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Resumen

RESUMEN

La SUMOilacion es una modificacion post-traduccional de proteinas exclusiva de eucariotas,
intensamente estudiada en la actualidad. Esta modificacion consiste en la union covalente de
una proteina con homologia estructural a ubiquitina, llamada SUMO (Small Ubiquitin-like
Modifier), a un residuc de lisina de la proteina blanco, alterando su superficie de interaccion y
afectando asi su localizacion, estabilidad, actividad y/o interaccion con otras proteinas.
Normalmente sélo un bajo porcentaje de una proteina se encuentra SUMOilada en un momento
dado y el efecto que esta modificacion ejerce en ella no puede ser predicho a priori. La
SUMOQilacion es una modificacién dinamica y reversible, asociada a muchos procesos celulares
como replicacion y reparacion del ADN, remodelacion de la cromatina, segregacion
cromosomica, metabolismo del ARN, ftransporte ndcleo-citoplasma, etc. De hecho, la
SUMOilacion ha demostrado ser esencial en muchos organismos, incluyendo nuestro modelo de
estudio, Trypanosoma brucei.

T. brucei es un parasito extracelular de la familia Trypanosomatidae responsable de la
tripanosomiasis africana o enfermedad del suefio en humanos y del Nagana en ganado. Estas
enfermedades son endémicas del continente africano, lugar de residencia de su insecto vector:
la mosca del género Glossina (tse-tse). El ciclo de vida de este kinetoplastido alterna entre
formas replicativas y no replicativas ya sea dentro del hospedador mamifero como del insecto
vector, pero s6lo dos de ellas, la forma prociclica (intestino de la mosca) y sanguinea alargada
(sangre/liquidos tisulares del mamifero) son cultivables de manera axénica en el laboratorio. T.
brucei presenta un mecanismo sofisticado de variacion antigénica que le permite evadir la
respuesta inmune humoral montada por el hospedador contra su principal glicoproteina de
superficie (VSG). Recientemente, este procesc ha sido asociado de manera directa con la
SUMOQilacioén de proteinas aln no caracterizadas.

Considerando la relevancia de esta modificacion post-traduccional en este trabajo de Tesis nos
propusimos identificar de manera global proteinas SUMOQiladas en el parasito. Para llevar esto a
cabo, desarrollamos lineas transgénicas de parasitos prociclicos y sanguineos en las que los dos
alelos gue codifican para TbSUMO fueron reemplazados por variantes etiquetadas para permitir
la purificacion de proteinas SUMOiladas en base a diferentes principios de afinidad y posterior
identificacién por espectrometria de masas. Estas lineas celulares nos permitieron validar la
funcionalidad de las etiquetas empleadas pero las proteinas SUMOiladas no pudieron ser
enriquecidas significativamente por sobre los contaminantes de la purificacion. Las lineas
transgénicas desarrolladas a continuacion expresaron exclusivamente una version de TbSUMO
etiquetada en su extremo N-terminal y deficiente en residuos de lisina, reduciendo la co-
purificacion de proteinas contaminantes tras digestion con la endoproteasa Lys-C. Esta
estrategia permitié la identificacion de un numero reducido de proteinas SUMOiladas. Sin
embargo resultd de utilidad para demostrar que las cadenas de poliSUMO no serian esenciales
para la viabilidad del paréasito. Para optimizar los resultados obtenidos implementamos finalmente
una estrategia recientemente descripta en la que expresamos una variante de TbSUMO que
posee etiquetas para la deteccion y purificacion de conjugados en su extremo N-terminal y una
mutacion cercana a su extremo C-terminal T106K. Esta modificacion genera un sitio de clivado
para la enzima Lys-C permitiendo que un fragmento de TbSUMO de solo 114 Da (motivo
diglicina) permanezca unido al péptido modificado tras la digestion con la enzima. Tras un paso
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de enriquecimiento con anticuerpos anti diglicina, estos péptidos pequefos en forma de T
pueden ser identificados por espectrometria de masas. De esta manera es posible realizar la
identificacion de las proteinas SUMOiladas y sus sitios de SUMOilacion en un mismo
experimento de protedmica. Siguiendo esta metodologia pudimos identificar en parasitos
prociclicos 52 sitios de SUMOilacién en 44 proteinas de manera confiable, muchas de ellas
asociadas a procesos de replicacion y reparacion del ADN, procesamiento y degradacion del
ARN, etc. Estos resultados en conjunto permiten evidenciar el rol de este modificador en la
regulacion de muchos “procesos fisiolégicos relevantes para 7. brucel.

Para el estudio posterior de las proteinas SUMOQiladas de interés desarrollamos también un
sistema de SUMOilacion especifico para T. brucei en un sistema heterdlogo bacteriano. Dado
gue la maquinaria de SUMOilacion se encuentra ausente en procariotas, co-expresamos en E.
coli las enzimas TbEla, TbE1b, ThE2 y TbSUMO con etiguetas apropiadas en dos vectores
compatibles de la serie Duet (pCDFDuet-1-TbSUMO-TbE2 y pACYCDuet-1-TbE1a-TbE1b). La
proteina a SUMOQilar fue co-expresada en el sistema completo con una etiqueta en su extremo C-
terminal, para evaluar su patron de modificacion por Western blot en extractos bacterianos
solubles. Esta estrategia nos permitié describir la formacion de cadenas de poliSUMO in vitroy
evaluar la SUMOQOilacion de un sustrato modelo, como PCNA de Saccharomyces cerevisiae. Para
validar la modificacion de esta proteina blanco realizamos ensayos de deconjugacion in vitro
empleando la proteasa recombinante ThSENP. Esta proteasa especifica de T. brucei permite
revertir el patron de SUMOilacién del sustrato observado por Western blot. Este sistema sencillo y
versatil constituye una herramienta fundamental para la validacion de potenciales sustratos de
SUMOilacion, generacion de mutantes, estudios funcionales y determinacion de sitios de
SUMOilacion,
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ABSTRACT

SUMOylation is a widely studied post-translational modification of proteins in eukaryotes. This
modification involves the covalent attachment of a small protein with structural homology to
ubiqguitin, called SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier), to a lysine residue within the target protein,
affecting its localization, stability, activity or interactions with other proteins. Normally a small
fraction of a protein is SUMOylated and the effect of this modifier on its targets can not be
predicted. SUMQylation is a dynamic and reversible modification associated with many cellular
processes such as DNA replication and repair, chromatin remodeling, chromosome segregation,
RNA metabolism, nuclear-cytoplasmic transport, among others. SUMOylation has proved to be
essential in many organisms, including Trypanosoma brucei.

T. brucei is an extracellular parasite responsible for African trypanosomiasis or sleeping sickness
in humans and Nagana in cattle. These diseases are characteristic of sub-Saharan African
countries. The life cycle of this parasite comprises replicating and non-replicating forms in the tse-
tse fly vector and the infected mammal, but only two of them, the procyclic form (replicative in the
fly mid-gut) and bloodstream form (replicative in bloodstream and other fluids of the mammal) are
cultivated axenically. T. brucei has a sophisticated mechanism of antigenic variation to elude
host’s antibody response and ensure a persistent infection. Recently, this mechanism has been
associated with still uncharacterized SUMOylated proteins.

Considering the importance of this post-translational modification we aimed to globally identify
SUMOylated proteins in the parasite. To accomplish this, we developed transgenic procyclic and
bloodstream lines in which the two alleles encoding for TbSUMO in the parasite were replaced by
tagged variants to allow purification of SUMOylated proteins based on different affinity principles
and subsequent identification by mass spectrometry. HisHA-TbSUMO cell line was useful to
validate the tag functionality but TESUMO conjugates were not enriched enough over
contaminants after affinity purification. A Lys-deficient TbSUMO version, created to reduce
contaminants by Lys-C digestion, was able to overcome this issue but did not allow mapping
many SUMOylation sites. This cell line was in turn useful to demonstrate that polySUMO chains
are not essential for parasite viability. To optimize these results, we also implemented a recently
described strategy to express another tagged TbSUMO variant with a T106K mutation close to
the C-terminal end of the protein. This modification generates a new cleavage site for the
endoprotease Lys-C, allowing a small TbSUMO fragment of 114 Da (diglycine) to remain attached
to the modified peptide after digestion with the enzyme. After an enrichment step with anti
diglicine antibodies, the small T-shape peptides can be identified by mass spectrometry. Thus it
is possible to identify SUMOylated proteins and SUMOylation sites in the same proteomic
experiment. Following this methodology, we were able to unambiguously identify in procyclic
parasites 52 SUMOylation sites in 44 proteins, many of them associated with important cellular
processes, such as DNA replication and repair and RNA processing and degradation.

For further study of the SUMOylated proteins of interest we developed a specific SUMOylation
system for T. brucel, reconstituting the SUMOylation machinery of this parasite in Escherichia coli.
Since SUMO is absent in prokaryotes, we co-expressed in bacteria recombinant TbSUMO,
TbE1a, TbE1b, and TbE2 enzymes using two compatible Duet vectors (pCDFDuet-1-TbSUMO-
TbE2 and pACYCDuet-1-TbE1a-TbE1b). Additionally, we co-expressed in the complete system
different SUMO targets with a 3xFlag tag at its C-terminal end to evaluate its SUMOylation pattern
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by Western blot. We applied this strategy to describe the ability of ThSUMO to form chains in vitro
and to detect SUMOylation of a model substrate, PCNA from Saccharomyces cerevisiae. To
further validate targets, we applied an in vitro deconjugation assay using the T. brucei SUMO-
specific protease capable to revert the pattern of modification. This simple and versatile system
constitutes a useful tool for target validation, mutant generation, functional studies and
determination of SUMOylation sites.
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1 Modificaciones post-traduccionales de proteinas

Las proteinas son las biomoléculas mas diversas y versatiles de un organismo, con un rol
fundamental en la mayoria de l0s procesos biolégicos conocidos. Las proteinas llevan a cabo
una amplia variedad de funciones y estas pueden incluso expandirse por modificacion de su
estructura, ya sea por procesamientos proteoliticos o por union covalente a moléculas de distinta
naturaleza quimica. Las modificaciones post-traduccionales son frecuentemente reversibles,
permitiendo respuestas celulares dindmicas ante estimulos externos. Estas modificaciones
pueden alterar la funcionalidad de la proteina, generando por ejemplo cambios de actividad,
localizacién subcelular y/o interaccion con otros componentes celulares. Las modificaciones
covalentes post-traduccionales méas caracterizadas involucran la union de moléculas organicas
peguefias, como la acetilacion, metilacion y fosforilacion. Las proteinas también pueden unirse
covalentemente a aminoacidos (poliglutaminacién), carbohidratos (glicosilacion) vy lipidos
(miristoilacion, palmitoilacion) e incluso a otras proteinas. En este Ultimo grupo encontramos a la
ubiquitina, polipéptido pequefio estrictamente conservado en eucariotas, y proteinas similares
a ubiquitina (Ubls, ubiquitin-like proteins).

1.1 Modificacion de proteinas por ubiquitina y proteinas similares a ubiquitina

La proteina ubiquitina fue inicialmente identificada en 1978 como un polipéptido pequefio termo-
resistente, de aproximadamente 9 kDa, en un lisado de reticulocitos de conegjo (Ciechanover,
Hod et al. 2012). Esta proteina fue asociada inicialmente a la degradacion proteolitica
intracelular, no lisosomal, dependiente de ATP (Hershko, Ciechanover et al. 1980); sin embargo,
actualmente se sabe que este modificador posee también funciones no degradativas
(Komander and Rape 2012).

La ubiquitina es una proteina ausente en bacterias y arqueas, evolutivamente conservada en
eucariotas. Desde su descubrimiento, han sido descriptas otras proteinas pequefias
relacionadas con esta, conformando la familia de Ubls. En eucarictas superiores se han
descripto aproximadamente 10, conocidas como SUMO, NEDD8, UCRP, FAT10, HAB, ISGN15,
Apg8, Apg12, URM1 y An1. Las Ubls presentan baja similitud de secuencia aminoacidica con
ubiquitina pero poseen alta homologia estructural, presentando el plegamiento caracteristico de
ubiqguitina, b-grasp.

La proteina ubiguitina y la mayor parte de las Ubls son sintetizadas como precursores
inmaduros, que deben ser clivados protecliticamente para exponer en su extremo C-terminal dos
residuos de (glicina. Este motivo diglicina es necesarioc para la conjugacion de estos
modificadores a los sustratos especificos. Este proceso, ATP dependiente, es llevado a cabo
basicamente por una cascada enzimatica que involucra enzimas activadoras (E1), conjugadoras
(E2) y ligasas (E3) que permiten finalmente la formacion de un enlace isopeptidico entre el
carboxilo terminal de la glicina del modificador y el Bamino de la lisina modificada en el
sustrato. Esta modificacion puede ser revertida por la accion de proteasas deconjugadoras
especificas, en algunos casos también involucradas en el clivaje madurativo (Kerscher,
Felberbaum et al. 2006).

De manera general, la proteina ubiqguitina y las Ubls pueden unirse covalentemente a uno o
varios residuos de lisina independientes, formando incluso, en alguncs casos, distintos tipos de
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estructuras catenarias. Las moléculas de estas cadenas se unen entre si de la misma manera en
gue lo hacen a las proteinas sustrato, formando una unién isopeptidica entre el extremo C-
terminal del modificador mas distal y el 3amino de un residuo de lisina de la molécula previa. La
ubiqguitina, por ejemplo, posee siete lisinas (K6, K11, K27, K29, K33, K48 y K63), todas ellas
involucradas en la formacion de cadenas con distintas caracteristicas y funciones asociadas
(Herhaus and Dikic 2015). Las K11, K48 y K83 son los residuos mejor caracterizados
involucrados en la poliubiguitinacion, siendo las cadenas de al menos cuatro ubiquitinas, unidas
a través de la K48, responsables de la degradacion de sustratos via el proteasoma (Thrower,
Hoffman et al. 2000; Komander and Rape 2012). La monoubiguitinacion, por el contrario, ha sidc
vinculada a procesos como endocitosis y regulacion transcripcional (Haglund and Dikic 2005).
Recientemente se ha reportado ademas que esta proteina puede ser a su vez modificada post-
traduccionalmente por otro tipo de moléculas. En particular, la acetilacion de la ubiquitina en los
residuos K6 y K48 previene la formacion y elongacion de cadenas, mientras que la fosforilacion
en multiples residuos del modificador puede alterar el ciclo de ubiguitinacion (Herhaus and Dikic
2015). Este hecho permite ejemplificar la gran diversidad de modificadores y su interaccion
dinamica, reflejando la complejidad del estudio de proteinas como ubiquitina y Ubls.

1.2 Modificacion de proteinas por SUMO

La proteina SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier) fue descripta inicialmente a mediados de los 90
en Saccharomyces cerevisiae (Meluh and Koshland 1995). Esta proteina fue luego identificada
como modificador post-traduccional relacionado con ubiquitina, modulando el transporte nicleo-
citoplasma de la proteina activadora de Ran-GTPasa, RanGAP1 (Matunis, Coutavas et al. 1996;
Mahajan, Delphin et al. 1997).

Esta proteina pequefa de aproximadamente 12 kDa pertenece a la familia de Ubls dado que
presenta alta similitud estructural con ubiguitina, pese a que su identidad de secuencia
aminoacidica es inferior al 20%. Como puede visualizarse en la Figura 1, el dominio
caracteristico de ubiquitina, también presente en SUMO y otras Ubls, contiene un plegamiento
de tipo b-grasp (b b U b p(lydy, Burroughs et al. 2006).

Figura 1. Estructura comparativa de SUMO1 y ubiquitina.
Se observa la alta similitud de las estructuras
tridimensionales de HsSUMO1 [pdb 1A5R, (Bayer, Arndt et
al. 1998)] y HsUbiquitina [pdb 1UBQ, (Vijay-Kumar, Bugg et
al. 1987)]. Los elementos de estructura secundaria, hojas by
hélices U, se destacan en verde y rojo, respectivamente. Es
posible observar la extensién N-terminal de SUMO, ausente
en ubiquitina (Gill 2004).

SUMO-1 Ubiquitin
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A diferencia de ubiquitina y otras Ubls, las proteinas SUMO presentan una extension flexible de
entre 10-25 aminoacidos en su extremo N-terminal gue ha sidc asociada a la formacion de
cadenas de poliSUMO. La distribucién de cargas superficiales constituye también otro punto
diferencial entre ubiquitina y SUMO: la primera presenta cargas superficiales positivas, mientras
gue en la segunda predominan las cargas negativas (Gill 2004).

El nimero de genes que codifican para SUMO varia en los distintos eucariotas, encontrandose
mas de una isoforma de la proteina en algunos de ellos. En S. cerevisiae, Caenorhabditis elegans
y Drosophila melanogaster existe solo una copia del gen, mientras que en Arabidopsis thaliana
existen ocho genes parélogos de SUMO. En mamiferos se han reportado cuatro isoformas de
SUMO (SUMO1-2-3-4); las formas ya procesadas de SUMO2 y SUMOS3 presentan un 97% de
identidad de secuencia aminoacidica en humanos, a diferencia de SUMO1, con un 47% de
identidad con SUMOZ2. Estas isoformas también se diferencian en los niveles de expresion,
susceptibilidad a isopeptidasas y respuesta al estrés. A pesar de las diferencias descriptas,
muchos sustratos son modificados indistintamente por estas isoformas de SUMO, aunque existen
también reportes de blancos modificados diferencialmente por ellas (Gareau and Lima 2010;
Citro and Chiocca 2013; Flotho and Melchior 2013). SUMO1 se encuentra normalmente en su
forma conjugada en células de mamiferos, mientras que SUMO2/3, cuya expresion es 10 veces
superior a la de su paralogo, es detectado fundamentalmente en su forma libre (Saitoh and
Hinchey 2000). A pesar de esto, los niveles de conjugacion de ambas isoformas son
equivalentes, dada la mayor tasa de deconjugacion de sustratos modificados por SUMOZ2/3
(Kolli, Mikolajczyk et al. 2010). La cuarta isoforma descripta en humanos, SUMO4, es la
identificada més recientemente y, en consecuencia, la menos estudiada. Esta proteina es similar
a SUMO2/3 (87% identidad de secuencia aminoacidica) pero posee un residuo de prolina que
dificulta su clivaje madurativo por las proteasas convencionales encargadas de la maduracion de
las otras isoformas. Por este motivo se especula la existencia de peptidasas especificas para
este paralogo (Owerbach, McKay et al. 2005). A diferencia de las otras isoformas de SUMO,
SUMO4 se expresa s6lo en algunos tejidos (rifion, nddulos linfaticos, bazo) (Guo, Li et al. 2004).
Se ha observado también su expresion en islotes pancreaticos, modificando factores de
transcripcion involucrados en la respuesta inmune. De hecho, el gen que codifica para esta
proteina ha sido asociado a susceptibilidad a diabetes (Wang and She 2008).

La formacion de cadenas de SUMO es una caracteristica controversial de algunas isoformas. Por
ejemplo, SUMO (o Smt3) en levaduras y SUMOZ2/3 en humanos poseen al menos una lisina
identificada dentro de sitios consenso de SUMOilacion (Ver seccidon 1.2.3) en el extremo N-
terminal, capaces de conjugarse con otras moléculas equivalentes para formar cadenas. Se cree
gue SUMO1, al carecer de sitios consenso, no podria formar cadenas convencionales in vivo
pero estaria involucrado en la terminacion de este tipo de estructuras (Matic and Hay 2012).
Algunos reportes en mamiferos han identificado, sin embargo, cadenas de las tres isoformas de
SUMO, involucrando también lisinas no-consenso (Hsiao, Meulmeester et al. 2009; Blomster,
Imanishi et al. 2010; Matic, Schimmel et al. 2010; Bruderer, Tatham et al. 2011). La formacion de
cadenas de SUMO ha sido asociada a la meiosis en levaduras (Cheng, Lo et al. 2006), a
procesos del cinetocoro en mamiferos (Zhang, Mikkonen et al. 2008) e incluso a la degradacion
de proteinas dependiente de ubiquitina (Prudden, Pebernard et al. 2007; Sun, Leverson et al.
2007; Uzunova, Gottsche et al. 2007; Xie, Kerscher et al. 2007; Lallemand-Breitenbach, Jeanne et
al. 2008; Mullen and Brill 2008; Tatham, Geoffroy et al. 2008). Cabe destacar que la formacién de
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cadenas de proteinas Ubls puede involucrar incluso la interaccion de distintos modificadores,
como se observa en el caso de SUMOZ2/3 y ubiquitina, constituyendo cadenas mixtas (Aillet,
Lopitz-Otsoa et al. 2012).

1.2.1 Sistema de SUMOQilacion

La SUMOilacion es resultado de un coordinado sistema enzimatico, similar al de ubiquitinacion
(Figura 2). Sin embargo, a pesar de que las enzimas conjugadoras de ambos sistemas
presentan similitud estructural, estas son altamente especificas siendo incapaces de intervenir
en la conjugacion de un modificador ajeno al sistema al que pertenecen.

Inicialmente SUMO es sintetizado como un precursor inmaduro que luego es clivado por
proteasas especificas para dejar expuesto un motivo diglicina en su extremo C-terminal,
necesario para su conjugacion. Este procesamiento es mediado por una familia de proteasas
especificas de SUMO, conocidas como ubiquitin-like-protein-specific proteases (Ulps) en
levaduras y sentrin-specific proteases (SENPs) en mamiferos. La proteina madura es luego
activada por una enzima E1 (heterodimero E1a/E1b) en una reaccion de dos pasos dependiente
de ATP, formandose un enlace tioester entre el carboxilo terminal de SUMO (glicina) y la cisteina
catalitica de E1b. La proteina SUMO activada es luego transferida por trans-esterificacion a otra
cisteina en la enzima conjugadora E2, encargada de catalizar la formacion de un enlace
isopeptidico entre el C-terminal de SUMO y el Uamino de la lisina modificada en la proteina
blanco (Johnson, Schwienhorst et al. 1997; Saitoh, Sparrow et al. 1998). Esta reaccion en algunos
casos es asistida por ligasas E3 que facilitan la conjugacion de SUMO a sustratos especificos.

Figura 2 Sistema de
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La SUMOilacién es una modificacion dinamica y reversible dada la actividad de proteasas
especificas (Ulps, SENPs) que clivan el enlace isopeptido que une a SUMO con su sustrato
(Hickey, Wilson et al. 2012).

1.2.2 Descripcion funcional del sistema enzimatico de SUMOilacion

Enzima activadora E1

La enzima activadora de SUMO, E1, es un heterodimero formado por las subunidades E1a (SAE1
en mamiferos y Aos1 en levaduras) y E1b (SAE2 en mamiferos y Uba2 en levaduras) (Johnson,
Schwienhorst et al. 1997; Desterro, Rodriguez et al. 1999). La activacion de SUMO catalizada por
esta enzima ocurre en una reaccion de dos pasos, en la que SUMO es inicialmente adenilado
por hidrélisis de una molécula de ATP, con liberacién de pirofosfato (PPi). Posteriormente, se
produce la remodelacion del sitio activo de E1b para permitir la formacion del enlace tioester de
alta energia entre el extremo C-terminal de SUMO vy la cisteina catalitica de esta subunidad. El
dominio C-terminal de E1b interacciona y recluta a la enzima E2, necesaria para el proceso de
conjugacion (Lois and Lima 2005).

Enzima conjugadora E2

La enzima conjugadora E2 (Ubc9 en mamiferos y levaduras) permite la conjugacion de SUMO
activado a sus sustratos (Johnson, Schwienhorst et al. 1997), formando un enlace tioester flexible
entre su cisteina catalitica y el extremo C-terminal del modificador. A diferencia de ubiquitina
(que posee alrededor de 40 enzimas E2) so6lo se ha descripto una Unica enzima conjugadora de
SUMO en eucariotas, con localizacion predominantemente nuclear, aunque también puede
visualizarse en menor medida en el citoplasma (Saitoh, Pu et al. 1997). El extremo N-terminal de
la proteina es capaz de interaccionar de manera no covalente con SUMO, participando también
en la seleccion de sustratos de SUMOilacion al unirse de manera directa, a través de una region
adyacente a la cisteina catalitica, a sitios de SUMOilacién consenso presentes en muchos
sustratos (QKXE/D; Ver seccion 1.2.3) (Lin, Tatham et al. 2002).

Esta proteina ha sido descrita como SUMOilada en su K14, alterando esta modificacion su
interaccién con distintos blancos (Knipscheer, Flotho et al. 2008).

Enzimas E3 ligasas

Las E3 ligasas catalizan la transferencia de SUMO desde la enzima conjugadora E2 a la lisina
gue sera modificada en la proteina blanco. Muchas proteinas han sido identificadas como
ligasas de SUMO pero solamente aquellas que presentan esta actividad en cantidades
subestequiométricas pueden considerarse auténticas E3.

Estas proteinas pueden catalizar la transferencia de SUMO a sus sustratos mediante diversos
mecanismos: (i) interactuando con el complejo E2-SUMO (y no necesariamente con el sustrato)
para posicionarlo en una orientacién 6ptima para favorecer la transferencia del modificador; (ii)
reclutando por interaccién directa el complejo E2-SUMO vy el sustrato, para facilitar la
conjugacion. Este mecanismo es importante para la SUMOilacion de residuos de lisina que no
forman parte de sitios de SUMOilacion consenso.
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Es importante destacar que algunas E3 ligasas caracterizadas presentan especificidad de
sustrato, mientras que otras muestran también preferencia por isoformas especificas de SUMO
(Gareau and Lima 2010).

Existen dos familias de E3 ligasas ampliamente caracterizadas. El grupo principal esta formado
por proteinas que poseen un dominio conservado SP-RING (Siz/PIAS RING-finger-like domain),
esencial para su funcion, similar al presente en ligasas de ubiquitina. Estas ligasas pueden unir
SUMO a sus sustratos reclutando el complejo E2-SUMO para facilitar su conjugacion. El dominio
SP-RING es necesario para la interaccion de estas proteinas con E2, mientras que regiones
adyacentes a este median el reconocimiento de los distintos sustratos. Dentro de este grupo
encontramos a las proteinas Siz1, Siz2 (SAP and Miz finger domain) y Mms21 en levaduras
(Johnson and Gupta 2001; Takahashi, Kahyo et al. 2001; Zhao and Blobel 2005) y la familia de
proteinas PIAS (protein inhibitor of activated STAT) en humanos, con seis miembros: PIAST,
PIASxU, PIASxb, PIAS3, PIASgy Nse2/Mms21 (Kahyo, Nishida et al. 2001; Sachdev, Bruhn et al.
2001; Sapetschnig, Rischitor et al. 2002; Schmidt and Muller 2002; Andrews, Palecek et al. 2005;
Potts and Yu 2005). Aungue muchas de las funciones atribuidas a estas proteinas se relacionan
con su actividad E3 ligasa, otras dependen de su interaccion no covalente con proteinas
SUMOiladas.

El segundo grupo de E3 ligasas, esta representado por la proteina RanBP2 o Nup358 (proteina 2
de union a Ran y nucleoporina de 358 kDa), exclusiva de vertebrados. Esta ligasa, que cataliza la
SUMOilacion de RanGAP1, se localiza en el complejo de poro nuclear, regulando el transporte
ndcleo-citoplasma (Reverter and Lima 2004). Esta proteina, junto con RanGAP1 SUMOQilada y
Ubc9, forma un complejo multimérico de relevancia fisiolégica con actividad E3 ligasa (Werner,
Flotho et al. 2012).

Ademas de las hasta agui mencionadas, han sido reportadas otras proteinas con actividad E3
ligasa. Entre ellas podemos destacar a la proteina Pc2 (polycomb protein Pc2), la cual forma
parte de complejos multiméricos (PcG bodies) involucrados en el silenciamiento de genes
(Kagey, Melhuish et al. 2003).

Proteasas de SUMO

Las enzimas encargadas de la deconjugacion del modificador de sus blancos poseen actividad
isopeptidasa, clivando de manera especifica la unién entre la glicina C-terminal de SUMO vy la
lisina del sustrato. Todas las peptidasas de SUMO conocidas hasta el momento son cistein
proteasas que pueden clasificarse en tres grupos principales: proteasas Ulp/SENP, proteasas
Desi (deSUMOQOylating isopeptidase) y USPL (ubiquitin-specific peptidase-like protein).

Las proteasas Ulp/SENP fueron las primeras proteasas de SUMO en ser descubiertas y
constituyen el grupo mas estudiado hasta el momento. Estas proteasas pertenecen al clan CE y
presentan un dominio catalitico C-terminal conservado C48, con la triada catalitica His-Asp-Cys.
En levaduras solo se han identificado dos deSUMOQilasas de esta familia, Ulp1 y Ulp2, mientras
gue en humanos se conocen 6 miembros; cuatro de ellos (SENP-1, SENP-2, SENP-3 y SENP-5)
presentan homologia a Ulp1 mientras que los dos restantes, SENP-6 y SENP-7, se encuentran
relacionados con la proteasa Ulp2. Las enzimas Ulp1 y Ulp2 poseen actividad isopeptidasa
sobre una gran variedad de blancos de SUMOilacion. Sin embargo, ambas presentan una alta
especificidad de sustrato y cumplen roles particulares dentro del sistema de SUMOilacion. La
proteasa Ulp1 y sus homologos presentan actividad hidrolasa, siendo responsables del proceso
de maduracion de SUMO; mientras que la proteasa Ulp2 y sus homologos tienen la capacidad
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de editar cadenas de poliSUMO. Las proteasas SENP muestran ademas especificidad por las
distintas variantes de SUMO. Ademéas de poseer el dominio C48 conservado, las proteasas
UIp/SENP presentan regiones N-terminales no conservadas de longitud variable, con funciones
regulatorias vinculadas a su localizacion subcelular. Es posible que la ubicacion diferencial de
estas proteasas, Ulp1 en el complejo del poro nuclear y Ulp2 en el nucleoplasma, junto con
dominios de interacciébn con otras proteinas presentes en esta region, contribuyan a la
especificidad de sustrato (Mukhopadhyay and Dasso 2007).

Las proteasas Desi fueron descriptas recientemente, en el afio 2012. Las deSUMOilasas de esta
familia pertenecen al clan CP y presentan en su extremo N-terminal un dominio proteasa
conservado C97, con la diada catalitica His-Cys. Actualmente se conocen dos proteasas Desi
(Desi 1y Desi 2) con un 23% de identidad de secuencia aminoacidica entre si. Ensayos de
localizacion subcelular demostraron que Desi 1 se localiza en el citoplasma y en el nucleo,
mientras que Desi 2 se encuentra principalmente distribuida en el citoplasma. Desi 1 parece no
tener actividad sobre sustratos de las proteasas SENP y hasta el momento se conoce un unico
blanco para esta enzima: el represor de transcripcion BZEL (BTB-ZF protein expressed in
effector lymphocytes). Se especula que el nimero de sustratos reconocidos por estas proteasas
es limitado (Shin, Shin et al. 2012).

La proteasa USPL1 es la Unica deSUMOilasa conocida de la familia C98, presentando la triada
catalitica Cys-His-Asp. A diferencia de Ulp y Desi (sin homologfa con las proteasas de
ubiquitina), el dominio catalitico de esta enzima presenta homologia con la familia C19 de
deubiquitinasas. A pesar de esto, USPL1 no tiene capacidad de unir ni clivar ubiquitina y ha
demostrado ser una eficiente deSUMOilasa. USPL1 presenta actividad isopeptidasa sobre una
gran variedad de sustratos e incluso sobre cadenas de poliSUMO vy, aungue es menos eficiente
que UIp/SENP, también es capaz de clivar el precursor inmaduro. Esta deSUMOilasa se localiza
en el nucleo, especificamente en los cuerpos de Cajal, siendo esencial para la viabilidad celular.
Este hecho no parece estar relacionado, sin embargo, con su actividad como deSUMOilasa
(Schulz, Chachami et al. 2012).

1.2.3 Seleccioén del sitio de SUMOilacion

La seleccion de la lisina a SUMOilar dentro de las distintas proteinas blanco depende de varios
factores. En particular, se han postulado tres mecanismos que, de manera independiente ©
combinada, determinan esto.

El primer mecanismo propuesto (Figura 3 A) involucra la modificacion de residuos de lisina
dentro de sitios de SUMOilacion consenso. Estos pequefios motivos QKXE/D (donde ( es un
aminoéacido hidrofébico, K es la lisina modificada por SUMO, X es un aminodcido cualquiera y
E/D pueden ser, alternativamente, el acido glutamico o el aspartico) (Rodriguez, Dargemont et al.
2001) son reconocidos, como parte de una estructura extendida, de manera directa por E2
(Bernier-Villamor, Sampson et al. 2002; Pichler, Knipscheer et al. 2005). La interaccion descripta
justifica la SUMOilacion de sustratos en presencia de altas concentraciones de E2 observada in
vitro, en ausencia de E3 ligasas (Flotho and Melchior 2013). Se cree que estos sitios consenso
estan presentes en mas de la mitad de los sustratcs de SUMO (Matic, Schimmel et al. 2010),
aunqgue existen otros motivos de SUMOilacion, menos frecuentes, dependientes incluso de
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fosforilacion de residuos cercanos a la lisina modificada (Hietakangas, Anckar et al. 2006; Yang,
Galanis et al. 2006; Picard, Caron et al. 2012).

El segundo mecanismo propuesto (Figura 3 B) involucra la interaccion del sustrato con SUMO
(unida a E2) via motivos SIM (SUMO Interaction Motif), favoreciendo la modificacion de residuos
de lisina cercanos a la zona de contacto. Los motivos SIM son los motivos de interaccion con
SUMO mas estudiados (aunque no los Unicos) y constituyen regiones hidrofébicas asociadas a la
secuencia consenso [V/I]-x-[V/I][V/I] (Song, Durrin et al. 2004). Los sustratos modificados de esta
manera suelen SUMOilarse en multiples residucs de lisina, no necesariamente dentro de sitios de
SUMOQilacién consenso. De la misma manera, en aquellos sustratos con mativos SIM y residuos
de lisina dentro de sitios consenso se observa un aumento significativo de su modificacion tras la
SUMOilacion de E2 (Knipscheer, Flotho et al. 2008). Es importante destacar que la mutaciéon de
las lisinas modificadas de esta manera no impide necesariamente la SUMOilacion de la proteina,
mientras existan otros residuos accesibles (sitios cripticos de SUMOilacion).

El tercer mecanismo propuesto (Figura 3 C) involucra sustratos que dependen de enzimas E3
ligasas para su SUMOilacién. Los residuos de lisina de este modo modificados no resultan
accesibles a E2-SUMO por los mecanismos anteriormente mencionados.

O SUMO consensus site £ SIM ‘ E3 interaction site K Acceptor lysine

Figura 3. Mecanismos de seleccion del sitio de SUMOilacion. (a) SUMQOilacion dependiente de sitios consenso; (b)
SUMOilacién dependiente de motivos SIM; (c) SUMOilaciéon dependiente de E3 ligasas (Flotho and Melchior 2013).

1.2.4 Efectos de la modificacion por SUMO

A partir de su descubrimiento, el nimero de proteinas identificadas como sustrato de este
modificador ha crecido exponencialmente. A nivel molecular SUMO altera la superficie de las
proteinas a las que se une, modificando su interaccion con otras macromoléculas. De esta
manera, SUMO puede interferir o promover interacciones proteina-proteina de distintas maneras,
enmascarando por ejemplo sitios de unién, adicionando nuevos presentes en el modificador o
generando cambios conformacionales en la proteina blanco que expongan nuevos sitios de
interaccion o alteren su actividad, estabilidad y/o localizacion (Geiss-Friedlander and Melchior
2007). De esta manera la SUMOilacion puede regular la actividad de una proteina de diferentes
formas sin poder predecirse a priori el efecto que tendré sobre el sustrato modificado.

La mayoria de las proteinas identificadas como sustratos de SUMQOilacion hasta el momento
son, al igual gue la localizacion subcelular de SUMO, fundamentalmente nucleares, aunque
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existen reportes de proteinas mitocondriales (Harder, Zunino et al. 2004), de membrana
plasmatica (Benson, Li et al. 2007) o de reticulo endoplasmatico (Dadke, Cotteret et al. 2007)
conjugadas al modificador.

Generalmente sélo una pequefia fraccion de una proteina, menor al 5%, se encuentra
SUMOQilada, siendo esta cantidad suficiente para evidenciar la relevancia de esta Ubl. La
SUMOilacion se encuentra involucrada en una gran variedad de procesos celulares como
replicacion del ADN, regulacion transcripcional, respuesta al dafio al ADN, control epigenético,
metabolismo del ARN, transporte nucleo-citoplasma, degradacion de proteinas, progresion del
ciclo celular, respuesta al estrés, etc. Recientemente se ha postulado incluso la SUMOilacion
simultanea de varias proteinas pertenecientes a un mismo proceso bioldgico, definiéndose el
concepto de SUMOilacion de grupo (Psakhye and Jentsch 2012).

Su relevancia en algunos de los procesos mas estudiados se ejemplifica a continuacion.

Regulacion de la transcripcion

Muchos sustratos de SUMOilacion identificados regulan la expresion génica a nivel
transcripcional, como factores de transcripcion y reguladores de la estructura de la cromatina, en
respuesta a distintos estimulos (Enserink 2015). La SUMOilacion de factores de transcripcion ha
sido ampliamente estudiada y se ha asociado tanto a procesos de represion como de
estimulacién de la transcripcion. Se ha descripto por ejemplo la unién de corepresores, como los
complejos de histonas deacetilasas (HDACS), a versiones SUMOiladas de factores de
transcripcion (Garcia-Dominguez and Reyes 2009). De hecho, la SUMOQilacion de histonas ha
sido asociada directamente a la represion de la transcripcion (Shiio and Eisenman 2003; Nathan,
Ingvarsdottir et al. 2006). En contraposicion, la SUMOilacion de los factores de transcripcion de
choque térmico HSF1 y HSF2 estimula su funcion, siendo esta alterada por mutacién de lisinas
involucradas en la modificacion (Goodson, Hong et al. 2001). Un efecto similar se observa sobre
la actividad transcripcional de p53, al SUMOilarse tras exposicion a rayos UV (Gostissa,
Hengstermann et al. 1999).

Localizacion subcelular




















































































































































































































































































































































































































































































