ensamblando a medida que ocurre la transcripcion mediada por la
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RNAPII (Figura 13) (Egloff et al. 2010; Egloff et al. 2012). Observamos que INTS11 3KR
no es reclutado a la cromatina y que el reclutamiento a la cromatina de INTS9 es
dependiente de INTS11 (Figura R25-R26). Por otro lado, segiin nuestras observaciones,
la SUMOilaciéon de la proteina INTS11 en la lisina 462, que se encuentra dentro de un
NLS (Mackmull et al. 2017), resulta necesaria para su correcta localizacion sub-celular
(Figura R27 y R31). Vale la pena mencionar que un trabajo reciente publicado por
Pfleiderer & Galej demuestra que INTS4/INTS9/INTS11 forman un tunel cargado
positivamente, el cual es necesario para el clivaje del snRNA naciente. Llegaron a dicha
conclusién mutando distintos residuos cargados positivamente de las tres proteinas
que forman el médulo catalitico, entre ellos reemplazaron la lisina 462 de INTS11 por
un 4acido glutdmico que posee carga negativa. Al realizar dicha mutacién observaron
gue era incapaz de realizar el procesamiento 3’ de los snRNAs nacientes (Pfleiderer &
Galej 2021). Sin embargo, nosotros reemplazamos la lisina 462 por una arginina,
manteniendo la carga positiva en esa posicion. Ademas, al mutar el acido glutamico en
la posicidn 464, que es parte del consenso de la conjugacién a SUMO de la lisina 462,
por una alanina observamos que su distribucién nucleo/citoplasma es igual a la
mutante 3KR, lo cual indica la importancia de la conjugacion a SUMO para la
localizacion de INTS11(Figura R31). Por lo tanto, lo reportado por estos investigadores
podria re-interpretarse a la luz de nuestros resultados, como una alteracion en la
SUMOQilacién vy la localizacidn sub-celular de INTS11, que consecuentemente afecte la
actividad del complejo a nivel del procesamiento 3’ de los snRNAs.

A partir de los resultados presentados en la figura R22, R23, R26, R27 y R31, es
posible especular que el médulo catalitico podria encontrarse pre-ensamblado en el
citoplasma y translocar como tal al nucleo. Dado que la variante de INTS11 deficiente
de SUMOilacion es mas citoplasmatica que la versidn salvaje de esta proteina, pero
aun asi presenta cierto grado de localizacién nuclear, la disminucién de la interaccién
de INTS11 3KR con algunas proteinas del complejo sugiere que aun la fraccion nuclear
de esta proteina no es capaz de ensamblarse correctamente en el complejo,
mostrando la relevancia de su conjugacién a SUMO. Experimentacion adicional sera
necesaria para un analisis mas detallado sobre la relevancia de la SUMOQilacion en la
dinamica de distribucion sub-celular de INTS11, asi como también la dindmica de

distribucién de las otras subunidades con las que INTS11 interacciona y de ensamblado
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del complejo Integrator. Claramente, la conjugacion de SUMO, o incluso el balance
entre conjugacion y de-conjugacion estd jugando un papel importante en el transito
nucleo-citoplasma de la proteina INTS11.

En los ultimos afos han ido emergiendo nuevas funciones para el complejo
Integrator mas alld de su ya conocido rol en el procesamiento de los snRNAs, y se ha
podido establecer una conexién entre la actividad catalitica del complejo con la
expresion y el procesamiento de diversos tipos de ARNs, tales como ARN transcriptos a
partir de enhancers o “eRNAs” (Lai et al. 2015), diversos ARN no codificantes largos y
no poliadenilados (Nojima et al. 2018), ARN virales (Cazalla et al., 2011), entre otros.
Ademas, ha sido reportado que el complejo Integrator estd involucrado en la
regulacién fina del pausado de la RNAPII en regiones proximales al promotor de
diferentes genes codificantes de proteinas (Gardini et al. 2014; Skaar et al. 2015; Elrod
et al. 2019; Tatomer et al. 2019; Beckedorff et al. 2020; Lykke-Andersen et al., 2021).
Sin embargo, no existen hasta el momento reportes acerca de mecanismos de
regulacion de la actividad del complejo. Nuestro trabajo demuestra que la
modificacidon por conjugacién de SUMO es necesaria para la correcta actividad de
INTS11, y consecuentemente para la actividad catalitica del complejo no sélo a nivel
del procesamiento de los snRNAs sino también para su funcion regulatoria de la

expresion de otros transcriptos como eRNAs y PROMPTs.

Anabella Srebrow Laureano Bragado
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