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1 Resumen

SUMO (Small Ubiquitin-like MOdifier) es un pequefio polipéptido compuesto por
alrededor de 100 aminoacidos que orquesta una variedad de procesos en el interior celular. Se
ha descrito que la SUMOilacién (modificacion postraduccional de proteinas por union del
polipéptido SUMO) tiene efectos neuroprotectores. Sin embargo, las proteinas diana y los
mecanismos de regulacién han sido poco investigados y se necesita un conocimiento
exhaustivo de ello para poder realizar intervenciones con fines terapéuticos a través de la
modificacion de los niveles de SUMO. Para llevar a cabo esta investigacion se sometieron
celulas P19 en estado de proliferacion asi como neurodiferenciadas a tratamientos de estrés que
produjeran escenarios simulados de isquemia, como condiciones de cultivo en ausencia de

oxigeno y glucosa (OGD, Oxygen and Glucose Deprivation).

Para conocer las proteinas dianas de SUMO es preciso purificarlas selectivamente, por
lo que en este trabajo hemos puesto a punto un método para la purificacion de las proteinas
SUMOiladas (SUMOiloma). Asi mismo, a través del uso de una linea celular de células P19
que expresaba de forma estable una construccion de SUMO2 etiquetado con una cola de 10
His hemos conseguido aislar dicho SUMOiloma en condiciones de OGD vy tras restablecer las
condiciones normales de cultivo (ROGD, Recover from OGD). A través de espectrometria de
masas hemos hallado mas de 200 proteinas diferentes modificadas por SUMO?2 que, en gran

proporcidn, realizan funciones relacionadas con el proceso de transcripcion.

Para estudiar los mecanismos de regulacién por los cuales se producen variaciones en
los niveles de SUMO en condiciones de isquemia es importante analizar los cambios en los
niveles de expresion de los genes de las proteinas mas importantes del ciclo de SUMOilacion.
En este trabajo hemos hallado que los niveles de expresion de los genes de varias

SUMOproteasas descienden mientras que los de varias ligasas ascienden.

La alteracion de los niveles de expresion de varias proteinas identificadas en nuestro
estudio protedmico (NAB2, OCT4 y SOX2), asi como de sus mutantes no SUMOilables, y de
proteinas del ciclo de SUMOilacion como PIAS4, SENP3 y SENP7 produjo cambios
significativos en los niveles de supervivencia celular en condiciones de OGD en células P19.
Ademas, un analisis de supervivencia de pacientes con determinados tipos de cancer
correlacion6 en el mismo sentido con los niveles de expresion de algunos de estos genes de

proteinas del ciclo de SUMOilacién.
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Por todo ello, debido a los efectos que produjeron en los niveles de apoptosis celular en
condiciones de OGD asi como por su correlacion con los niveles de supervivencia de pacientes
con varios tipos de cancer, en este trabajo se han identificado una serie de proteinas
participantes en el ciclo de SUMOilacion que son candidatos prometedores para la intervencion

terapéutica tanto en relacion al cancer como a la isquemia.
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2 Introduccion

2.1 SUMO (Small Ubiquitin-like MOdifier)

Las modificaciones post-traduccionales (PTM, por sus siglas en inglés, Post-
Translational Modification) son modificaciones producidas generalmente por enzimas
especializadas realizadas con posterioridad a la biosintesis de una proteina. Estas pueden ser
adiccion de grupos fosfato, grupos acetilo, ubiquitina, etc., existiendo méas de 200 tipos de
PTMs diferentes, de forma que practicamente todas las proteinas sufren algun tipo de PTM
(Jensen, 2006). SUMO (Small Ubiquitin-like MOdifier) es un pequefio polipéptido compuesto
por alrededor de 100 aminodacidos similar a la ubiquitina (razén por la que en su descubrimiento
fue denominado de tal manera) ya que comparte una alta similitud con ella en términos de
conformacién 3D, aunque solo posee un 18 % de identidad al comparar las secuencias de ambas
proteinas (Bayer et al., 1998). Es por ello por lo que SUMO pertenece a la familia de proteinas
del tipo ubiquitina Ubls (por sus siglas en inglés “ubiquitin-like proteins”) (Hochstrasser,
2009), caracterizada por un motivo C-terminal glicina-glicina que es expuesto después de la
maduracion proteolitica y por presentar el mismo pliegue estructural que la ubiquitina,
conocido como pliegue de la ubiquitina o pliegue ubiquiton, que contiene un dominio
caracteristico "fl-grasp" consistente en cuatro o cinco dominios de hoja fl-plegada junto con
un dominio a-helicoidal (Burroughs et al., 2007) (Figura 1). SUMO fue descubierto a finales
de los afios 90 del siglo XXy desde entonces el conocimiento sobre este interesante polipéptido
no ha hecho mas que aumentar y ya se ha descrito la SUMOilacion (proceso por el cual SUMO
se une covalentemente a una proteina diana) en cientos de proteinas, lo cual ha desvelado el
importante papel de SUMO en numerosos aspectos de la vida en la célula eucariota (Hay,
2005).
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Ubiquitina SUMO1 SUMO2/3

Figura 1. Diagrama de Ribbon en el que se muestra la representacion de la estructura 3D
de las proteinas humanas ubiquitina, SUMO1 y SUMO2/3. A pesar de que SUMO vy la
ubiquitina solo presentan un 18 % de identidad, ambas estructuras tridimensionales son muy
parecidas entre si. Adaptada de Martin et al., 2007.

La SUMOilacion es un proceso esencial en eucariotas ya que SUMO es necesario para
la viabilidad en especies tan lejanas entre si como Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis
elegans, Arabidopsis thaliana o Mus musculus (Johnson, 2004; Nacerddine et al., 2005; Geiss-
Friedlander & Melchior, 2007). Se han descrito 3 moléculas principales de SUMO altamente
conservadas entre especies. En los eucariotas mas simples como Saccharomyces cerevisiae ha
sido identificada una sola isoforma del gen de SUMO, denominada SMT3 (Johnson et al.,
1997). Por el contrario, en mamiferos han sido identificadas 5 isoformas diferentes (Melchior,
2000; Guo et al.,, 2004), denominadas como SUMO1-5. La primera proteina cuya
SUMOilacion fue descubierta fue la nucleoporina Ran GTPasa activadora de proteina 1
(RanGAP1) (Matunis, Coutavas & Blobel, 1996). Ese mismo afio también se apuntd la
existencia de SUMO1 mediante ensayos de doble hibrido por su interaccion con las proteinas
Rad51 y 52 (Shen et al., 1996), PML (Boddy et al., 1996) y Fas/APO-1 (Okura et al., 1996).
SUMO1 también es denominado como AP-modifying protein 1, GMP1, SMT3 homolog 3,
Sentrin, Ubiquitin-homology domain protein PIC1, Ubiquitin-like protein SMT3C o Ubiquitin-
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like protein UBL1. Posteriormente la existencia de las proteinas SUMO?2 (también denominado
HSMT31, SMT3 homolog 2, Sentrin-2 o Ubiquitin-like protein SMT3B) y SUMO3 (también
denominado SMT3 homolog 1 o Ubiquitin-like protein SMT3A) se predijo a partir de su
identidad frente a SUMOL y su posterior aislamiento reveld la capacidad de ambas de unirse a
diferentes proteinas (Lapenta et al., 1997; Kamitani, Kito, et al., 1998; Kamitani, Nguyen, et
al., 1998). Subsiguientemente se produjo el descubrimiento de SUMO4 (Bohren et al., 2004)
y hace tan solo dos afios se descubrio SUMOS5 (Liang et al., 2016).

Mientras que SUMOL regula multiples procesos celulares y esta conjugado a las
proteinas en procesos biologicos habituales, SUMO2 y SUMO3 se han relacionado con
respuesta a situaciones de estrés ya que en condiciones normales existe una proporcion de
SUMO2 y SUMOZ3 libre que se une rapidamente a las proteinas en respuesta a numerosas
condiciones de estrés (Tempé, Piechaczyk & Bossis, 2008). Existen, sin embargo, ejemplos de
proteinas dianas tal y como la topoisomerasa Il o la CAAT/enhancer-binding protein-beta
(C/EBPp), que son modificadas especificamente por SUMO?2 y 3 bajo condiciones habituales
para la célula (Azuma, Arnaoutov & Dasso, 2003; Eaton & Sealy, 2003). En la actualidad
existen escasos conocimientos acerca del papel de las isoformas SUMO4 y SUMOS5 y no se ha
demostrado su presencia de forma ubicua en los vertebrados, tal y como ya ha sido demostrado
para las isoformas SUMO1, 2y 3 (Guo et al., 2004). SUMO4 es codificado por una secuencia
localizada dentro del intron del gen humano TAB2 y se ha descrito la presencia del acido
ribonucleico mensajero (ARNm) correspondiente a esta isoforma en células de rifion, nddulos
linfaticos y bazo, aunque por el momento no se ha descrito la expresion de proteina enddgena
en dichos tejidos (Wei et al., 2008). La expresion de SUMO5 ha sido demostrada solo en
algunas lineas especificas de primates, en las que regula la formacion y disociacion de cuerpos
PML (Proteina de la Leucemia Promielocitica) (Liang et al., 2016). SUMO2 y SUMO3
comparten un 97 % de identidad en su secuencia aminoacidica cuando son madurados y
normalmente son mencionados como SUMO2/3 ya que en la actualidad no existen anticuerpos
que distingan ambas isoformas. SUMO1 comparte solo un 47 % de identidad con SUMO2
(Saitoh & Hinchey, 2000; Vertegaal et al., 2006).

La SUMOilacion comparte varias similitudes con la ubiquitinacion, ya que por ejemplo
ambas moléculas necesitan ser maduradas para ser completamente funcionales. SUMO es
madurado por la accion de isopeptidasas especificas, de manera que se exponen dos glicinas

en la region C-terminal del polipéptido que seran necesarias para la union a la proteina diana

17



(Figura 3). La SUMOilacion tiene lugar cuando el extremo C-terminal de SUMO se une de
forma covalente al residuo de lisina presente en la proteina diana a través de un enlace
isopeptidico. En la mayoria de los casos la SUMOilacion tiene lugar en un residuo de lisina
contenido en la secuencia consenso WKxE, donde W es un residuo alifatico (I, Vo L) y X es
cualquier aminoacido (Hay, 2005). Es por ello que la mutacion KR (siendo K una lisina que se
intercambia por una arginina, R) de los residuos de lisina en los que se produce la SUMOilacién
de una proteina impide la SUMOQilacion de dicha proteina. Existe un sitio consenso de
SUMOilacion dentro de la secuencia de SUMO2/3, mientras que en SUMOL1 este sitio no
existe. Es por ello por lo que se ha descrito que SUMOZ2/3 forma cadenas in vitro e in vivo,
mientras que SUMOL no posee esta capacidad (Tatham et al., 2001; Bohren et al., 2004).
Todavia se conoce poco acerca de la relevancia funcional de la formacién de cadenas por
SUMO2/3. Algunas teorias apuntan a que SUMO podria funcionar como un obstaculo para
impedir la interaccién de ciertos dominios de una proteina diana con otras proteinas o ADN
(Figura 2). A parte de la posibilidad de formacion de cadenas de poli-SUMO en un sitio
concreto de la proteina diana, muchos sustratos de SUMO son SUMOilados en diferentes
lisinas dentro de la misma proteina, complicando ain mas las consecuencias finales que la

unién de SUMO pueda tener en los seres Vivos.

Proteina diana Proteina diana

Figura 2. Funciones potenciales de las cadenas de SUMO unidas covalentemente a
proteinas diana. A) Las cadenas de SUMO podrian bloquear la interaccion de proteinas diana
con otras proteinas a través del enmascaramiento de dominios de interaccién (DI) que son parte
de las proteinas diana. B) Las cadenas de SUMO podrian, ademas, crear sitios de interaccion
con proteinas que poseen dominios para unién a cadenas de SUMO. Adaptada de Vertegaal,
2007.
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A pesar de la existencia de la secuencia consenso de SUMOilacion previamente descrita
se ha sefialado que no todas las proteinas que contienen un sitio consenso de SUMOilacién son
SUMOQiladas y no todas las proteinas modificadas por SUMO contienen este sitio consenso.
De hecho, han sido descritas algunas variantes de este sitio de SUMOilacion incluyendo sitios
de SUMOilacion con motivos invertidos, con aminoécidos hidrofobicos, con aminoacidos
cargados negativamente y otros dependientes de fosforilacion (Rodriguez, Dargemont & Hay,
2001; Hietakangas et al., 2006; Yang et al., 2006; Matic et al., 2010; Picard et al., 2012) (Tabla
1). Dichos datos indican que otros aspectos tales como la localizacion subcelular o la propia
presentacion del sitio de SUMOilacién en la estructura 3D de la proteina diana podrian ser
requeridos para la union covalente de la proteina diana a SUMO. SUMO también es capaz de
interactuar con proteinas a través de motivos de interaccion de SUMO (SIM, SUMO
interacting motif) sin el establecimiento de una union covalente. Habitualmente los SIM
consisten en extensiones hidrofobicas con la secuencia (V/1)-X-(V/1)-(V/1) o (VIT) (V/)-X-
(V/) flanqueada N o C-terminal por residuos de serina y/o por regiones de aminoacidos acidos
(Song et al., 2005; Hecker et al., 2006). Han sido identificados SIMs en numerosas proteinas
diana de SUMO y también ha sido descrito que sirven como mediadores de eventos posteriores
que requieren la interaccion con SUMO (Kerscher, 2007), como por ejemplo para mantener la
arquitectura de numerosos complejos represores de cromatina (Garcia-Dominguez & Reyes,
2009).

Tabla 1. Secuencias consenso de los diferentes motivos de reconocimiento de SUMO asi
como de los motivos SIM. Adaptada de Flotho & Melchior, 2013.

Motivo consenso yKX(E/D)
Motivo consenso hidrofébico yyyKX(E/D)
Motivo consenso invertido (E/D)XKy
Motivo de SUMOilacion dependiente de yKX(E/D)XX(pS)P
fosforilacion (PDSM)
Motivo de SUMOilacion dependiente de yKX(E/D)XXEEEE
aminoacidos con carga negativa (NDSM)
Motivo de SUMOilacion fosforilado (pSuM) yKX(pS)P
pSuM extendido YKX(pS)P(pS)XXX(pS)P
SIM (VI-X-(VIN-(VIT) o (V1) (VI1)-X-(VI)
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2.2 Elciclo de la SUMOilacion

Aunque los mecanismos envueltos en la ruta de modificacion por SUMO (Figura 3)
parecen estar elucidados, muchos aspectos de especificidad asi como de su dinamica necesitan
ser estudiados. De entre las similitudes que SUMO posee con la ubiquitina, la ruta de
modificacion es una de ellas, aunque en ambas rutas participan enzimas especificas de cada
una. Algunas de las enzimas que participan en la modificacion por SUMO, como por ejemplo
E1l y E2, tienen secuencias similares a las enzimas que participan en el ciclo de la

ubiquitinacion y estan altamente conservadas en eucariotas.

Tal y como la ubiquitina, todas las isoformas de SUMO son sintetizadas como un
precursor polipeptidico que necesita ser madurado y activado para convertirse en conjugable a
la proteina diana. La maduracion inicial de SUMO es llevada a cabo por isopeptidasas
especificas de SUMO denominadas Sentrin Specific Proteases (SENPs) (Li & Hochstrasser,
1999) que producen un corte proteolitico en la parte C-terminal de la molécula de entre cuatro
y once aminoacidos, exponiendo los previamente mencionados residuos glicina-glicina
(Kamitani, Nguyen & Yeh, 1997; Bayer et al., 1998). Una vez que es madurado, la region C-
terminal de SUMO necesita ser activada en una reaccion que es llevada a cabo por la enzima
El. La enzima E1 es un heterodimero compuesto por dos subunidades: la subunidad 1 de la
enzima activadora de SUMO (SUMO-activating enzyme subunit 1, SAEL, también conocida
como AOS1) y la subunidad 2 de la enzima activadora de SUMO (SUMO-activating enzyme
subunit 2, SAE2, también conocida como UBA2) (Johnson et al., 1997; Desterro et al., 1999;
Okuma et al., 1999; Azuma et al., 2001). SAE1 y SAE2 comparten una alta identidad en su
secuencia, con las regiones N y C-terminal, respectivamente, de la enzima activadora de la
ubiquitina (Dohmen et al., 1995). Al igual que en otras enzimas E1 de otras Ubl, el
heterodimero SAE1/SAE2 activa la regién C-terminal de SUMO en una reaccién compuesta
por dos pasos. En el primero, la subunidad SAEL hidroliza el ATP para unir covalentemente
AMP al grupo carboxilo de la region C-terminal de SUMO. En un segundo paso, la rotura del
puente SUMO-AMP por un cambio conformacional producido por la subunidad SAE2 lleva a
la formacion de un intermediario en el cual el grupo carboxilo C-terminal de SUMO forma un
enlace tioester de alta energia con el grupo sulfhidrilo del residuo de cisteina (C173) localizado
en la enzima SAE2 (Olsen et al., 2010).

El siguiente paso en la ruta de SUMOilacion requiere la accion de la enzima

conjugadora de SUMO Ubc9, la cual es esencial en la mayoria de los organismos estudiados y
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estd altamente conservada en eucariotas, siendo idéntica en humano y raton y mostrando
alrededor de un 56 % de identidad entre la UBC9 de mamiferos y los ort6logos de S. cerevisiae
(Jurgen Dohmen, 2004). El siguiente paso en la ruta de SUMOilacion consiste en la reaccion
de transesterificacion en la cual el SUMO activado es transferido desde la subunidad SAE2 de
la enzima activadora a la cisteina 93 de Ubc9 a través de la formacion de un nuevo enlace
tioéster (Desterro, Thomson & Hay, 1997; Johnson & Blobel, 1997). Posteriormente tiene lugar
la conjugacion final de SUMO a la proteina diana gracias a que Ubc9 cataliza la formacién de
un puente isopeptifico entre el grupo carboxilo de la region C-terminal de SUMO vy el grupo &-
amino de una lisina presente en la proteina diana, ayudado frecuentemente por la accion de una
ligasa E3 de SUMO. Hasta el momento se han descrito varias ligasas de SUMO que
posteriormente analizaremos. A pesar de que Ubc9 realiza el reconocimiento directo de muchos
sustratos de SUMO la afinidad por estos suele ser baja (Flotho & Melchior, 2013). Es por ello
por lo que estas proteinas diana pueden ser SUMOiladas cuando existe una E1 y altas
concentraciones de Ubc9 in vitro, sin la accién de una ligasa E3. Sin embargo, muy pocas
proteinas son eficientemente SUMOiladas in vivo sin la asistencia de una ligasa E3. Han sido
descritos algunos casos en los que UBC9 actla sin la ayuda de una ligasa de SUMO gracias a
que presenta una alta afinidad con la proteina diana debido al establecimiento de una

interaccion de superficie adicional con esta proteina (Bernier-Villamor et al., 2002).
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Figura 3. Mecanismo de modificacion por SUMO. La SUMOilacién es un proceso altamente
especifico si se tiene en consideracion tanto la seleccion de las proteinas diana como el tiempo
y la dindmica de la modificacion. Al principio, las moléculas de SUMO recién sintetizadas
necesitan ser maduradas proteoliticamente por una proteasa especifica de SUMO (SENP) que
realiza una protedlisis en su extremo carboxilo terminal. EI SUMO madurado es entonces
activado por la enzima E1 (SAEL/SAE2) de manera dependiente de ATP a través de la
formacion de un puente tioéster entre la glicina C-terminal de SUMO vy la cisteina catalicita de
la subunidad SAE2. SUMO es entonces transferido a la enzima conjugante E2 (UBC9) a traveés
de la formacion de otro enlace tioéster con la enzima para ser finalmente conjugado a una lisina
de la proteina diana, reaccion que es normalmente facilitada por una ligasa E3. El proceso de
SUMOilacion es reversible por la accion de proteasas SENP, que cortan el enlace entre la
proteina diana y el polipéptido. La SUMOilacion comparte con la modificacién por
ubiquitinacion la intervencion de enzimas E1, E2 y ligasas E3 en la reaccion. Las proteinas
PIAS constituyen un tipo de ligasas de SUMO. Adaptada de Yang et al., 2008.

Hasta el momento han sido descritas solo unas pocas proteinas ligasas E3 de SUMO.

Las méas importantes son las de la familia de la proteina inhibidora de STAT activado (PIAS),
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las cuales estan altamente conservadas entre mamiferos. Estas contienen un dominio PINIT
que selecciona la lisina diana y un dominio Siz/PIAS-RING (SP-RING) que consiste en un
anillo de zinc, clasicamente asociado a la union de ADN (Kahyo, Nishida & Yasuda, 2001,
Azuma et al., 2005; Palvimo, 2007; Takahashi et al., 2011). Hasta el momento se han
identificado al menos 4 proteinas PIAS en humanos: PIAS1, PIAS2 (también denominado
PIASX, del cual se han descrito dos variantes: PIASxa y PIASxf), PIAS3 y PIAS4 (también
denominada PIASy) (Chung et al., 1997; Liu et al., 1998; Kahyo, Nishida & Yasuda, 2001,
Sachdev et al., 2001; Sapetschnig et al., 2002; Schmidt & Muller, 2002; Andrews et al., 2005;
Potts & Yu, 2005). Otros ejemplos de proteinas ligasas E3 de SUMO son RanBP2 (Saitoh,
Pizzi & Wang, 2002; Tatham et al., 2005), la proteina Pc2 (Polycomb protein 2) (Kagey,
Melhuish & Wotton, 2003), las proteinas Topors (Grégoire & Yang, 2005; Weger, Hammer &
Heilbronn, 2005; Hammer, Heilbronn & Weger, 2007), el factor de transcripcion Krox20, el
cual es una ligasa E3 de SUMO que SUMOila a su corregulador, NAB2 (Garcia-Gutiérrez et
al., 2011), asi como los dominios PHD (del inglés “Plant Homeo Domain”) de algunas
proteinas de plantas y mamiferos, los cuales han mostrado poseer actividad ligasa E3 de SUMO
(Ivanov et al., 2007; Garcia-Dominguez, March-Diaz & Reyes, 2008).

2.3 Las proteasas de SUMO

La dificultad en la identificacion de sustratos de Ubls esta exacerbada por la accion de
las isopeptidasas enddgenas anteriormente mencionadas, ya que reciclan de forma perpetua las
cadenas de Ubls. En el caso de SUMO han sido descritas solo unas pocas isopeptidasas. Estas
isopeptidasas tienen tres funciones principales: escindir SUMO de las proteinas SUMOQiladas,
despolimerizar cadenas de poli-SUMO, y realizar el corte proteolitico inicial para la
maduracion de SUMO (Figura 4).
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Figura 4. Funciones cataliticas de las enzimas deSUMOiladoras. A) El procesamiento de
precursores de SUMO genera mondmeros de SUMO libres preparados para la modificacion de
proteinas. B) La deSUMOQilacion ocurre por la desconjugacion de SUMO de la proteina diana.
C) Funcidn en la edicién de cadenas de SUMO. Los circulos rojos representan todas las
moléculas de SUMO mientras que los morados representan SUMO2/3. Adaptada de Kim &
Baek, 20009.

Las isopeptidasas mas importantes son las proteinas Ulps (Ubiquitin-like protein) de
levaduras Ulpl y Ulp2, las proteinas SENP de mamiferos SENP1-3 5-7 y las proteinas DESI
(deSUMOylating isopeptidase) de mamiferos DESI1 y DESI2 (Figura 5). El analisis
estructural de dichas proteinas revel6 que pertenecian al grupo de las proteasas de cisteina, ya
que muestran la caracteristica triada His-Asp-Cis presente en la proteasa procesadora de
adenovirus (AVP, AdenoVirus Processing protease) (Li & Hochstrasser, 1999; Mossessova &
Lima, 2000; L. N. Shen et al., 2006; L. Shen et al., 2006; Reverter & Lima, 2006). El sitio
activo de Ulpl estd compuesto por una ldmina B y dos hélices, lo cual crea una hendidura
central en la proteina de aproximadamente la longitud de la cadena lateral de una lisina. La
cisteina incluida en la triada catalitica esta localizada en la hélice central N-terminal, mientras
que los residuos de histidina y aspartico estan localizados en la lamina . El motivo de SUMO

C-terminal compuesto por las dos glicinas previamente mencionadas se introduce en esta
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hendidura estableciéndose la union de esta manera entre isopeptidasas y SUMO. Al observar
la estructura de Ulpl, SENP1 y SENP2 se encuentra que el dominio catalitico, bastante similar
entre estas, esté localizado en el extremo C-terminal (Figura 5). Los dominios cataliticos de
Ulp2, SENP6 y SENP7 poseen menos de un 30 % de identidad con las anteriores, conformando
de esta manera un subgrupo diferente de proteasas especificas de SUMO (Li & Hochstrasser,
1999) (Figura 6). Curiosamente, el dominio catalitico de SENP6 y SENP7 esta escindido en
dos segmentos. Estas Ultimas proteasas presentan cuatro bucles de insercion conservados en
sus dominios cataliticos que podrian estar relacionados con la especificidad por los pardlogos
SUMO?2/3, ya que ha sido descrito que el reconocimiento de estos por el bucle 1 afecta a la
actividad diferencial que estas proteasas tienen sobre SUMO2/3 (Lima & Reverter, 2008;
Alegre & Reverter, 2011). Al contrario de lo que ocurre con los dominios C-terminales, la parte

N-terminal de las diferentes proteinas estad pobremente conservada.
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Figura 5. Organizacion de los dominios de las proteinas Ulp, SENP y DESI. Los
rectangulos magenta representan el dominio catalitico, en los que se aprecian los residuos clave
de histidina (H) y cisteina (C). Los lugares de SIMs se marcan a través de un asterisco. Las
secuencias determinantes que son responsables de la localizacion subcelular estan
representadas en color cian. En el caso de Desil y Desi2 se representan las proteinas
pertenecientes a raton. La longitud de las proteinas estd representada con el nimero de
aminoacidos en el lado derecho de la imagen. Adaptada de Hickey, Wilson & Hochstrasser,

2012.
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0.94 Ulp2 Drosophila melanogaster

0.97 SENP6 Homo sapiens
0.83 SENP7 Homo sapiens
Ulp2 Saccharomyces cerevisiae
Ulpl Saccharomyces cerevisiae
0.83 % SENP1 Homo sapiens

0.84 SENP2 Homo sapiens
0.38 Ulpl Drosophila melanogaster
SENP3 Homo sapiens

1
SENP5 Homo sapiens

Figura 6. Relacion evolutiva de las proteinas Ulp y SENP. Se muestra el arbol filogenético
de relacion entre las proteinas de las familias Ulp y SENP de Saccharomyces cerevisiae y
Drosophila melanogaster y del ser humano. Los nimeros de confidencia generados por el
procesamiento informatico se localizan en cada brazo del arbol. Adaptada de Nayak & Miiller,
2014.

Las proteinas DESI1 y DESI2 (deSUMOylating isopeptidase) son las isopeptidasas
descritas mas recientemente en humanos (Shin et al., 2012). Ambas comparten poca identidad
de secuencia con las proteinas Ulp y SENP y pertenecen a la clase de proteasas PPPDE (del
inglés, Permuted Papain fold Peptidases of Double-stranded RNA viruses and Eukaryotes).
Curiosamente, su actividad catalitica estd basada en la habilidad de dimerizar debido a la

existencia de una ranura en su superficie que contiene los sitios activos (Suh et al., 2012).

Diferentes hallazgos indican que SENP1 posee un papel tanto en la desconjugacion
como en el procesamiento de maduracion de SUMO (Figura 7). Los datos muestran que
SUMOL1 es procesado més eficientemente que SUMO2/3. Por el contrario, al menos in vitro,
SENP1 muestra poca especificidad para desconjugar SUMO de la proteina diana (Reverter &
Lima, 2004; L. N. Shen et al., 2006; L. Shen et al., 2006). Datos recientes en estudios en
ratones, sin embargo, sugieren que in vivo SENP1 tiene solo un papel limitado en la
desconjugacion de SUMO2/3 pero es esencial en deSUMOilar proteinas modificadas por
SUMO1 (Sharmaet al., 2013). Experimentos bioquimicos han demostrado que SENP2 cataliza
la desconjugacion de SUMO mas eficientemente de lo que realiza el proceso de maduracién y
que es mas eficiente en el caso de SUMO?2 que en el caso de SUMO1 y SUMO3 (Reverter &
Lima, 2006; Mikolajczyk et al., 2007; Békés et al., 2011). SENP3 y 5 muestran una acusada
preferencia por el procesamiento y desconjugacion de SUMO2/3 y no parecen tener actividad
significativa en el caso de SUMOL (Gong & Yeh, 2006; Kolli et al., 2010). SENP6 y SENP7
muestran poca actividad tanto en el procesamiento de SUMO como en la desconjugacion de
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SUMO monoméricos de las proteinas diana. Curiosamente, SENP6, SENP7 y su ortéloga Ulp2
en levaduras son excelentes enzimas en la escision de cadenas de poli-SUMO2/3 y de proteinas
di-SUMOiladas (Shen et al., 2009; Kolli et al., 2010). En contraste con lo que ocurre con las
proteinas Ulp y SENP, las proteinas DESI muestran actividad isopeptidasa en sustratos
especificos y poseen una actividad extremadamente baja en la maduracion de SUMO (Suh et
al., 2012) (Figura 7).
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Figura 7. Actividades de desconjugacion y procesamiento de SUMO de los diferentes
miembros de la familia de proteinas SENP en los diferentes paralogos de SUMO. Las
secuencias pertenecen a las moléculas de SUMOs humanas. A la izquierda se observa el
proceso de maduracion en el que se escinden los aminoacidos del extremo C-terminal,
mostrandose asi el motivo GG. En la parte central de la imagen se muestra la actividad de
desconjugacidn principal de cada una de las SENP. En la parte de la derecha de la imagen se
muestra la actividad de SENP6 y SENP7 de edicion de cadenas de poli-SUMO unidas a las
lisinas de las proteinas diana. Adaptada de Nayak & Miller, 2014.

Se ha descrito que la parte N-terminal de las diferentes proteasas Ubl y SENP regula la
especificidad por los sustratos de SUMO in vivo promoviendo la interaccion con la proteina
diana especifica y controlando la localizacion subcelular de las diferentes proteasas. De tal

modo se ha descrito que SENP1 y SENP2 se localizan en poros nucleares, PML y

28



nucleoplasma, SENP3 y 5 se localizan en el nucléolo, nucleoplasma y mitocondrias. SENP6 y

SENP7 se localizan en el nucleoplasma (Hickey, Wilson & Hochstrasser, 2012) (Figura 8).

| SENP1, SENP2| | SENP3, SENPS5 |

Figura 8. Representacion esquematica de la distribucion subcelular de las isopeptidasas
de la familia SENP en mamiferos. La distribucion predominante de las SENP representadas
esta indicada en color verde. Mit, mitocondria; EN, envuelta nuclear; No, nucléolo; PML,
cuerpos PML o de la proteina de la leucemia promielocitica. Adaptada de Nayak & Miller,
2014.

2.4 Papel de SUMO en células en proliferacion y en neuronas adultas

La SUMOQilacién ha sido asociada a multiples funciones en las células eucariéticas, lo
cual es ldgico teniendo en consideracion el alto namero de proteinas diana de SUMO
identificadas hasta la fecha y las implicaciones que la adiccion de un péptido de
aproximadamente 100 amino&cidos tiene para una proteina, como por ejemplo la adiccion de
nuevas superficies de interaccion o incluso el bloqueo de ciertos dominios presentes en dicha

proteina diana.

Los ejemplos de los distintos papeles de SUMO son numerosos: translocacion de
proteinas entre citosol y nucleoplasma, neurodegeneracion, diferenciacion neuronal,

reparacién de ADN, trafico en sinapsis neuronales, enfermedades de Alzheimer y Parkinson,
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plasticidad neuronal y un largo etc. (Droescher, Chaugule & Pichler, 2013; Juarez-Vicente,
Luna-Pelaez & Garcia-Dominguez, 2016) (Figura 9). El papel mas importante de los
atribuidos hasta la fecha de SUMO podria ser el del control de factores de transcripcion para
el control de la expresion genética, ya que la modificacion por SUMOL se ha asociado
tipicamente a la represion transcripcional (Garcia-Dominguez & Reyes, 2009). Otro ejemplo
conocido del papel de SUMO ha sido el hallazgo de su participacion en los procesos de
condensacion, cohesion y segregacion durante la mitosis y meiosis a través de la SUMOilacion
de factores que mantienen la estabilidad genética en la célula eucaridtica (Seeler & Dejean,
2003). SUMO también participa en la translocacion de proteinas, tal y como ocurre en el caso
de la SUMOilacion de RanGAP1 por SUMOL1, la cual conlleva a la translocacion de dicha
proteina desde el citoplasma a los poros nucleares (NPC, Nuclear Pore Complex). A pesar de
ello es necesario indicar que aunque se han encontrado numerosas proteinas SUMOiladas en
el citoplasma, la SUMOilacion se produce en el ndcleo en la mayoria de los casos estudiados

in vivo (Rodriguez, Dargemont & Hay, 2001).

Neurodegeneracion

Trafico axonal T Desarrollo cerebral
Sustrato
Reparacion de ADN‘_ p P —> Isquemia
St Sustrato
Plasticidad neuronal l Alzheimer

Neuropatias por agregados

Figura 9. SUMO es un regulador de multiples funciones y enfermedades en las neuronas.
Se muestra una seleccion de funciones y enfermedades relacionadas con la ruta de
SUMOilacion en la bibliografia existente. Adaptada de Droescher, Chaugule & Pichler, 2013.
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La adiccion de la molécula de SUMO no es solo importante por la propia funcion que
este péptido tenga sobre la localizacion o la conformacion de la proteina diana sino que también
es decisivo el papel de regulacion y estabilizacion de la proteina diana al producir el bloqueo
de la lisina SUMOilada de forma que se eviten otras modificaciones como la ubiquitinacion,
fosforilacion, acetilacion, etc. Un ejemplo claro de dicho juego entre modificaciones proteicas
es el caso de Ikba, donde la SUMOilacion inhibe la union de la ubiquitina y con ello la

degradacion de dicha proteina (Desterro, Rodriguez & Hay, 1998).

Asi mismo, se han descrito numerosas funciones de SUMO en neuronas adultas, como
es el caso de la SUMOilacion de componentes participantes en la plasticidad sinaptica asi como
en el trafico y liberacion vesicular en la sinapsis (Martin et al., 2007; Ghosh et al., 2016). No
solo se ha demostrado el papel de la modificacion por SUMO de proteinas clave en neuronas
adultas sino que también se ha encontrado que enzimas de la ruta de modificacion por SUMO
como por ejemplo Ubc9, SENP1 y SENP6 se encuentran en los sinaptosomas de ratas (Luo et
al., 2013).

Uno de los ejemplos més interesantes del papel que SUMO presenta en neuronas es su
implicacion en enfermedades neurodegenerativas como por ejemplo el Alzheimer o el
Parkinson, en las que parece que la SUMOilacién evita la degradacion de productos aberrantes
de proteinas acumuladas en el tejido cerebral a través de la competencia con la ubiquitina vy,
por ello, la degradacion mediada por el proteosoma. En el caso del Alzheimer, SUMO modifica
importantes proteinas que al acumularse causan la progresion de esta patologia y fallos en la
sinapsis como es el caso del amiloide B y proteinas tau. De hecho, se ha demostrado la
existencia de alteraciones en enzimas de la ruta de SUMOilacién tan importantes como SAE2
0 SENP3 en tejidos afectados por dicha enfermedad (Lee et al., 2013).

La SUMOQilacién parece tener un papel fundamental en los procesos de diferenciacion
neuronal. Un ejemplo de ello es que la SUMOilaciéon de Braf35 (también denominado
HMG20B), una subunidad del complejo histona desmetilasa LSD1-CoREST, es necesaria para
el mantenimiento del estado de proliferacion de precursores neuronales (Ceballos-Chavez et
al., 2012). Asi mismo, ha sido demostrado que el aumento de expresion de la proteasa de
SUMO SENPY7 es necesario para la consecucion de la diferenciacién neuronal (Juarez-Vicente,
Luna-Pelaez & Garcia-Dominguez, 2016). Estos Gltimos avances realizados en el estudio de la
SUMOilacion en condiciones de diferenciacion neuronal fueron llevados a cabo gracias a la

existencia de lineas de cultivos celulares diferenciables a neuronas mediante un protocolo con
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acido retinoico, como la linea celular P19, la cual sufre un proceso de neurodiferenciacion tras

la exposicion a dicho compuesto.

La neurodiferenciacion de células P19 ha sido descrita a través del uso de diferentes
protocolos y medios de cultivo celular. Todos los protocolos para la diferenciacion de células
P19 consultados poseen la caracteristica en comun de la utilizacién de acido retinoico. Existen
variaciones en los medios utilizados, tal es asi que se ha utilizado tanto DMEM (Habara-
Ohkubo, 1996; Martins et al., 2005; Xie et al., 2010) como DMEM/F12 (1:1) (Pachernik et al.,
2005) asi como a-MEM (Pyle, Roberts & Reuhl, 2001; Laplante, Béliveau & Paquin, 2004;
Juarez-Vicente, Luna-Pelaez & Garcia-Dominguez, 2016). También existen variaciones en la
suplementacién con suero en los diferentes protocolos para la neurodiferenciacion de células
P19, habiendo sido usado tanto una combinacion de 7.5 % de suero de ternera mas 2.5 % de
suero bovino fetal (FBS) (Xie et al., 2010) como con 10 % FBS (Habara-Ohkubo, 1996;
Martins et al., 2005), 5 % FBS (Juarez-Vicente, Luna-Pelaez & Garcia-Dominguez, 2016), 5
% de suero de vaca méas 5 % de suero fetal bovino (Laplante, Béliveau & Paquin, 2004; Solari
et al., 2009) incluso sin suero (Pachernik et al., 2005). Asi mismo, considerandose el dia 0
como el primer dia en el que se exponen las células a &cido retinoico, también existen
diferencias en cuanto a los dias de tratamiento tras los que se considera la aparicion de neuronas
diferenciadas, siendo por ejemplo 6-7 dias (Xie et al., 2010), 6-8 dias (Laplante, Béliveau &
Paquin, 2004), 7 dias (Habara-Ohkubo, 1996), 7-8 dias (Jones-Villeneuve et al., 1983), 8 dias
(Martins et al., 2005) e incluso hasta 10 dias (Pachernik et al., 2005). También existen
variaciones en la concentracion de acido retinoico utilizada, que varia levemente entre 0.1 uM
(Pachernik et al., 2005), 0.5 uM (Jones-Villeneuve et al., 1983; Laplante, Béliveau & Paquin,
2004; Pachernik et al., 2005; Solari et al., 2009; Xie et al., 2010; Juarez-Vicente, Luna-Pelaez
& Garcia-Dominguez, 2016) y 1 uM (Habara-Ohkubo, 1996; Pyle, Roberts & Reuhl, 2001;
Martins et al., 2005). Asi mismo, también existen diferencias en el periodo de exposicion a
acido retinoico ya que la diferenciacién ha sido descrita tanto con el uso de este acido durante
4 dias (Laplante, Béliveau & Paquin, 2004; Pachernik et al., 2005; Solari et al., 2009; Xie et
al., 2010; Juarez-Vicente, Luna-Pelaez & Garcia-Dominguez, 2016), 3 dias (Habara-Ohkubo,
1996) e incluso 2 dias (Martins et al., 2005). Existe consenso en el uso de placas de cultivo no
adherentes durante el periodo de tratamiento con acido retinoico como, por ejemplo, placas de
Petri bacterioldgicas (Jones-Villeneuve et al., 1983; Habara-Ohkubo, 1996; Laplante, Béliveau
& Paquin, 2004; Martins et al., 2005; Solari et al., 2009; Xie et al., 2010; Juarez-Vicente, Luna-

Pelaez & Garcia-Dominguez, 2016). Cuando se desea estudiar las neuronas diferenciadas
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durante un periodo prolongado, a partir del dia 8 suele ser comun la adiccion de arabindsido C
para evitar la proliferacion de células no neuronales (Martins et al., 2005). Los marcadores
proteicos para diferenciar entre células P19 no diferenciadas y neurodiferenciadas varian,
aunque entre los mas utilizados se encuentra OCT4 para la sefializacion del estado de células
no diferenciadas (Schoorlemmer et al., 1995; Babuska et al., 2010; Juarez-Vicente, Luna-
Pelaez & Garcia-Dominguez, 2016) y BIII tubulina neuroespecifica para la sefializacion del
estado de células neurodiferenciadas (Martins et al., 2005; Pachernik et al., 2005; Solari et al.,
2009; Juarez-Vicente, Luna-Pelaez & Garcia-Dominguez, 2016).

2.5 Papel de SUMO en isquemia

La isquemia cerebral aguda se presenta cuando el riego sanguineo es insuficiente en
una determinada zona del cerebro, disminuyendo el aporte de glucosa y oxigeno a las células
adyacentes. En estas condiciones se producen graves dafios en las neuronas que conducen a su
muerte. Dependiendo de la zona infartada, las consecuencias en el paciente pueden llegar a ser
realmente dramaticas: hemiplejias, pardlisis facial, afasia, etc. (Luengo-Fernandez et al., 2013).
Debido a su frecuencia (tercera causa de muerte en personas mayores) y al grado de
dependencia que puede adquirir el paciente, el impacto de esta dolencia en nuestra sociedad y
sistema de salud es considerable. Por ello, desarrollar terapias y fArmacos neuroprotectores son

aspectos de enorme interés actual.

Los efectos de la patologia cerebral producida debida a isquemia pueden ser provocados
in vitro a través de diversos métodos. El mas aceptado es la carencia de oxigeno y glucosa
(Oxygen and Glucose Deprivation, OGD) (Villalonga, 2008), de forma que se pueden simular
en laboratorio mediante el uso de medios sin glucosa e incubadores de hipoxia las condiciones

de la isquemia cerebral, sirviendo asi para generar modelos celulares de isquemia.

Recientemente se ha descrito que la SUMOilacion de proteinas en respuesta a OGD
tiene un papel neuroprotector. Una serie de observaciones recientes sustentan claramente el
papel neuroprotector de la SUMOilacidn de proteinas. En el cerebro de ardillas, en las que se
reduce dramaticamente el flujo sanguineo en condiciones de hibernacion (similar a OGD), los
niveles de SUMOilacion detectados mediante Western blot se incrementan significativamente
(Lee et al., 2007). De forma similar, en cerebro de rata tras un episodio de isquemia y en

modelos celulares en condiciones de isquemia simulada, se observa un incremento en la
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SUMOilacion (Cimarosti et al., 2008; Loftus et al., 2009). Igualmente se han detectado
incrementos de SUMOilacion tras episodios de isquemia en neuronas espinales (Z. Wang et
al., 2013). La sobreexpresion de SUMOL provoca una mayor resistencia frente a OGD en
modelos celulares (Ja Lee et al., 2009), mientras que la reduccién de los niveles de SUMO
mediante interferencia por ARN de cadena corta (SIRNA, del inglés, small interfering RNA)
reduce la supervivencia celular tras OGD, tanto en modelos celulares como en cultivos
primarios de neuronas corticales (Ja Lee et al.,, 2009; Datwyler et al., 2011). La
deSUMOilacion por sobreexpresion de la proteasa SENP1 en neuronas de hipocampo
sensibiliza las células considerablemente frente a OGD (Cimarosti et al., 2012). Ratones
transgénicos que sobreexpresan Ubc9 muestran mayores niveles basales de SUMOilacién de
proteinas, correlacionando con una mayor proteccion neuronal frente a OGD (Lee et al., 2011).
Ademas de ello, el factor transcripcional HIF-1, que es clave en la respuesta frente a
condiciones de hipoxia, es sustrato de SUMO. El estado de SUMOilacion de la subunidad HIF-
la es critico para su funcion ya que la SUMOQilacion de HIF-1a induce su estabilizacion y
actividad transcripcional (Bae et al., 2004; Carbia-Nagashima et al., 2007) y tiene efectos
beneficiosos frente a hipoxia aguda en el tronco cerebral (Chan et al., 2011).

Todos los precedentes mencionados sugieren fuertemente un papel neuroprotector de
la SUMOilacion de proteinas. Sin embargo, apenas se ha investigado la funcion del incremento
generalizado de proteinas SUMOiladas (“SUMOiloma”) en la célula. SUMO regula multiples
procesos celulares, por lo que un incremento indiscriminado de la SUMOilacion tendré graves

consecuencias para numerosos aspectos del metabolismo.

Hasta el momento se dispone de pocos conocimientos acerca de la identidad de las
proteinas que se SUMOQilan frente a condiciones de isquemia. En el afio 2012 se llevo a cabo
una protedmica utilizando la técnica de SILAC y células que sobreexpresaban de forma estable
una version etiquetada de SUMO3 que apunt6 a incrementos de SUMOQilacion en condiciones
de ROGD (recuperacion tras OGD, Recover from OGD), y no de OGD, en un total de 22
proteinas (Yang et al., 2012). Cabe destacar que diversos estudios han mostrado incrementos
de SUMOilacion por OGD y no por ROGD (Guo et al., 2013; Li et al., 2017). Es por ello por
lo que estudios mas exhaustivos deberian realizarse en pro del aumento del conocimiento de

este proceso debido a sus importantes repercusiones.

Ademas de las dudas acerca de las proteinas que estan siendo SUMOiladas en procesos

de OGD, solo existen unos pocos trabajos que intenten explicar los mecanismos moleculares
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que puedan estar detras de los incrementos de SUMOilacion registrados en OGD. En uno de
estos trabajos se demostro que la deSUMOilacién mediada por SENP3 de la proteina DNM1L
(DyNaMin-related protein 1), una GTPasa que regula la fusion mitocondrial, promueve la
muerte celular posterior a OGD (Guo et al., 2013). En un estudio més reciente se ha
comprobado que los incrementos de SUMOilacion globales facilitan la neuroproteccion
multimodal llevada a cabo por la quercetina contra los efectos deletéreos de OGD y de la
ROGD (Lee et al., 2016).

Debido a los pobres conocimientos de biologia molecular acerca del papel de SUMO
en procesos con OGD, para actuar de forma especifica sobre el sistema y minimizar los efectos
secundarios, resulta primordial identificar cuales son las proteinas SUMOiladas en dicho estreés.
En definitiva, es esencial identificar las dianas de intervencion terapéutica, tal y como se indica

en una reciente revision (Silveirinha, Stephens & Cimarosti, 2013).

La existencia de un compuesto quimico que ha demostrado mimetizar las condiciones
de hipoxia en la célula, el CoCl> (Jones & Bergeron, 2001), ha permitido la realizacion de
algunos experimentos preliminares en los que se demuestra que aumenta la expresion de una
de las ligasas de SUMO, PIAS4, tras el tratamiento con CoCl, (Cai et al., 2010), por lo que
seria una herramienta simple para realizar los estudios experimentales enfocados hacia el
proceso de hipoxia exclusivamente. Ademas de producirse condiciones de OGD en la zona
afectada, en la isquemia se produce un aumento del estrés oxidativo (Valko et al., 2007).
Después de la muerte provocada por la falta de oxigeno y glucosa, el estrés oxidativo es la
siguiente razon por la cual se produce la muerte neuronal (Barone & Feuerstein, 1999; Castillo
& Rodriguez, 2004). Existen evidencias de la modificacion de los niveles de SUMOilacion en
respuesta a estrés oxidativo, como por ejemplo tras el tratamiento con el veneno arsenito,
agente productor de estrés oxidativo (Yang, Sheng, Warner, et al., 2008). Debido a que la
SUMOilacion esta involucrada en la regulacion de diversos procesos bioldgicos, el aumento
masivo de SUMOilacién post-isquémica en respuesta a arsenito también puede desempefiar un
papel critico en la respuesta final de las neuronas expuestas a isquemia transitoria. Por otro
lado, desde ya hace tiempo se ha detectado, asi mismo, un incremento masivo del nivel de
SUMOilacion tras exposiciones a altas temperaturas (43° C) (Saitoh & Hinchey, 2000).
Temperaturas elevadas en pacientes en estados tempranos después de un evento isquémico han
sido frecuentemente asociadas a mayores dafios del tejido cerebral y, con ello, peores
repercusiones clinicas por dicho infarto (Reith et al., 1996; Castillo et al., 1998; Boysen &
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Christensen, 2001; Audebert et al., 2004; Leira et al., 2006; Idicula et al., 2008; Millan et al.,
2008; Den Hertog et al., 2011; Geurts et al., 2016). Es por todo ello interesante estudiar la
accion y regulacion de ligasas y proteasas de SUMO en tratamientos con CoCl», arsenito e
incrementos de temperatura para abarcar un mayor conocimiento del posible papel

neuroprotector de las moléculas de SUMO durante el infarto cerebral.

2.6  Papel de las proteinas caspasas en OGD

Al realizar una oclusion de la arteria media cerebral (MCAO0) en roedores se produce
un area de isquemia cerebral que puede ser dividida entre un area isquémica central y un area
de penumbra. En la central ocurre una rapida muerte celular mientras que en la penumbra
ocurre un dafio neuronal que se desarrolla mas lentamente (Furlan et al., 1996). Entre los
factores contribuyentes a la progresion del infarto cerebral en el area de penumbra, tanto la
apoptosis como la inflamacién tienen un papel clave (Linnik, Zobrist & Hatfield, 1993; Du et
al., 1996; MacManus & Linnik, 1997; Becker, 1998). Las caspasas, una familia de cistein-
proteasas (Namura et al., 1998), que incluyen numerosos miembros, tienen un papel esencial
en los procesos de muerte por apoptosis. Numerosos grupos han estudiado los efectos de la
inhibicion de caspasas en la neurodegeneracion provocada por isquemia usando un amplio
espectro de inhibidores, como por ejemplo el Z-VAD o el Z-DVED-FMK. Estos, y otros
ejemplos mas han demostrado ser neuroprotectores en modelos de raton de isquemia cerebral
transitoria y permanente (Loddick, MacKenzie & Rothwell, 1996; H Hara et al., 1997; H. Hara
etal., 1997; Bose et al., 1998; Endres et al., 1998; Ma, Endres & Moskowitz, 1998; Han et al.,
2002). Ha sido demostrado que la reaccién inflamatoria, en la cual participan moléculas como
IL-1B, TNF-o. o MCP-1, ocurre en la isquemia cerebral permanente y contribuye al dafio
neuronal (Liu et al., 1993; Garcia et al., 1994; Schroeter et al., 1994; Stroemer & Rothwell,
1998). El juego entre inflamacién y apoptosis es un evento clave en la neurodegeneracion
inducida por isquemia y es que, de hecho, los primeros pasos de ambos procesos son comunes.
Por ejemplo, la IL-1p tiene ambas actividades, proapoptotica y proinflamatoria, y es madurada
por el corte de la caspasa 1 (Rothwell & Relton, 1993). Por otro lado, la caspasa 1 es
responsable de la activacion de las caspasas “verdugos”, directamente relacionadas con la
progresion de la apoptosis (Denner, 1999). Ademas de ello, existen evidencias de que la
actividad de la caspasa 1 tiene un papel pivotante en la neurodegeneracion isquémica ya que

ratones caspasa 1 -/- o bien mutantes dominantes negativos del gen de la caspasa 1 son mas
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resistentes al dafio isquémica que los silvestres (H Hara et al., 1997; Schielke et al., 1998;
Rabuffetti et al., 2000). La citoguina proinflamatoria IL-1p, la cual es la principal diana de la
caspasa 1, es rdpidamente inducida por isquemia focal y global. La disminucion de los niveles
de expresion de IL-1p provoca mas de un 80 % de proteccion frente a dafio isquémico (Di Cera,
2011).

La relacion entre caspasas y OGD ha sido también estudiada, conociéndose que la
glucosa promueve la muerte celular dependiente de caspasas después de un episodio transitorio
de OGD en células SH-Sy5Y (Serra-Pérez et al., 2008). Asi mismo, se ha comprobado que la
caspasa 11 (la cual necesita ser activada por la caspasa 1) media la muerte de astrocitos inducida
por OGD (Fradejas et al., 2010). Ratones genéticamente modificados deficientes en caspasa 3
poseen propiedades neuroprotectivas contra OGD (Le et al., 2002). También ha sido
evidenciada la activacion de las caspasas 3, 7 y 9 en OGD tanto en neuronas como en la
microglia y se ha comprobado que el proceso de muerte celular apoptética por OGD es
dependiente de caspasas ya que la adiccion de un inhibidor de multiples caspasas bloquea el

componente apoptédtico de la muerte celular mediada por OGD (Malagelada et al., 2005).

2.7 Papel del factor de transcripcion OCT4 en OGD vy su relacion con SUMO

El factor de transcripcion OCT4 (OCTamer-binding transcription factor 4) también
conocido como OCT-3 y como POU5F1 (POU domain, class 5, transcription factor 1) es un
factor de transcripcién que contiene un dominio POU (Okamoto et al., 1990; Rosner et al.,
1990) a través del cual se une a una secuencia compuesta por 8 bases (ATGCAAAT) u
octdmero. Se localiza en promotores y enhancers de genes que regulan la pluripotencialidad
(Herr & Cleary, 1995). OCT4 se expresa tan solo en células no diferenciadas (Palmieri et al.,
1994; Nichols et al., 1998), de forma que se trata de un factor esencial para el mantenimiento
de la pluripotencialidad celular. Ejerce su funcion a través de la activacion de otros factores
esenciales para el mantenimiento de la pluripotenicalidad como Nanog y Sox2, concretamente
a través de los extremos N y C-terminal, los cuales poseen funcién transactivadora (Okumura-
Nakanishi et al., 2005; Rodda et al., 2005). Se ha descrito la existencia de sitios de union para
OCT4 en numerosos genes, como por ejemplo Utfl (factor de transcripcion de celulas
pluripotentes) o Fgf4 (miembro de la familia FGF, necesario para el desarrollo embrionario),

sobre los que actla sobre represor o activador (Johnson, Rathjen & Rathjen, 2006).
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La SUMOilacion de OCT4 por SUMOL esta descrita durante diversos procesos. Ha
sido demostrado que la SUMOilacion por SUMO1 de OCT4 promueve su estabilizacion, unién
al ADN asi como la transactivacion (Wei, Scholer & Atchison, 2007). De hecho, la
SUMOQilacion reprime la expresion de Nanog a través de la modulacion de los factores
transcripcionales OCT4 y Sox2 (Y. Wu et al.,, 2012). La proteina encargada de la
deSUMOilacion de SUMOL en el caso de OCT4 es SENP1 (Y. C. Wu et al., 2012). Sin
embargo, hasta la fecha no existe ninguna evidencia de la SUMOQilacién de OCT4 por parte de
SUMO?2. Interesantemente, los niveles de OCT4 aumentan en condiciones simuladas de
hipoxia, mediante la adiccion de cloruro de cobalto al medio celular (Yao et al., 2014), por lo
que sus niveles podrian variar en los procesos en los que la célula sufriera OGD, aunque todavia
no ha sido estudiado. Interesantemente OCT4 parece estar implicado, ademas, no solo en el
mantenimiento de la pluripotencia celular sino que también promueve la tumorigénesis e inhibe
la apoptosis de células de cancer cervical a través de la ruta microARN-125b/BAK1 (Y. D.
Wang et al., 2013).

2.8 Relacidn entre las proteinas SENP7, HP1y OCT4

En los Gltimos afios se ha descrito una caracteristica muy peculiar acerca de SENP7 y
su relacion con la familia de proteinas de la heterocromatina HP1 (Heterochromatin Protein 1,
Chromobox Homolog, CBX) en células de raton, en la que se supone nada tiene que ver su
actividad como SUMOproteasa y que ha cambiado considerablemente la idea que se tenia
acerca de esta proteina. Existen 3 isotipos de HP1 denominados HP1a, HP1B y HP1y (Jones,
Cowell & Singh, 2000). A partir de ahora, cuando mencionemos HP1 nos referiremos a la
familia de proteinas de la heterocromatina, mientras que cuando hablemos de un isotipo
concreto nos referiremos a este mencionando HP1 seguido de a, B o y. HP1 es un componente
de la heterocromatina (regiones de la cromatina mas compactas y condensadas) altamente
conservado entre especies, desde levaduras hasta mamiferos (Allshire & Karpen, 2008; Probst,
Dunleavy & Almouzni, 2009), que mantiene la integridad del genoma a través de interacciones
con diferentes proteinas. Las funciones de HP1 incluyen la represion de genes a través de la
formacion de heterocromatina, la activacion y desactivacion transcripcional, la regulacion de
la unién de complejos a los centrdmeros y el secuestro de genes a la periferia nuclear, entre
otras (Maison & Almouzni, 2004; Hiragami & Festenstein, 2005; Hediger & Gasser, 2006;
Motamedi et al., 2008; Fischer et al., 2009; Loyola et al., 2009). HP1 posee un cromodominio
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que reconoce la lisina 9 de la histona 3 trimetilada (H3K9me3) (Bannister et al., 2001; Lachner
et al., 2001; Nakayama et al., 2001; Jacobs & Khorasanizadeh, 2002) asi como un dominio
carboxiterminal CSD (Carboxy-terminal ChromoShadow domain) responsable de la
dimerizacion de HP1, ya que crea una superficie hidrofobica a través de la cual se unen motivos
PxVXL presentes en las proteinas de union a HP1 (HP1-binding proteins, HPBPs) (Smothers
& Henikoff, 2000; Thiru et al., 2004; Lechner et al., 2005). En el afio 2010 se llevo a cabo un
avanzado estudio protedmico con HP1a etiquetada con un FLAG en el que se identificaron 82
HPBPs (Nozawa et al., 2010). Entre ellas, se encontr6 la SUMOproteasa SENP7. Al afio
siguiente fue descubierto que la SUMOilacion de HP1a promueve su unién a heterocromatina
pericentromérica (Maison et al.,, 2011), elevandose asi la pregunta acerca de si la
deSUMOilacion de HP1a podria favorecer el mantenimiento de esta en la cromatina. Fue unos
meses mas tarde cuando se confirmo6 que SENP7 era la responsable de la deSUMOilacion de
HP1la in vivo (Maison et al., 2012). Sin embargo, SENP7 no solo realiza esta actividad, sino
que se comprobo que su interaccion promueve el enriquecimiento de HP1a en los dominios
pericéntricos de la cromatina mientras que la disminucion de los niveles de SENP7 deslocaliza
HP1a de la heterocromatina sin la afectacion de los niveles de H3K9me3 (Maison et al., 2012).
Poco después se reveld que SENP7 presenta dos motivos de interaccion con la proteina HP1a
gue actlan como dos brazos que acttian a modo de candado (Romeo et al., 2015) (Figuras 10
y 11), de forma que restringe la movilidad de HP1a en los dominios pericéntricos. De esta
forma, H3K9me3 es solo capaz de provocar un enriquecimiento en HP1la a través del sistema

candado que crea la unién con SENP7.

Motivos PxVxL Dominio catalitico
1 91-95 157-161 720 1037
SENP7 |_[P1]| |P2| [ | l Cis__|
i ; B
-2 0+2 -2 042
RHLRVMLTN RTPRVILTD

Figura 10. Representacion esquematica de los dominios de SENP7 de ratdn. La cisteina
979 indicada es la cisteina critica para la actividad SUMOproteasa de SENP7. Los dos motivos
PxVxL de SENP7 (P1y P2) estan indicados. Dichos motivos se corresponden con péptidos de
interaccion con HP1 (Smothers & Henikoff, 2000). Los residuos importantes para la
interaccion con HP1a estan coloreados en rojo dentro de la caja gris. Adaptada de Romeo et
al., 2015.
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Modibilidad de HP1

Alta [I—— Baja

SENP7
g oY ) (e
S

HP1 anclada en HP1 anclada y
H3K9me3 bloqueada en
H3K9me3

’ H3K9me3

Figura 11. Los dos motivos PxVxL de SENP7 conectan HPla contiguas ancladas a
nucleosomas modificados por H3K9me3 permitiendo el bloqueo de HP1 en la cromatina.
Solo se representa la region de SENP7 que contiene el mddulo con los dos motivos PxVxL, los
cuales estan indicados por P1 y P2. Adaptada de Romeo et al., 2015.

Hace tan solo unos meses se ha demostrado que durante la reprogramacién somatica
celular la disminucion temprana de HPly reduce la generacion de células pluripotentes
mientras que la disminucion tardia de HP1y incrementa esta generacion, con el consecuente
cambio de localizacion desde el nucleoplasma al centrémero (Zaidan et al., 2018). Tal y como
se esperaba, la disminucién de SENP7 produce las mismas consecuencias que la disminucion
de HP1y, indicando asi la importancia de la separacion de HP1y de la cromatina para la correcta
adquisicion del estado de pluripotencia. Interesantemente, en el mismo estudio se observé que
HP1y interacciona con OCT4 independientemente de H3K9me?2/3. De esta forma se propuso
el modelo que aparece en la Figura 12. En dicho modelo SENP7 actuaria como un candado
sobre HP1y unida a histonas con H3K9me2/3 en el estado de reprogramacion intermedia asi
como en células no pluripotentes. Durante la reprogramacion se produciria la pérdida del
anclaje de HP1y por parte de SENP7, con lo que se elongaria la cromatina para transcribir los
genes necesarios para el estado de pluripotencia celular, entre los cuales, tal y como se dijo
anteriormente, se encuentran los genes activados por OCT4, factor esencial para el
mantenimiento de la pluripotencialidad celular. Tal y como se ha indicado anteriormente, ha
sido descrito que la SUMOilacion de OCT4 incrementa su union a ADN (Wei, Scholer &
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Atchison, 2007), por lo que SENP7 podria promover la deSUMOilacion de OCT4 de forma
que impidiese la reprogramacion celular a través de una segunda via diferente a la del anclaje
realizado sobre HP1y. Aunque SENP7 y OCT4 presentarian localizaciones similares en la
celula, por el momento no ha sido descrito si SENP7 podria deSUMOilar OCTA4.

Estados de reprogramacion intermedios Células troncales

0oCT4

HP1y

Reprogramacion

Figura 12. Modelo propuesto sobre las interacciones de HP1y. En células no pluripotentes
y en estados de reprogramacion intermedios HP 1y interacciona con SENP7, la cual ancla HP1y
a histonas H3K9me2/3 en la heterocromatina, sefialadas en los circulos con color rojo y
amarillo. Durante la reprogramacion, la liberacion de HP1y de su anclaje en la heterocromatina
por parte de SENP7 es requerida para la adquisicion del estado de célula pluripotente. En estas
células pluripotentes, HP1y interacciona con H3K79me2. Ademés, OCT4 esta entre los
interactores de HP1y en células pluripotentes y esta union es independiente de H3K79me3 pero
podria ser dependiente de otras modificaciones (marcadas con circulos negros). Adaptada de
Zaidan et al., 2018.

2.9 Otras proteinas dianas de SUMO vy su papel en procesos de muerte celular

2.9.1 Laproteina NAB2

La proteina NAB2, miembro de la familia de proteinas NGFI-A binding (NAB), se ha
descrito como un regulador critico de la transcripcién de genes durante el desarrollo y la
funcion y muerte celular de células inmunes (Collins et al., 2006, 2008; Laslo et al., 2006;
Balzarolo et al., 2012). NAB2 es inducido a través de una variedad de estimulos extracelulares
a través de receptores especificos localizados en la superficie celular. Factores extracelulares
como por ejemplo factores de crecimiento o cambios en el microambiente celular como hipoxia
o irradiacion provocan aumentos de la expresion de NAB2 en células inmunes y no inmunes
(Svaren et al., 1996; Lucerna et al., 2003). Se ha demostrado que NAB2 activa la expresion de
TRAIL (TNF-related Apoptosis-Inducing Ligand) (Balzarolo et al., 2012, 2013). TRAIL es

una proteina que funciona como ligando induciendo procesos de muerte celular por apoptosis
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(Wiley et al., 1995; Pitti et al., 1996). A pesar de que se ha descrito que NAB2 es SUMOilado
(Garcia-Gutiérrez et al., 2011), todavia no se ha estudiado si la SUMOilacién de esta proteina

podria alterar positiva o negativamente la funcion de NAB2 promoviendo la apoptosis celular.

2.9.2 El factor de transcripcion SOX2

SOX2, cuyo nombre deriva del inglés “Sex determining region Y-box 2”, es un miembro
de la familia de factores de transcripcién SOX (Pevny & Lovell-Badge, 1997; Wegner, 1999;
Kamachi, Uchikawa & Kondoh, 2000) critico en la autorenovacion de células troncales
embrionarias (Masui et al., 2007; Fong, Hohenstein & Donovan, 2008), mantenimiento de la
pluripotencia y generacion de células troncales inducidas (Takahashi & Yamanaka, 2006;
Takahashi et al., 2007; Yamanaka, 2007). SOX2 presenta también un papel en la regulacion
de los procesos de apoptosis. Se ha demostrado que su silenciamiento causa parada en la
proliferacion y pérdida de la tumorigenicidad (Ben-Porath et al., 2008; Bass et al., 2009). Su
expresion aberrante se ha demostrado en tumores neuroldgicos (Gangemi et al., 2009),
respiratorios (Gure et al., 2000; Hussenet et al., 2010), reproductivos (Jia et al., 2011; Ye et
al., 2011) y digestivos (Bass et al., 2009; Saigusa et al., 2009). SOX2 promueve la
tumorigenicidad y la resistencia a drogas de quimioterapia (Tian, 2012; Rao et al., 2013). La
sobreexpresion de SOX2 ha demostrado promover la resistencia a tratamientos
quimioterapicos como el paclitaxel en lineas celulares de cancer de prostata debido a su accion
promoviendo la proliferacién celular y exhibiendo un efecto antiapoptético (Li et al., 2014).
Es por ello que terapias dirigidas contra SOX2 podrian promover la eficiencia de
quimioterapias en pacientes con resistencia a dichas drogas (Liu et al., 2013). A pesar de que
se ha descrito que SOX2 es SUMOilado (Tsuruzoe et al., 2006; Liu et al., 2013), todavia no se
ha estudiado en detalle si la SUMOilacion de esta proteina podria alterar positiva o

negativamente la funcion de SOX2 promoviendo la apoptosis celular.
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3 Objetivos

Tal y como se ha indicado en la introduccion, todos los precedentes mencionados
sugieren fuertemente un papel neuroprotector de la SUMOilacion de proteinas. Sin embargo,
apenas se ha investigado la funcién del incremento generalizado de proteinas SUMOiladas y
hasta el momento se dispone de pocos conocimientos acerca de la identidad de las proteinas
que se SUMOilan frente a condiciones de isquemia. Por lo tanto, para actuar de forma
especifica sobre el sistema resulta primordial identificar cuales son estas proteinas. Por ello,
nuestro objetivo es identificar proteinas concretas que se SUMOilen en condiciones modeladas
de isquemia, conocer los mecanismos implicados en la modificacion, comprobar la
SUMOQilacion de estas proteinas frente a isquemia en modelos celulares y verificar que el
incremento especifico en la SUMOilacidn de éstas tiene propiedades neuroprotectoras. Solo de
este modo se podra abordar con precisién y eficacia el estudio de drogas terapéuticas como
tratamientos de neuroproteccion frente a isquemia que permitan modular estos procesos con

efectos beneficiosos para la salud.

Para llevar a cabo esta tarea en primer lugar es esencial corroborar el aumento del nivel
de SUMOilacién de proteinas en respuesta al tratamiento OGD. Ademas, seria interesante
estudiar como estos niveles van recuperandose tras suspender el tratamiento después de que la
célula se vea sometida a este estrés. El estudio se realizara en células P19 de raton ya que son

faciles de manejar y de diferenciar a neuronas.

En segundo lugar, para estudiar la regulacion del proceso es fundamental identificar
dianas de SUMOilacién claras en respuesta a OGD, por lo que es esencial poner a punto una
herramienta para caracterizar el “SUMOiloma”, es decir, las proteinas SUMOiladas en
respuesta a OGD. Llevaremos a cabo esta aproximacion protedmica con lineas celulares que
expresen de forma estable moléculas de SUMO etiquetadas con una cola de histidina para

purificar el SUMOiloma.

En tercer lugar, caracterizaremos mediante PCR en tiempo real el patron de expresion
de ligasas y proteasas de SUMO en condiciones normales de crecimiento y en respuesta a
OGD. Esto nos permitird conocer qué proteinas pueden estar implicadas en el proceso de

sefializacion frente a esta respuesta.

En dltimo lugar, en nuestro laboratorio también estamos interesados en conocer el papel

que pueden tener los restos citotdxicos celulares que acttan en el infarto neuronal junto con los
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procesos de hipoxia y falta de glucosa asi como en estudiar la repercusion sobre la

SUMOilacion de otros estreses similares a OGD. Para ello, estudiaremos tanto la supervivencia

celular en células P19 como la expresion de las proteinas clave del ciclo de SUMOQilacion tras

tratamientos con arsenito y cloruro de cobalto a través de citometria de flujo y mediante gPCR

respectivamente, asi como después de dichos tratamiento, durante el proceso de recuperacion.

En este contexto y en el marco del proyecto que presentamos proponemos los siguientes

objetivos concretos a alcanzar:

1.

Estudio del cambio en el nivel de SUMOQilacion de proteinas durante tratamientos de
estrés simuladores de isquemia y tras la vuelta a condiciones normales en células P19.
Puesta a punto de un método de purificacion del SUMOiloma utilizando la proteasa
SENP1 en células P19.

Identificacién del SUMOiloma mediante Espectrometria de Masas de muestras de
proteinas purificadas sin ningun marcaje (Label-Free Quantification) en tratamientos
de estrés simuladores de isquemia en células P19.

Caracterizacion mediante gPCR del patrén de expresion de proteinas clave del ciclo de
SUMOilacion en respuesta a tratamientos de estrés simuladores de isquemia en células
P19.

Estudio de la muerte celular durante tratamientos de estrés simuladores de isquemia asi
como durante la modificacion de los niveles de expresion de las proteinas del ciclo de
SUMOilacion, de las proteinas modificadas por SUMO y de mutantes KR no
SUMOilables en células P19.
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4 Materiales

4.1 Organismos y condiciones de cultivo

4.1.1 Lineas celulares animales:

4.1.2 Bacterias

Linea celular P19, derivada de un teratocarcinoma embrionario de Mus
musculus (raton casero) (McBurney & Rogers, 1982). Fue suministrada
por el Dr. José Carlos Reyes Rosa (Laboratorio de Epigenética,
CABIMER. Sevilla).

Linea HS1, que expresa de forma estable SUMOL1 etiquetado con una
cola de 6 histidinas, la cual fue derivada de la linea de raton P19,
fabricada en nuestro laboratorio por Francisco de Paula Juarez Vicente.
Linea A5, que expresa de forma estable SUMO?2 etiquetado con una cola
de 10 histidinas, la cual fue derivada de la linea de raton P19, fabricada
en nuestro laboratorio por Noelia Luna Peléez.

Linea HEK293T, deriva de rifibn embrionario humano (Graham et al.,
1977) y se utiliz6 principalmente para la expresion de proteinas. Fue
suministrada igualmente por el Dr. José Carlos Reyes Rosa.
Hela-His10-SUMO?2, derivada de la linea HelLa, la cual fue utilizada
como control positivo para los experimentos de realizacion de la linea

Ab. Fue suministrada por el Dr. Alfred Vertegaal.

En este proyecto se han utilizado dos estirpes de Escherichia coli como
herramientas para técnicas de clonacién molecular del ADN asi como
para la induccion y purificacion de proteinas, respectivamente: DHSa y
BL-21(DES3). Sus caracteristicas genotipicas son:
e DH5a: supE44 Aalac U169 (P80 lacZAMI15) hsdR17 recAl
endAl gyrA96 thi-1 relAl
e BL21 (DE3): hsdS gal (Acls857 indl Sam7 nin5 lac UVS5-T7
genel)
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4.2 Vectores de expresion en bacterias

La secuencia de GFP para la fusion SUMO1-GFP se derivé del vector pEGFP-C2
(Clontech). Las construcciones de expresion de proteinas de fusion a GST en bacterias estaban
basadas en el vector pGEX-6P-3 (GE Healthcare). Para la construccion de la proteina GST-
SENPC se utilizé la region carboxilo-terminal catalitica de la proteina SENP1 (SENPC). Todas

las construcciones se realizaron mediante técnicas estandar de clonacidon molecular.

4.3 Vectores de transfeccion en lineas celulares de animales

Tabla 2. Lista de vectores de transfeccion en lineas celulares animales utilizados.

Molécula Nombre Promotor Resistencia
transfectada
Diferentes Clonacién de moléculas
moléculas shARN pTER H1 Amp shARN
HIF1la mt

(mutante que no
se degrada en pcDNA3-HIF1la

presencia de O2) mt CMV Amp Sobreexpresion de HIFa
RSV-FLAG-
Nab2 NAB2 RSV Amp Sobreexpresion de Nab2

Sobreexpresion del

RSV-FLAG- mutante de Nab no
Nab2 KRKR NAB2KRKR RSV Amp SUMOilable
pPRSV-FLAG- Sobreexpresion de
OCT4 hOCT4wt RSV Amp OCT4

Sobreexpresion del
pPRSV-FLAG- mutante de no
OCT4 KR hOCT4KR RSV Amp SUMOQilable
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PIAS1

PIAS2

PIAS3

PIAS4

PIAS4 KR

Plasmido vacio

Plasmido vacio

SENP1

SENP3

SENP7

Dominio
catalitico de
SENP7

SOX2

RSV-HA-
PIAS1

RSV-HA-
PIASXR

RSV-HA-
PIAS3

RSV-FLAG-

Pias4wt

RSV-FLAG-
Pias4dKR

pBluescript
pAdRSV-Sp

PRSV-FLAG-
SENP1

PRSV-FLAG-
SENP3

PRSV-FLAG-
SENP7

PRSV-FI-
Senp7CterNLS

RSV-FLAG-
Sox2wt

RSV

RSV

RSV

RSV

RSV

T7

RSV

RSV

RSV

RSV

RSV

RSV

Amp

Amp

Amp

Amp

Amp

Amp

Amp

Amp

Amp

Amp

Amp

Amp

Sobreexpresion de
PIAS1

Sobreexpresion de
PIAS2

Sobreexpresion de
PIAS3

Sobreexpresion de
PIAS4

Sobreexpresion del
mutante de PIAS4 no
SUMQOQilable

Control negativo
Control negativo

Sobreexpresion de
SENP1

Sobreexpresion de
SENP3

Sobreexpresion de
SENP7

Sobreexpresion del
dominio catalitico de
SENP7 fusionado a la
NLS monopartita del

virus SV40

Sobreexpresién de
SOX2



Sobreexpresion del

RSV-FLAG- mutante de SOX2 no
SOX2 KR Sox2KR RSV Amp SUMOilable
SUMO1 Sobreexpresion de
etiquetado con SUMOL1 asi como
una cola de 6 creacion de la linea
histidinas RSV-SUMO1 RSV Amp estable HS1
RSV-His- Sobreexpresion de
SUMO2 SUMO2 RSV Amp SUMO2
SUMO2
etiquetado con
una cola de 10 pLV-CMV- Creacidn de la linea
histidinas His10-SUMO-2 CMV Amp estable A5
pAdRSV-Sp-
FLAG-
uBC9 Ubc9C93S RSV Amp Sobreexpresion de Ubc9

Los plasmidos obtenidos por donaciones de otros laboratorios son: pBluescript (José
Carlos Reyes Rosa, Laboratorio de Epigenética, CABIMER, Sevilla), pLV-CMV- His10-
SUMO-2 (Laboratorio del Dr. Alfred Vertegaal, LUMC, Leiden, Holanda), cDNA3-HIF1a mt
(Laboratorio del Dr. Alberto Pascual Bravo, IBIS, Sevilla). El resto de las construcciones de
los vectores de expresion fueron realizadas en nuestro laboratorio y se basaron en el plasmido
pAdRSV-S (Giudicelli et al., 2003), cuya fuente fue el laboratorio del Dr. Patrick Charnay
(IBENS, CNRS, Paris, Francia). Para realizarlas se utilizaron técnicas estandar de PCR para
clonar las ORF concretas y posteriormente las mutaciones de las lisinas para crear los mutantes
KR (mutantes no SUMOQilables) se realizaron mediante PCR utilizando oligonucleétidos que
portaban la mutacion correspondiente. Los mutantes KR de cada proteina contienen las
mutaciones en los siguientes residuos de lisina: PIAS4KR: K35R (lhara, Yamamoto &
Kikuchi, 2005), SOX2KR: K247R (Guo et al., 2009), NAB2: K379R, K517R (Garcia-
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Gutiérrez et al., 2011), OCT4: K118R (Tsuruzoe et al., 2006). Todos los plasmidos poseen

secuencias de las proteinas de raton (Mus musculus) excepto los de la proteina OCT4, el cual

es de origen humano. Las moléculas de ARN de interferencia fueron clonadas en pTER.

4.4  Anticuerpos

Tabla 3. Lista de anticuerpos utilizados.

Nombre Antigeno
Anti-FLAG M-2 Péptido
(F1804) FLAG
(DYKDD
DDK)
NAB2 Anticuerpo Nab2
(1C4): sc-23867
Anti-SUMO 2+3 SUMO2
antibody [8A2]
(ab81371)
SUMO-1 Anticuerpo SUMO1
(D-11): sc-530
ab187126 anti-SENP7 SENP7
C-terminal
SAB4502484 SIGMA SENP7
Anti-SENP7, C-
Terminal

Especie

Ratdn,

monoclonal

Ratén,

monoclonal

Raton,

monoclonal

Raton,

monoclonal

Conejo,

policlonal

Conejo,

policlonal

Fuente

Sigma-Aldrich

Santa Cruz
Biotechnology,

Inc.
DSHB, lowa,

IA, USA

Santa Cruz
Biotechnology,

Inc.

Abcam

Sigma-Aldrich

Dilucién

1:2000 (WB)

1:1000 (WB)

1:2000 (WB)

1:3000 (WB)

1:1000 (WB de
SENP7

enddgena)

1:500 (WB de
SENP7
sobreexpresada

)
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(DM1A) Anti-a-
tubulin (T9026)

(H-134)

Anti-Oct3/4 (sc-9081)

Anti-beta 111 Tubulin
antibody (ab18207)

MAB1536

Anti-SOX2 antibody
[EPR3131] (ab92494)

PAS5-20954

N-CoR (C-20): sc-

1609

BRAF35 (4.21): sc-
53123

GE27-4710-
01 SIGMA

Tubulina Raton,
monoclonal
Oct-4 Conejo,
polyclonal
BIIT Conejo,
tubulina policlonal
especifica
de
neuronas
HIF Raton,
monoclonal
SOX2 Conejo,
monoclonal
PIAS4 Conejo,
policlonal
NCOR1 Cabra,
policlonal
Braf35 Raton,
monoclonal
Histidina Raton,
monoclonal

Sigma-Aldrich

Santa Cruz
Biotechnology,

Inc.

Abcam

R&D Systems

Abcam

Thermo Fisher

Scientific

Santa Cruz
Biotechnology,

Inc.

Santa Cruz
Biotechnology,

Inc.

Sigma-Aldrich
(27-4710-01)

1:10000 (WB)

1:1000 (WB)

1:2000 (WB)

1:5000 (WB)

1:1000 (WB)

1:500 (WB)

1:500 (WB)

1:500 (WB)

1:3000 (WB)
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Anti-His Antibody

Anti-mouse 1gG Raton Cabra,
A4416 HRP policlonal
Anti-rabbit 1gG Conejo Cabra,
A6154 HRP policlonal
Anti-rat 1IgG A9037 Rata Cabra,
HRP policlonal
Anti-goat 1gG Cabra Burro,
A50-201P HRP policlonal

4.5 Cebadores para PCR en tiempo real o gPCR

Sigma-Aldrich =~ 1:10000 (WB)

Sigma-Aldrich ~ 1:10000 (WB)

Sigma-Aldrich =~ 1:10000 (WB)

Bethyl 1:10000 (WB)
Laboratories,

Inc.

Tabla 4. Secuencia de los cebadores utilizados en los experimentos de PCR a tiempo

real.

Nombre

Forward 5°-3°

Reverse 5°-3°

SUMO1

SUMO2

SUMO3

SAE1l

SAE2

UBC9

PIAS1

PIAS2

GGCGATAAGAAGGAAGGAGAA

GGACAGGATGGTTCTGTGGT

ATTCCGGTTTGATGGACAAC

GCTGGACCACGAACAGGTAT

GCATCGTATGGGCCAAGTAT

GTCCCAACAAAGAACCCTGA

TCACCTCACTTGTCCGATTG

AGTCCAACCAAAGGGGTTCT

CATTGGAACTCCCTGTCTTTG

CGGAATCTGATCTGCCTCA

GAGGCTGATCCTCCTGTCTG

CCCACAGACCCAGTCTGAAT

GCTTCAGCCTCTGTTGGTTC

GGTGGTGAGGACGGATAGTC

CCCTTTGCTCGTAACCTCTG

CGTGTGGTGGAATGGTACTG
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PIAS3

PIAS4

SENP1
SENP2
SENP3
DESI1
SENPS
SENP6

SENP7
(para todas
las isoformas

excepto X2)

SENP7

isoforma 1

SENP7
isoforma X3

RpLp0

GAPDH

AGTTTCGATGCTGCCCTTTA

CACTGAACTGGTCCCACAGA

CAGAGGCGACATTTCAGCAC

AAGGTTCTCGGCACCATTCTT

TTTGACTCCCAGCGAACTCT

GCGGTATTTCCAGCTGTACC

GGCGAGCTGATAATGGATGC

TGGAACTGTGGTTCATGGGAG

ACAGTTCCAGGGTCAGCAGT

GTCGGCGAGCTTCATCAGA

GTCGGCGAGCTTCATCAGA

GCCAGCTCAGAACACTGGTCTA

AACTTTGGCATTGTGGAAGG

4.6 Cebadores para PCR estandar

TCATCACAATCCGAACAGGA

CTGCACAGCTTTCACTCCAG

AGAACTGCTTCCCTGTGACC

TTTGGCTGGGATCTCATCAGT

TTTGACTGCCTCTGCCTGTA

CAGGGAGGACAGGTATTCCA

ACAAGTCCACCTTCTTCGTCC

ACCTTGGCCATGACTTAGCA

ATGGCCGCTTACACATTTTC

TGGACAATGGTGACTGAGCA

ATTTCTTAGGCTTCTTGTCCAC
TTC

ATGCCCAAAGCCTGGAAGA

GGATGCAGGGATGATGTTCT

Tabla 5. Secuencias de los cebadores utilizados en los experimentos de PCR estandar.

Nombre Secuencia

S7exon2-F

CGGCGAGCTTCATCAGAGAT
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S7exon7-R

S7exon5-F

S7exon6-R

S7exonl7-F

S7exon20-R

S7exon23-R

4.7 Moléculas de ARN interferente

CTCCTCCATCATCACCCTGC

TGGACGGACTTAGGACGAGA

TGCTCTGATTTCAGGTTGGCT

TGGAGAAGGCATCAGATGAACT

CGTGGACACAGTTGAAGTGG

CCTGCTTAGGGACTTTGGGG

Tabla 6. Secuencia de moléculas de ARN intereferente.

Nombre

sh control

sh SENP1

sh SENP3

sh SENP5

sh SENP7

Secuencia

CCATCAAGACTCATAGATG

GGAAAGAGTTTGACACCAA

GGAAGAGTCTGGTACTACA

GCAGTTCCAGCTTAACCAA

TCAGACTCATTGCCTTCGA
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5 Meétodos

5.1 Condiciones de cultivo

5.1.1 Condiciones de cultivo de bacterias

El medio de cultivo utilizado habitualmente para las estirpes bacterianas fue el medio
Luria-Bertani (LB: 10 g/l de NaCl; 10 g/l de bactotriptona; 5 g/l de extracto de levadura; 15 g/l
de bacto-agar para el medio sélido.). El antibidtico utilizado para la seleccién de bacterias
transformadas fue ampicilina (100 pg/ml). Los cultivos en medios liquidos crecieron en
incubadores con una temperatura estable de 37° C y una agitacion continua de 200 rpm. Para

los cultivos en medio sélido se utilizaron estufas a 37° C.

5.1.2 Condiciones de cultivo de lineas celulares animales

Todas las lineas se mantuvieron en incubadores HEPA Class 100 (Thermo), a 37°C y
con una atmosfera himeda de CO. al 5 %. Como medio de cultivo rutinario se utiliz6
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium D6429 SIGMA provisto comercialmente de 4500 mg/I
de glucosa, L-Glutamina, bicarbonato sodico y piruvato sédico suplementado con un 10 % de
suero fetal bovino (PAA Laboratories) y 10 ml/I de una solucidn de antibidticos compuesta por
penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (10 mg/ml) (PAA Laboratories).

5.2 Técnicas de ADN/ARN

5.2.1 PCR (Polymerase Chain Reaction)

La amplificacion de fragmentos de ADN se realizé mediante PCR utilizando el kit
Expand High Fidelity PCR System (Roche) en el termociclador TC3000 (Techne). Los
oligonucleotidos utilizados como cebadores fueron sintetizados por la firma Sigma-Aldrich.
Para una reaccion tipica se utilizaban concentraciones de 1 uM de cada cebador, 2 mM de cada
desoxirribonucledtido y 1 mM de MgCly, asi como 5 pl del tampon comercial 10X de la ADN
polimerasa, de 20 a 50 ng de ADN molde, 2,5 U de ADN polimerasa y H.O Milli-Q hasta un
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volumen final de 50 pl. Los programas de PCR consistieron en un paso de desnaturalizaciéon a
94° C durante 5 min seguido de 30 ciclos de amplificacién y un paso final de elongacion a 72°
C durante 10 min. Cada ciclo de amplificacién fue iniciado por un paso de 1 min a 94° C
seguido de un paso de hibridacion de ADN a temperatura variable (dependiendo de la Tm de
cada oligonucle6tido) durante 1 min y un paso final de polimerizacién a 72° C durante un

tiempo dependiente de la longitud del fragmento a elongar (1 min/Kb).

5.2.2 Manipulaciones enzimaticas de fragmentos de ADN

Para la digestion de fragmentos de AND fueron utilizadas diversas enzimas de
restriccion (Fermentas, Takara, New England Biolabs) segun las instrucciones del fabricante
junto con el tampdn y la temperatura adecuados para cada enzima. Para las clonaciones se
utilizé 1 pg de ADN o 1/10 del volumen total de una PCR digerida con 5-10 unidades de
enzima de restriccion durante 2 h a la temperatura requerida. Antes de la ligacién de ADN, la
desfosforilacion requerida de los vectores se realizo utilizando fosfatasa alcalina (Promega)
segun las instrucciones del fabricante. Para la ligacién de fragmentos de ADN, la ligasa T4 de
ADN (Promega) fue utilizada siguiendo las instrucciones del fabricante. Las ligaciones fueron
realizadas durante la noche a 15° C, siguiéndose posteriormente su transformacion en bacterias

E. coli DH5a competentes.

5.2.3 Método de aislamiento de ARN

El aislamiento de ARN de células animales se llevd a cabo con el sistema RNeasy®
(QIAGEN), segun las instrucciones del fabricante. La integridad de las muestras fue revisada

mediante electroforesis.

5.2.4 Experimentos de gPCR

Antes de la sintesis de ADNCc se eliminaba el ADN contaminante con el kit RQ1 RNase-
Free DNase (Promega) segun las instrucciones del fabricante. Para la obtencion de ADNCc a
partir de ARN se utilizaba el sistema Super-ScriptTM First-Strand Synthesis for gPCR
(Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las reacciones de PCR se realizaron a

partir de 1 pl de la reaccion de retrotranscripcion en un volumen total de 20 pl.

5.2.5 Electroforesis de ADN y ARN en geles de agarosa

La electroforesis de muestras de ADN en geles de agarosa fue realizada para el

aislamiento de fragmentos de ADN, reacciones de PCR vy analisis de restriccion de
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construcciones de ADN. La electroforesis de fragmentos de ARN fue realizada para la
monitorizacion del aislamiento de ARN. Para la electroforesis de ADN en geles de agarosa se
utilizaron aparatos Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad) y geles de agarosa al 0,7-2 % (p/v) en tampon
Trisborato/EDTA (TBE) 0,5X (Tris-borato 45 mM; EDTA 1 mM pH 8). El porcentaje de
agarosa vario en funcion del tamafio de los fragmentos de ADN que se pretendian analizar. A
todos los geles se les afiadié bromuro de 3,8-diamino-6-etil-5-fenil fenantridio (etidio) a una
concentracion final de 5 pg/ml. Antes de realizar las electroforesis se afiadia a cada muestra
1/10 de su volumen en tampdn de carga 10X (azul de bromofenol 0,25 % (p/v); xileno-cianol
FF 0.25 % (p/v); glicerol 30 % (v/v)). La intensidad en el voltaje de la electroforesis fue entre
60 y 100V. Para determinar el tamafio de los fragmentos de ADN analizados se utilizaba el
patron comercial Thermo Scientific™ GeneRuler™ [kb Plus DNA Ladder. EI ADN se
visualizé con un aparato transiluminador Universal Hood Il (Bio- Rad), se fotografié con la
ayuda de la aplicaciéon informatica Quantity One 1-D Analysis Software (Bio-Rad) y se
imprimidé con un equipo Digital Graphic Printer UPD895MD (Sony). Las electroforesis de
ARN se realizaron de la misma manera que las de ADN, aunque el porcentaje de los geles de
agarosa siempre fue del 1 % (p/v) y nunca se utiliz6 patrén.

5.2.6 Cuantificacion de ADN/ARN

Para la cuantificacibn de 4&cidos nucleicos, se analizd 1 pl utilizando el
espectofotdmetro Nanodrop® ND-1000 (Thermo Fisher) teniendo en cuenta que los valores
D0260 y DO280 no podian exceder de un valor de 2,0 para asegurar la correcta pureza del

acido nucleico.

5.2.7 Secuenciacién de ADN

Las muestras de ADN fueron enviadas a SECUGEN S.L. (Madrid, Espafia) para su

secuenciacion de acuerdo con los requerimientos de dicha compaiiia.

5.2.8 Transformacion de ADN en bacterias

Se utilizaron dos métodos de transformacion de E. coli, el choque térmico y la
electroporacion. Para la transformacion en bacterias E. coli DH5a competentes por choque
térmico se combinaba 0,1-0,5 ug de ADN plasmidico con 100 pl de células competentes. Tras
15 min en hielo, las células se calentaban a 42° C durante 2 min, se volvian a enfriar y se les

afiadia 900 pl de LB. Después, y en funcion del gen de resistencia que portase el plasmido
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introducido, la mezcla se incubaba a 37° C entre 60 y 90 min. Finalmente las células se
sembraban en cajas 0 matraces de LB con el antibiotico de seleccion correspondiente.

Para la electroporacion en bacterias E. coli BL21 (DE3) electrocompetentes se
combinaban de 0,05-0,25 ug de ADN plasmidico con 50 ul de células electrocompetentes. Las
células se colocaban en una cubeta Gene Pulser de 2 mm de separacion entre electrodos (Bio-
Rad) y se sometian a un choque eléctrico de 2500 V y 15 pF en un aparato Easyject optima
(Equibio). Inmediatamente tras el pulso se afiadia a la mezcla 1 ml de LB y se incubaba a 37°
C entre 60 y 90 min. Finalmente las células se sembraban en cajas 0 matraces de LB con el
antibidtico de seleccion correspondiente. La preparacion de E. coli BL21 (DE3)

electrocompetentes fue realizada tal y como se describe en (Green & Sambrook, 2012).

5.2.9 Aislamiento de ADN plasmidico bacteriano

Las extracciones a pequefia escala de ADN plasmidico se llevaron a cabo mediante el
método de la lisis alcalina. Si se requeria ADN de mayor calidad, por ejemplo para secuenciar,
se utilizaba el kit GFX Micro Plasmid Prep (Amersham Biosciences), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para mayores cantidades de ADN de alta calidad se utilizaron

rutinariamente los sistemas JET star (GENOMED), segun las instrucciones del fabricante.

5.2.10 Purificacién de ADN

La purificacion de ADN de geles de agarosa o en el caso de que se requiriese ADN de
alta calidad (por ejemplo para secuenciacion) fue realizada con el kit FavorPrep™ GEL/PCR

Purification Kit (FAVORGEN Biotech Corp.) siguiendo las instrucciones del fabricante.

5.2.11 PCR en tiempo real, PCR cuantitativa o q°PCR

Para la PCR en tiempo real se utilizaban placas de 384 pocillos (Applied Biosystems)
y el kit comercial SYBR® Green Real-Time PCR Master Mixes en un termociclador ViiA 7
Real-Time PCR System Thermo Fisher Scientific. Se siguieron las instrucciones del fabricante.
Para el analisis del ADNc de células P19, se analizaban 3 pl de una dilucién 1/10 del ADNc
total, por triplicado en cada caso. Para la normalizacion se utilizaba la expresion del gen
GAPDH (GlicerAldehido-3-Fosfato DesHidrogenasa) (en los experimentos donde asi se
indique) o RpLpO (Ribosomal Protein Large PO) enddgeno (en el resto de experimentos). El
algoritmo para el analisis relativo esta descrito en (Pfaffl, 2001). Los oligonucleétidos fueron
sintetizados por Sigma-Aldrich y testados mediante analisis de curva estandar con diluciones

seriadas 10x de la muestra de ADNc. La eficiencia de amplificacion adecuada se marcé en
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valores entre — 3,3 y — 3,4. El programa de PCR consistio en un paso de desnaturalizacion
inicial a 95° C de 10 min, seguido de 40 ciclos de amplificacion, cada uno consistente en un
primer paso a 95° C durante 15 s y un segundo paso a 65° C durante 1 min. El ciclo de
disociacién final fue de 15s5a95°C, 1 mina 65° C, 15sa 95° C y 15 s a 60° C, fue realizado

para detectar posibles contaminantes.

5.3 Técnicas de cultivos celulares

5.3.1 Transfeccion transitoria de cultivos de células animales

Para la realizacion de transfecciones transitorias se utilizd Lipofectamine® 2000
(Invitrogen) y su solvente correspondiente, OptiMEM® (Gibco). Las células P19 eran
sembradas el dia anterior a la transfeccion y cultivadas en medio normal durante todo el

proceso. Esta se realizaba segun las instrucciones del fabricante.

5.3.2 Protocolo para la neurodiferenciacion de células P19

Para la obtencion de neuronas diferenciadas se procedid de la siguiente manera: 1,5x10°
células P19 se sembraban en cajas de cultivo no adherentes (placas de Petri para el cultivo de
bacterias) con medio DMEM (D6429 SIGMA) suplementado con un 5 % de suero fetal bovino
(v/v) y 0,5 uM de acido retinoico trans (Sigma-Aldrich) durante 4 dias, con un cambio de medio
a los 2 dias, obteniéndose asi cuerpos embrioides formados por un centro de células
mitoticamente activas rodeadas de células diferenciandose (Figura 13). Posteriormente se
tripsinizaban las células y se sembraban a una densidad de 10° células por ml en placas
adherentes con medio DMEM suplementado con un 10 % de suero fetal bovino (v/v), sin acido
retinoico, hasta llegar a los 7 dias desde el inicio del tratamiento con acido retinoico, con
cambio de medio cada dos dias. En este momento las células alcanzan un estado avanzado de

diferenciacion y muestran dendritas y procesos axonales (Figura 13).
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Figura 13. Protocolo con tratamiento con acido retinoico para induccion de
diferenciacion neuronal en células P19. Las células P19 se cultivaron en suspensién con
medio DMEM con 5 % de suero suplementado con &cido retinoico para inducir la respuesta
primaria. Las células crecieron en estas condiciones durante 4 dias (con reemplazo del &cido
retinoico el dia 2) en los cuales formaron cuerpos embrioides (sefialado con una flecha) y la
diferenciacion inicial se llevd a cabo. Finalmente, las células P19 fueron disgregadas y
sembradas en placas de adherencia con medio DMEM complementado con suero y sin acido
retinoico para llegar a la fase de diferenciacion terminal, en la cual se observaron procesos
axonales y dendritas. Adaptada de Paquin et al., 2002 y Wu et al., 20009.

5.3.3 Condiciones de tratamientos de estrés celular

El tratamiento con CoCl; se llev6 a cabo afiadiendo dicho compuesto al medio de
cultivo a una concentracion final de 150 pM durante los tiempos indicados en el
correspondiente apartado de resultados. Dicho compuesto fue preparado en agua purificada.

El tratamiento con arsenito se llevd a cabo afiadiendo dicho compuesto al medio de
cultivo a una concentracion final de 100 pM durante los tiempos indicados en el
correspondiente apartado de resultados. Dicho compuesto fue preparado en agua purificada.

El tratamiento con DMOG se llevd a cabo afiadiendo dicho compuesto al medio de
cultivo a una concentracion final de 100 pM durante los tiempos indicados en el
correspondiente apartado de resultados. Como control, en todos los experimentos se utilizaron
cultivos a los que se afiadio el mismo volumen de DMSO que el afiadido de DMOG, ya que
este compuesto fue diluido en DMSO.

Para producir condiciones de hipoxia se utilizé la camara de cultivos Baker Ruskinn's
InvivO2 400 asi como incubadores HEPA Class 100 (Thermo), seleccionando en ambos casos
un nivel de oxigeno del 1 %. El medio de tratamiento OGD fue DMEM sin glucosa 11966025
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de Thermo Fisher Scientific suplementado con piruvato sédico a una concentracion final de
0.11 g/L (PAA Laboratories), un 10 % de suero fetal bovino (PAA Laboratories) y 10 ml/l de
una solucion de antibioticos compuesta por penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (10 mg/ml)
(PAA Laboratories). De esta forma la unica diferencia entre el medio OGD y el medio control
en la composicion fueron los niveles de glucosa. EI medio OGD utilizado en el tratamiento era
incubado durante la noche anterior al experimento dentro de la camara de hipoxia para
equilibrar los niveles de oxigeno adecuados. Para realizar el tratamiento se lavaba la placa de
cultivo 3 veces con medio OGD Yy posteriormente las células se dejaban incubando en dicho
medio en la cAmara de hipoxia en los tiempos indicados en el apartado de resultados.

El tratamiento de hipertermia se realizé incubando las células en incubadores HEPA

Class 100 (Thermo), a 42° C y con una atmoésfera himeda de COz al 5 %.

5.4 Metodos de sintesis, purificacion y anélisis de proteinas

5.4.1 Induccion de la sintesis de proteinas heterélogas en E. coli

Para la expresion de polipéptidos fusionados con la proteina Glutation S transferasa
(GST) se clonaba la secuencia del polipéptido de interés en el vector pGEX-6P-3 (GE
Healthcare) se transformaba la estirpe BL21 (DE3) de E. coli y se inducia la expresion de la
proteina mediante la adicion de IPTG. El ensayo a pequefia escala tenia como objetivo
comprobar que la induccion de la sintesis de la proteina funcionaba correctamente. Para ello se
electroporaba un vial de la estirpe BL21 (DE3) de E. coli con el plasmido de interés y se
inoculaba 1/10 del volumen en 25 ml de LB suplementado con el antibidtico correspondiente.
Se dejaba crecer el cultivo hasta una DOsoo de 0,6, se recogia 1 ml como control (muestra 1) y
al resto se le afladia IPTG 1 mM para inducir la sintesis de la proteina de fusion. Tras 2 h de
induccidn, se recogia 1 ml del cultivo (muestra 2). Se afiadian entre 300 y 500 pl de tampoén de
carga desnaturalizante 1X y las muestras se sometian a una electroforesis en gel de acrilamida
y en presencia de SDS (SDS-PAGE) para comprobar de visu la induccion de la sintesis en la
muestra 2. Si se observaba que la proteina de fusion se sintetizaba en buena cantidad se podia

proceder a su purificacién repitiendo previamente el proceso de induccién a gran escala. En
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estos casos se solia inocular una fraccion del volumen del vial completo de BL21 (DE3) por
cada 250 ml de LB.

5.4.2 Purificacion de Proteinas Recombinantes

Las células se resuspendian en 30 ml de PBS (NaCl 0,136 M; KCI 2,7 mM;
Na;HPO4-12H,0 10 mM; KH2POs 1,4 mM) suplementado con 1 mM del inhibidor de
proteasas PMSF y se rompian mediante 6 pulsos de ultrasonidos de 30 s cada uno, separados
por intervalos de reposo de la misma duracion y siempre en frio para mitigar el calentamiento.
Los ultrasonidos se suministraban mediante un dispositivo Digital Sonifier S-450D (Branson)
dotado con una bocina de 13 mm y una micropunta de 3 mm. La amplitud del aparato se fijaba
al 40 % W y Hz. Tras centrifugar a 15000 x g y 4° C durante 10 min las proteinas recombinantes
fusionadas con la GST se purificaron a partir del sobrenadante mediante cromatografia de
afinidad por glutation con la matriz Glutathione Sepharose 4B (GE Healthcare) segun las
instrucciones del fabricante. En el caso de la proteina GST-SUMO-GFP, para su elucion de
utilizé tratamiento con la enzima PreScission (GE Gealthcare), siguiendo instrucciones del
fabricante para la obtencién de la proteina recombinante SUMO-GFP sin la proteina GST.

5.4.3 Tratamiento con SENPC

El tratamiento con la proteina SENPC se realiz6 afiadiendo a la reaccién 500 ng de
sustrato purificado (SUMO-GFP), 1 ug de proteasa GST-SENPC purificada, el tampon de
SENPC (50 mM Tris pH8, 50mM NaCl, 2 mM DTT, 5 % glicerol) y H.O Milli-Q hasta un
volumen final de 30 ul. La reaccion se llevaba a cabo en tubos de 1,5 ml a 37° C durante los
tiempos indicados para cada experimento. La muestra se sometia a SDS-PAGE y se analizaba
por Western blot.

5.4.4 Purificacion del SUMOiloma con la proteasa SENPC

Tras un lavado con PBS 1X, las células de una caja de 10 cm de diametro (5-10° células)
se desprendian mediante un rascador en presencia de 1 ml de PBS. Después, se centrifugaban
durante 2 min a 10.000xg vy el pellet se congelaba en N liquido y se guardaba a -80°C.
Posteriormente se afiadia 1 ml de tampon de urea (Tris 10 mM (pH 8); urea 8 M) y si el extracto
resultaba demasiado viscoso se podia terminar de homogeneizar con jeringuillas de 1 ml. La
muestra se centrifugaba a 10.000xg durante 10 min. Posteriormente se afiadia al pellet 75 pl de
matriz de histidina (His-Select Nickel Affinity Gel, Sigma) en un volumen de 1 ml de tampdn

de urea. Se realizaba entonces la union durante 30 min. Posteriormente la muestra se
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centrifugaba durante 30 s a 5.000xg. En la primera centrifugacion se descartaba el sobrenadante
y se afiadia una mezcla 1:1 tampdn de urea:tampon SENPL. En la segunda centrifugacion se
descartaba el sobrenadante y se afiadia una mezcla 1:3 tampén de urea:tampon SENP1. En la
tercera centrifugacion se descartaba el sobrenadante y se afiadia solamente tampdn para la
SENP1. En la cuarta centrifugacion se descartaba el sobrenadante y también se afadia
solamente tampon para la SENP1. De esta manera se cambio el tampdn en el que se encontraba
la matriz de histidinas. Si era de interés para la comprobacion del método, los sobrenadantes
producidos en las anteriores centrifugaciones podian recogerse para su posterior estudio a
través de Western blot (Figura 19A). A posteriori el precipitado de la cuarta centrifugacion se
sometia a tratamiento con SENPC durante 45 min. La muestra podia someterse a cromatografia
de afinidad por glutation con la matriz Glutathione Sepharose 4B (GE Healthcare) durante 1
hora para eliminar la proteina GST-SENPC. Posteriormente se afiadia Laemmli a la muestra.
Se centrifugaba a 10.000xg durante 1 min. El sobrenadante se observaba mediante coloracion

en Coomassie blue o Western blot.

545 SDS-PAGE

Se siguid el protocolo de Laemmli para geles discontinuos de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (Gel de empaquetamiento: Tris-HCI 0,125 M (pH 6,8);
poliacrilamida (Acrilamida y bis-Acrilamida 29:1) 4 % (v/v); SDS 0,1 % (p/v). Se polimerizo
con APS 0,1 % (p/v) y TEMED 0,05 % (v/v). Gel de separacion: Tris-HCI 0,375 M (pH 8,8);
poliacrilamida (acrilamida y bis-acrilamida 29:1) 7-12 % (v/v); SDS 0,1 % (p/v). Se polimerizé
con APS 0,1 % (p/v) y TEMED 0,05 % (v/v)). Para preparar los extractos de células animales
apropiados para esta técnica, las células se recogian y resuspendian con tampén de urea (Tris
10 mM (pH 8); urea 8 M) para los experimentos relativos al método de purificacion del
SUMOiloma utilizando SENPC. Para los experimentos relacionados con caspasa 1 en los que
asi se indica las células se recogian y resuspendian con tampdn de reaccion de caspasa 1,
compuesto por 50 mM Hepes, pH 7,2, 50 mM NaCl, 0,1 % Chaps, 10 mM EDTA, 5 % glicerol
y 10 mM DTT. En el resto de experimentos las células se recogian en IP buffer (0,01 % (w/v)
SDS, 1,1 % (v/v) Triton X-100, 1,2 mM EDTA pH 8,0, 16,7 mM Tris-HCI pH 8,1, 167 mM
NaCl) suplementado con inhibidores de proteasas (cOmplete™, Mini Protease Inhibitor
Cocktail, Sigma-Aldrich, Inc.). Si se trataba de celulas de crecimiento adherente, antes era
necesario desprenderlas de sus cajas. Para ello, y tras un lavado con PBS 1X, se rascaba la
superficie de las mismas con un trozo de goma plana y estéril, en presencia de este mismo

tampon. Si el extracto resultaba demasiado viscoso, se podia terminar de homogeneizar con
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jeringuillas de 1 ml antes de proceder a su cuantificacion. Para asegurar la desnaturalizacion
proteica, las muestras se hervian durante 5 min en tampdn de carga desnaturalizante 1X justo
antes de ser aplicadas al gel (Tampodn de carga desnaturalizante 4X: Tris-HCI 0,2 M (pH 6,8);
glicerol 32 % (v/v); SDS 6,4 % (p/v); 2-mercaptoetanol 16 % (v/v); azul de bromofenol 0,005
% (p/v)). En los experimentos de Western blot realizados para la verificacion de la
SUMOilacion de las proteinas halladas en la proteémica realizada con HIS-SUMO2 fue
necesario concentrar la muestra tras los ensayos de pull-down utilizando filtros Microcon®
Centrifugal Filters YM-3. Se afiadieron los siguientes patrones de masas moleculares: SDS-
PAGE Molecular Weight Standards Low Range (Bio-Rad Laboratories), con proteinas entre
los 97,4 (Fosforilasa B) y los 14,4 kDa (Lisozima), SeeBlue Plus2 Pre-stained Protein
Standard (Thermo Fisher Scientific), con 10 polipéptidos en el intervalo de 4 a 250 kDa, y
Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (Bio-Rad Laboratories), con pesos
moleculares 10-250 kD. Los geles se colocaban inmersos en tampén de electroforesis (Tris 25
mM; glicina 192 mM (pH 8,3); SDS 0,1 % (p/v)). Las proteinas se visualizaban tras incubar el
gel en una solucién de azul de Coomassie a RT (Coomassie R-250 (SIGMA) 0,1 % (p/v); &cido
acético 10 % (v/v); metanol 40 % (v/v)), durante 15 min y en agitacion suave. El exceso
inespecifico de tincidn se contrarrestaba con 2 o 3 lavados con la solucion destefiidora (acido

acetico 10 % (v/v); metanol 40 % (v/V)).

5.4.6 Determinacion de la Concentracion de Proteinas

Los extractos de células para SDS-PAGE se cuantificaron seguin el método de Bradford,
usando el reactivo de Bio-Rad segun las instrucciones del fabricante. Para las rectas patron se
utilizaban cantidades crecientes de una solucién comercial de BSA de concentracion conocida
(TaKaRa).

5.5 Meétodos inmunoldgicos

5.5.1 Experimentos de Western blot

Para realizar los ensayos de Western blot, en vez de tefiir las proteinas analizadas

mediante SDS-PAGE, éstas se transferian a una membrana de PVVDF (Biorad). La transferencia
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se llevaba a cabo con el aparato Trans-Blot Transfer Cell (BIORAD) con una potencia marcada
de 90 V durante 1,5 h o bien, para proteinas de alto peso molecular, 20 V durante 17 h. El
proceso se verificaba tifiendo las proteinas de la membrana con una solucion de rojo Ponceau
S (Solucion de rojo Ponceau S: Ponceau S (SIGMA) 0,1 % (p/v); &cido acético 5 % (v/v)), tras
lo cual se afiadia solucién de bloqueo durante 1 h (Solucién de bloqueo: leche desnatada en
polvo (Central Lechera Asturiana) 5 % (p/v) en solucion de lavado o BSA (SIGMA) 5 % (p/v)
en solucion de lavado). Los anticuerpos contra la proteina problema (anticuerpos primarios) se
afiadian en la misma solucién, y se dejaban actuar overnight en una cadmara humeda.
Posteriormente, la membrana se lavaba durante 3 periodos de 8 min con solucién de lavado
(Solucion de lavado (PBT): monolaurato de polioxietilensorbitano (TWeen-20) 0,1 % (v/v) en
PBS 1X.) y se incubaba de nuevo durante 1 h con anticuerpos conjugados con peroxidasa,
capaces de reconocer la regidn constante de los anticuerpos primarios. Tras 3 nuevos lavados,
la membrana se revelaba con el sistema de inmunodeteccion quimioluminiscente ECL Plus
Western blotting Detection System (GE Healthcare), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Para la deteccion de la sefial luminosa se utilizaban peliculas fotograficas Hyperfilm MP (GE
Healthcare) y el aparato Hyperprocessor SRX-101A (GE Healthcare), asi como el ChemiDoc™
Imaging Systems de Bio-Rad.

5.6 Meétodos de medida de viabilidad celular

Para este propo6sito se contd con tres métodos diferentes de medida de la supervivencia

celular: método con la enzima LDH, método con anexina y método con ioduro de propidio.

5.6.1 Meétodo con anexina-ioduro de propidio

La adquisicion de cambios en la superficie celular es un paso critico en el proceso de
apoptosis. Dichos cambios implican emergencia de nuevas glicoproteinas como la
trombospondina, pérdida de la asimetria en la membrana celular, cambios en la hidrofobicidad
y carga de la superficie de la célula, asi como pérdida de restos de acido sialico en las cadenas
de dichas glicoproteinas. En las células sin estrés, los lipidos de la membrana plasmatica se

distribuyen en ella de forma asimétrica, de modo que en la cara interna se localizan los
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fosfolipidos anidnicos como por ejemplo la fosfatidilserina (PS). En la cara externa se localizan
fundamentalmente los fosfolipidos neutros. En las primeras etapas de la apoptosis (apoptosis
temprana, en la cual todavia se mantiene la integridad de la membrana plasmatica) se produce
una traslocacion de PS hacia la cara externa de la membrana, exponiéndola al exterior. La
proteina anexina-V posee una alta afinidad por la PS, por lo que ésta se une a ella cuando es
accesible, en el exterior, de tal manera que es un método habitual para discriminar entre celulas
normales y apoptoticas. Para detectar la apoptosis se utiliz6 el kit FITC Annexin V Apoptosis
Detection Kit with Pl (Immunostep), en el cual la anexina-V esta conjugada con un
fluorocromo (Isotiocianato de fluoresceina, FITC), pudiendo ser detectada su fluorescencia a
través de citometria de flujo. Debido a que la membrana celular en necrosis se permeabiliza,
las células necroticas también pueden ser tefiidas con anexina. Para diferenciarlas se utiliza el
colorante de union al ADN ioduro de propidio (IP), el cual tifie solamente las células con la
membrana permeabilizada. De esta manera es posible distinguir en el cultivo entre los
siguientes tipos celulares: Células viables (no tefiidas), células en apoptosis temprana (unen
anexina pero excluyen IP), células en apoptosis tardia (incorporan tanto anexina como IP) y
células necrdticas (incorporan solo IP).

Para la recogida y procesamiento de células se procedid de la siguiente manera: Se
recogia el medio de cultivo de cada placa (el cual contenia las células que se despegan por los
diferentes procesos de muerte celular) y con este mismo medio se levantaban las células
adherentes a través de levantamiento mecéanico absorbiéndolo en repetidas ocasiones hasta la
visualizacion del correcto levantamiento de todas las células adherentes asi como de la correcta
homogenizacién de la suspensién celular. Posteriormente las células se centrifugaban a 500 g
durante 5 min. El pellet resultante era resuspendido en PBS para lavar restos del medio de
cultivo. Posteriormente las células se volvian a centrifugar a la misma velocidad y tiempo y se
resuspendian finalmente en tampon de unién a anexina a una concentracion de 100.000
células/ml. En el siguiente paso se afiadian 5 pl de anexina y 5 ul de ioduro de propidio por
cada 100 pl de suspension celular. Posteriormente las células eran incubadas durante 15 min a
temperatura ambiente en oscuridad. Para algunos experimentos se utilizd solo tincion con
ioduro de propidio. En este caso se procedio de igual manera que en el anterior, pero las células
eran resuspendidas en PBS en vez de en tampdn de unién a anexina. Finalmente las muestras
se analizaban en un citometro BD FACSCalibur (BD Biosciences). En primer lugar las células
eran seleccionadas segun la deteccion de tamafio (Forward Scatter, FSC) y complejidad o

granulosidad celular (Side Scatter, SSC) caracteristicos de la linea celular P19. La emisién de
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luz de excitacion fue de 488 nm con un laser de argon. La sefial FITC (fluorescencia verde) fue
detectada a 518 nm, y el log de fluorescencia se representd en el eje X. La sefial del IP
(fluorescencia roja) era detectada a 620 nm y el log se representaba en el eje Y. De esta forma
el gréfico resultante (dot plot) estaba dividido en cuatro cuadrantes: en el cuadrante superior
izquierdo se visualizaban las células necroticas, en el superior derecho las células apoptoticas
tardias, en el inferior izquierdo las células viables, mientras que en el inferior derecho aparecian

las células en apoptosis temprana (Figura 14).
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Figura 14. Representacion de un andlisis aleatorio de citometria (A) junto con los
controles de células sin marcar (B), marcadas unicamente con IP (C) o tan solo con
anexina (D). En la figura (A) se muestra el resultado de un analisis aleatorio de citometria en
el que se diferencian células necroticas, apoptdticas y vivas. En el control sin afadir IP ni
anexina (B), todas las células se encuentran en el cuadrante inferior izquierdo ya que las células
no muestran fluorescencia para el canal de IP ni tampoco para el canal de anexina. Se observa
cémo en el control de células apoptoéticas tefiidas con IP (C) una gran parte de la poblacion se
encuentra en el cuadrante superior izquierdo al ser positivas para el canal de IP, mientras que
con las células apotdticas tefiidas Unicamente con anexina (D) una gran parte de la poblacion
se encuentra en el cuadrante inferior derecho, correspondiente al de células con anexina.

5.6.2 M¢étodo con LDH

La lactato deshidrogenasa (LDH) es una oxidoreductasa citoplasmatica que cataliza la
interconversion entre lactato y piruvato. En los organismos animales, cuando un tejido es

dafiado sus células liberan la enzima al torrente circulatorio, donde es detectada en niveles més
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altos de lo normal. Por ello, la LDH es medida habitualmente en practica clinica para evaluar
la presencia de dafio celular o tisular. Asi, valorando la cantidad de LDH liberada al medio
extracelular, se puede medir la citotoxicidad de un determinado tratamiento. Los niveles de
dicha enzima son evaluados espectrofotométricamente con un kit comercial (Pierce™ LDH
Cytotoxicity Assay Kit, Thermo Fisher Scientific) ya que la LDH cataliza la reduccién de NAD*
a NADH en presencia de lactato y dicha formacion puede medirse con la reaccion acoplada en
la que la sal de tetrazolio INT es reducida hasta un producto de color rojo, el formazan, el cual
se cuantifica por espectrofotometria. Para realizar dicho ensayo se siguieron las instrucciones
del fabricante. En primer lugar se extraian 50ul de medio de la placa de células y se afiadian a
una placa de 96 pocillos de poliestireno (M2186 SIGMA). A continuacion se afiadian 50 pl de
la mezcla de reaccion del kit, el cual contenia los componentes quimicos anteriormente
mencionados, y se incubaba durante 30 min en oscuridad a temperatura ambiente.
Posteriormente se afiadian 50 pl de la solucion ““stop” para parar la reaccién enzimatica y se
media la absorbancia a 490 y 680 nm. El valor obtenido a 680 nm era restado al obtenido en
490 nm. La citoxicidad se calculaba a través de la férmula representada en la Figura 15.
Finalmente los resultados eran referenciados a los obtenidos en la transfeccion del plasmido
control.
Actividad LDH en células tratadas — Actividad LDH espontanea

Citotoxicidad (%) = x 100
! et (%) Actividad LDH maxima — Actividad LDH espontanea

Figura 15. Formula utilizada para el calculo de la citotoxicidad en un cultivo celular. La
actividad LDH en células tratadas es la medida de la cantidad total de enzima LDH del medio
en las células transfectadas con un plasmido determinado. La actividad LDH esponténea es la
cantidad de enzima LDH encontrada en el medio en células control, es decir, sin exposicion a
OGD. Laactividad LDH méaxima es la cantidad de enzima LDH hallada en células tratadas con
la solucion de lisis celular del kit Pierce™ LDH Cytotoxicity Assay Kit, Thermo Fisher
Scientific.

5.7 Espectrometria de masas de muestras de proteinas purificadas sin ningiin marcaje
(Label-Free Quantification)

El método de captura por afinidad (“pull-down”) para realizar ¢l aislamiento de las

proteinas SUMOiladas en la linea A5 se realizé segun el protocolo detallado en el articulo
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Label-Free Identification and Quantification of SUMO Target Proteins, de los doctores Ivo A.
Hendriks y Alfred C. O. Vertegaal (Hendriks & Vertegaal, 2016). El resumen del protocolo se

esquematiza en la Figura 16.
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Figura 16. Esquema que permite una vision de conjunto del procedimiento llevado a cabo
para la purificacion de las moléculas de His10-SUMO2. Gracias al decAmero de histidinas
se realiza un ensayo pull-down en condiciones altamente restrictivas que facilitan la
eliminacion de la gran mayoria de proteinas contaminantes. La concentracion bajo condiciones
desnaturalizantes en filtros 100K MWCO (Thermo Scientific Pierce) separa SUMO libre de
las proteinas conjugadas con SUMO. EI concentrado de proteinas diana de SUMO es digerido
y los péptidos resultantes son desalinizados y analizados por espectrometria de masas. Se
representa SUMO2 como “S”, las proteinas del SUMOiloma como “Diana” y el resto de
componentes celulares como “Inespecifica”. Adaptada de Hendriks and Vertegaal, 2016.

Todos los experimentos se realizaron en un sistema EASY-nLC 1000 (Proxeon,
Odense, Dinamarca) conectado a un Q-Exactive Orbitrap (Thermo Fisher Scientific, Alemania)

a traves de una fuente de ionizacion por electrospray. EI Q-Exactive se acoplé a una columna
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analitica de 15 cm con un didmetro interior de 75 um, empaquetado internamente con perlas
de C18-AQ de 1,9 um (Reprospher-DE, Pur, Dr. Manish, Ammerbuch-Entringen, Alemania).

La longitud del gradiente fue de 120 min desde 2 % hasta 95 % de acetonitrilo en acido
férmico al 0,1 % a un caudal de 200 nL/minuto. El espectrometro de masas fue utilizado en
modo de adquisicion dependiente de los datos con un método Top 10. Los espectros de MS de
exploracion completa se adquirieron a un valor objetivo de 3 x 10° y una resolucion de 70.000,
y los espectros de masas en tandem de mayor disociacion colisional (HCD, “Higher-Collisional
Dissociation™) (MS / MS, “Mass Spectra”) se registraron a un valor objetivo de 1 x 10° y con
una resolucién de 17.500 con una energia de colision normalizada (NCE, “Normalized
Collision Energy”) del 25 %. Los tiempos maximos de inyeccion de MS1y MS2 fueron 20 ms
y 60 ms, respectivamente. Las masas de iones precursores de iones escaneados se excluyeron
dindmicamente (DE, “Dynamically Excluded”) del analisis MS / MS durante 60 segundos. Los

iones con carga 1 y mas de 6 se excluyeron del analisis de MS2.

Todos los datos brutos se analizaron utilizando MaxQuant (version 1.5.5.1) segun
Tyanova et al (Tyanova, Temu & Cox, 2016). Realizamos la busqueda utilizando un proteoma
de referencia UniProt digerido in silico de Mus musculus (10 de octubre de 2016).

Para las muestras de células P19 no diferenciadas, las busquedas en la base de datos se
realizaron con tripsina/P, permitiendo tres cortes omitidos y carbamidometilo (C) como
modificacion fija. Para las muestras de células P19 diferenciadas, las busquedas se realizaron
con ArgC, permitiendo cuatro cortes omitidos y carbamidometilo (C) como modificacion fija.
Oxidacion (M) y Acetilo (N-terminal) se permitieron como modificaciones variables con un
nimero maximo de 5 y en las muestras diferenciadas también se incluyé la modificacién
carbamil (K). La coincidencia entre péptidos se realizd con una ventana de tiempo de
coincidencia de 0,7 min y una ventana de tiempo de alineacion de 20 min. La masa maxima de
péptido se establecio en 5000. La cuantificacion sin etiqueta (“Label Free Quantification”) se
realiz6 utilizando el enfoque MaxLFQ, no permitiendo Fast LFQ (Cox et al., 2014). El tipo de

instrumento se configuro en Orbitrap.

Las listas de proteinas generadas por MaxQuant fueron analizadas adicionalmente por
Perseus (version 1.5.5.3) (Tyanova et al., 2016). Las proteinas identificadas como
contaminantes comunes se filtraron y posteriormente todas las intensidades de LFQ se

transformaron a log.. Diferentes repeticiones biologicas de los experimentos fueron agrupadas
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y solo fueron incluidos para el posterior analisis grupos de proteinas identificadas en 3 réplicas
bioldgicas en al menos un grupo. Los valores faltantes se calcularon utilizando el software
Perseus mediante valores distribuidos normalmente con un cambio descendente de 1.8 (log2) y
un ancho aleatorio de 0.3 (log2) considerando valores de matriz completa. Los mapas de calor
se representaron en base a puntajes Z. Las diferencias estadisticamente significativas se

estimaron utilizando pruebas t-test para un valor de p <0,05.

5.8 Métodos bioinformaticos

e Las secuencias de ADN vy proteinas estudiadas en este trabajo se obtuvieron de bases
de datos disponibles en Internet, principalmente la del National Center for
Biotechnology Information (NCBI).

e Para la busqueda de pautas abiertas de lectura, localizacion de dianas de restriccion o
traduccion de secuencias nucleotidicas se utilizd la aplicacion DNA Strider 1.3,
disefiada por Christian Mark (Service de Biochimie, Centre d'Etudes Nucléaires de
Saclay, Francia).

e Para el disefio de cebadores de PCR se utilizé la aplicacion Amplify 1.2, disefiada por
B. Engels (Department of Genetics, University of Wisconsin, EE.UU.).

e La busqueda de secuencias similares a una dada entre las contenidas en las bases de
datos se realiz6 con la aplicacion The Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) del
NCBI.

e Para el calculo del peso molecular esperado de una proteina a partir de su secuencia se
utiliz6 la herramienta Protein Molecular Weight Calculator (© 2018 Science Gateway).

e Para la alineacion de secuencias y comparacion de genes ortologos se utilizo el
programa Clustal Omega (© EMBL-EBI 2018).

e Para analizar los cortes de enzimas en las distintas proteinas analizadas se utilizo el
algoritmo de prediccion de sitios de corte de enzimas PeptideCutter del servidor
ExPASYy (© SIB Swiss Institute of Bioinformatics).

e La cuantificacion de proteinas visualizadas mediante Western blot se realiz6 con la

version 6.0.1 del programa Image Lab™ Software (Life Science Research, Bio-Rad).
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e Losanélisis de ontologia genética fueron llevados a cabo con el programa DAVID (The
Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery) (DAVID, 2016).

e Los bases de datos de muestras de tumores utilizadas fueron cBioportal, el cual integra
informacidn procedente de The Cancer Genome Atlas (TCGA) asi como de otras bases
de datos (Cerami et al., 2012; Gao et al., 2013) y Oncomine (Rhodes et al., 2004, 2007).
Las curvas de supervivencia Kaplan-Meier realizadas con datos procedentes de las
anteriores bases de datos fueron llevadas a cabo con el programa SPSS (IBM Analytics).

5.9 Anadlisis estadistico

En todas las graficas mostradas en este trabajo se representan los datos de las medias
de los respectivos experimentos mas una barra de error en la que se indica la desviacion
estdndar de al menos tres experimentos independientes. Los resultados de Western blot
muestran una figura representativa de al menos tres ensayos independientes. Las
comparaciones de los valores entre tratamientos y controles fueron analizadas utilizando las
pruebas t de Student o bien analisis de varianza de una via (ANOVA), utilizando la prueba
post-test de Bonferroni. Un valor p < 0,05 fue considerado como estadisticamente significativo.

Todo ello se llevo a cabo con el paquete SPSS (IBM Analytics).
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6 Resultados

6.1 Puesta a punto de un método de purificacion del SUMOiloma usando el dominio
catalitico de la proteasa SENP1 en células P19

Para llevar a cabo el analisis del SUMOiloma en condiciones de isquemia cerebral
aguda es fundamental identificar dianas de SUMOilacidn claras en respuesta a condiciones de
isquemia, por lo que es esencial poner a punto una herramienta adecuada para caracterizar el
SUMOiloma. Se llevo a cabo esta aproximacion proteémica a través del uso del dominio
catalitico de la proteina SENPL y la linea celular estable HS1, la cual expresa moléculas de
SUMOL etiquetadas con una cola de histidinas para purificar el SUMOiloma. La adicién de
dicha etiqueta le otorga una afinidad a la molécula de SUMO que no poseia antes, de forma
que dicha proteina recombinante etiquetada se puede separar y purificar utilizando una resina
adecuada. La etiqueta de histidinas otorga a la proteina fuerte afinidad hacia iones de niquel,
los cuales se colocan inmovilizados en una resina (matriz). Al exponer los extractos a dicha
matriz las proteinas con la cola de histidinas interaccionan con el i6n metalico y el resto de
proteinas pasan a través de ella. Posteriormente se realizan una serie de lavados y finalmente
las moléculas de His-SUMO son eluidas con imidazol, el cual compite con His-SUMO ya que
las hisitidinas tienen una anillo imidazolico en la cadena lateral. En nuestro caso, nos
propusimos poner a punto un método alternativo de elucion més especifico utilizando el

dominio catalitico de la proteina SENP1.

6.1.1 Purificacion del dominio catalitico de la proteina SENP1 (SENPC) y de un
sustrato de ésta. Comprobacion del método de corte por SENPC utilizando dicho
sustrato

Para la puesta en marcha del método de purificacion del SUMOiloma utilizando la
proteasa SENPC en células P19 fue necesario, en primer lugar, purificar una fusion de la
proteina GST con la regidon carboxilo-terminal catalitica de la proteina SENP1 mediante
cromatografia de afinidad, asi como un sustrato tipo. Dicho sustrato consistié en una fusion
entre SUMOL y GFP, expresada como fusion GST, pero purificada mediante escision de la
proteina GST por elucion con la proteasa PreScission (Ver sitios de corte en Figura 17C). En
la Figura 17 (A, B) se muestran las fracciones del proceso de purificacion del analisis en geles

de acrilamida mediante coloracién con Coomassie blue para las construcciones GST-SENPC
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y SUMO1-GFP. Una vez aisladas las proteinas mencionadas se procedio al ensayo de
protedlisis de SENPC sobre el sustrato SUMO-GFP. Los ensayos fueron realizados a los
tiempos de 0,5, 1 y 2 h y se analizaron mediante Western blot con anticuerpos anti-SUMO1
por lo que no se detectd la proteina GFP. La observacion de SUMOL libre desde el primer
periodo del tratamiento, asi como la desaparicion de la banda de SUMO-GFP indicaron que el
sustrato fue convertido a SUMOL1 mas GFP con bastante eficacia tan solo con 30 min de

tratamiento (Figura 17D).
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Figura 17. Purificacion del dominio catalitico de la proteasa SENP1 y de un sustrato de
ésta. (A) Mediante cromatografia de afinidad se purificé una fusion de la proteina GST con la
region carboxilo-terminal catalitica de la proteina SENP1 (SENPC). (B) Como sustrato para
poner a punto el ensayo de proteo6lisis se purificé una fusion entre SUMO y GFP, expresada
como fusion GST, pero purificada mediante escision de la GST. Las proteinas purificadas en
(A, B) se indican con una punta de flecha. Distintas fracciones del proceso de purificacion se
analizaron en geles de acrilamida mediante coloracion con Coomassie blue. (C) Esquema de
las proteinas purificadas en (A, B) indicando que SENPC se purific6 como fusion a GST y
SUMO-GFP mediante elucidn con la proteasa PreScission que elimina la GST. Se indica asi
mismo el punto de corte de SENPC. (D) Ensayo de protedlisis de SENPC sobre el sustrato
SUMO-GFP. Los distintos ensayos realizados a los tiempos indicados se analizaron mediante
Western blot con anticuerpos contra SUMO por lo que no se detecta la proteina GFP. Se
observa que en 0,5 h la préactica totalidad del sustrato es convertido a SUMO mas GFP, segun
se observa mediante la deteccion de SUMO libre.
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6.1.2 Protocolo de purificacion del SUMOiloma. Anélisis del proceso de eliminacion de
GST-SENPC de los eluatos

Una vez que se comprobo el correcto funcionamiento de la construccion GST-SENPC
sobre el sustrato SUMO-GFP, se procedi6 al analisis del proceso de eliminacion de GST-
SENPC de los eluatos durante el protocolo de purificacion del SUMOiloma (Figura 18). Las
proteinas SUMOiladas se unieron a una matriz de histidina a través de la cola de histidinas de
la molécula SUMOL a la que se encontraban unidas en condiciones desnaturalizantes con el
fin de evitar la accion de las proteasas enddgenas de SUMO. Posteriormente a través del cambio
de tampdn se llevo a cabo la renaturalizacion a condiciones favorables para la actuacion de la
enzima recombinante GST-SENPC, la cual escindi6 las proteinas SUMOiladas de SUMO1, el
SUMOiloma, quedando estas libres. Posteriormente se retird la enzima GST-SENPC por union
a la matriz GST (Figura 18) (Véase el protocolo mas detalladamente en “Materiales y
Métodos”). El sobrenadante obtenido tras incubar el eluato derivado del corte con GST-
SENPC, el cual contenia el SUMOiloma purificado més la proteina GST-SENPC, se observa
en el carril 1 de la Figura 18B. En el carril 2 de la Figura 18B se observa el contenido del
sobrenadante tras incubar con la matriz GST. Se observé una drastica disminucion de la
cantidad de GST-SENPC, por lo que la matriz GST atrap6 dicha proteina. En el carril 3 de la
Figura 18B, se corrobor6 esta afirmacion, ya que cuando se analiz6 el contenido de la matriz
de GST, aparecio la banda correspondiente a la proteina GST-SENPC.
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Figura 18. Protocolo de purificacion del SUMOiloma. (A) Esquema del protocolo disefiado
para la purificacién del SUMOiloma celular. A partir de una linea estable que expresa SUMO
etiquetado con una cola de histidinas (His) se prepararon extractos en condiciones
desnaturalizantes para evitar la accion de las proteasas de SUMO enddgenas. Los extractos se
sometieron a cromatografia de afinidad para captar las colas de His de SUMO vy por lo tanto a
las proteinas SUMOiladas. Se procedid a continuacion a la renaturalizacion de las muestras
para poder utilizar la proteasa SENPC en el proceso de elucién. Para eliminar SENPC de los
eluatos, éstos se incubaron con matriz de afinidad por GST, ya que SENPC se purific6 como
fusion GST-SENPC. (B) Anélisis en gel de acrilamida y coloracién con Coomassie blue del
proceso de eliminacion de GST-SENPC de los eluatos. Las lineas indicadas corresponden a:
1) eluato con SENPC, 2) sobrenadante tras incubar el eluato anterior con matriz GST, 3)
precipitado correspondiente a la matriz GST tras ser incubada con el eluato.

6.1.3 Ensayo de purificacion del SUMOiloma utilizando la proteina SENPC

Una vez que se comprobé el correcto funcionamiento de la construccion GST-SENPC
sobre el sustrato SUMO-GFP, asi como el analisis del proceso de eliminacién de GST-SENPC
de los eluatos durante el protocolo de purificacion del SUMOiloma, se procedi6 a la realizacion
del ensayo de purificacion del SUMOiloma. Mediante Western blot con anticuerpos contra la
cola de histidinas se analizo el patron de SUMOilacion en extractos celulares de la linea estable
HS1, que expresa SUMOL etiquetado con una cola de histidinas, por lo que se observé un
bandeo continuo, y de la linea celular parental P19. Debido a que esta Gltima linea celular
carece de SUMO1 etiquetado con colas de histidina, no se observaron bandas en el carril de

Western blot correspondiente. También se observé que tras la unién a la matriz, el proceso de
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renaturalizacion previo a la elucion no desprendid las proteinas SUMOiladas de la matriz
(Figura 19A) ya que no se observa ninguna banda en dichos carriles. En la Figura 19B se
muestra el analisis en geles de acrilamida mediante coloracion con Coomassie blue de la
elucién de proteinas SUMOiladas a partir de las muestras mostradas en la Figura 19A,
mediante incubacion con GST-SENPC. En este caso no se ha eliminado la proteina GST-
SENPC de los eluatos. El asterisco muestra una region en la que se observo un enriquecimiento
de proteinas eluidas a partir de la linea HS1 en comparacion con la linea control P19,
correspondientes a proteinas diana de SUMOL. También se analiz6 mediante Western blot con
anticuerpos contra la cola de histidinas la presencia de la molécula de SUMO1 recombinante
de la linea HS1 durante el proceso de purificacién comparando con la linea P19 utilizada como
control negativo. Se observd la banda correspondiente a dicha molécula en los extractos de la
linea HS1, frente a su ausencia en P19. Asi mismo, se analizé dicha molécula en una muestra
tomada tras el proceso de renaturalicacion y tratamiento con SENPC, en la que se comprobd
que no se produjo su desprendimiento de la matriz debido a la ausencia de la banda
correspondiente. Se analizé también mediante Western blot la presencia de la molécula de
SUMOL recombinante en la matriz de histidinas. La observacién de la banda correspondiente
indico que tras la elucion continud asociada a la matriz de purificacion (Figura 19C). Los
resultados obtenidos en los analisis correspondientes a la Figura 19 fueron obtenidos tal y

como se esperaba segun el esquema de la Figura 18A.
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Figura 19. Ensayo de purificacion del SUMOiloma. (A) Mediante Western blot con
anticuerpos contra la cola de histidinas se analiz6 el patron de SUMOilacién en extractos
celulares de la linea estable HS1, que expresa SUMOL etiquetado con una cola de histidinas, y
de la linea celular parental P19. Se muestra ademas que tras la unién a la matriz, el proceso de
renaturalizacion previo a la elucion no desprende las proteinas SUMOQiladas de la matriz. (B)
Analisis en geles de acrilamida mediante coloracion con Coomassie blue de la elucion de
proteinas SUMOiladas a partir de las muestras mostradas en (A), mediante incubacion con
GST-SENPC. En este caso no se ha eliminado la proteina GST-SENPC de los eluatos. El
asterisco muestra una regién en la que se observa un enrigquecimiento de proteinas eluidas a
partir de la linea HS1 en comparacion con la linea control P19, correspondientes a proteinas
diana de SUMOL1. (C) Anélisis mediante Western blot con anticuerpos contra la cola de
histidinas de la molécula de SUMOL recombinante de la linea HS1 durante el proceso de
purificacion comparando con la linea P19 utilizada como control negativo. Se observa la
presencia de dicha molécula en los extractos de la linea HS1, que el proceso de renaturalicacion
y tratamiento con SENPC no la desprende de la matriz, y que tras la elucién continla asociada
a la matriz de purificacion.

6.2 ldentificacion del SUMOiloma mediante espectrometria de masas de muestras de
proteinas purificadas sin ningun marcaje (Label-Free Quantification)

6.2.1 Creacion de una linea celular estable con la construccion His10-SUMO?2 a partir
de células P19

Como ya se ha comentado anteriormente, para llevar a cabo el analisis del SUMOiloma

en condiciones de isquemia, es decir, identificar dianas de SUMOilacion claras en respuesta a
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condiciones de isquemia, es esencial poner a punto una herramienta para caracterizar el
SUMOiloma y es por ello que este proyecto de tesis contempla identificar proteinas diana de
SUMO en condiciones de OGD mediante aproximacion protedmica. Conforme se realizo la
puesta a punto del método de purificacion del SUMOiloma usando la proteasa SENP1 en
células P19 (anteriormente descrito) se contactd con el grupo del Dr. Vertegaal de la
Universidad de Leiden (Paises Bajos), el cual es experto y posee una dilatada experiencia en la
realizacion de protedmicas para analisis del SUMOiloma (van Hagen et al., 2009; Matic et al.,
2010; Hendriks et al., 2014, 2015; Xiao et al., 2015). En colaboracién con el Dr. Vertegaal se
decidio realizar el estudio del SUMOiloma a través de una técnica que esta proporcionando
excelentes resultados en este grupo consistente en analizar mediante espectrometria de masas
muestras de proteinas purificadas sin ningiin marcaje (Label-Free Quantification). Para aplicar
con éxito esta técnica es importante utilizar lineas celulares estables que expresen versiones
etiquetadas de SUMO que permitan una purificacion limpia y eficaz de proteinas SUMOiladas.
Dichas lineas celulares deben poseer la molécula de SUMO etiquetada con el decamero de 10
histidinas, de tal forma que sea posible el aislamiento de proteinas unidas covalentemente a
SUMO a través de una matriz de aislamiento de proteinas con histidinas.

Tal y como se ha descrito anteriormente en la introduccion, la respuesta frente a
isquemia parece estar mediada principalmente por SUMO2/3 y es por ello por lo que se utilizo
una linea con una construccién con SUMO2 etiquetado con 10 His. La realizacion de dicha
linea estable se llevé a cabo mediante seleccion en medio con puromicina (Figura 20). En
primer lugar se transfectd un plasmido de expresion de SUMO?2 etiquetado con una cola de 10
histidinas en células P19. Se realizaron varios pases y se seleccionaron diferentes colonias
resistentes a puromicina que presentaran dicha resistencia de forma perdurable, de modo que
el ADN correspondiente a la secuencia His10-SUMO?2 estuviera insertado en el genoma.
Fueron estudiados 11 clones diferentes asi como dos subconjuntos de células no provenientes
de una sola colonia (“pools”) (Figura 20). Para que los niveles de SUMOQilacion de proteinas
se vieran minimamente alterados debido a la creacion de la linea estable con SUMO?2, se
selecciond para la realizacion de la protedmica la linea A5 (proveniente del clon n° 5), ya que
dicha linea mostr6 unos niveles de SUMO2 similares a los del control negativo. En el analisis
de la linea A5 se aprecia una doble banda a la altura del tamafio de SUMO?2 correspondiente a
los dos tamafios diferentes del SUMO2 enddgeno y del His10-SUMO?2 insertado en el genoma
celular (Figura 20).
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Figura 20. Creacion y seleccidon de la linea estable para la realizacion del analisis del
SUMOiloma en condiciones de OGD. Andlisis mediante Western blot de diferentes clones
resistentes a puromicina con la construccion His10-SUMO?2 en células P19. Los clones que
expresaron la construccion de His10-SUMO2 fueron el 2, 5y 9, tal y como se aprecia en los
western realizados con anticuerpo contra histidina. Se utiliz6 como control positivo (+) células
de la linea celular HeLa-His10-SUMO2. Como control negativo (-) se utilizaron extractos de
células P19. Fueron afiadidos 20 ug de proteina total en cada carril.

6.2.2 Comprobacion de las correctas condiciones de tratamiento OGD asi como de
neurodiferenciacion en células P19

Una vez creada la linea A5, el siguiente paso para la realizacion de los experimentos de
andlisis del SUMOiloma propuestos fue la comprobacion de las correctas condiciones de
tratamiento OGD. En normoxia, prolinas especificas de HIF son dianas de las prolilhidroxilasas
(Bruick & McKnight, 2001; Epstein et al., 2001; Ivan et al., 2001; Jaakkola et al., 2001). Al
producirse la hidroxilacion de las prolinas se provoca la ubiquitinacion y posterior degradacion
de HIF por el proteosoma 26S (Huang et al., 1996; Salceda & Caro, 1997; Maxwell et al.,
1999). Cuando existe un déficit en los niveles de oxigeno, la inhibicion de las prolilhidroxilasas
(PHDs) provoca la estabilizacion de HIF. Por ello se llevo a cabo la comprobacién de los
niveles de proteina HIF1a. mediante analisis por Western blot de extractos de células P19 no
diferenciadas tratadas con OGD a diferentes tiempos (Figura 21). Se observ6 un incremento
de los niveles de HIF1a desde 1 h de exposicion a OGD. Desde las 2 h de OGD hasta las 5 h
de OGD se observo la presencia de HIF1a de forma constante. No se observo dicha proteina
en ninguno de los puntos analizados en ROGD, tal y como era esperado. Dichos resultados

verifican la bajada de oxigeno en el cultivo celular en el tratamiento de OGD.
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Figura 21. Comprobacion de los niveles de proteina HIF1a mediante analisis por Western
blot de extractos de células P19 no diferenciadas tratadas con OGD. Las células P19
creciendo en condiciones normales fueron sometidas a OGD mediante incubacion en los
tiempos indicados en 1 % O en medio carente de glucosa. Se observé un incremento de los
niveles de la proteina HIF1a tras 1 h de tratamiento OGD. Dicha proteina permanecié constante
hasta el tiempo de 5 h de tratamiento OGD. No se observé dicha proteina en ninguno de los
puntos analizados en ROGD, tal y como era esperado. Fueron afiadidos 20 g de proteina total
en cada carril.

Dadas las implicaciones de SUMO en procesos neuronales anteriormente descritas en
el apartado de introduccion es enormemente interesante el estudio de los niveles de
SUMOilacion en neuronas diferenciadas por lo que se decidié conveniente la realizacion de
una segunda protedmica con células P19 diferenciadas. Para esta propuesta es posible obtener
neuronas diferenciadas a través de un protocolo de neurodiferenciacion en las células P19 en
la que estas se exponen a &cido retinoico. El protocolo utilizado se encuentra descrito en el
apartado de material y métodos. Se comprobd la correcta diferenciacion a través de imagenes
al microscopio optico (Figura 22). Las imagenes de células diferenciadas muestran la
presencia de axones. Asi mismo, también se comprobé la existencia de marcadores proteicos
para diferenciar entre células P19 no diferenciadas y neurodiferenciadas utilizando las
proteinas anteriormente descritas para este proceso: OCT4 para la sefializacion del estado de
células no diferenciadas (Schoorlemmer et al., 1995; Babuska et al., 2010) (Babuska 2010,
Schoorlemmer 1995) y BIII tubulina neuroespecifica para la sefializacion del estado de células
neurodiferenciadas (Martins et al., 2005; Pachernik et al., 2005; Solari et al., 2009) (Figura
23).
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Figura 22. Comprobacion de la correcta diferenciacion de células P19 en el dia 7 del
protocolo de neurodiferenciacion con tratamiento con &cido retinoico a través de
imagenes al microscopio 6ptico. Las imagenes de células diferenciadas muestran la presencia
de axones mientras que las imagenes de células en estado de proliferacion muestran la
estructura tipica de células P19.
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Figura 23. Comprobacion de la correcta diferenciacion de células P19 en el dia 7 del
protocolo de diferenciacion con tratamiento con acido retinoico a través de analisis
mediante Western blot con anticuerpos contra las proteinas BIII especifica de neuronas y
OCTA4. Se analiz6 como control de carga a-tubulina. En el dia 7 del tratamiento se observo una
disminucion drastica de los niveles de OCT4, factor de transcripcion caracteristico de células
pluripotentes, asi como la aparicion de la proteina BIII tubulina neuroespecifica. Fueron
afiadidos 10 ug de proteina total en cada carril.

6.2.3 Seleccion de los tiempos correctos para la realizacion de tratamientos OGD y
ROGD en células P19

El siguiente paso para llevar a cabo la protedmica mencionada consistio en el analisis
de los tiempos de interés de tratamiento OGD y la comprobacion de los niveles de

SUMOilacion de proteinas en la linea celular AS5. Para ello se visualizaron mediante Western

81



blot con anticuerpos de deteccion de SUMO?2 a diferentes tiempos durante OGD asi como
ROGD (Figura 24). Se observé un aumento creciente de niveles de proteina SUMOilada
conforme se prolongaba el tiempo de estrés en OGD hasta las 2-2,5 h. Los niveles de proteinas
SUMOiladas observados tras 5 h de OGD fueron inferiores a los de 2-2,5 h, por lo que para
nuestro estudio se determind como punto interesante el tiempo de 2,5 h de OGD.
Consecuentemente, se investigaron, asi mismo, los niveles de proteinas SUMOQiladas en ROGD
una vez las células hubiesen sufrido una OGD de 2,5 h. Interesantemente, los niveles de
proteinas SUMOQiladas descendieron fuertemente incluso 15 min después de 2,5 h de OGD
hasta observarse de forma constante en los tiempos de 2-2,5 h de ROGD. Fue por ello por lo
que los puntos de 2,5 h OGD asi como 2,5 h ROGD fueron elegidos para la realizacién de la

proteémica propuesta previamente.
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Figura 24. Analisis del patron de modificacion de proteinas por SUMO?2 a distintos
tiempos de OGD y ROGD. Se muestran los experimentos de Western blot realizados con
anticuerpos de deteccion de SUMO?2 a diferentes tiempos durante OGD asi como ROGD en
los que se observd una elevacion gradual de los niveles de proteinas SUMOiladas conforme
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avanzo el tiempo de estrés OGD hasta las 2-2,5 h, siendo inferiores los niveles de proteinas
SUMOiladas a las 5 h de OGD. Posteriormente, en ROGD, se observo una disminucion dréstica
de los niveles de proteinas SUMOiladas tras tan solo 15 min de ROGD, hasta observarse
niveles constantes en los tiempos de 2-2,5h de ROGD. Fueron afiadidos 20 pg de proteina total
en cada carril.

Para la comprobacion de que las variaciones en los niveles de proteinas SUMOiladas
son similares en la linea parental, en la linea A5, asi como en las neuronas diferenciadas a partir
de dichas lineas, se comprobaron los niveles de proteinas SUMOQiladas a través de Western blot
utilizando anticuerpo contra SUMO?2 (Figura 25). El estudio de los niveles de SUMOilacion
de proteinas demostrd que la linea A5 se comport6é de manera similar a la linea parental, ya
que se observé igualmente un fuerte incremento de los niveles de proteinas SUMOiladas en
2,5hde OGD y el siguiente descenso hasta condiciones proximas al control tras 2,5 h de ROGD
(Figura 25). Ocurrio lo mismo en el caso de las neuronas diferenciadas, ya que tanto las
neuronas diferenciadas desde la linea parental como las neuronas diferenciadas desde la linea
A5 mostraron un elevado incremento de los niveles de SUMOQilacion en condiciones de OGD
y la vuelta a los niveles basales en el punto de 2,5 h ROGD (Figura 25). Se realizaron pull-
down de proteinas a través de matriz de histidina, aislandose las proteinas SUMOiladas por la
molécula SUMO2-HIS. Los experimentos de Western blot utilizando anticuerpos contra
SUMO?2 de muestras purificadas mediante pull-down con matriz de histidinas mostraron los
resultados esperados (Figura 25), observandose las mismas variaciones en los niveles de
proteinas SUMOiladas anteriormente descritas para el analisis de extractos proteicos sin
precipitar. Dichos hallazgos confirmaron la adecuacion de la realizacion de la proteémica en
los tiempos de 2,5 h de OGD y 2,5 h de ROGD en ambas lineas tanto en condiciones de

proliferacion como de diferenciacion.
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Figura 25. Analisis del patrén de modificacion de proteinas por SUMO2 a distintos
tiempos de OGD y ROGD en células en estado de proliferacion y neurodiferenciadas en
las lineas celulares P19 y A5. Se muestran los experimentos de Western blot realizados con
anticuerpos contra la proteina SUMO2. Tanto la linea celular P19 como la linea A5 se
comportan de manera similar, tanto en el estado de proliferacion como en el estado de
neurodiferenciacion, registrandose un elevado incremento de las proteinas SUMOiladas tras
2,5 h de OGD, que revierte a las 2,5 h de ROGD.

6.2.4 Resultados de la identificacion del SUMOiloma mediante espectrometria de
masas de muestras de proteinas purificadas sin ningiin marcaje

En la realizacion de la protedmica para la identificacion del SUMOiloma mediante
espectrometria de masas de muestras de proteinas purificadas sin ningin marcaje fueron
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analizadas 3 réplicas en las muestras de células no diferenciadas, mientras que de las muestras
de células neurodiferenciadas se analizaron 4 réplicas. Las muestras de células de la linea P19
se analizaron, asi mismo, para eliminar falsos positivos del analisis obtenido de células A5, ya
que por diversos motivos alguna proteina podria ser obtenida en la purificacion con bolas de
histidina pese a no estar unida a His10-SUMO2. En resumen, las muestras que se analizaron

en el espectrometro provenian de un total de 12 condiciones:

- Linea P19 parental:
- No diferenciadas
- Control
- 2,5h0GD
- 25h ROGD
- Diferenciadas
- Control
- 2,5h0GD
- 2,5h ROGD
- Linea A5:
a. No diferenciadas
i.  Control
ii. 25h0GD
iii. 25hROGD
b. Diferenciadas
i.  Control
ii. 25h0GD
iii. 25hROGD

Los resultados de la secuenciacion del espectrometro de masas se encuentran en tablas
adjuntas a este trabajo (Tabla A-1: Lista de proteinas identificadas en células P19 en estado de
proliferacion. Tabla A-2: Lista de proteinas identificadas en celulas P19 neurodiferenciadas).

En dichas tablas aparecen las siguientes columnas:

- Columnas de color azul: contienen la informacion de cada proteina identificada.
- Columna “Fasta headers”: encabezamientos del formato FASTA.
- Columna “Protein names”: nombre de la proteina.
- Columna “Gene names”: nombre del gen.

- Columnas de color rosado:
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- Columna “SUMO Target statistics?”: En esta columna se realizo la
comparacion estadistica necesaria para saber si una proteina es verdaderamente
SUMOilada o bien no lo es y esta siendo precipitada inespecificamente. En este
caso también apareceria en la protedmica de las células P19 sin His10-SUMO?2
y no solo en la protedmica de la linea A5.

- Columna “SUMO target?”: Es el resultado de la comparacion estadistica
anteriormente descrita. En caso de especificarse “YES” significa que dicha
proteina es verdaderamente una proteina SUMOilada con un error menor al 5
%.

- Columnas de color verde:

- Columna “OGD vs Control”: Comparacion de niveles de proteina SUMOilada
en OGD frente al control.

- Columna “OGD vs Recovery”: Comparacion de niveles de proteina SUMOilada
en OGD frente a ROGD.

- Columna “Control vs Recovery”: Comparaciéon de niveles de proteina
SUMOilada en OGD frente a ROGD.

- Columnas de color gris: La columna “Miscelanea” contiene informacion especifica de
datos acerca de los péptidos identificados, como pesos moleculares, g-valor e

intensidades detectados en el espectrometro de masas.

Para seleccionar las proteinas cuya SUMOilacién fluctué significativamente en OGD
y ROGD se consider6 que los niveles de SUMOilacion de proteinas variaban
significativamente si el valor del logaritmo en base 10 era menor de - 1,3. Ademas, para el
analisis solo se consideraron variaciones significativas los cambios en los que los niveles de
SUMOilacién aumentaron mas del doble (es decir, con valores mayores de +1 en la columna
“Difference”, expresado en logaritmo en base 2) o disminuyeron hasta menos de la mitad (es
decir, de un valor menor que -1 en la columna “Difference”) respecto al estado de SUMOilacion

de la condicion control.

Los resultados también se pudieron expresar en forma de mapa de calor o “heatmap”
en el que se representaron agrupadas las muestras segun las variaciones en los niveles de
proteinas SUMOiladas obtenidos en cada una de ellas (Figura 26). Los colores del mapa de
calor son negro, verde y rojo en diferentes intensidades, en funcion de las proteinas obtenidas

en las diferentes muestras. La leyenda de colores especifica se encuentra en la figura. En el
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caso de las muestras de la linea A5 se pudo observar que las muestras del tratamiento OGD se
agruparon en un solo subconjunto, al igual que las muestras del tratamiento ROGD
(representado como “recov”) y las del control. En el caso de las muestras de la linea P19, tal y
como se esperaba no se alinearon en ninguna agrupacion concreta ya que las proteinas que el

espectrémetro de masas analiz6 en este caso fueron precipitadas de forma inespecifica.
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Figura 26. Heatmap en el que se representan las muestras de células P19 no diferenciadas
segun las variaciones en los niveles de proteinas SUMOiladas. Las variaciones en la
cuantificacién de proteinas en el espectrometro de masas se representan a travées de la gama de
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colores negro (valores intermedios), verde (valores elevados) y rojo (valores disminuidos) en
diferentes intensidades.

Asi mismo, se realizaron diagramas de dispersion para representar el total de proteinas
identificadas segun el valor de valor p asi como la diferencia en los niveles de SUMOilacién

de dichas proteinas (Figura 27).
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Figura 27. Diagrama de dispersion en el que se representan las proteinas identificadas en
la protedmica de células P19 no diferenciadas y neurodiferenciadas en condiciones de
OGD. El total de proteinas identificadas se represent6 segtn el valor de valor p asi como la
diferencia en los niveles de SUMOQilacion con respecto al control. Las lineas discontinuas
representan los valores de valor p asi como de diferencia en el nivel de SUMOilacién a través
de los cuales se tomaron como positivos cambios en los niveles de SUMOQilacion de las
diferentes proteinas identificadas en el espectroémetro de masas. En el caso de valor p dicha
linea discontinua horizontal se sitGa en el valor de 1,3 para seleccionar las proteinas diana de
SUMO en OGD con un error inferior al 5 %. La linea discontinua vertical se sit(a en los valores
de +1 y -1 para seleccionar proteinas que presentaran variaciones en los que los niveles de
SUMOilacion de mas del doble (es decir, con valores mayores de +1) o que disminuyeran hasta
menos de la mitad (es decir, de un valor menor que -1) del estado de SUMOilacién en la
condicion control. Se sefialan proteinas de interes que seran estudiadas a lo largo de este trabajo
(HMG20B, NAB2, NCOR1, OCT4, PIAS4 y SOX2).

Los resultados obtenidos en cuanto al numero total de proteinas de cada condicién se

pueden resumir de la siguiente manera (Figura 28):

- Numero total de proteinas identificadas:
- Células P19 no diferenciadas: 670 proteinas.
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- Celulas P19 neurodiferenciadas: 765 proteinas.
Cambios significativos:
- Celulas P19 no diferenciadas:
- 178 modifican su estado de SUMOilacion en OGD:
1. 135 (75.8 %) aumentan su SUMOilacién en OGD:
a. 119 (88.1 %) recuperan su estado inicial de
SUMOQilacion tras ROGD.
2. 43 (24,2 %) reducen su SUMOilacién en OGD:
a. 35 (81.4 %) recuperan su estado inicial de SUMOilacion
tras ROGD.
- 37 modifican su estado de SUMOilacion en ROGD respecto al control:
1. 23 (62.2 %) aumentan su SUMOilacion en ROGD.
a. 6(26.1 %) se SUMOilaron también en OGD
b. 17 (73.9 %) no presentaron cambios significativos en
OGD
2. 14 (37.8 %) reducen su SUMOilacion en ROGD.
a. 4 (28.6 %) redujeron su SUMOilacién en OGD
b. 4 (28.6 %) aumentaron su SUMOQilacion en OGD
c. 6 (42.8 %) no presentaron cambios significativos en
OGD
- Células P19 neurodiferenciadas:
- 57 modifican su estado de SUMOilacion en OGD:
1. 56 (98.2 %) aumentan su SUMOilacion en OGD:
a. 42 (75.0 %) recuperan su estado de SUMOilacion inicial
tras ROGD.
2. 1 (1.8 %) reduce su SUMOilacion en OGD:
a. 1(100 %) recupera su estado de SUMOilacion inicial tras
ROGD.
- 19 modifican su estado de SUMOilacion en ROGD respecto al control:
1. 19 (100 %) aumentan su SUMOilacién en ROGD.
a. 8(42,1 %) aumentaron su SUMOilacion en OGD
b. 11 (57,9 %) no presentaron cambios significativos en
OGD
2. 0 reducen su SUMOilacion en ROGD.
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- No diferenciadas vs neurodiferenciadas en OGD:

- En comun: 45 (25,3 % en no diferenciadas y 78,9 % en diferenciadas)
modifican su estado de SUMOilacion de la misma manera, aumentando
en todos los casos en comun los niveles de SUMOilacion respecto al
control.

1. Proteinas especificas en no diferenciadas: 133 (74,7 %).
2. Proteinas especificas en neurodiferenciadas: 12 (21,1 %).
- No difereciadas vs neurodiferenciadas en ROGD:

- En comun: 1 (2.7 % en no diferenciadas y 5.3 % en diferenciadas)
modifica su estado de SUMOilacién de la misma manera, disminuyendo
en este caso en comun los niveles de SUMOilacion con respecto al
control.

1. Proteinas especificas en no diferenciadas: 36 (97.3 %).

2. Proteinas especificas en neurodiferenciadas: 18 (94.7 %).

0 119

NP de proteinas
4
=]

14 19

& RS & &
oF »° o+
o~ ©
Aumenta SUMOilacion en OGD y se recupera en ROGD
Aumenta SUMOilacion en OGD pero no se recupera en ROGD
B Disminuye SUMOilacion en OGD vy se recupera en ROGD
I Disminuye SUMOilacion en OGD pero no se recupera en ROGD
Aumenta SUMOilacion en ROGD
W Disminuye SUMOilacion en ROGD

0
o~
NS

Figura 28. Numero total de proteinas cuyos niveles de SUMOilacion varian
significativamente en cada condicion, se indican las proteinas cuya SUMOilacion
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aumenta y disminuye en cada una de las condiciones estudiadas. Se indica como “no dif”
las proteinas pertenecientes a células no diferenciadas mientras que como “dif” se indica las
proteinas pertenecientes a células neurodiferenciadas.

6.2.5 Validacion de los resultados de la protedmica mediante Western blot

Para la validacion de los resultados obtenidos en el espectrometro de masas se
realizaron analisis mediante Western blot para observar un cambio de movilidad electroforética
correspondiente a un incremento de 16-20 kDa en el caso de modificacion por SUMO2. Las
muestras de células de la linea celular A5 corresponden a experimentos de OGD y ROGD a los
mismos tiempos que los estudiados en el espectrometro de masas. Los resultados se muestran
en la Figura 29. Las muestras pertenecientes a los Western blot realizados con anticuerpos
contra las proteinas OCT4, NAB2, SOX2 y PIAS4 corresponden a células de la linea celular
A5 no diferenciadas, mientras que las muestras de los experimentos de Western blot realizados
con anticuerpos contra las proteinas NCOR1 y HMG20B corresponden a células P19
neurodiferenciadas. En todos los casos se observd la proteina estudiada en las tres condiciones
control, OGD y ROGD en los extractos totales. Sin embargo, tal y como era esperado, en los
carriles pertenecientes a la precipitacion con matriz de afinidad por la histidina no se observé
en ninguno de los casos la banda correspondiente a la proteina estudiada. En el caso de OCT4,
interesantemente, se observé como el anticuerpo contra dicha proteina detecté en la condicion
OGD tres bandas correspondientes a modificaciones por SUMO2 de OCT4 tanto en los
extractos totales como en los precipitados. Tal y como se indico en la introduccion, todavia no
existe ninguna prueba en la bibliografia acerca de la SUMOQilacion de OCT4 por SUMO2. Es
destacable que tan solo en el caso de OCT4 se observaron bandas correspondientes a los pesos
moleculares de la proteina modificada por SUMO2 en extractos totales mientras que en los
demas casos fue necesario realizar la precipitacion descrita para poder observar las bandas
correspondientes a las modificaciones por SUMO2. En el caso de NAB2 se observaron dos
bandas en la condicion OGD correspondientes a la proteina modificada por SUMO2. Dichos
resultados fueron los esperados, ya que con anterioridad en nuestro grupo publicamos que
NAB2 posee dos lugares de modificacién por SUMO2 (Garcia-Gutiérrez et al., 2011). Sin
embargo, la SUMOQilacion de NAB2 no ha sido estudiada hasta la actualidad en condiciones
de OGD. En el caso de la proteina NCOR1 también se observo una banda de mayor peso

molecular en los precipitados en la condiciéon OGD, lo mismo que ocurri6 en el caso de la
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proteina SOX2. En el caso de PIAS4, ademas de observar la banda de SUMOilacion en
condiciones de OGD se observé también su presencia en condicion control, aungue en menor
cuantia. Se observo una disminucion hasta la desaparicion de los niveles de proteina PIAS4
modificada por SUMO?2 en condiciones de ROGD. En el caso de la proteina HMG20B se
observo la banda correspondiente a la modificacion por SUMO?2 en las condiciones control,
OGD y ROGD. En una exposicion breve se aprecié que aun existiendo HMG20B SUMOilada
en las tres condiciones, los niveles de dicha proteina SUMOQilada son mayores en condiciones
de OGD. Ademas, a este resultado hay que sumar la reduccion de los niveles de la proteina
HMG20B en condiciones de OGD (Figura 30). La concurrencia de una disminucién de los
niveles de proteina HMG20B en OGD junto con el aumento de la SUMOilacién de dicha
proteina en OGD puede explicar la identificacion de esta proteina como positiva en la
protedémica realizada a pesar de encontrarse SUMOilada en todas las condiciones. Un hecho a
mencionar, asi mismo, es que el peso molecular correspondiente a la proteina HMG20B
modificada por SUMO2 es de aproximadamente 75 kDa mientras que dicha proteina posee un
peso molecular aproximado de 35 kDa, por lo que el peso molecular esperado de la proteina
SUMOilada seria aproximadamente 50-55 kDa. Desconocemos la razon por la cual se observé

tal aumento (Figura 29).
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Figura 29. Validacion de una seleccion de proteinas diana de SUMOZ2 identificadas en el
estudio protedmico en condiciones de OGD. Las células, diferenciadas o no diferenciadas,
fueron sometidas a 2,5 h OGD y 2,5 h ROGD tras 2,5 h OGD, tal y como se realizaron los
experimentos para la identificacion del SUMOiloma mediante espectrometria de masas de
muestras de proteinas purificadas sin ningun marcaje. Se analizaron mediante Western blot las
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proteinas indicadas con anticuerpos especificos en extractos totales y tras precipitacion con
matriz de His. Fueron afadidos 30 pg de proteina total en cada carril.
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Figura 30. Andlisis de los niveles de HMG20B mediante Western blot en condiciones de
OGD y ROGD. En la figura A se muestra el resultado del tratamiento OGD (2,5 h) y ROGD
(2,5 h posteriora 2,5 h OGD) en células P19 sobre los niveles de proteina HMG20B. Se observo
una disminucién de los niveles de dicha proteina en OGD, mientras que tras 2,5 h ROGD dichos
niveles volvieron a los niveles basales de la condicion control (C). Se muestra un experimento
representativo de Western blot. En la figura B se representa la cuantificacion del Western blot
a partir de 3 experimentos de Western blot como el mostrado en la figura A. Se observé que la
disminucion de HMG20B fue significativa en la condicion OGD (reduccion del 78 % con
respecto al control). Los asteriscos representan diferencias significativas respecto al control.
Las diferencias significativas (valor p < 0,05) se calcularon mediante analisis de varianza de
un factor (ANOVA) seguido del post-test Bonferroni. Fueron afiadidos 15 pg de proteina total
en cada carril.

Teniendo en consideracion todos los datos anteriores, se pudo asumir que la
SUMOilacion posee un papel altamente relevante en los procesos de OGD y ROGD tanto en
estados de proliferacion celular como en células neurodiferenciadas debido al alto niamero de

proteinas que se identificaron en ambos estados celulares.

6.3  Analisis de expresion de los genes que codifican las proteinas implicadas en la ruta de
SUMOilacion en condiciones de OGD y de ROGD

Ademas del estudio descrito para identificar las proteinas SUMOiladas en condiciones
de OGD, nos propusimos realizar un estudio exhaustivo de los niveles de ARNm de los genes

de las proteinas que participan en el proceso de SUMOQilacion a través de gPCR utilizando
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muestras obtenidas a diferentes tiempos de tratamiento de OGD y de ROGD. Se obtuvieron

datos de los genes que codifican las siguientes proteinas:

- Las 3 moléculas de SUMO mayoritarias en la célula: SUMO1, SUMO2, SUMO3.

- Las proteinas encargadas del proceso de SUMOilacion SAEL, SAE2, UBC9, PIAS],
PIAS2, PIAS3, PIAS4

- Las proteinas encargadas del proceso de deSUMOilacion SENP1, SENP2, SENP3,
DESI1, SENP5, SENP6 y SENP7.

Se utilizé como control el gen RpLp0, fuertemente recomendado por la bibliografia para
su utilizacion en este tipo de experimentos como gen cuya expresion no se modifica en
condiciones de hipoxia (Baddela et al., 2014; Bakhashab et al., 2014). Los tiempos estudiados
fueron 1 h y 2,5 h durante OGD asi como 1h y 2,5 h de ROGD tras 2,5 h de OGD. Los
resultados se muestran en la Figura 31. Se obtuvo una reduccion significativa de los niveles
de expresion de los genes de SUMO?2 desde 2,5 h de OGD en adelante, asi como de los genes
de PIAS1 y PIAS4 a las 2,5 h de OGD. El nivel de expresion del gen de la SUMOproteasa
SENP5 descendié a 1 y 2,5 h de OGD, se recuper6 a 1 h de ROGD, y ascendi6 a niveles
significativamente superiores a los del control a 2,5 h de ROGD. El caso en el que se detecto
el descenso mas acusado en el nivel de expresion fue el del gen de la SUMOproteasa SENP7
(Figura 31).
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Figura 31. Analisis de expresion de los genes de la ruta de SUMOilacion. Se realiz6 un
analisis mediante gPCR de los niveles de expresion de los genes de los distintos paralogos de
SUMO (Sumo1-3) asi como de los genes de los componentes basicos de la maquinaria de
SUMOilacion (Sael, Sae2, Ubc9, Piasl-4, Senpl-3 5-7 y Desil) en células P19 expuestas a
tratamientos de OGD (en color rojo) y ROGD (en color azul) durante los tiempos indicados.
Los asteriscos representan diferencias significativas respecto al control (en color gris). Las
diferencias significativas (valor p < 0,05) se calcularon mediante andlisis de varianza de un
factor (ANOVA) seguido del post-test Bonferroni. Se obtuvo una reduccion significativa de
los niveles de expresion durante 2,5 h de OGD en los casos de los genes de las protednas
SUMO2, PIAS], PIAS4, SENP5 y SENP7, recuperandose en todos los casos los niveles de
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expresion tras 2,5 h de ROGD excepto en el caso de SUMOZ2, en el que la reduccion observada
permanecio durante los tiempos estudiados. Notese que la escala de cada grafica es diferente
segun los valores de expresion maximos y minimos de cada uno de los genes estudiados.

6.4 Funcidn en viabilidad celular de los componentes de la ruta de SUMOilacion y de las
dianas de SUMO identificadas en condiciones de OGD

Una vez identificado el SUMOiloma en OGD asi como los genes de la ruta de
SUMOilacion cuyos niveles de expresion varian mas significativamente en dichas condiciones
de estrés, el siguiente objetivo en el analisis de los efectos de la SUMOilacion en OGD fue el
estudio de la supervivencia celular alterando tanto los niveles de las proteinas de la ruta de
SUMOilacion como la SUMOilacién de las proteinas diana de SUMO en condiciones de OGD
identificadas en la protedmica realizada. Para este proposito se contd con tres métodos
diferentes de medida de la supervivencia celular: método con la enzima LDH, método con
anexina y método con ioduro de propidio, anteriormente descritos en el apartado de materiales
y métodos. La modificacion artificial de los niveles de proteinas inplicadas en SUMOilacion o
SUMOiladas durante OGD se llevo a cabo a través de la transfeccion de plasmidos portadores
de dichas proteinas o bien de los mutantes KR (no SUMOilables) correspondientes. Las células
fueron sembradas 24 h previo a la transfeccion. Tras las transfecciones de los diferentes
plasmidos permanecieron en el medio con lipofectamina durante 24 h en todos los casos. El
tratamiento OGD se realiz6 una vez finalizaron las 24 h de exposicion a lipofectamina excepto
en las transfecciones de los plasmidos portadores de moléculas shARN, las cuales se
mantuvieron durante 24 h més en medio DMEM habitual una vez retirada la lipofectamina.
Las células fueron expuestas a tratamiento de OGD durante 24 h.

En primer lugar se analiz6 la sobreexpresiéon de SUMO1 y SUMO2. Dados los
precedentes sobre la disminucion de los niveles de apoptosis celular en condiciones de OGD
por aumentos artificiales de los niveles de UBC9 (Lee et al., 2011) se estudiaron también los
niveles de citotoxicidad celular tras el aumento de los niveles de dicha proteina. Para
comprobar si aumentos de SUMOilacion provocados por el aumento de proteinas ligasas PIAS
producian un efecto protectivo frente a OGD se realizaron estudios con las proteinas PIAS1-4.
Se estudio también los efectos de la modificacion de los niveles de SENP7 dado que la
respuesta mas drastica en el estudio a traves de gPCR de entre los genes estudiados de las
proteinas implicadas en el ciclo de SUMOilacion fue presentada por el gen de dicha

SUMOproteasa. Dada la descripcion reciente de dos dominios funcionales claramente
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diferenciados en SENP7, uno N-terminal con actividad de fijacion de HP1 y otro C-terminal
catalitico, se decidi6 sobreexpresar también el dominio catalitico por separado para discriminar
entre ambas actividades. Asi mismo, se realizaron estudios modificando los niveles de SENP3
debido a los resultados publicados sobre la actividad proapopoética de dicha proteina en OGD
(Guo et al., 2013). Por la misma razon también se estudié la modificacion de los niveles de
SENP1 (Cimarosti et al., 2012). Finalmente se procedio al estudio de la viabilidad celular a
través de la sobreexpresion de una seleccion de proteinas proteinas identificadas y validadas
de la protedmica realizada en OGD. Se se realizaron andlisis tanto de las proteinas nativas
como de los mutantes KR, no SUMOQilables, de PIAS4, OCT4, NAB2 y SOX2.

Los resultados obtenidos de las medidas de supervivencia celular a través de los
métodos explicados anteriormente se muestran en las Figuras 32-41. Los resultados se
muestran en tanto por ciento referido a los niveles hallados en las transfecciones control con
plasmidos vacios. En el caso de las transfecciones de los sShARN se utiliz6 el sh control
especificado en el apartado de material y métodos. Los niveles para los controles en % de
celulas marcadas con IP, % de células marcadas con anexinay % de citoxicidad basal con LDH
fueron, respectivamente, 47,5+4,6, 46,8+5,3 y 52,0+5,0 para pAdRSV-Sp y 45,0+4,0, 45,8+5,8
y 45,4+6,4 para el sh control. Se obtuvo una disminucion significativa de la citotoxicidad
celular tras la exposicién a OGD en los casos de aumento de los niveles de las proteinas
SUMO2, UBC9, PIAS4 y SENP7. Por el contrario, se obtuvo un aumento significativo de la
citotoxicidad celular tras la exposicion a OGD en los casos de aumento de los niveles de las
proteinas SENP3. Asi mismo, se observo un efecto sinérgico entre las moléculas ShSENP7 y
SENP3 debido al aumento de citotoxicidad tras la exposicién a OGD con respecto a las
muestras transfectadas con el plasmido control asi como con las molécula ShSENP7 vy la
proteina SENP3 por separado. En la comparacién de las 4 proteinas cuyos mutantes KR fueron
también transfectados se obtuvo una mayor citotoxicidad celular tras la exposicién a OGD al
transfectar el mutante KR en todos los casos excepto en el caso de la proteina OCT4, cuyo

mutante KR presento, interesantemente, el comportamiento contrario (Figuras 32-41).
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Figura 32. La sobreexpresién de SUMO2 incrementa la viabilidad celular en células P19.
Las células fueron sembradas 24 h previamente a la transfeccion en células P19. Tras las
transfecciones de los diferentes plasmidos permanecieron en el medio con lipofectamina
durante 24 h en todos los casos. Las células fueron expuestas a tratamiento de OGD durante 24
h. Se representa el porcentaje, con respecto al control, de células marcadas con ioduro de
propidio (IP) o anexina (Anexina) o bien de actividad LDH (LDH) del medio extracelular. En
todos los casos se representa la media + desviacion estandar. Los asteriscos representan
diferencias significativas respecto al control. Las diferencias significativas (valor p < 0,05) se
calcularon mediante analisis de varianza de un factor (ANOVA) seguido del post-test
Bonferroni. Se apreciaron niveles significativos de reduccion de citotoxicidad al sobreexpresar
SUMOZ2 segun las tres medidas de viabilidad celular. No se aprecian diferencias significativas
en el caso de la sobreexpresion de SUMOL1.
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Figura 33. La sobreexpresion de UBC9 y PIAS4 incrementa la viabilidad celular en
células P19. Las células fueron sembradas 24 h previamente a la transfeccion en células P19.
Tras las transfecciones de los diferentes plasmidos permanecieron en el medio con
lipofectamina durante 24 h en todos los casos. El tratamiento de OGD se realizd una vez
finalizaron las 24 h de exposicion a lipofectamina. Las células fueron expuestas a tratamiento
de OGD durante 24 h. Se representa el porcentaje, con respecto al control, de células marcadas
con ioduro de propidio (IP) o anexina (Anexina) o bien de actividad LDH (LDH) del medio
extracelular. En todos los casos se representa la media + desviacion estandar. Los asteriscos
representan diferencias significativas respecto al control. Las diferencias significativas (valor
p < 0,05) se calcularon mediante analisis de varianza de un factor (ANOVA) seguido del post-
test Bonferroni. Se apreciaron niveles significativos de reduccion de citotoxicidad tras la
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sobreexpresion de la proteina UBC9 segun las medidas de viabilidad celular realizadas con el
método IP asi como con LDH asi como niveles significativos de reduccién de citotoxicidad
tras la sobreexpresion de la proteina PIAS4 segun las tres medidas de viabilidad celular. No se
apreciaron diferencias significativas en el caso de la sobreexpresion de PIAS1, PIAS2 ni
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Figura 34. La sobreexpresion de SENP7 incrementa la viabilidad celular mientras que la
sobreexpresion de SENP3 muestra el efecto contrario en células P19. Las células fueron
sembradas 24 h previamente a la transfeccion. Tras las transfecciones de los diferentes
plasmidos permanecieron en el medio con lipofectamina durante 24 h en todos los casos. Las
células fueron expuestas a tratamiento de OGD durante 24 h. Se representa el porcentaje, con
respecto al control, de células marcadas con ioduro de propidio (IP) o anexina (Anexina) o bien
de actividad LDH (LDH) del medio extracelular. En todos los casos se representa la media
desviacion estandar. Los asteriscos representan diferencias significativas respecto al control.
Las diferencias significativas (valor p < 0,05) se calcularon mediante anélisis de varianza de
un factor (ANOVA) seguido del post-test Bonferroni. Se apreciaron niveles significativos de
aumento de citotoxicidad tras la sobreexpresion de la proteina SENP3 segln las tres medidas
de viabilidad celular asi como niveles significativos de reduccién de citotoxicidad tras la
sobreexpresion de la proteina SENP7 segun las medidas de viabilidad celular realizadas con el
método IP asi como con LDH. No se apreciaron diferencias significativas en el caso de la
sobreexpresion de SENP1.
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Figura 35. El incremento en la viabilidad celular producido por SENP7 es debido tanto a
su dominio catalitico (SENP7 C-ter) como a funciones del resto de su estructura en células
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P19. Las células fueron sembradas 24 h previamente a la transfeccion. Tras las transfecciones
de los diferentes plasmidos permanecieron en el medio con lipofectamina durante 24 h en todos
los casos. Las células fueron expuestas a tratamiento OGD durante 24 h. Se representa el
porcentaje, con respecto al control, de células marcadas con ioduro de propidio (IP) o anexina
(Anexina) o bien de actividad LDH (LDH) del medio extracelular. En todos los casos se
representa la media * desviacion estandar. Los asteriscos representan diferencias significativas
respecto al control. Con A y B se expresan diferencias entre SENP7 C-ter y SENP7. Las
diferencias significativas (valor p < 0,05) se calcularon mediante analisis de varianza de un
factor (ANOVA) seguido del post-test Bonferroni. Se apreciaron niveles significativos de
reduccién de citotoxicidad tras la sobreexpresion del dominio catalitico de SENP7 y de la
proteina SENP7. Mientras que en el caso del dominio catalitico de SENP7 la reduccién de
citotoxicidad fue significativa en los analisis realizados a través del método con IP y con LDH,
en el caso de SENP7 la reduccion de citotoxicidad fue significativa en los tres andlisis
realizados. Ademas, se apreciaron diferencias significativas en la comparacion entre SENP7
C-ter y SENP7 ya que en los andlisis realizados a través del método con IP y LDH se obtuvo
una reduccion significativa de los niveles de citotoxicidad tras la sobreexpresion de SENP7
frente a las de su dominio catalitico.
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Figura 36. La disminucién de los niveles de SENP7 disminuye la viabilidad celular
mientras que la disminucion de los niveles de SENP3 muestra el efecto contrario en
células P19. Las células fueron sembradas 24 h previamente a la transfeccion. Tras las
transfecciones de los diferentes plasmidos permanecieron en el medio con lipofectamina
durante 24 h en todos los casos. Se mantuvieron durante 24 h en medio DMEM habitual una
vez retirada la lipofectamina y posteriormente fueron expuestas a tratamiento OGD durante 24
h. Se representa el porcentaje, con respecto al control, de células marcadas con ioduro de
propidio (IP) o anexina (Anexina) o bien de actividad LDH (LDH) del medio extracelular. En
todos los casos se representa la media + desviacion estandar. Los asteriscos representan
diferencias significativas respecto al control. Las diferencias significativas (valor p < 0,05) se
calcularon mediante analisis de varianza de un factor (ANOVA) seguido del post-test
Bonferroni. Se apreciaron niveles significativos de reduccion de citotoxicidad en las
transfecciones de la molécula shSENP3 segun las tres medidas de viabilidad celular asi como
niveles significativos de aumento de citotoxicidad en las transfecciones de la molécula
ShSENP7 segun las medidas de viabilidad celular realizadas con los métodos IP y LDH. No se
apreciaron diferencias significativas en el caso de la transfeccion de shSENPL1.
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Figura 37. La combinacién de niveles opuestos de SENP3 y SENP7 muestra efectos
sinérgicos sobre la citotoxicidad por OGD en células P19. Las células fueron sembradas 24
h previamente a la transfeccion. Tras las transfecciones de los diferentes plasmidos
permanecieron en el medio con lipofectamina durante 24 h en todos los casos. El tratamiento
de OGD se realiz6 una vez finalizaron las 24 h de exposicién a lipofectamina excepto en las
transfecciones en las células transfectadas con moléculas shARN, las cuales se mantuvieron
durante 24 h en medio DMEM habitual una vez retirada la lipofectamina. Las células fueron
expuestas a tratamiento OGD durante 24 h. Se representa el porcentaje, con respecto al control,
de células marcadas con ioduro de propidio (IP) o anexina (Anexina) o bien de actividad LDH
(LDH) del medio extracelular. En todos los casos se representa la media + desviacion estandar.
Los asteriscos representan diferencias significativas respecto al control. Las diferencias
significativas (valor p < 0,05) se calcularon mediante analisis de varianza de un factor
(ANOVA) seguido del post-test Bonferroni. Se apreciaron niveles significativos de reduccion
de citotoxicidad en transfecciones de la molécula shSENP3 junto con el vector de expresion de
SENP7 segun las tres medidas de viabilidad celular asi como niveles significativos de aumento
de citotoxicidad en transfecciones de la molécula sShSENP7 junto con el vector de expresion de
SENP3 segun las tres medidas de viabilidad celular tanto en comparacién con el control como
frente a las transfecciones del vector de expresion de SENP3 y de la molécula shSENP7 por
separado (ver Figuras 34 y 36). No se apreciaron diferencias significativas con respecto al
control en el caso de la sobreexpresion de SENP3 y SENP7 ni en el caso de la transfeccion de
ShSENP3 con shSENP7.
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Figura 38. La deSUMOilacion de PIAS4 inhibe los efectos citoprotectivos de dicha ligasa
frente a OGD en ceélulas P19. Las células fueron sembradas 24 h previamente a la
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transfeccion. Tras las transfecciones de los diferentes plasmidos permanecieron en el medio
con lipofectamina durante 24 h en todos los casos. El tratamiento de OGD se realiz6 una vez
finalizaron las 24 h de exposicién a lipofectamina. Las células fueron expuestas a tratamiento
de OGD durante 24 h. Se representa el porcentaje, con respecto al control, de células marcadas
con ioduro de propidio (IP) o anexina (Anexina) o bien de actividad LDH (LDH) del medio
extracelular. En todos los casos se representa la media + desviacion estandar. Los asteriscos
representan diferencias significativas respecto al control. Las diferencias significativas (valor
p < 0,05) se calcularon mediante analisis de varianza de un factor (ANOVA) seguido del post-
test Bonferroni. Se apreciaron niveles significativos de reduccion de citotoxicidad en las
transfecciones de la proteina PIAS4 segun las tres medidas de viabilidad celular analizadas. No
se apreciaron diferencias significativas en el caso de la sobreexpresién del mutante de
SUMOilacion de PIAS4 (PIAS4KR) segun las medidas de viabilidad celular realizadas con el
método IP y anexina, aunque si se aprecié un descenso ligero pero significativo de la
citotoxicidad a traves del método LDH.
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Figura 39. Un mutante de SUMOilacion de NAB2 produce un aumento de los niveles de
citotoxicidad celular con respecto a la proteina nativa NAB2 en células P19. Las células
fueron sembradas 24 h previamente a la transfeccidn. Tras las transfecciones de los diferentes
plasmidos permanecieron en el medio con lipofectamina durante 24 h en todos los casos. El
tratamiento de OGD se realiz6 una vez finalizaron las 24 h de exposicion a lipofectamina. Las
células fueron expuestas a tratamiento de OGD durante 24 h. Se representa el porcentaje, con
respecto al control, de células marcadas con ioduro de propidio (IP) o anexina (Anexina) o bien
de actividad LDH (LDH) del medio extracelular. En todos los casos se representa la media
desviacién estandar. Los asteriscos representan diferencias significativas respecto al control
mientras que con A 'y se expresan diferencias entre la sobreexpresion de la proteina nativa y el
mutante de SUMOQilacion de esta. Las diferencias significativas (valor p < 0,05) se calcularon
mediante andlisis de varianza de un factor (ANOVA) seguido del post-test Bonferroni. Se
apreciaron niveles significativos de aumento de citotoxicidad tras la sobreexpresion de NAB2
segun las tres medidas de viabilidad celular asi como un aumento mayor en la citotoxicidad
celular tras la transfeccién del vector de expresion de NAB2KRKR, tanto con respecto al
control como con respecto a la proteina NAB2 segun las tres medidas de viabilidad celular.
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Figura 40. Un mutante de SUMOilacion de SOX2 disminuye los efectos citoprotectivos
de SOX2 frente a OGD en células P19. Las células fueron sembradas 24 h previamente a la
transfeccion. Tras las transfecciones de los diferentes plasmidos permanecieron en el medio
con lipofectamina durante 24 h en todos los casos. El tratamiento OGD se realiz6 una vez
finalizaron las 24 h de exposicion a lipofectamina. Las células fueron expuestas a tratamiento
OGD durante 24 h. Se representa el porcentaje, con respecto al control, de células marcadas
con ioduro de propidio (IP) o anexina (Anexina) o bien de actividad LDH (LDH) del medio
extracelular. En todos los casos se representa la media + desviacion estandar. Los asteriscos
representan diferencias significativas respecto al control mientras que con A y se expresan
diferencias entre la sobreexpresion de la proteina nativa y el mutante de SUMOilacion de esta.
Las diferencias significativas (valor p < 0,05) se calcularon mediante analisis de varianza de
un factor (ANOVA) seguido del post-test Bonferroni. Se apreciaron niveles significativos de
disminucion de citotoxicidad tras la sobreexpresion de SOX2 segun las tres medidas de
viabilidad celular con respecto al control asi como segun las medidas de viabilidad celular con
IP y anexina frente a la sobreexpresion de SOX2KR. Aunque la transfeccion del vector de
expresion de SOX2KR también provoco una disminucion en la citotoxicidad por OGD, ésta
fue menor que en las transfecciones con el vector de expresion de la proteina SOX2 segin las
medidas de viabilidad celular realizadas con el método IP y anexina.
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Figura 41. Un mutante KR de OCT4 produce efectos citoprotectivos frente a OGD en
células P19. Las células fueron sembradas 24 h previamente a la transfeccién. Tras las
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transfecciones de los diferentes plasmidos permanecieron en el medio con lipofectamina
durante 24 h en todos los casos. El tratamiento OGD se realizé una vez finalizaron las 24 h de
exposicion a lipofectamina. Las células fueron expuestas a tratamiento OGD durante 24 h. Se
representa el porcentaje, con respecto al control, de células marcadas con ioduro de propidio
(IP) o anexina (Anexina) o bien de actividad LDH (LDH) del medio extracelular. En todos los
casos se representa la media + desviacion estandar. Los asteriscos representan diferencias
significativas respecto al control mientras que con A y se expresan diferencias entre la
sobreexpresion de la proteina nativa y el mutante de SUMOilacion de esta. Las diferencias
significativas (valor p < 0,05) se calcularon mediante analisis de varianza de un factor
(ANOVA) seguido del post-test Bonferroni. Se apreciaron niveles significativos de reduccion
de citotoxicidad tras la transfeccion del vector de expresion de OCT4KR segun las tres medidas
de viabilidad celular. No se aprecian diferencias significativas en el caso de la sobreexpresion
de OCT4.

6.5 Andlisis de la SUMOproteasa SENP7 en OGD y ROGD

6.5.1 Anadlisis de los niveles de proteina SENP7 asi como de los niveles de expresion de
sus diferentes variantes en condiciones de OGD y de ROGD

Ya que Senp7 es el gen cuya expresion varié mas drasticamente entre todos los genes
estudiados del ciclo de SUMOilacion, se realiz6 un andlisis detallado de la expresion de dicho
gen utilizando la misma técnica que en los experimentos del apartado anterior pero
prolongando el tiempo de estudio hasta las 6 h (Figura 42). Para realizar el estudio de los
niveles de expresion del gen de la SUMOproteasa SENP7 se utilizaron los oligonucle6tidos de
SENP7 F19 y R22, indicandose con una F oligonucle6tido iniciador hacia adelante, en inglés
forward primer y con una R oligonucleétido iniciador reverso, en inglés reverse primer. Dichos
oligonucledtidos amplifican ARNm correspondiente a la expresion de todas las variantes de
Senp7 excepto la variante X2 (carente del exon 22, A22) (Figura 44). Se observé una
disminucion significativa de la expresion de Senp7 desde 1,5 h hasta 6 h tras OGD,
observandose una recuperacion de los niveles de expresion al aplicar condiciones de ROGD
tras 2,5 h de OGD.
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Figura 42. La expresion del gen Senp7 se regula por OGD y ROGD. Analisis mediante
gPCR de los niveles de expresion génica de Senp7 en células P19 expuestas a tratamientos de
OGD (en color rojo) y ROGD (en color azul) segdn los tiempos indicados. Los asteriscos
representan diferencias significativas respecto al control. Las diferencias significativas (valor
p < 0,05) se calcularon mediante analisis de varianza de un factor (ANOVA) seguido del post-
test Bonferroni. Se observo una disminucion significativa de la expresion de ARNm de Senp7
desde 1,5 h (90 min) hasta 6 h (360 min) tras OGD.

Debido a que Senp7 es el gen cuya expresion varié mas drasticamente entre todos los
genes del ciclo de SUMOilacién estudiados en los experimentos de g°PCR mostrados, se realizd
un analisis detallado de la expresién de la proteina de dicho gen mediante Western blot (Figura
43). Desde 0,5 h de OGD hasta 5 h de OGD se observaron bandas reactivas al anticuerpo contra
SENP7 de menor tamafio que la observada en condiciones normales de crecimiento. En los
periodos de ROGD se observé de nuevo, al igual que en el control, una sola banda, que migré
a la misma posicion que la banda observada en el control. Se observo, ademas, un aumento de
los niveles de SENP7 tras 2,5 h de ROGD con respecto al punto 1 h de ROGD.
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Figura 43. Cambios en el tamafio y nivel de expresion de SENP7 en condiciones de OGD
y de ROGD. Se expusieron células P19 a los tiempos indicados de OGD y de ROGD. Los
extractos celulares se realizaron mediante experimentos de Western blot con anticuerpos contra
la proteina SENP7 en condiciones de OGD y de ROGD. En todos los tiempos analizados se
observa una banda correspondiente a SENP7, excepto en el periodo de 4 h de OGD, en el que
dicha banda del tamafio de SENP7 no se observd. Ademas, en todos los tiempos analizados
durante OGD se observan dos bandas adicionales que migraron con mayor rapidez que la banda
superior anteriormente mencionada. Se observd, asi mismo, un aumento de los niveles de
SENP7 conforme el periodo ROGD se prolong6 desde 1 h hasta 2,5 h. Fueron afiadidos 20 g
de proteina total en cada carril.

Resultados previos en publicaciones acerca de SENP7 han demostrado la existencia de
respuestas bioldgicas diferenciales segun los niveles de dos isoformas de SENP7 humanas
descritas en cancer de mama. En dicho cancer se reducen los niveles de SENP7S (isoforma sin
exon 6) y aumentan los de SENP7L (isoforma con exon 6) (Bawa-Khalfe et al., 2012; Karami
et al., 2017). Con el objetivo de evaluar si el resultado observado en el analisis de los niveles
de proteina SENP7 por Western blot fue debido al cambio en la produccion de diferentes
isoformas de dicha proteina, se ided una estrategia a través de PCR para intentar conocer la
presencia o ausencia de forma no cuantitativa en OGD y ROGD de la expresion de las
diferentes isoformas de la proteina SENP7 que resultan del empalme alternativo de su ARNm
existentes segun la base de datos de NCBI Reference Sequence (Figura 44).
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Figura 44. Empalme alternativo del gen Senp7. Alineamiento de secuencias de variantes
distintas del gen Senp7 que resultan del empalme alternativo del ARNm segun NCBI Reference
Sequences (RefSeq, Gltima actualizacion disponible, del 10-Feb-2018). Cada linea verde
vertical indica un exon. Se representan los oligonucle6tidos utilizados para los experimentos
de PCR y qPCR de Senp7, indicandose el nombre del oligonucleétido segun el nimero del
exon en el que se encuentre y las siglas R o F segun es un oligonucledtido reverse o forward,
respectivamente.

Las variaciones observadas mediante Western blot podrian ser debidas a variaciones en
la expresion de las isoformas cuyos pesos moleculares predichos oscilan entre 93.98 kDa y
116.36 kDa (Tabla 7), por lo que las isoformas 3, 4 y 5 no se tuvieron en cuenta como posibles

candidatos, al presentar pesos moleculares predichos muy inferiores al resto.

Tabla 7. Isoformas alternativas de SENP7. Numero de referencia, nimero de amino&cidos,
peso molecular predicho (kDa) y descripcion de secuencias de isoformas distintas de la proteina
SENP7, que resultan del empalme alternativo del ARNm del gen Senp7 segun NCBI Reference
Sequences (RefSeq, Gltima actualizacion disponible, del 10-Feb-2018).

1 NP_079759.2 1037 116.36 Completa

3 NP_001003972.1 254 28.15 Final en exon 6
4 NP_001003973.1 227 25.17 Final en exon 6
5 NP_001291432.1 291 31.99 Final en ex6n 7
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X2 XP_006522514.1 1014 113.84 Sin exon 22

X3 XP_017172600.1 1010 113.38 Sin exon 3
X4 XP_006522515.1 973 109.29 Sin exén 6
X5 XP_006522516.1 971 108.86 Sinexén 5
X6 XP_006522517.1 944 105.88 Sinexones 3y 5
X7 XP_006522518.1 907 101.79 Sinexones 5y 6
X8 XP_006522519.1 845 93.98 Final en exon 18

Para el estudio de la presencia de ARNm de las distintas variantes de Senp7 se aislo
ARN de células P19 en 3 condiciones diferentes: Control, 2,5 h de OGD y 2,5 h de ROGD tras
2,5 h de OGD. A través de RT-PCR utilizando como molde dicho ARN se produjo el
correspondiente ADNc. Este ADNc fue utilizado como molde para diferentes parejas de
oligonuclettidos (Figura 44), siendo los productos de PCR resultantes diferentes segun las
diferentes variantes de Senp7 (Figura 45). En todas las PCR se obtuvieron los tamafios
esperados para la existencia de las variantes 1 y X3 (Figura 45y Tabla 8). En la PCR con los
oligonuclettidos 17F/20R se obtuvo el tamafio esperado para la variante X2 (coincidente con
el de la variante 1). Sin embargo, la PCR realizada con los oligonucleétidos 17F/23R no
muestra la existencia del tamafio esperado para la variante X2. En ninguno de los casos se
encontré una banda diferencial entre las condiciones control, OGD y ROGD, por lo que fue
descartada la hipdtesis acerca de la posible existencia de diferentes isoformas de SENP7 en
OGD que explicasen los tamafios de bandas de proteina con menor peso molecular observados

en relacion a la condicion control o tras ROGD (Figura 45).

110



Tabla 8. Oligonucleétidos utilizados en los anélisis de empalme alternativo de Senp?7.
Parejas de oligonucledtidos de PCR y tamarios esperados en pares de bases (pb) para cada una
de las variantes. Se muestran subrayados los productos cuyo resultado fue patente en los
experimentos mostrados en la Figura 45.

Variante 2F/TR SF/7R 2F/6R 17F/20R 17F/23R

1 715 442 957 365 591

X2 365 522

X3 634 476

X4 523 250

X5 517 359

X6 436

X7 325

X8 240
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Figura 45. Analisis de empalme alternativo del gen Senp7 en células P19. Células P19
fueron sometidas a 2,5 h de OGD o0 2,5 h de ROGD desde 2,5 h de OGD. Posteriormente se
realizo la extraccion de ARN de dichas células. A partir de las muestras de ARN se obtuvo el
correspondiente ADNCc a través de RT-PCR. Dicho ADNc fue utilizado como molde para
diferentes parejas de oligos. Se muestran productos de PCR resultantes de las PCR realizadas
con los diferentes pares de oligonucleétidos utilizados para comprobar la presencia de ARNm
de las distintas variantes de Senp7 durante tratamientos OGD y ROGD. Los tamarios del
marcador se muestran a la izquierda. Las parejas de oligonucle6tidos se indican con las flechas,
sefialando estas hacia la derecha en el caso de oligonucledtidos forward y hacia la izquierda en
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el caso de oligonucledtidos reverse. Se sefiala, asi mismo, el tratamiento a través de C de color
negro (control), O de color rojo (2,5 h OGD) y R de color azul (2,5 h OGD + 2,5 h ROGD).

Las Unicas variantes cuya existencia fue demostrada a partir de los experimentos de
PCR realizados fueron las variantes 1 y X3. Como los oligonucleotidos utilizados
anteriormente para los estudios de expresion de Senp7 no distinguen entre ambas isoformas, se
disefiaron oligonucledtidos especificos de cada una de ellas. Para la determinacion de los
niveles de la isoforma 1 se utilizé la pareja de oligonucledtidos de gPCR 1F/3R, mientras que
para la determinacion de los niveles de la isoforma X3 se utilizé la pareja de oligonucledtidos
de gPCR 1F/2-4R, siendo 1F el oligonucleédtido forward_posicionado en el ex6n 1, 3R el
oligonucledtido reverse posicionado en el exén 3 y 2-4R el oligonucledtido reverse
posicionado a caballo entre los exones 2 y 4. De esta manera la pareja 1F/3R no amplificé el
ARNmM de la isoforma X3 dado que dicha isoforma carece del exén 3, mientras que la pareja
de oligonucledtidos 1F/2-4R no amplific6 el ARNm de la isoforma 1 dado que la existencia
del exdn 3 entre los exones 2 'y 4 impidio el apareamiento del oligonucle6tido 2-4R. Se observo
que las isoformas 1 y X3 se comportaron de igual forma tras los tratamientos OGD y ROGD
dado que, igualmente a lo descrito en la Figura 42, se redujo la expresion génica de ambas
isoformas tras OGD y posteriormente se produjo un aumento significativo de la expresion
génica de ambas isoformas tras ROGD aungue sin alcanzarse los niveles previos a OGD.
Ademas se estudio la proporcion existente de ARNm de ambas isoformas, concluyéndose que
la isoforma 1 es la mayoritaria ya que representé casi la totalidad de ARNm existente de la
proteina SENP7 (Figura 46).
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Figura 46. Andlisis de los niveles de expresion de las variantes de las isoformas 1y X3 de
SENP7. Analisis mediante gPCR de los niveles de expresion génica de las variantes 1 (en color
rojo) y X3 (en color azul) de Senp7 en células P19 expuestas a tratamientos de 2,5 h OGD y
2,5 h ROGD posterior auna OGD de 2,5 h. Los asteriscos representan diferencias significativas
respecto al control. Las letras A y B representan grupos significativamente distintos entre si.
Las diferencias significativas (valor p < 0,05) se calcularon mediante analisis de varianza de
un factor (ANOVA) seguido del post-test Bonferroni. En la figura A se aprecia que las variantes
1y X3 se comportaron de igual forma tras los tratamientos OGD y ROGD, de forma que,
igualmente a lo descrito en la Figura 42, se redujo la expresion génica de ambas variantes tras
OGD. Posteriormente se produjo un aumento significativo de la expresion génica de ambas
variantes en ROGD, aungue no se alcanzaron los niveles previos a OGD. En la figura B se
aprecia la proporcion existente de ARNm de ambas variantes. La variante 1 es la mayoritaria,
representando casi la totalidad de ARNm existente de la proteina SENP?7.

6.5.2 Analisis de degradacion de SENP7 por la caspasa 1

Dado que los cambios ocasionados en la proteina SENP7 observados mediante Western
blot no pudieron ser explicados mediante cambios a nivel de transcritos de las diferentes
isoformas de dicha proteina, se realiz6 un estudio para determinar dianas de proteasas en la
proteina SENP7 utilizdndose el algoritmo de prediccion de sitios de corte de enzimas
PeptideCutter del servidor EXPASyY (© SIB Swiss Institute of Bioinformatics). Se encontr6 que
la caspasa 1 posee una diana justamente entre los dos dominios de unién a HP1 anteriormente
comentados en la introduccion, en el aminoacido 102. Para comprobar si la proteasa caspasa 1
realizara el corte predicho en la proteina SENP7 se realizo la transfeccion con lipofectamina
del plasmido de expresién de la proteina SENP7 de raton en células HEK293T, una de las

mejores herramientas para la expresion de proteinas recombinantes (Thomas & Smart, 2005).
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Se utiliz6 como control negativo un vector de expresion de la proteina SENP1 transfectado en
las mismas células. Una vez transcurrieron 24 h de exposicion a lipofectamina las células
fueron recogidas y extraidas tanto en tampon IP buffer como en tampén de caspasa 1. Dichos
extractos fueron sometidos a tratamiento con la enzima caspasa 1 (C5482 SIGMA) durante 3
h a una concentracion de 0,5 U/ug de proteinas (Figura 47). Se utilizé como control negativo
muestras con la proteina SENP1 sobreexpresada. En dichas muestras no se observaron cambios
tras el tratamiento con caspasa. En los extractos de células HEK293T con proteina SENP7
sobreexpresada si se observo una disminucion de los niveles de dicha proteina asi como la
aparicion de productos de degradacion tanto en experimentos de Western blot tanto con
anticuerpo contra la proteina SENP7 como contra el epitopo FLAG, situado en el extremo

amino de la proteina sobreexpresada (Figura 47).
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Figura 47. La SUMOproteasa SENP7 es proteolizada por la enzima caspasa 1. Se muestra
el resultado del tratamiento con enzima caspasa 1 durante 3 h a 37° C en muestras de celulas
HEK293T que sobreexpresaran SENP1 o SENP7. Asi mismo, se realizaron tratamientos a 37°
C durante 3 h sin la presencia de la enzima caspasa 1. También se analizaron extractos de
células no sometidos a tratamiento. Los extractos celulares fueron llevados a cabo en tampon
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de caspasa 1. Las células fueron transfectadas con plasmidos para la expresion de SENP1 o
SENP7. Ambas proteinas recombinantes portaban el epitopo FLAG en el extremo N-terminal.
Se realizaron experimentos de Western blot con anticuerpos contra FLAG, con anticuerpos
contra la proteina SENP7 y con anticuerpos contra tubulina como control de carga. En la figura
A se muestra el resultado de los tratamientos en extractos de células transfectadas con el
plasmido para la expresion de SENP1. No se observaron cambios entre control y tratamientos.
En la figura B se muestra el resultado de los tratamientos en extractos de células transfectadas
con el plasmido para la expresion de SENP7. Se observo una disminucion de los niveles de la
proteina SENP7 a través de la observacion con anticuerpos contra la proteina SENP7 asi como
contra FLAG, la cual se acompafi de la aparicion de bandas procedentes de la degradacion de
la proteina SENP7. Se sefialan dichas bandas con puntas de flechas de color blanco. La
concentracion de caspasa 1 en las muestras que se trataron con dicha enzima fue de 0,5 U/ug
de proteinas. Fueron afiadidos 20 pg de proteina total en cada carril.

6.6 El factor de transcripcion OCT4 es deSUMOilado en OGD por la SUMOproteasa
SENP7

Una de las proteinas identificadas en la protedmica previamente descrita fue el factor
de transcripcion OCT4, previamente descrito en la introduccion. Aungue existen evidencias de
la SUMOilacion de OCT4 por SUMOL, hasta este trabajo no se tenian evidencias de su
SUMOilacion por SUMO2. En experimentos de Western blot con el anticuerpo contra OCT4
tanto en extractos de células de la linea A5 como en los precipitados, mostrandose al menos 3
bandas cuyo peso molecular equivalia a modificaciones por la union de 1, 2 y 3 moléculas de
SUMO?2, respectivamente (Figura 29). Tal y como se ha descrito en la introduccién, SENP7
es, junto a SENP6, la SUMOproteasa que mayor actividad presenta frente a cadenas de
poliSUMO, aunque también se ha descrito actividad frente a monémeros de SUMO2 (Nayak
& Miiller, 2014). Ademas de ello, existen evidencias de que tanto OCT4 como SENP7 se hallan
ubicadas en lugares similares en el interior nuclear, ya que ambas poseen dominios de unién a
HP1 (Zaidan et al., 2018), por lo que se comprobd si ambas podrian estar relacionadas
realizando transfecciones de los vectores de expresion de la proteina SENP7 en células sujetas
a OGD, condicidn en la que previamente se demostr6é la SUMOilacién por SUMO2 de OCT4
mediante el estudio protedmico. Los resultados se muestran en la Figura 48. Mientras que en
las condiciones de normoxia no se observo OCT4 SUMOQilado, en OGD se observaron 3 bandas
correspondientes a SUMO-OCT4 que se reducen completamente en las transfecciones de la
proteina SENP7.
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Figura 48. SENP7 actia como SUMOproteasa de SUMO2-OCT4. Se muestra el resultado
de experimentos de Western blot de extractos de células P19 tras la transfeccién con
lipofectamina de un plasmido control (C) y un plasmido del vector de expresion de la proteina
SENP7 (S7). Las células se mantuvieron 24 h en medio con lipofectamina y posteriormente
fueron expuestas a 2,5h de OGD (OGD) o bien se mantuvieron en condiciones de normoxia
durante 2,5 h (Control). Los experimentos de Western blot se realizaron con anticuerpos frente
al epitopo FLAG (A), OCT4 (B, exposicion breve, y C, exposicion prolongada) y frente a -
tubulina (D). Se observo una reduccion completa de las bandas correspondientes a OCT4
modificado por SUMO?2 en las células tratadas con OGD en las que se sobreexpres6 SENP7.
Fueron afadidos 20 pg de proteina total en cada carril.

Para comprobar con mayor especificidad la actividad de SENP7 sobre OCT4 se
realizaron transfecciones de moléculas sShARN contra la proteina SENP7 en condiciones de
OGD y de ROGD. Los resultados se muestran en la Figura 49. Se observé como las bandas
correspondientes a SUMO2-OCT4 disminuyeron en condicion de ROGD debido
probablemente a la actuacion de la proteina SENP7, ya que en los extractos de células
transfectadas con la molécula shARN especifica frente a SENP7 se continu6 observando la
presencia de bandas correspondientes a SUMO2-OCT4 en ROGD.
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Figura 49. SENP7 actia como SUMOproteasa de SUMO2-OCT4. Se muestra el resultado
de experimentos de Western blot con extractos de células P19 tras la transfeccion con
lipofectamina de una molécula shARN control (shC) y de la molécula shARN contra la proteina
SENP7 (shS7). Las células se mantuvieron 24 h en medio con lipofectamina y posteriormente
se mantuvieron 24 h en reposo. Seguidamente, las células fueron expuestas a 2,5h de OGD
(OGD) ya 2,5 hde ROGD tras 2,5 h de OGD (ROGD). Los experimentos de Western blot se
realizaron con anticuerpos frente a OCT4 (A, exposicion breve, y B, exposicion prolongada) y
frente a a-tubulina (C). Se observd una reduccion completa de las bandas correspondientes a
OCT4 modificado por SUMO2 en las células tratadas con ROGD, mientras que estas no
desaparecieron en las transfecciones de las moléculas ShARN contra SENP7. Fueron afiadidos
20 ug de proteina total en cada carril.

6.7 Analisis de viabilidad celular y de expresidn de genes del ciclo de SUMOilacion en
condiciones de estrés diferentes a OGD

Tal y como se comentd en la introduccidn, los eventos ocurrentes durante la isquemia
cerebral se han mimetizado en laboratorio bajo diferentes procesos, como por ejemplo
utilizando el compuesto quimico CoClz, que ha demostrado mimetizar las condiciones de
hipoxia en la célula (Jones & Bergeron, 2001) o con el veneno arsenito, utilizado como agente
productor de estrés oxidativo para mimetizar el aumento de estrés oxidativo causado en la
isquemia (Castillo & Rodriguez, 2004; Valko et al., 2007; Yang, Sheng, Warner, et al., 2008).
Asi mismo se ha comentado previamente que altas temperaturas provocan masivos aumentos
en los niveles de SUMOilacion de proteinas (Saitoh & Hinchey, 2000). Es por todo ello por lo
que en este capitulo se propuso estudiar los niveles de SUMOQilacion de proteinas asi como la

regulacion de los genes de diferentes ligasas y proteasas de SUMO frente a CoCl» y otros
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tratamientos para mimetizar las condiciones de hipoxia (DMOG vy transfecciones de HIF1a),

arsenito y elevadas temperaturas.

6.7.1 Estudios con CoCl:
6.7.1.1 Estudio del nivel de SUMOilacién de proteinas en tratamientos con CoCl:

Los niveles de proteinas SUMOiladas por SUMO?2 se visualizaron por Western blot a
través del anticuerpo anti-SUMO2. Se observo un incremento desde los 30 min de tratamiento
de CoClz. Conforme aumento el tiempo de exposicion a CoCl, a 2.5 h aparecieron nuevas
proteinas SUMOiladas. Una vez pasadas 2.5 h se procedié al lavado con PBS de las células
P19 adheridas a la placa de Petri. Una vez lavadas, se procedié a anadir medio a-MEM sin
CoCly. El resultado fue una disminucion del namero total de proteinas SUMOiladas asi como
una disminucion de los niveles de SUMOQilacion de las proteinas aun SUMOiladas (Figura
50).
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Figura 50. Los niveles de SUMOilacién de proteinas aumentan por el tratamiento con
CoCl2 en células P19. Se muestra el resultado de experimentos de Western blot con
anticuerpos contra SUMO2 en células P19 tratadas con CoCl,. Se observé un aumento
significativo de los niveles de SUMOilacion conforme aumento el tiempo de exposicion a
CoCl; con respecto al control (C). Una vez retirado el CoCl; los niveles de SUMOilacién se
redujeron, aunque no se recuperaron los niveles basales del control. El tratamiento con CoCl»
se llevd a cabo afiadiendo dicho compuesto al medio de cultivo a una concentracion final de
150 pM. Fueron afiadidos 15 ug de proteina total en cada carril.
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6.7.1.2 Caracterizacion mediante qPCR del patron de expresion de ligasas de SUMO
en respuesta a CoCl:

Tal y como se comentd en la introduccidn, las proteinas PIAS constituyen un tipo de
ligasas de SUMO. Debido a que la SUMOilacion esté involucrada en la regulacion de diversos
procesos bioldgicos, el aumento masivo de SUMOilacion post-isquémica en respuesta a CoCl
también puede ser de utilidad en la definicion de los efectos en células expuestas a isquemia
transitoria. Se ha estudiado que este aumento de SUMOilacidn es consecuencia en parte de un
aumento del nivel de proteinas PIAS en algunos tipos celulares (Cai et al., 2010). Sin embargo,
no se ha llevado a cabo este estudio para los 4 tipos de ligasas y para las células P19 y se
desconoce cdmo se regula el nivel de dichas proteinas a lo largo del tiempo. Es por ello
interesante conocer los niveles de expresion de los genes de las diferentes proteinas ligasas a
diferentes tiempos en respuesta al tratamiento con CoCl. en células P19. En la Figura 51 se
representa como los niveles relativos de expresion de los genes Pias fluctuaron a lo largo del
tiempo debido al tratamiento con CoCl; en células P19 determinados mediante qPCR a partir
de ADNCc obtenido por retrotranscripcion de ARN total de dichas células. Los niveles de
expresion se normalizaron con respecto al nivel de expresion del gen Gapdh. Se tomaron
muestras tras tratamientos prolongados durante 0,5 h, 2,5 h y 8 h. Observando los niveles de
ARNmM de ligasas PIAS bajo las condiciones mencionadas, se diferenciaron dos tipos de
respuesta. En primer lugar, para los genes de las proteinas ligasas PIAS1 y 3 no se observaron
diferencias significativas en la cuantificacion de ARNm. Sin embargo, para el caso de los genes
de las proteinas ligasas PIAS2 y 4 si se observo un claro aumento de ARNm en el primer punto
analizado a las 0,5 h. Este aumento perdurd poco en el tiempo en el caso de Pias2, volviendo
a los niveles de ARNm del control a las 2,5 h. Sin embargo, en el caso de Pias4, el aumento de
ARNmM de dicho gen sigui6 siendo significativo tras 8 h, aunque disminuy6 considerablemente
con respecto al punto analizado a las 0,5 h. Se observo, por tanto, una clara respuesta diferencial
para el tratamiento de hipoxia con CoCl2 entre los diferentes genes de las proteinas PIAS, lo
cual podria mostrarnos como pueden estar especializadas en la respuesta a diferentes tipos de

estres (Figura 51).
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Figura 51. Los niveles de ARNm de los genes de las ligasas de SUMO PIAS2 y PIAS4
aumentan debido al tratamiento con CoClz en células P19. Niveles relativos de expresion
de los genes Pias determinados mediante PCR en tiempo real a partir de ADNc obtenido por
retrotranscripcion de ARN total de células P19. Los niveles de expresion se normalizaron con
respecto al nivel de expresién del gen Gapdh. Se tomaron muestras tras tratamientos
prolongados durante 0,5 h, 2,5 h y 8 h. Los asteriscos representan diferencias significativas
respecto al control. El tratamiento con CoCl> se llevo a cabo afiadiendo dicho compuesto al
medio de cultivo a una concentracion final de 150 uM. Las diferencias significativas (valor p
< 0,05) se calcularon mediante andlisis de varianza de un factor (ANOVA) seguido del post-
test Bonferroni.

6.7.2 Estudios con arsenito

6.7.2.1 Estudio de la muerte celular tras la exposicion a arsenito a diferentes tiempos

Otro aspecto clave a estudiar en nuestra linea de investigacion es el papel que pueden
tener los restos citotoxicos celulares que acttan en el infarto neuronal junto con los procesos
de hipoxia y falta de glucosa. Dichos restos celulares causan, en parte, estrés oxidativo, el cual
ya se ha comprobado que provoca un aumento en los niveles de SUMOQilacién de proteinas
celulares (Yang, Sheng, Warner, et al., 2008). Se estudié a través de citometria de flujo la
supervivencia celular en células P19 tras tratamientos con arsenito, un veneno que causa estrés
oxidativo. No se produjo una muerte celular significativa hasta las 3 h de exposicion a arsenito,
en la que la muerte alcanzo cotas de entre el 20-30 %. Tras 6 h de exposicion al veneno la
muerte celular llegd a niveles de entre el 60 y 70 % (Figura 52). Los resultados indicaron una
clara disminucién de la supervivencia celular, corroborando la hip6tesis de partida, por lo que

es interesante estudiar la regulacion de la SUMOQilacion en dichas condiciones.
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Figura 52. Analisis de apoptosis tardia y necrosis inducida en células P19 por arsenito.
Cultivos de células P19 se trataron con arsenito y las células se analizaron mediante citometria
de flujo para determinar el tanto por ciento de incorporacién de IP (consistente en el nimero
total de células apoptdticas tardias y necroticas). El tratamiento con arsenito se llevo a cabo
afiadiendo dicho compuesto al medio de cultivo a una concentracion final de 100 pM. Los
asteriscos representan diferencias significativas respecto al control. Las letras A y B
representan grupos significativamente distintos entre si. Las diferencias significativas (valor p
< 0,05) se calcularon mediante analisis de varianza de un factor (ANOVA) seguido del post-
test Bonferroni.

6.7.2.2 Caracterizacion mediante qPCR del patron de expresion de ligasas de SUMO
en respuesta a arsenito

El aumento masivo de SUMOilacion post-isquémica observado en respuesta a arsenito
(YYang, Sheng, Homi, et al., 2008) también puede desempefiar un papel critico en la respuesta
final de las neuronas expuestas a isquemia transitoria, ya que durante este proceso se producen
a parte de hipoxia y bajada de glucosa, ciertas sustancias citotdxicas, tales como agentes
oxidantes, como lo es el arsenito (Valko et al., 2007). Todavia no se ha estudiado cual es el
mecanismo molecular por el cual se da este aumento de los niveles de SUMOilacion en
respuesta a arsenito. Es por ello interesante conocer los niveles de expresion de los genes de
las diferentes proteinas ligasas en la célula a diferentes tiempos en respuesta al tratamiento con
arsenito en células P19. En la Figura 53 se representa como fluctuaron a lo largo del tiempo
debido al tratamiento del veneno arsenito en células P19 los niveles relativos de expresion de
los genes Pias determinados mediante PCR en tiempo real a partir de ADNc obtenido por

retrotranscripcion de ARN total de dichas células. Los niveles de expresidn se normalizaron
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con respecto al nivel de expresion del gen Gapdh. Se tomaron muestras tras tratamientos
prolongados durante 0,5 h, 5 h y tras un tratamiento de 0,5 h mas una vuelta a condiciones
normales de cultivo durante 24 h. Observando los niveles de ARNm de ligasas PIAS bajo las
condiciones mencionadas, se pudo diferenciar dos tipos de respuesta, al igual que en el
tratamiento con CoClz. En primer lugar, para el gen de la proteina ligasa PIAS1 no se
observaron diferencias significativas en la cuantificacion de ARNm. Sin embargo, para el caso
de los genes de las proteinas ligasas PIAS2 y 4 si se observo un claro aumento de ARN, en el
primer punto analizado, a las 0,5 h. Este aumento disminuy6 en el tiempo estudiado, hasta las
5 h de tratamiento. Al igual que en el caso del estudio realizado con el compuesto CoCly, se
observo una clara respuesta diferencial entre los genes de las diferentes proteinas PIAS, lo cual
podria mostrarnos coémo pueden estar especializadas en la respuesta a diferentes tipos de estrés.
En este estudio se analizaron también los niveles de ARNm de los genes de las proteinas ligasas
PIAS después de un condicionamiento, tratando las células durante 30 min con arsenito y
observando los niveles de expresion 24 h después de haber retirado el veneno. En estas
muestras no se observaron diferencias significas con respecto a la muestra control. Por lo tanto,
el aumento de ARNm de proteinas PIAS no se mantuvo después de retirar el veneno tras 0,5 h

de tratamiento (Figura 53).

12

) I

(o]

B*

Niveles relativos
D

4 *

N

-
— gk - _ _
) in ii LHE &
PIAS 1 PIAS 2 PIAS 3 PIAS 4

Control m05h m5h m05h+24h

Figura 53. Los niveles de ARNm de las ligasas de SUMO PIAS2 y PIAS4 aumentan al
tratar con arsenito células P19. Niveles relativos de expresion de los genes Pias determinados
mediante PCR en tiempo real a partir de ADNc obtenido por retrotranscripcion de ARN total
de células P19. Los niveles de expresion se normalizaron con respecto al nivel de expresion
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del gen Gapdh. Se tomaron muestras tras tratamientos prolongados durante 30 min, 5 h y tras
un tratamiento de 30 min mas una vuelta a condiciones normales durante 24 h. Los asteriscos
representan diferencias significativas respecto al control. Las diferencias significativas (valor
p < 0,05) se calcularon mediante analisis de varianza de un factor (ANOVA) seguido del post-
test Bonferroni.

6.7.3 Caracterizacion mediante gPCR del patrdén de expresion del gen de la proteasa
de SUMO SENP7 en respuesta a condiciones de estrés diferentes a OGD

Se procedio al estudio de los niveles de expresion del gen de la SUMOproteasa SENP7
en diferentes condiciones de estrés en los que se ha observado un aumento de los niveles de
SUMOilacion segun la bibliografia. Dichos tratamientos fueron la administracion de
dimetiloxalilglicina (DMOG), transfeccion de HIF 1q, tratamiento con el compuesto mimético
CoCly, OD (del inglés, Oxygen Deprivation), GD (del inglés, Glucose Deprivation), exposicion
al veneno arsenito asi como a temperaturas elevadas (42° C). ElI compuesto DMOG es una
sustancia utilizada habitualmente en ensayos como mimético quimico de la hipoxia al producir
la inhibicién de las prolilhidroxilasas dando lugar, por ello, a la estabilizacion de HIF1a en
normoxia (Jaakkola et al., 2001). Los resultados se muestran en las Figuras 54 y 55. Se

observaron descensos en los niveles de expresion en todos los tratamientos realizados.
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Figura 54. Regulacion del gen Senp7 en respuesta a distintas condiciones de estrés. Niveles
de expresion del gen de la SUMOproteasa SENP7 determinados mediante gPCR bajo
diferentes tratamientos en células P19. Los tratamientos administrados fueron exposicion a
DMOG, sobreexpresion del mutante no degradable de HIF1a, tratamiento con el compuesto
mimeético CoClz, OD (del inglés, Oxygen Deprivation) y GD (del inglés, Glucose Deprivation).
Los niveles de expresion se normalizaron con respecto al nivel de expresion del gen RpLpO.
Los tratamientos tuvieron una duracion de 2,5 h excepto en el caso de la sobreexpresion de
HIFla, que dur0 6 h. Las letras representan grupos de tratamientos diferentes
significativamente entre si, de forma que en los tratamientos realizados mediante la exposicion
a DMOG, la sobreexpresion de HIFla, la exposicion a CoClz, OD y GD se obtuvo una
disminucion significativamente similar con respecto al control de los niveles de expresion del
gen de la SUMOproteasa SENP7 (grupo B). Por otra parte, en los tratamientos realizados
mediante la exposicion a OD, GD y la combinaciéon de DMOG + GD se obtuvo una
disminucion con respecto al control de los niveles de expresién del gen de SENP7
significativamente similar (grupo C). El tratamiento que alterd los niveles de expresion del gen
de SENP7 de forma maés drastica fue OGD, siendo los niveles de expresion del gen de SENP7
significativamente menores respecto a todos los tratamientos estudiados (grupo D). El
tratamiento con CoCl> se llevo a cabo afiadiendo dicho compuesto al medio de cultivo a una
concentracion final de 150 pM. El tratamiento con DMOG se llevd a cabo afiadiendo dicho
compuesto al medio de cultivo a una concentracion final de 100 uM. Las diferencias
significativas (valor p < 0,05) se calcularon mediante analisis de varianza de un factor
(ANOVA) seguido del post-test Bonferroni.
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Figura 55. Regulacion del gen de la proteasa SENP7 por choque térmico y arsenito.
Niveles de expresion del gen de la SUMOproteasa SENP7 determinados mediante qPCR bajo
diferentes tratamientos en células P19. Los tratamientos administrados fueron exposicion a 42°
C y al veneno arsenito. Los niveles de expresion se normalizaron con respecto al nivel de
expresion del gen RpLp0. Los tratamientos tuvieron una duracién de 1 h y 2,5 h, asi como un
periodo de recuperacion de 1y 2,5 h. Las letras representan grupos de tratamientos diferentes
significativamente entre si. En la figura A se aprecia que la exposicion de células a una
temperatura de 42° C durante 1 h provocd una disminucion significativa de los niveles de
expresion de Senp7 con respecto al control, la cual disminuyd ain mas tras la prolongacion de
dicha exposicion a 2,5 h. Dicha disminucion permanecio inalterable en el periodo de
recuperacion estudiado (grupo C). En la figura B se aprecia que la exposicion de células al
compuesto arsenito durante 1 h no alterd los niveles de expresion de Senp7 significativamente
(A). Al aumentar el tiempo de exposicion a arsenito a 2,5 h se obtuvieron valores
significativamente menores de expresion del gen de SENP7 (B). Interesantemente, en los
periodos de recuperacion los niveles de expresion no se recuperaron, sino que continuaron
descendiendo significativamente (C y D). El tratamiento con arsenito se llevo a cabo afiadiendo
dicho compuesto al medio de cultivo a una concentracion final de 100 pM. Las diferencias
significativas (valor p < 0,05) se calcularon mediante analisis de varianza de un factor
(ANOVA) seguido del post-test Bonferroni.

6.8 Analisis de la expresion de los genes de las SUMOproteasas SENP3 y SENP7 en
cancer colorrectal
Existen diferentes recursos online disponibles para consultar la frecuencia de
alteraciones genéticas en muestras de pacientes con cancer. Estos recursos constituyen una
enorme fuente de informacion tanto en el campo de la medicina como en el de la biologia
molecular. Algunos de los recursos mas notables son cBioportal, el cual integra informacion

procedente de The Cancer Genome Atlas (TCGA) asi como de otras bases de datos (Cerami et
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al., 2012; Gao et al., 2013) y Oncomine (Rhodes et al., 2004, 2007). Ambos recogen

informacidn de maltiples experimentos de expresion de ARNm mediante microarrays.

Las técnicas de cuantificacion de ADN a grandes escalas recientemente desarrolladas
en los ltimos afios han permitido hallar la existencia de numerosos polimorfismos tales como
inversiones, cambios de un solo nucle6tido, variaciones en secuencias repetitivas, deleciones,
duplicaciones y reordenamientos complejos al realizar comparaciones con un genoma de
referencia, llamados conjuntamente variaciones en el nimero de copias (CNVS, por sus siglas
en inglés, Copy Number Variations) (Shlien & Malkin, 2009). Dichas CNV abarcan
especificamente regiones de méas de 1 kb en las cuales se han detectado diferencias en el nimero
de copias en la comparacion entre dos 0 mas genomas (Feuk, Carson & Scherer, 2006). Las
variaciones en el numero de copias del ADN constituyen un importante componente de
variacion genética y su estudio puede aportar datos significativos en el entendimiento de
multitud de procesos que ocurren en biologia, incluido el comportamiento del cancer (Shlien
& Malkin, 2009). La base de datos cBioportal recoge las variaciones en el nimero de copias
halladas a través de andlisis del nimero de copias con los algoritmos GISTIC o RAE de la
siguiente manera: “+2” como un nivel alto de amplificacion, “+1” como un nivel de ganancia
leve, “0” como un nivel diploide, “-1” como una pérdida poco acentuada, posiblemente debida
a una delecion heterocigota, y “-2” como una pérdida pronunciada, posiblemente debida a una
delecion homocigota. Se encontr6 que en dicha base de datos, en el total de 54.483 muestras
de tumores recogidas a lo largo de decenas de afios procedentes de diferentes pacientes, existen
importantes diferencias entre las SUMOproteasas SENP3 y SENP7. En ambos casos, la
mayoria de las muestras analizadas no presentan variaciones en el nimero de copias. Sin
embargo, si analizamos la tendencia al alza o a la baja en ambas SUMOproteasas, dichas
tendencias son contrarias. Cuando existen variaciones en el nimero de copias de Senp7 estas
suelen ser de ganancia en dicho nimero, dado que existen 366 muestras en las que se ha
producido una variacion de +2 frente a 40 muestras en las que se ha producido una variacién
de - 2. Es decir, en las muestras en las que existen variaciones de +2 y -2 en el nimero de
copias de Senp7 existe un 90,1 % de muestras en las que se produce una amplificacion de los
niveles del gen de dicha proteasa mientras que se produce una disminucion de este en tan solo
un 9,9 % de las muestras. Asi mismo, existen 5.970 muestras en las que se ha producido una
variacion de +1 frente a 3.113 en las que se produce una variacion de -1, por lo que en el total
de muestras de cancer se detecta una variacion positiva en el nimero de copias de Senp7. Por

el contrario, cuando existen variaciones en el nimero de copias de Senp3 estas suelen ser de
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disminucion en dicho nimero, dado que existen 306 muestras en las que se ha producido una
variacion de - 2 frente a 58 muestras en las que se ha producido una variacion de + 2. Asi
mismo existen 10.807 muestras en las que se ha producido una variacion de -1 frente a 1.975
en las que se produce una variacion de +1. Es decir, en las muestras en las que existen
variaciones en el numero de copias de Senp3 existe un 85 % de muestras en las que se produce
una disminucion de los niveles de dicho gen mientras que se produce una amplificacion de este
en un 15 % de las muestras (Figura 56). Dichos datos apuntan a que SENP7 tendria una
participacion positiva en los procesos de deriva de las células del organismo hacia cancer, dado
gue se encuentra un mayor nimero de copias del gen de dicha proteasa en las muestras extraidas
de mdltiples canceres, mientras que, por el contrario, SENP3 tendria una participacion negativa
en los procesos de deriva de las células del organismo hacia cancer dado que la gran mayoria
de muestras cancerigenas presentan una disminucion en los niveles del gen de esta

SUMOproteasa con respecto a tejidos no cancerosos.

Si analizamos las alteraciones que se producen en los genes de ambas proteinas en los
diferentes tipos de cancer de la base de datos cBioportal, encontramos, en correlacion con los
datos anteriormente expuestos, resultados opuestos entre las SUMOproteasas SENP3 vy
SENP7. Mientras que en el caso de Senp3 observamos una mayor frecuencia de deleciones
frente a amplificaciones, en el caso de Senp7 observamos una mayor frecuencia de

amplificaciones frente a deleciones (Figuras 57 y 58).
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Figura 56. Analisis de la variacion en el nimero de copias de los genes de las
SUMOproteasas SENP3 y SENP7 en un total de 54.483 muestras existentes en la base de
datos cBioportal. Se sefialan las variaciones en el nimero de copias segun la numeracién “+2”
como un nivel alto de amplificacion, “+1” como un nivel de ganancia leve, “0” como un nivel
diploide, “-1” como una pérdida poco acentuada, posiblemente debida a una delecion
heterocigota, y “-2” como una pérdida pronunciada, posiblemente debida a una delecion
homocigota. Se observo un mayor nimero de pacientes en los que existia una variacion positiva
para el caso de SENP7 y una variacion negativa para el caso de SENP3.
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Figura 57. Frecuencia de alteraciones del gen de la SUMOproteasa SENP3 en los
diferentes tipos de cancer de la base de datos cBioportal. Se muestran solo los canceres en
los que la frecuencia de alteracion en el gen de SENP3 es mayor. Se observa que la mayoria de
canceres poseen, sobre todo, variaciones de deleciones y mutaciones puntuales. En la barra
inferior se muestra el total de muestras en las que se detectd alguna mutacion en el gen de
SENP3. En dicha barra se observa que en la gran mayoria de casos la mutacion detectada es de
delecion.
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Figura 58. Frecuencia de alteraciones del gen de la SUMOproteasa SENP7 en los
diferentes tipos de cancer de la base de datos cBioportal. Se muestran solo los canceres en
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los que la frecuencia de alteracion en el gen de SENP7 es mayor. Se observa que la mayoria de
canceres poseen, sobre todo, variaciones de amplificaciones y mutaciones puntuales. En la
barra inferior se muestra el total de muestras en las que se detect6 alguna mutacion en el gen
de SENP7. En dicha barra se observa que en una gran proporcién de casos la mutacion
detectada es de amplificacion.

Para estudiar la hipotesis de si el aumento de la proteina SENP7 pudiera promover la
tumorigénesis y, al contrario, el aumento de la proteina SENP3 pudiera inhibirla, se realizé un
analisis con la informacidn de la base de datos Oncomine para estudiar los niveles de ARNm
de varios tumores frente a los niveles de muestras no tumorales. Se observaron 5 tumores en
los que se produjo un aumento de los niveles de expresion de Senp7 y un descenso de los
niveles de expresion de Senp3 de al menos 1,5 veces y con un valor p menor de 0,05. Los
resultados se encuentran en la Figura 59 y en la Tabla 9. Se encontrd un nivel de expresion de
Senp7 mayor y de Senp3 menor en comparacion con los niveles de expresion de muestras de
pacientes sanos en los siguientes tumores: melanoma cutaneo, oligodendroglioma anaplasico,

glioblastoma, leucemia linfobléstica aguda de células T y carcinoma de mama invasivo.
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Figura 59. Cambios en los niveles de expresion de los genes de las SUMOproteasas SENP3
y SENP7 en muestras de distintos canceres humanos con respecto a los niveles de
expresion de dichos genes en tejidos de pacientes sanos. Se observd un aumento de los
niveles de expresion de Senp7 en los tumores melanoma cutaneo, oligodendroglioma
anaplasico, glioblastoma, leucemia linfoblastica aguda de células T y carcinoma de mama
invasivo. En todos los casos se observaron niveles inferiores de expresion de Senp3 a los de las
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muestras de tejidos sanos. Los datos relativos al valor p ademas de informacion adicional se
encuentran en la Tabla 9.

Tabla 9. Cambios en los niveles de expresion de los genes de las SUMOproteasas SENP3
y SENP7 en muestras de distintos canceres humanos con respecto a los niveles de
expresion de dichos genes en tejidos de pacientes sanos. Se detalla el nivel de cambio, valor
p, t-Test, N° de muestras asi como la fuente de los datos analizados.

Melanoma cutaneo  Oligodendroglioma Glioblastoma Leucemia Carcinoma de

anaplasico linfoblastica aguda mama invasivo

de células T

Senp Senp3 Senp7 Senp3 Senp7 Senp3 Senp7 Senp3 Senp7 Senp3 Senp7
Cambio -1.635 1.542 -1.635 2.338 -1.539 1.870 -1.571 1.590 -6.733 2.857
valor p 0.01 0.038 0.007 0.006 6.33E-4 | 3.79E-5 0.006 2.94E- 7.72E- 1.11E-7

29 20
t-Test -2.877 1.944 -3.274 5.321 -5.021 6.078 -3.936 12.951 -19.956 10.362
N° de 70 54 54 2.096 59
muestras
Articulo (Talantov et al., (Bredel et al., 2005) (Bredel et al., 2005) (Haferlach et al., (Finak et al., 2008)
2005) 2010)

Asi mismo, se realizd un analisis para comparar la supervivencia media de pacientes
con adenocarcinoma colorrectal registrados en la base de datos cBioportal. Dicho andlisis se
realiz6 teniendo en cuenta un total de 372 muestras de diferentes pacientes ya que estos fueron
todos los pacientes de los cuales se disponia de datos de supervivencia y, a su vez, de analisis
de ARNm. Para el analisis de supervivencia se utilizaron curvas de supervivencia con el
método de Kaplan-Meier comparadas mediante el test del Log-Rango (Mantel-Cox). Cabe
sefialar que durante el periodo de tiempo de los diferentes estudios de cancer colorrectal de la
base de datos cBioportal, el seguimiento de los pacientes es individual, pudiendo ocurrir que
éste fallezca, continle con vida en la fecha de finalizacion del estudio o se pierda el contacto
con él en un instante determinado. Las dos ultimas situaciones se representan en los graficos
de Kaplan-Meier como datos censurados. Los resultados se muestran en las Figuras 60-63. En
primer lugar, cabe destacar la diferencia en la supervivencia de los pacientes que poseen los
niveles de expresion mas elevados del gen de la SUMOproteasa SENP7 (cuartil 4) con respecto
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a los pacientes que poseen los niveles de expresion mas disminuidos de dicha proteasa (cuartil
1) (Figura 60). En aquellos que poseen un mayor nivel de expresion de Senp7 (cuartil 4) la
supervivencia fue menor que en el resto de los pacientes (Figura 61). Ocurrié lo contrario en
el anélisis de supervivencia segun los niveles de expresion de Senp3, en los que el nivel de
supervivencia fue mayor en aquellos pacientes que presentaron una mayor expresion de Senp3
(Percentil P79) (Figura 62). Si analizamos los datos de Senp3 y Senp7 conjuntamente
observamos que se produjo un efecto todavia mas acentuado entre los pacientes. Se
diferenciaron los grupos con niveles de expresion superior o inferior segin dichos pacientes
presentaban niveles de expresion de las SUMOproteasas mayores al Percentil 65 0 menores
del Percentil 35 respectivamente. En el grupo de pacientes que poseian una expresion de Senp3
superior 'y una expresion de Senp7 inferior los niveles de supervivencia fueron
significativamente mayores a los que presentaron niveles de expresion inversa (Figura 63).
Interesantemente, la supervivencia de los pacientes que presentaron niveles superiores de
Senp3 e inferiores de Senp7 es de alrededor del 80 %, mientras que la supervivencia es de
aproximadamente un 20 % en aquellos pacientes con niveles superiores de Senp7 e inferiores

de Senp3.
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Comparaciones globales
Chi-cuadrado gl Sig

Log Rank (Mantel-Cox) 8,074 3 044

Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para los
distintos niveles de SENP7.

Funciones de supervivencia

1.0 SENP7
' |_SENP7 Cuartil 1
ISENP7 Cuartil 2
SENP7 Cuartil 3
- 1SENP7 Cuartil 4
= 4. SENP7 Cuartil 1-
08 censurado
- SENP7 Cuartil 2-
T censurado
5 SENP7 Cuartil 3-
2 , —y : : censurado
e SENP7 Cuartil 4-
- 06 censurado
o
8
o
o
& el o
z '
@ —
o
3
w
0,24
0,04

I 1 1 1 1 1 1 T
,000 20,000 40000 60,000 80,000 100,000 120,000 140,000

Meses

Figura 60. El aumento en los niveles de expresidn de Senp7 se correlaciona con una menor
supervivencia en pacientes con cancer colorrectal. Representacion grafica de Kaplan-Meier
para el analisis de las diferencias en supervivencia de pacientes con distintos niveles de
expresion del gen de la proteina SENP7. Se diferenciaron 4 tipos de paciente segun el cuartil
al que pertenecian de forma que en el cuartil 1 se agruparon los pacientes cuyas muestras
presentaron niveles de expresion de Senp7 dentro del cuartil 1 del total de datos de niveles de
expresion de Senp7, y asi para el resto de los cuartiles.
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Comparaciones globales
Chi-cuadrado gl Sig

Log Rank (Mantel-Cox) 7,855 1 005

Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para los
distintos niveles de SENP7.
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Figura 61. El aumento en los niveles de expresidon de Senp7 se correlaciona con una menor
supervivencia en pacientes con cancer colorrectal. Representacion grafica de Kaplan-Meier
para el analisis de las diferencias en supervivencia de pacientes con distintos niveles de
expresion del gen de la proteina SENP7. Se diferenciron dos grupos de pacientes segun los
niveles de expresion de Senp7. En el cuartil 4 se agruparon los pacientes cuyas muestras
presentaron niveles de expresion de Senp7 dentro del cuartil 4 del total de datos de niveles de
expresion de Senp7. En el grupo “Resto” se agrupd al resto de pacientes. Se observaron niveles
significativos de descenso de la supervivencia en aquellos pacientes que presentaron un nivel
superior de expresion de Senp?7.
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Comparaciones globales

Chi-cuadrado gl Sig

Log Rank (Mantel-Cox) 2,696 1 101

Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para los
distintos niveles de SENP3.

Funciones de supervivencia
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Figura 62. La disminucion de los niveles de expresion de Senp3 se correlaciona con una
menor supervivencia en pacientes con cancer colorrectal. Representacion gréfica de
Kaplan-Meier para el analisis de las diferencias en supervivencia de pacientes con distintos
niveles de expresion del gen de la proteina SENP3. Se diferenciron dos grupos de pacientes
segun los niveles de expresion de Senp3. En el grupo P79 se agruparon los pacientes cuyas
muestras presentaron niveles de expresion de Senp3 entre los percentiles 79 a 100 del total de
datos de niveles de expresion de SENP3. En el grupo “Resto” se agrup6 al resto de pacientes.
Se observd un descenso de la supervivencia en aquellos pacientes que presentaron un nivel
inferior de expresion de Senp3.
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Comparaciones globales
Chi-cuadrado gl Sig

Log Rank (Mantel-Cox) 6,723 1 ,010
Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para los
distintos niveles de SENP3 y SENP7.

Funciones de supervivencia
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Figura 63. Los pacientes de cancer colorrectal con niveles de expresion elevados de Senp7
y disminuidos de Senp3 presentan una menor supervivencia. Representacion grafica de
Kaplan-Meier para el andlisis de las diferencias en supervivencia de pacientes con distintos
niveles de expresion de los genes de las proteinas SENP3 y SENP7. Se diferenciaron 2 tipos
de paciente segin presentaran niveles superiores (1) o inferiores (]) de las diferentes
SUMOproteasas. Se consideraron niveles superiores aquellos pertenecientes a los percentiles
65 a 100 y niveles inferiores aquellos pertenecientes a los percentiles 0 a 35. Se observo un
descenso significativo de los niveles de supervivencia en aquellos pacientes que presentaron
unos niveles de expresion menores de Senp3 y mayores de Senp?7.
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Asi mismo, se investigo si existian diferencias en los niveles de expresion de los genes
de las SUMOproteasas SENP3 y SENP7 en los diferentes estadios de extension del cancer
colorrectal diferenciados segin la American Joint Committee on Cancer (AJCC 2017). Los
diferentes estadios son T1 (extension hasta la submucosa), T2 (extension hasta la muscular
propia), T3 (extension hasta las capas mas externas del colon o del recto pero sin atravesarlas),
T4a (tumor que penetra la superficie del peritoneo visceral) y T4b (tumor que invade
directamente o estd adherido a otros 6rganos o estructuras). Los datos se muestran en la Figura
64 y son los correspondientes a los 363 casos de cancer colorrectal para los que existe en la
actualidad informacién en la base de datos cBioportal acerca de los niveles de extension de
cancer y de niveles de expresion de proteinas. Se observo un aumento progresivo en el nimero
de pacientes con niveles inferiores de expresion del gen de SENP3 y elevados del gen de
SENP7 seglin avanzaban los estadios de extension de cancer colorrectal diferenciados segin la
American Joint Committee on Cancer (AJCC 2017) T1 (37,5 %), T2 (44,4 %), T3 (48,9 %),
T4a (68,8 %) y T4b (71,4 %).
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Figura 64. Relacion entre los niveles de expresion de los genes de las SUMOproteasas
SENP3 y SENP7 y los estadios de extension de cancer colorrectal diferenciados segun la
American Joint Committee on Cancer (AJCC 2017). Representacion gréafica del tanto por
ciento de pacientes con distintos niveles de expresion de los genes de las SUMOproteasas
SENP3 y SENP7 en distintos estacidns de progresion del cancer colorrectal. Se diferenciaron
2 tipos de paciente segun presentaran niveles superiores (1) o inferiores (|) de las diferentes
SUMOproteasas. Se consideraron niveles superiores aquellos pertenecientes a los percentiles
50 a 100 y niveles inferiores aquellos pertenecientes a los percentiles 0 a 50. Se observo un
aumento en el numero de pacientes con niveles inferiores de expresion del gen de SENP3 y
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elevados del gen de SENP7 segun progresaban los estadios de extensidn de cancer colorrectal
diferenciados segun la American Joint Committee on Cancer (AJCC 2017).
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7 Discusion

La isquemia cerebral aguda tiene lugar cuando se produce el descenso de oxigeno y
glucosa en las células del parénquima cerebral por el freno en el torrente sanguineo en una
determinada area del cerebro. El dafio producido en la zona infartada puede provocar, segun la
funcionalidad de esa area cerebral, sintomatologias tan variadas como hemiplejia, afasia o
parélisis facial (Luengo-Fernandez et al., 2013). De hecho, segun datos de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS)), el infarto cerebral es una de las principales causas de discapacidad,
demencia y muerte. La clinica neurologica de dicha enfermedad es muy florida, pudiendo
causar episodios de epilepsia, depresion, etc. (Roger et al., 2011; Thriftet al., 2017). En cuanto
a su tratamiento, se han estudiado multiples agentes farmacol6gicos denominados
neuroprotectores en mas de 1.000 estudios experimentales, muchos de los cuales han resultado
positivos, pese a que practicamente ninguno se ha confirmado en los mas de 400 estudios
clinicos llevados a cabo (Fisher et al., 2009; Alonso de Lecifiana et al., 2014).
Consecuentemente, las guias de practica clinica utilizadas hoy en dia tan solo consideran como
tratamiento farmacoldgico especifico la administracion intravenosa del activador tisular del
plasminogeno (r-TPA). Ademas, dicho tratamiento posee una corta ventana terapéutica ya que
su administracion se debe realizar durante las 4,5 horas siguientes al evento (Hernandez &
Herrera, 2015). EIl tratamiento quirdrgico, en el que se realiza trombectomia mecénica e
implantacion de un stent, todavia no esta indicado para la mayor parte de los pacientes y tan
solo es beneficioso en una minoria de casos. Los deméas tratamientos consisten en cuidados
generales o cerebroproteccion no farmacoldgica (control de presion arterial, glucemia,
gasometria, temperatura, asi como prevencion y deteccidon precoz de las complicaciones)
(Alonso de Lecifiana et al., 2014). Es por todo ello, que desarrollar terapias y farmacos

neuroprotectores son aspectos de enorme interés actual.

En la cascada de dafio en el parénquima cerebral tras un evento isquémico, el primer
componente en actuar es la falta de oxigeno y glucosa, mas aun en el tejido cerebral, ya que en
este se produce uno de los consumos de oxigeno y glucosa mayores de entre todos los sistemas
del organismo y depende casi exclusivamente de la fosforilacion oxidativa, a través del uso de
glucosa, para la produccion de energia. La falta de oxigeno y glucosa provoca un fallo
bioenergénito grave, por lo que se reducen los niveles de ATP disponibles y con ello, de forma
rapida, los canales dependientes de energia que mantienen la despolarizacion de las células

fracasan. Esto provoca despolarizacion en la membrana plasmatica y, con ello, un gran
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incremento de calcio, glutamato y sustancias tdxicas como especies reactivas de oxigeno,
causando un aumento del dafio del tejido neuronal (Brouns & De Deyn, 2009; Bonaventura et
al., 2016). A las pocas horas de dicho evento se produce un incremento en la expresion de
genes proinflamatorios como Nf-kf e interferon B-1b, produciéndose de este modo la
inflamacién (Dirnagl, ladecola & Moskowitz, 1999; Alzheimer, 2012). Posteriormente, se
produce edema debido a la acumulacion de iones y la despolarizacion de células periféricas a
la zona del infarto, cuyos niveles méaximos suelen rondar entre 1 y 2 dias después de dicho
dafio cerebral (Rosenberg et al., 1996; Doshi, Bou-haidar & Delman, 2017). Todos estos
eventos influyen sinérgicamente sobre la aparicion de procesos apoptoticos, los cuales
comienzan desde las primeras horas después del dafio inducido por la isquemia cerebral
(Barone & Feuerstein, 1999; Dirnagl, Simon & Hallenbeck, 2003; Junior et al., 2014) (Figura
65).
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Figura 65. Cascada de eventos dafiinos durante la isquemia focal cerebral. La destruccion
del parénquima del area cerebral en la que tiene lugar un evento isquémico es provocada, en
primer lugar, por la falta de oxigeno y glucosa. Dicho estrés puede ser simulado en condiciones
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de laboratorio a través del uso de condiciones de OGD, tratamiento con CoCl> 0 sobreexpresion
de HIFla. Asi mismo, desde el comienzo de dicho evento tiene lugar la produccién de
sustancias toxicas (representado como s. tdxicas). Dicho estrés puede ser simulado en
condiciones de laboratorio a través del uso de compuestos como el arsenito. Durante las
siguientes horas al evento isquémico se producen los procesos de inflamaciéon y edema. El
papel de la caspasa 1 en la produccion de la inflamacion y apoptosis celular ha sido
ampliamente estudiado y es fundamental. En este trabajo se ha comprobado que el nivel de
expresion del gen de la SUMOproteasa SENP7 se reduce en condiciones de OGD, tratamiento
con CoCly, sobreexpresion de Hiflo asi como tratamiento con arsenito. Ademas, el nivel de
expresion de dicho gen se reduce en condiciones de hipertermia (42° C). Asi mismo, se ha
comprobado que el tratamiento con la enzima caspasa 1 en extractos celulares provoca la
proteolisis de SENP7 reduciendo, probablemente, la actividad de dicha SUMOproteasa sobre
la proteina HP1. Ademas, en este trabajo se ha comprobado que la SUMOproteasa SENP7
posee actividad antiapoptoética, al contrario de los mutantes de SUMOilacion SOX2KR,
PIAS4KR, NAB2KR. Igualmente, se comprob6 que el factor de transcripcion OCT4 es
deSUMOilado por la proteasa SENP7 y que, al contrario que el mutante de SUMOQilacion
OCT4KR vy que el resto de mutantes de SUMOilacion estudiados, OCT4 posee actividad
proapoptotica. Ademas, en el esquema se hace constar que la proteina SENP7 proteolizada por
la accion de la caspasa 1 podria no actuar a modo de candado sobre la proteina HP1. Adaptada
de Barone & Feuerstein, 1999; Dirnagl, ladecola & Moskowitz, 1999; Heiss et al., 1999;
Brouns & De Deyn, 2009; Junior et al., 2014; Rubio, 2014.

En la realizacion de este trabajo hemos utilizado diferentes tratamientos en los que
hemos intentado reproducir condiciones similares a las que las células estarian sufriendo en el
transcurso de un proceso de isquemia, como hipoxia (a través de los tratamientos OGD, OD,
CoCl, DMOG o sobreexpresion de HIF1a), falta de nutrientes (a través de los tratamientos
OGD y GD) o aumento de sustancias tdxicas (a través de tratamientos con arsenito). Con
anterioridad a este trabajo se ha descrito que todos ellos provocan un aumento en los niveles
de SUMOilacion de proteinas. Sin embargo, aln se conoce muy poco acerca de cuales son los
mecanismos moleculares a través de los cuales se producen dichos aumentos, y esto es esencial
si se quiere alterar el proceso con fines terapéuticos. Es por ello que en este trabajo hemos
analizado el nivel de expresion de los genes mas relevantes del ciclo de SUMOilacion, hallando
que, interesantemente, todos los tratamientos realizados provocan una bajada de los niveles de
expresion del gen de la proteina SENP7. En la actualidad existen pocas publicaciones sobre
esta proteina. Al comienzo de este trabajo esperabamos que, al menos a nivel transcripcional,
las proteinas del ciclo de SUMO se alterasen de forma significativa en tratamientos de estrés
que producen incrementos masivos de SUMOQilacion. Sin embargo, apenas existen cambios a
nivel de expresion génica de los componentes de dicho ciclo durante OGD, variando
sustancialmente tan solo la expresion de los genes de las SUMOproteasas SENP5 y SENP7.

Al contrario de lo que esperabamos, el aumento de los niveles de SUMOilacion en OGD no se
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estd produciendo, al menos a nivel transcripcional, por un aumento de la expresion de los genes
de las proteinas ligasas de la familia PIAS, sino por un descenso de la expresion de los genes
de proteasas de SUMO. De todos modos no descartamos el papel de otras ligasas que no hemos

analizado.

Ademas de por el descenso tanto transcripcional como a nivel de proteina de SENP7
observado en OGD, dicha proteina aumenta aiin mas su interés si analizamos los experimentos
de citotoxicidad. El papel de SENP7 es claro, ya que mientras que el aumento artificial de los
niveles de dicha proteasa posee un efecto beneficioso para la supervivencia celular durante
OGD, al utilizar una molécula shARN para disminuir los niveles de SENP7, se produce un
aumento en la muerte celular. Ademas, SENP7 parece tener un papel totalmente antagonista
con la SUMOproteasa SENP3. Cuando comenzamos nuestra investigacion, esperabamos que
las modificaciones de los niveles de SENP7 y SENP3 poseyeran un efecto similar debido a que
ambas actian como SUMOproteasas y a que se ha descrito ampliamente que SUMO presenta,
indiscutiblemente, un papel neuroprotector. Sin embargo, nuestros hallazgos parecen
complicar esta vision, quizas demasiado simplista. Nuestros resultados abogan por un papel
sefializador de SUMO maés que un papel protector. Pese a que globalmente un aumento de
SUMOilacion pueda producir efectos beneficiosos, en este trabajo hemos observado, por el
contrario, que una proteina deSUMOilada especificamente por SENP7, como es OCT4, tendria
un papel proapoptoético en el estado de SUMOilacion. Otro de los ejemplos de la literatura en
los que la SUMOilacién tendria efectos proapopt6ticos seria el hecho de que la SUMOilacion
de HIFla produce la degradacion de dicho factor y con ello la inhibicién de los efectos
protectores frente a isquemia mediados por HIFla. Esta deSUMOilacion es mediada por
SENP1 y se ha descrito en relacion a efectos dafiinos por isquemia en el miocardio (Gu et al.,
2014). Sin duda alguna el conocimiento actual acerca de dianas especificas de SUMO envueltas
en isquemia es altamente limitado y los efectos potenciales individuales que tenga cada una de
las proteinas SUMOiladas dentro del complejo de patologias, como por ejemplo la isquemia

cerebral, son actualmente muy especulativos (Peters, Wielsch & Boltze, 2017).

Por lo tanto, SUMO se presenta como una molécula clave para los mecanismos a través
de los cuales la célula debe valorar entre entrar en el proceso de apoptosis 0 permanecer viva a
pesar de haber sufrido un dafio. Aparte de las numerosos estudios que han demostrado el papel
neuroprotector de SUMO en OGD, existen también multitud de trabajos que indican que la
SUMOilacion de proteinas se induce masivamente por otros tipos de dafio celular, como por
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ejemplo someter a las células a altas temperaturas (Saitoh & Hinchey, 2000). Los miembros de
la familia de proteasas de cisteina no suelen verse afectados por estrés por calor. Sin embargo,
en células Hela se ha demostrado que las SUMOproteasas SENP1, 2, 3y 7 (pero no SENP6)
son particularmente sensibles al estrés térmico, una propiedad que radica mayormente en su
dominio catalitico, por lo que SUMO podria tener un papel fundamental en la adaptacion de
las células a dicho estrés (Pinto et al., 2012). Otros estreses gque se han relacionado con SUMO
son el estrés osmotico, el estrés genotdxico, las roturas de cadena doble del ADN o la falta de
nutrientes (Bekker-Jensen & Mailand, 2011; Eckermann, 2013).

La forma en la que podriamos conocer el papel de SUMO ante cada uno de los estreses
en los que se ha visto su importancia es la realizacion de protedmicas en cada una de estas
condiciones. En este sentido, la protedbmica presentada en este trabajo supone un importante
avance en uno de los estreses en los que se ha estudiado més la funcion de SUMO, la carencia
de oxigeno y glucosa, OGD. También existen otras protedmicas realizadas hasta la fecha para
el estudio de las proteinas SUMOiladas ante otros estreses. Cuando un paciente permanece
durante un estado prolongado conectado a equipos de ventilacion mecénica sufre el proceso
iatrogénico denominado como disfuncion diafragmaética inducida por la ventilacion (DDIV)
(Dot et al., 2017). Dicho proceso es la causa mas importante de fallo en la retirada de la
ventilacién de soporte. Interesantemente, una de las protedmicas realizadas para el estudio de
la SUMOilacion ha sido realizada en modelos de ratas en las que se realizd una ventilacion
mecanica prolongada y un posterior estudio de las proteinas SUMOiladas por espectrometria
de masas, identificandose asi un numero de proteinas cuya SUMOilacion es clave para el
entendimiento de los mecanismos moleculares subyacentes a la DDIV. Este es tan solo un
ejemplo de los estudios a través de la realizacion de protedmicas de SUMO que pueden
realizarse. Un aspecto clave para el analisis de las proteinas SUMOiladas por espectrometria
de masas es la puesta a punto de sistemas eficientes de purificacion de estas. En este sentido,
este trabajo presenta un método novedoso para la purificacion del SUMOiloma utilizando la
proteasa SENP1 en el proceso de elucion. Hemos verificado la eficacia de este método en la
purificacion de proteinas modificadas por SUMOL1 utilizando una linea estable de células P19
que expresa una version etiquetada de SUMOL1 para facilitar su purificacion. SUMO1 orquesta
funciones muy variadas e interesantes en el interior celular, estando implicado en desarrollo
embrionario (Zhang et al., 2008), memoria (Matsuzaki et al., 2015), angiogénesis (Yang et al.,
2013) y un largo etcétera. Muchos de estos procesos no han sido aun estudiados desde un punto

de vista protedmico, y un método novedoso de identificacidn de proteinas SUMOiladas podria
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contribuir a ensanchar el conocimiento acerca de los mecanismos moleculares implicados.
Dicho método podria haberse puesto a punto igualmente para la identificacion de proteinas
modificadas por SUMO?2, pero debido a razones inherentes y dictadas por el establecimiento
de una colaboracion con el grupo del Dr. Vertegaal, se decidio finalmente aplicar otro método

de purificacién mas conveniente para el estudio protedmico realizado.

A pesar de los numerosos precedentes mencionados en la introduccién sugiriendo
fuertemente un papel neuroprotector de la SUMOilacion de proteinas no se ha investigado en
detalle la funcion del incremento generalizado de proteinas SUMOiladas (“SUMOiloma”) en
la célula. Ademas, el conocimiento acerca de la identidad de las proteinas que se SUMOilan
frente a condiciones de isquemia es actualmente escaso. En el afio 2012 se llevd a cabo un
estudio protedmico utilizando la técnica de SILAC y células que sobreexpresaban de forma
estable una version etiquetada de SUMO3 que identificé incrementos de SUMOQilacién en
condiciones de ROGD, y no de OGD, en un total de 22 proteinas (Yang et al., 2012). Debido
a la existencia de esta proteémica, se considera interesante realizar una comparacion de los
resultados obtenidos en esta con los obtenidos en este trabajo. Dicha protedmica presenta
numerosas diferencias con la protedmica realizada en nuestro laboratorio. Las principales

diferencias son las siguientes:

- El tipo de tratamiento:
- Yangetal.: Se someten las células a una OGD de 6 h y posterior re-oxigenacion
de 30 min, por lo gue no se estudian las proteinas SUMOiladas en OGD sino en
ROGD.
- Este trabajo: Estudio del SUMOiloma tras 2.5 h de OGD y 2.5 h de ROGD.
- El medio de tratamiento:
- Yangetal.: Se realiza el tratamiento de OGD utilizando una solucién salina sin
glucosa con 116 mM NaCl, 1.8 mM CaCl,, 0.8 mM MgSOg4, 5.4 mM KCI, 1
mM NaH2POs4, 14.7 mM, NaHCOs y 10 mM HEPES, pH7.4 equilibrada
incubando el medio durante la noche anterior en una camara anoxica con una
mezcla de gas andxica (85 % N2, 10 % Ha, 5 % CO- con paladio catalitico) y
una ROGD en medio completo.
- Este trabajo: Se realizo el tratamiento de OGD con medio cuya Unica diferencia
con el medio control es la ausencia de glucosa y niveles de oxigeno de un 1 %.

- El tipo de células:
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- Yang et al.: Células de neuroblastoma B35, del sistema nervioso central de
Rattus norvegicus (rata parda).

- Este trabajo: Células P19 derivadas de un teratocarcinoma embrionario de Mus
musculus (raton casero) en condiciones de proliferacion y neurodiferenciacion.

- El tipo de estudio protedmico:

- Yang et al.: Marcaje metabdlico mediante isotopos estables — SILAC: en esta
aproximacion se utilizan aminioacidos marcados con is6topos estables que son
incorporados metabolicamente en las proteinas sintetizadas por las células de
forma que el proteoma se marca isotopicamente (Ong et al., 2002). Los cultivos
control son marcados con aminoacidos ligeros mientras que los cultivos
sometidos a la condiciéon “OGD” son incubados con aminoacidos pesados, lo
que permite analizar ambas muestras conjuntamente.

- Este trabajo: No se realiz6 marcaje de proteinas, las muestras fueron analizadas
por separado.

- Método de aislamiento del SUMOiloma:

- Yangetal.: Se realiza con una linea celular con SUMO etiquetado con HA para
poder llevar a cabo el aislamiento del SUMOiloma a través de
inmunoprecipitacion utilizando agarosa con anticuerpos monoclonales anti-HA.

- Este trabajo: Se realiz6 con una linea celular con SUMO etiquetado con
histidina para poder realizar el aislamiento del SUMOiloma a traves de
precipitacion utilizando una matriz para aislamiento de histidinas.

- Molécula de SUMO estudiada:
- Yang et al.: Se utiliza HA-SUMO3.
- Este trabajo: Se utiliz6 His-SUMO?2.

Los resultados de la comparacién del SUMOiloma aislado en ambas protedmicas se
muestran en la Tabla 10 asi como en la Figura 66. En resumen, los resultados de dicha

comparacion fueron los siguientes:

- Comparacion entre proteémica de Yang et al. y células P19 no diferenciadas en OGD:
- 11 proteinas (50 % de las 22 proteinas identificadas en la protedmica de Yang
et al.) no presentaron cambios significativos similares con nuestra protedmica

en condiciones de OGD.
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- 11 proteinas (50 %) varian significativamente de igual forma:
- 10 proteinas (90.9 %) aumentaron sus niveles de SUMOilacion en
ambos casos.
- 1 proteina (9.1 %) disminuyo sus niveles de SUMOQilacién en ambos
casos.
Comparacién entre protedmica de Yang et al. y células P19 no diferenciadas en ROGD:
- No existio ningun cambio significativo similar entre ambas proteémicas.
Comparacion entre protedmica de Yang et al. y células P19 diferenciadas en OGD:
- 18 proteinas (81.8 %) no presentaron cambios significativos similares con
nuestra protedmica en condiciones de OGD.
- 4 proteinas (18.2 %) variaron significativamente de igual forma:
- 4 proteinas (100 %) aumentaron sus niveles de SUMOilacion en ambos
casos.
Comparacidn entre proteémica de Yang et al. y células P19 diferenciadas en ROGD:
- 19 proteinas (86.4 %) no presentaron cambios significativos similares con
nuestra protedmica en condiciones de OGD.
- 3 proteinas (13.6 %) variaron de forma igual significativamente:
- 3 proteinas (100 %) aumentaron sus niveles de SUMOilacion en ambos

Casos.
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Figura 66. Coincidencias entre nuestro analisis protedmico y el descrito por Yang et al.,
2012. Diagrama de Venn resultante de la comparacion de los resultados obtenidos en la
identificacion del SUMOiloma en OGD y ROGD en células P19 con los resultados en la
identificacion del SUMOiloma en ROGD de Yang et al., 2012. Los nimeros representan cada
una de las proteinas identificadas en ambas protedmicas.

Se observé que a pesar de que en la protedmica de Yang et al. se realiza un andlisis en
condiciones de ROGD, curiosamente se encontraron muchas mas proteinas en comun entre las
proteémicas comparandolas con las condiciones de OGD que con las condiciones de ROGD
de nuestra protedmica. Cabe resaltar que en la comparacion entre la protedmica de Yang et al.
y células P19 diferenciadas en ROGD, las 3 proteinas que aumentaron sus niveles de
SUMOilacion en ambos casos con respecto al control mostraron mayores incrementos de
SUMOilacion en el tratamiento OGD. Es por ello por lo que es probable que la coincidencia
no se deba a un aumento de niveles de SUMOilacion en condiciones de ROGD sino a que en
el punto de 2,5 h tras ROGD los niveles de SUMOQilacién no hayan descendido hasta los
encontrados en la condicion control. Por tanto, es posible que dichas proteinas no aumenten
sus niveles de SUMOQilacién especificamente tras ROGD, como se ha publicado.
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Tabla 10. Listado comparativo de las proteinas identificadas en el estudio proteémico de
Yang et al., 2012 y las proteinas identificadas en este trabajo. Lista de proteinas resultante
de la comparacion de los resultados obtenidos en la identificacion del SUMOiloma en
condiciones de OGD y ROGD en ceélulas P19 con los resultados de la identificacion del
SUMOiloma en condiciones de ROGD de Yang et al., 2012. Las flechas hacia arriba indican
deteccidn de ascenso en los niveles de SUMOilacion de las proteinas, mientras que las flechas
hacia abajo indican lo contrario.

Yang et al. Ortdlogo de raton OGD vs ROGD vs
Control Control
Numero Gl Proteina Proteina UniProtKB/TrE No Dif. No Dif.
MBL/Swiss-Prot dif. dif.
8392900 | ref|NP_059021.1 runt-related Runx1 runt related Q3UM65,
transcription factor 1 [Rattus transcription factor 1 [ Mus ~ AL672278,
norvegicus] musculus (house mouse) ] BQ033862,
CT025774,
G3UWD2,
G3X9W?7,
Q8BQO9
13540673 | ref|NP_001019439.1 DNA Ligl ligase I, DNA, ATP- Q3U4x8
ligase 1 isoform 1 [Rattus dependent [ Mus
norvegicus] musculus (house mouse) |
158186698 | ref|NP_001103381.1 Hnrnpm heterogeneous Q9DOE1, T T T
heterogeneous nuclear nuclear ribonucleoprotein Q3THB3,
ribonucleoprotein M isoform a M [ Mus musculus (house Q57020
[Rattus norvegicus] mouse) ]
197387226 | ref|[NP_001127992.1 helicase Rad5412 RAD54 like 2 (S. Q99NGO, 0
ARIP4 [Rattus norvegicus] cerevisiae) [ Mus E9QKLO
musculus (house mouse) |
158533978 | ref|NP_001013223.2 myelin Myef2 myelin basic protein  Q8C854, T T T
expression factor 2 [Rattus expression factor 2, A7UQY4,
norvegicus] repressor [ Mus A2ATP5,
musculus (house mouse) | A7UQY4,
A7UQY4
199560324 | ref|NP_001128346.1 Ngfi-A Nab2 Ngfi-A binding Q61127, 0 0 T
binding protein 2 [Rattus protein 2 [ Mus Q3TYF1,
norvegicus] musculus (house mouse) | Q61127
198278571 | ref|NP_001094227.1 E3 Pias4 protein inhibitor of Q9JMO5, T
SUMO-protein ligase PIAS4 activated STAT 4 [ Mus Q3ULQ6
[Rattus norvegicus] musculus (house mouse) |
157819153 | ref|[NP_001100953.1 Irf2bp1 interferon Q8R3Y8
interferon regulatory factor 2- regulatory factor 2 binding
binding protein 1 [Rattus protein 1 [ Mus
norvegicus] musculus (house mouse) |
293354431 | ref|XP_001061632.2 HnrnpaO heterogeneous Q9CX86 T
PREDICTED: heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
nuclear ribonucleoprotein AO AO [ Mus musculus (house
[Rattus norvegicus] mouse) ]
16758050 | ref|NP_445789.1 E3 SUMO- Pias2 protein inhibitor of Q8C5D8, T
protein ligase PIAS2 [Rattus activated STAT 2 [ Mus Q3V3Us5,
norvegicus] musculus (house mouse) | G3UWES3,
F8WHS8
109459149 | ref|XP_001068093.1 Numal nuclear mitotic E9Q7G0 T
PREDICTED: nuclear mitotic apparatus protein 1 [ Mus
apparatus protein 1 isoform 2 musculus (house mouse) |
[Rattus norvegicus]
62078769 | ref|NP_001014041.1 Hnrnph2 heterogeneous P70333
heterogeneous nuclear nuclear ribonucleoprotein
ribonucleoprotein H2 [Rattus H2 [ Mus musculus (house
norvegicus] mouse) ]
19705547 | ref|NP_599240.1 nucleus Naccl nucleus accumbens Q7TSZ8 T
accumbens-associated protein associated 1, BEN and BTB
1 [Rattus norvegicus] (POZ) domain containing
[ Mus musculus (house
mouse) ]
67078510 | ref|NP_001019922.1 Sox6 SRY (sex determining E9PUWO,
transcription factor SOX-6 region Y)-box 6 [ Mus Q8BSS6,
[Rattus norvegicus] musculus (house mouse) | P40645,
Q3vil7,
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AOAOQU1RNWS,
AOAOQOU1RPC1
57528279 | ref|NP_001009672.1 small T Sumo1 small ubiquitin-like P63166
ubiquitin-related modifier 1 modifier 1 [ Mus
precursor [Rattus norvegicus] musculus (house mouse) |
61889073 | ref|NP_062022.2 matrin-3 T Matr3 matrin 3 [ Mus Q8K310,
[Rattus norvegicus] musculus (house mouse) | Q5BL18
58865526 | ref|NP_001011979.1 TARDNA T Tardbp TAR DNA binding Q8BLD4, T 0
binding protein [Rattus protein [ Mus Q8BUM1,
norvegicus] musculus (house mouse) | Q921F2,
Q8ROB4,
Q544R5,
Q6VYI4, Q6VYIS
109483564 | ref|XP_001074703.2 T No existe dicho nimero de
PREDICTED: promyelocytic acceso
leukemia-like [Rattus
norvegicus]
209870077 | ref|NP_446368.1 transcription 4 Trim28 tripartite motif- Q62318,
intermediary factor 1-beta containing 28 [ Mus Q5EBP9
[Rattus norvegicus] musculus (house mouse) |
293356056 | ref|XP_218939.3 PREDICTED: 4 Rsfl remodeling and E9PWW9 )
remodeling and spacing factor spacing factor 1 [ Mus
1 [Rattus norvegicus]; musculus (house mouse) |
Duplicate proteins:
gi| 293344232
56606080 | ref|NP_001008509.1 d  Brd8 bromodomain Q8R3B7,
bromodomain-containing containing 8 [ Mus D3YzC7,
protein 8 [Rattus norvegicus] musculus (house mouse) ] D3YzZC8
293342765 | ref|XP_001061350.2 4 Histlh2an histone cluster COHKE1-9,
PREDICTED: histone cluster 1, 1, H2an [ Mus B2RVFO
H2ae-like [Rattus norvegicus] musculus (house mouse) |

La protedmica realizada en este trabajo supone un avance, sin lugar a dudas, en la
comprension del SUMOiloma en condiciones de OGD dado que presenta multiples diferencias
con la protedbmica anteriormente mencionada. En primer lugar, el método es completamente
diferente ya que mientras la proteémica realizada en el afio 2012 utiliza el método SILAC,
nuestra proteémica utiliza un sistema de purificacion Label-free. Dicho método posee una
popularidad mayor debido a que no utiliza quimicos adicionales en el medio celular (Asara et
al., 2008). A parte de esta ventaja, el estrés utilizado es radicalmente diferente, dado que
mientras que en la protedmica de 2012 se utiliza una solucion salina para provocar OGD, en el
presente trabajo se expusieron las células a condiciones de OGD estrictamente. Se decidio
utilizar estas condiciones para simular de la forma mas simple posible las condiciones de una
isquemia, en la que el estrés viene dado por la falta de oxigeno y glucosa en primer lugar
(Brouns & De Deyn, 2009; Bonaventura et al., 2016). De hecho, el cerebro es el tejido que
consume un mayor nivel de glucosa, dado que presenta uno de los tipos de células mas
hiperespecializadas que existen, las neuronas. Mientras que la tasa de consumo de glucosa en
estado basal es de 20 pumol/min en rifiones y corazon, 60 pmol/min en los intestinos, 110
pmol/min en el higado y 245 pmol/min en el masculo, en el cerebro es, con gran diferencia, la

mayor, con 385 pumol/min (Defronzo RA, 2001). Ademas de esto, en la protedmica realizada
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en 2012 dentro de los estreses a los que se sometio la célula también se encontro el de la
eliminacion del suero. En nuestro laboratorio hemos comprobado como diferentes
concentraciones de suero pueden interferir sobre el nivel de SUMOilacion de algunas proteinas
(Garcia-Gutiérrez et al., 2011). Ya que en este caso se mezcla un tratamiento de isquemia con
respuesta a suero, debido a que nuestro interes es estudiar finamente la regulacion de ligasas y
proteasas y de sus factores de regulacion en respuesta a los estreses producidos durante la
isquemia, necesitamos determinar dianas inequivocas de SUMO en respuesta a este proceso
por lo que la protedmica se realiz6 en condiciones de OGD y ROGD. Otra de las caracteristicas
interesantes con respecto a las diferencias entre la protedmica presentada en este trabajo y la
realizada en 2012 es la utilizacidn de la molécula de SUMO2 en vez de la de SUMO3. Aunque
ambos presentan una elevada homologia, no debemos olvidar que las diferencias en los
resultados obtenidos entre ambas quizas se deban a las sutiles diferencias entre uno y otro
SUMO.

Otro factor a tener en cuenta es que en la protedmica de este trabajo se han analizado
dos situaciones diferentes, OGD y ROGD, lo que ha permitido diferenciar si las proteinas cuya
SUMOilacion incrementa en el estado de ROGD con respecto al control se SUMOilaron
durante OGD o bien se SUMOilaron debido al proceso de ROGD. En este sentido es muy
interesante sefialar que entre las 23 proteinas cuyo estado de SUMOQilacion fue
significativamente elevado en ROGD con respecto al control en células no diferenciadas, el
26.1 % de ellas se SUMOilaron también en el estado de OGD. Es decir, una parte importante
de las proteinas cuya SUMOilacién es observada en ROGD también son SUMOiladas en OGD.
Para dilucidar si estas proteinas se SUMOQilaron en OGD vy se identificaron en ROGD como
positivas debido a que no habia dado lugar a su deSUMOQilacién, o bien si estas proteinas se
SUMOQilaron en OGD vy se volvieron a SUMOilar en ROGD serian necesarios experimentos
de comprobacién para cada una de ellas mediante andlisis de sus niveles por Western blot.
Igualmente es destacable que entre las 14 proteinas cuyo estado de SUMOilacion fue
significativamente menor en ROGD con respecto al control en células no diferenciadas, el 28.6
% de ellas presentaron niveles de SUMOilacion significativamente menores también en el
estado de OGD. Mas interesante aln es la observacion de que un 28.6 % de esas 14 proteinas
presentaron niveles de SUMOilacion superiores en OGD. Este 28.6 % de proteinas esta
compuesto por 4 proteinas: el factor de transcripcion E3 (Tfe3), el miembro de la familia de
proteinas kinesina-like Kif23, el factor de transcripcion Hifla y la ligasa de SUMO PIAS1. En

el caso de Hifla el resultado es el esperado, debido a que, tal y como se ha demostrado en el
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apartado de resultados debido a las condiciones de ROGD dicho factor se reducia
drasticamente. Sin embargo, el dato de la SUMOilacion de PIAS1 es enormemente interesante,
ya que podria estar explicando su papel en OGD. La SUMOilacion de las proteinas PIAS2 y
PIAS4 también es detectada en la protedmica realizada en OGD, aunque en el caso de estas
dos ligasas no existen diferencias entre el control y ROGD. Hemos observado el mismo
resultado para PIAS4 mediante Western blot, en los que se observa PIAS4 SUMOilado en
condiciones control, un mayor nivel en OGD Yy la posterior desaparicion de dicha proteina
SUMOilada tras ROGD. Es conocida la importancia de la autoSUMOilacion de PIAS1 y
PIAS4 para la realizacion de su funcion sobre determinados sustratos (Kotaja et al., 2002;
Gocke, Yu & Kang, 2005; Ihara, Yamamoto & Kikuchi, 2005).

Sin embargo, si observamos los cambios a nivel de expresion génica durante OGD
podemos apreciar que, sorprendentemente, los genes de las proteinas PIAS1 y 4, y no los de
las proteinas PIAS2 y 3, presentan una reduccion de los niveles de su transcrito tras 2,5 h de
OGD. Los resultados contrastan con los obtenidos a través del analisis de expresion de los
genes de dichas proteinas durante los tratamientos con CoCl: y el veneno arsenito, en los que
se observa una clara respuesta diferencial dados los aumentos en los niveles de expresion de
los genes de las proteinas PIAS2 y 4. Las subidas transitorias observadas en la expresion de los
genes de las ligasas PIAS2 y 4 pueden ser logicas ya que la SUMOilacién de las proteinas
diana puede llevarse a cabo durante el periodo inicial de tratamiento, no siendo necesaria la
presencia de altos niveles de dichas ligasas a posteriori, habiendo ya SUMOilado las proteinas
dianas correspondientes. En este estudio hemos analizado también los niveles de ARNm de los
genes de las proteinas ligasas PIAS después de un condicionamiento, tratando las células
durante 30 min con arsenito y observado los niveles de expresion 24 h después de haber retirado
el veneno. Segun todos los analisis realizados el gen Pias que parece no estar implicado en
ninguno de los procesos de estrés utilizados es el de la proteina PIAS3, dado que no se han
observado variaciones significativas en los niveles de expresion tras tratamientos con OGD,
CoCl3 ni arsenito. Ademas, tampoco se han observado cambios en los niveles de SUMOilacion
de dicha proteina en la protedmica realizada en condiciones de OGD. Por todo ello, la
regulacién de la expresion y actividad de las proteinas PIAS se presenta bastante compleja.
Analisis de Western blot en experimentos futuros bajo los diferentes tipos de estrés analizados
podrian confirmar las observaciones realizadas en este trabajo a través de qPCR y del escrutinio
protedmico en OGD.
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Quiza el aspecto mas importante y que podria aportar mas novedades acerca del papel
de SUMO en isquemia cerebral es el hecho de haber realizado la protedmica en condiciones de
OGD y ROGD en células neurodiferenciadas, ya que se trata de un modelo que reproduce con
mayor cercania las condiciones de una isquemia cerebral. De hecho, existen 12 proteinas cuya
SUMOilacion diferencial ha sido identificada en la protedmica de células neurodiferenciadas
y no en células no diferenciadas. Quizas estas proteinas sean claves en los procesos biologicos
propios de neuronas. En la actualidad en nuestro grupo trabajamos para estudiar esta hipotesis.
Aln existen mas diferencias en la comparacion entre células en el estado de proliferacion y
células neurodiferenciadas ya que tan solo presentan coincidencia en 1 de las 37 proteinas cuyo
estado de SUMOilacién es diferente en ROGD frente al control, lo que podria indicar que el
papel de la modificacién por SUMOZ2/3 en neuronas podria ser bastante diferente al del ejercido
en células en estado de proliferacion. Sin duda alguna, los resultados de esta protedmica son

intrigantes, y esperamos poder dilucidar muchas de estas preguntas en un futuro préximo.

Las ontologias constituyen representaciones formalizadas del conocimiento de gran
interés en las ciencias de la computacién y biologia molecular debido a que incluyen el
significado de multiples términos asi como las relaciones que los interconectan entre si. Una
de las ontologias mas utilizadas en estos momentos es la ontologia de genes (Viera, Castellanos
& Zardon, 2010). A la hora de desarrollar una ontologia de genes existen diversos métodos y
modelos para realizar analisis de enriquecimiento de grupos de genes (GSEA, por sus siglas en
inglés Gene Set Erichment Analysis) para estudiar dentro de una amplia lista de genes
conceptos claves en biologia molecular como, por ejemplo, la funcién molecular de los
productos génicos, su papel en los procesos bioldgicos asi como su localizacion dentro de los
diferentes componentes celulares. En este tipo de andlisis, por tanto, se realiza una blsqueda
para obtener informacion acerca de si existe un proceso bioldgico, como por ejemplo una via
metabdlica, de manera mas frecuente en una lista de genes obtenida en condiciones diferentes
a la lista de genes obtenida en una condicion control (Tipney & Hunter, 2010). Actualmente
existen diversas herramientas online que permiten realizar este tipo de analisis. Una de las méas
populares es DAVID (The Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery)
(DAVID, 2016). Es por ello por lo que se realizaron analisis de ontologia de genes con dicho
programa para realizar un analisis de los genes pertenecientes a las proteinas cuyo estado de
SUMOilacion vario a traves del tratamiento OGD tanto en células P19 no diferenciadas como
en celulas neurodiferenciadas en la protedmica previamente descrita (Figuras 67 y 68). En

dicho anélisis se observd que cerca de la totalidad de las proteinas realizan funciones en el
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nucleo celular (90 %), lo cual es consistente con las observaciones previas que indican que la
SUMOilacion es un evento predominantemente nuclear (Vertegaal et al., 2004; Bruderer et al.,
2011). A parte de las observaciones anteriores, en cuanto al analisis funcional se encontr6 que
existe un elevado nimero de genes relacionados con regulacion transcripcional (53 %) asi
como un alto nimero de genes implicados en procesos generales de la transcripcion (51 %). Si
observamos los grupos relacionados con sentido positivo (17 %) o negativo (16 %) en la

regulacion de la transcripcion no existe un predominio hacia ninguno de ambos sentidos.

0% 0%  20%  30%  40%  50%  60%  70%  80%  90%  100%
Nicleo I 5,0E-73 valor p
Nucleoplasma I 4 ,3E-51
Citoplasma I 9,6E-04
Nucleolo NN 22E-09

Cromosoma I 9,4E-08

Figura 67. La mayoria de proteinas que modifican su estado de SUMOilacion en OGD se
localizan en el nacleo. Analisis de ontologia de genes sobre la localizacion de dianas de
SUMO2 en OGD. EIl nimero de proteinas incluidas en cada localizacién esta representado por
porcentajes. Se analizo el total de las 190 proteinas cuyos niveles de SUMOilacién varian
significativamente en condiciones de OGD en células en estado de proliferacion y
neurodiferenciadas segun los datos de la proteémica realizada. También se indican los valores
de valor p para cada uno de los términos.

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%
Regulacion de transcripcion I 2 4E-43  Valor p
Transcripcion I 1 4E-47
Regulacion positiva de la transcripcion mediada por la ARN polimerasa |1 NN 1 3E-21
Regulacion negativa de la transcripcion mediada por la ARN polimerasa || RN 0,0F-22
Regulacion positiva de la transcripcion NN 2,2F-14
Regulacion negativa de la transcripcion NS 1,1E-12
Regulacion de la transcripcion mediada por la ARN polimerasa |1 |IEESE 5,9E-14
Empalme del ARN [N 15E-11
Procesamiento de ARNm [N 1,7E-09
Modificacion covalente de la cromatina [N 6,3E-10
Ciclo celular NN 7,4E-04
Regulacion de la expresion génica [l 2 7E-03
Reparacion de ADN [l 3,3E-03
Empalme de ARNm via espliceosoma Ml 6,9E-04

Remodelamiento de la cromatina Ml 9,1E-04

Figura 68. La mayoria de proteinas que modifican su estado de SUMOilacion en
condiciones de OGD estan relacionadas con transcripcion. Analisis de ontologia de genes
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sobre la funcién de proteinas dianas de SUMO2 cuyos niveles de SUMOilacién varian
significativamente en OGD. El numero de proteinas incluidas en cada funcion esta
representado por porcentajes. También se indican los valores de valor p para cada uno de los
términos. Se analizo el total de las 190 proteinas cuyos niveles de SUMOQilacion varian
significativamente en condiciones de OGD en células en estado de proliferacion y
neurodiferenciadas segun los datos de la protedmica realizada.

La biosintesis de ARNm es un proceso llevado a cabo por la ARN polimerasa Il (ARNP
I1). Dicho proceso se encuentra altamente regulado de modo que permite una elevada
adaptacion de la sintesis de proteinas y el metabolismo celular al ambiente y los cambios
fisiolégicos. La transcripcion realizada por la ARNP 11 se encuentra acoplada al metabolismo
de la molécula resultante, el ARN mensajero (ARNm). Dicho metabolismo incluye el
ensamblaje cotranscripcional desde su nacimiento de diferentes proteinas que le confieren
estabilidad e intervienen en el proceso de forma que se produce una ribonuceoproteina
mensajera (RNPm) la cual se transporta al citoplasma (Aguilera, 2005; Keene, 2007). La
formacion adecuada y eficiente de las RNPm se produce a través de la coordinacion de
diferentes eventos bioguimicos en el ndcleo (Figura 69). La unién al ADN de activadores
transcripcionales junto con coactivadores dirige la formacion de complejos preiniciacion con
la ARNP Il en los promotores de genes. Los pre-ARNms sintetizados por la ARNP 1l
interactlan con varios complejos de unién a ARN de una manera dindmica: la maquinaria de
procesamiento de ARNm cataliza la formacion de la caperuza 5°, se produce el empalme de
los intrones a través del espliceosoma, y el procesamiento del extremo 3’ (por ejemplo, por
poliadenilacion), mientras que otras proteinas asociadas al ARNm sirven como adaptadores
para la maquinaria de exportacion del ARN. Estos maltiples eventos estan asociados con los
mecanismos de control de calidad de forma que tan solo las moléculas maduras son exportadas
por los complejos de poros del nucleo (CPN) (Oeffinger & Zenklusen, 2012; Rouviére,
Geoffroy & Palancade, 2013). Se ha demostrado ampliamente la participacién del polipéptido
SUMO en la biosintesis de ARNm ya que ha sido descubierta la SUMOilacion de mdaltiples
factores envueltos en dicho proceso en levaduras (Wohlschlegel et al., 2004; Zhou, Ryan &
Zhou, 2004), celulas de mamiferos (Gocke, Yu & Kang, 2005; Rosas-Acosta et al., 2005) y
plantas (Budhiraja et al., 2009; Elrouby & Coupland, 2010). Asi mismo, se ha descubierto la
participacién en procesos de regulacion transcripcional de las proteinas del ciclo de SUMO
PC2 (Lin et al., 2003; Long, Zuo & Park, 2005), Krox-20 (Garcia-Gutierrez et al., 2011),
SENP3 (Fanis et al., 2012), Ulpl (Kashyap et al., 2005), SENP2 (Vethantham, Rao & Manley,
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2007), SIx5/8 (Nagai et al., 2008), RanBP2 (Palancade & Doye, 2008), UBC9 (Shiio &
Eisenman, 2003) y PIAS1 (Rappsilber et al., 2003) (Figura 69).

Activacion / Represion Sintesis de ARNm Procesamiento del extremo 3’ Exportacion del ARNm
transcripcional Ulp12, SENP2!, SIx5/82,
PC2!, Krox-20'!, SENP3! > RanBP2!, Ubc9!
F
p

RNAP I

ADN rr

\

| N S
s \\\/,

cap

Ubc9!, PIAST!

Caperuza 5’ Empalme de exones Ensamblaje de RNPm Nucleo Citoplasma

Figura 69. Ruta de biosintesis del ARNm. Se representan los diferentes procesos
contribuyentes a la biosintesis del ARNm: activacion o represion transcripcional, sintesis de
ARNm, caperuza 5°, empalme de exones, procesamiento del extremo 3’°, ensamblaje de
ribonucleoproteinas y exportacion de ARNm. Las enzimas del ciclo de SUMO asociadas con
la maquinaria del proceso de biosintesis del ARNm estan indicadas con el nimero 1 en caso
de que se haya descubierto dicha asociacion en células de mamiferos y con el nimero 2 en caso
de que dicha asociacién haya sido descrita en levaduras. Se representa como RNAP 1l la ARN
polimerasa Il y como CPN los complejos de poros nucleares. Adaptada de Rouviére, Geoffroy
& Palancade, 2013.

En la protebmica presentada en este trabajo, al tener en cuenta las proteinas cuyos
niveles de SUMOQilacion variaron significativamente en condiciones de OGD tanto en células
no diferenciadas como en neurodiferenciadas, se encontré que existe un total de 98 proteinas
cuyos genes se encuentran clasificados dentro del grupo de regulacién de transcripcién, 95
dentro del grupo de transcripcion, 49 dentro del grupo de regulacion positiva de la transcripcion
mediada por la ARN polimerasa Il, 43 dentro del grupo de regulacion negativa de la
transcripcion mediada por la ARN polimerasa Il, 31 dentro del grupo de regulacién positiva de
la transcripcion, 29 dentro del grupo de regulacidn negativa de la transcripcion, 26 dentro del
grupo de regulacion de la transcripcién mediada por la ARN polimerasa I1, 19 dentro del grupo
de empalme del ARN, 19 dentro del grupo de procesamiento de ARNm, 10 dentro del grupo
de regulacién de la expresién génica y 7 dentro del grupo de empalme de ARNm via
espliceosoma (Tabla 11). Si contamos el nimero de genes totales implicados en los procesos
de biosintesis del ARNm identificamos un total de 125 genes cuyos productos proteicos fueron
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identificados en la protedmica realizada en condiciones de OGD. Si tenemos en cuenta que en
dicha protedmica se identific6 un total de 190 proteinas cuyos niveles de SUMOQilacion
variaron significativamente, este hecho supone que el 66 % de dichas proteinas estan
implicadas en la regulacion de la biosintesis del ARNm.

Tabla 11. Distribucion por categorias de las proteinas implicadas en transcripcion que
presentan diferencias en los niveles de SUMOilacion en OGD. Lista de los 125 genes
participantes en procesos de transcripcion cuyos productos proteicos presentan cambios
significativos en los niveles de SUMOilacion en condiciones de OGD tanto en células no
diferenciadas como en neurodiferenciadas.

Genes
Regulacion de
transcripcion
Transcripcion

Regulacién positiva
de la transcripcion
mediada por la ARN
polimerasa |1
Regulacién negativa
de la transcripcion
mediada por la ARN
polimerasa 11
Regulacién positiva
de la transcripcion
Regulacién negativa
de la transcripcion
Regulacion de la
transcripcion
mediada por la ARN
polimerasa 1
Empalme del ARN
Procesamiento de
ARNmM
Regulacion de la
expresion génica
Empalme de ARNm
via espliceosoma

Arid3a
AsxI2
Atfl
Atf4
Atrx
Bbx
Bcor
Brd7

Cbx1 X
Cbx2
Cbx5 X
Cux1
Dachl
Daxx
Ddx5
Dgcr14 X X
Dnttip2
Dpf2
Ehmt2 X X
Elf2
Elmsanl X
Emsy
Erf
Esfl
Etv3
Etv4
Fos
Foxk2
Foxm1l
Foxpl
Foxp4
Gabpa
Gmebl
Gtf2i
Hifla
Hmg20b
Hnrnpc
Hnrnpf
Hnrnphl
Hnrnpm
Irf2bpl

X X X X X X X X
X X X X X X X X
X X X X X

x

x
x
x

X X X X

X X X X
x

X X X X

x X X
x X X
x
x

X X X X X

X X X X X

X X X X X X X X X XX XXX X
X X X X

X X X X X X X X X
x

X X X X
X X X X

x
x

Lin54
Maml1
Mitf
Mkl1
Mkl2
Mtfl
Mybl2
Myef2
Nab2
Naccl
Ncoa2
Ncoa3
Ncorl
Ncorli. 2
Ncorli.C
Nrfl
Nripl
Oct4
Otx2
Patzl
Pbrm1
Phf10
Phf12
Phf2la
Piasl
Pias2

X X X X X X X
X X X X X X
X X X X

X X X X X X X X X X X XXX XXX X
x
3
X X X X X

X X X X X
x

X X X X X X X X X XX XXX XXX X
X X X X

X X X X X X
<
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Pias4 X X X

x

Pml X X X X
Prpf40a X X X
Ptbpl X X X
Rad5412 X
Rbbp6 X
Rbm10 X X
Rbm14 X X X
Rbm22 X X
Rbm5 X X
Rfcl X X X X X
Rnf2 X X X
Rsfl X X
Safb X X X X
Sall2 X X X X
Sap130 X X X X
Sarnp X X
Setd2 X X X
Sfrl X X X
Six4 X X X X X X
Slu7 X X
Smarccl X X X X
Smarcel X
Snwl X X X X X X X X
Son X X X X
Sox2 X X X X X X X
Spl X X X X X
Spen X X X X X X
Srsf10 X X X X
Suzl2 X X X
Tardbp X X X X
Tcergl X X X
Tcf7 X X X X
Tcf711 X X X X
Terf2ip X X
Tetl X X X
Tet3 X
Tfe3 X X X X
Tfeb X X X X
Tra2a X X X
Trerfl X X X X
Trim24 X X X X
Ubpl X X X
Ubtf X X
Utfl X X X
Yeats2 X X X
Yipm1 X X X
Zbtb3 X X
Zbth33 X X X
Zeh2 X X X X
Zfhx4 X X
Zfpl X X
Zfp395 X
Zfp397 X
Zhx1 X X X X
Zmizl X X X
Zmym5 X X
Zmynd8 X

El programa DAVID también arrojé datos interesantes cuando se realizo el analisis de
componentes de determinadas rutas bioldgicas utilizando la informacion contenida en La
Enciclopedia de Genes y Genomas de Kioto (KEGG), la cual es una base de datos que almacena
informacion para la comprension general de redes de interaccion molecular (Tanabe &
Kanehisa, 2012; DAVID, 2016). Se identificaron dos rutas cuyos componentes se encontraron
alterados significativamente (Figura 70). Interesantemente, en la ruta de los componentes del
espliceosoma se encontraron 13 proteinas (Figura 71). El espliceosoma es un complejo
formado por ribonucleoproteinas nucleares pequefias (SnRNP, del inglés small nuclear
RiboNucleoProteins) cuya funcién es eliminar los intrones de los precursores del ARNm,
proceso denominado empalme del ARN, tal y como se comentd anteriormente (Matera &
Wang, 2014).
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Figura 70. Rutas en las que estan implicadas las proteinas cuyos niveles de SUMOilacion
varian tras OGD. El nimero de proteinas incluidas en cada ruta segun la informacion de rutas
en KEGG esté representado por porcentajes. También se indican los valores de valor p para
cada uno de los términos. Se analizo el total de las 190 proteinas cuyos niveles de SUMOilacion
varian significativamente en condiciones de OGD en células en estado de proliferacion y
neurodiferenciadas segun los datos de la proteémica realizada.
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Figura 71. Ruta del espliceosoma y proteinas cuyo nivel de SUMOilacion varia
significativamente en condiciones de OGD. Esquema de la ruta del espliceosoma en el que
se marcan las proteinas cuya SUMOilacion fue detectada en OGD en células no diferenciadas
asi como en células neurodiferenciadas. El espliceosoma estd compuesto por 5 RNPm (U1, U2,
U4, U5 y U6) y varias proteinas asociadas al espliceosoma (Spliceosome-Associated Proteins,
SAPs). Los espliceosomas no son simples complejos estables sino una familia dindmica de
particulas que se ensamblan en el precursor del ARNm y ayudan a plegarlo en la conformacion
precisa. Se marcan con una estrella de color rojo las proteinas implicadas en los procesos de
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empalme del ARN identificadas en la protedmica en células P19 en condiciones de OGD:
FBP11, p68, CA150, Slu7, SKIP, RBM22, elFA3, hnRNPs y SR. Adaptada de KEGG.

Si observamos el conjunto de los datos aportados por el andlisis de ontologia de genes,
en el que se han identificado un 66 % de proteinas implicadas en los procesos de transcripcion,
asi como las rutas halladas podemos observar que la modificacion por SUMO se centra bastante
en la modificacion de la maquinaria de biosintesis del ARN. El elevado numero de proteinas
implicadas en esta funcién puede orientarnos para conocer cuél es el papel de los incrementos
de proteinas SUMOiladas por SUMO2/3 observados a lo largo de maltiples publicaciones en
condiciones de OGD anteriormente mencionados. Se conoce que el proceso de biosintesis del
ARN se encuentra altamente regulado de modo que permite una elevada adaptacion de la
sintesis de proteinas y el metabolismo celular al ambiente y los cambios fisioldgicos.
(Rouviére, Geoffroy & Palancade, 2013). De esta forma, SUMO podria destacar como un
elemento clave para regular la produccion de ARNm en la célula ante un estrés como OGD.
En definitiva, a través de la rapida modificacién de mdltiples proteinas de la maquinaria de
biosintesis del ARNm gracias a SUMO, la célula seria capaz de reorientar la produccion de
ARNmM, y con ella de proteinas, para hacer frente a las nuevas condiciones estresantes de una
forma eficiente. Es conocido que la conjugacion de SUMO a las proteinas del espliceosoma es
requerida para producir un empalme eficiente del ARNm (Pozzi et al., 2017). Aungue todavia
queda por aclarar el papel de cada una de las proteinas implicados en la transcripcion
modificadas por SUMO en OGD. En este sentido, en el trabajo presentado se han obtenido
datos acerca de algunos genes del total de los 125 que participan en procesos de transcripcion
como la verificacion de los cambios por SUMO mediante Western blot de HMG20B, NAB2,
NCOR1, OCT4, PIAS4, SOX2 asi como la obtencion de datos de viabilidad a través de la
modificacion de los niveles de PIAS4, NAB2, OCT4 y SOX2 y de sus mutantes de
SUMOilacion.

En cuanto a los anélisis de las proteinas cuyos niveles de SUMOQilacion varian
significativamente en OGD y que segun la informacion de KEGG participan en rutas
implicadas en la tumorigénesis, se encontraron proteinas relacionadas con multitud de
canceres, como por ejemplo PML y NCOR1, en el caso de la leucemia mieloide aguda y la
leucemia linfoblastica de células B (Gelmetti et al., 1998; de Thé, Pandolfi & Chen, 2017),
SIX4 en el caso de la leucemia linfoblastica de células T (Wang et al., 2011), TFE3 en el caso
del carcinoma renal (Alshenawy, 2015), DDX5 y ETV4 en el caso del cancer de prostata
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(Barros-Silva et al., 2013; Taniguchi et al., 2016), SP-1 en el caso del neuroblastoma (Tuthill
et al., 2003), ETV4 en el caso del sarcoma de Swing (Ishida et al., 1998), ATF1 en el caso del
sarcoma de partes blandas (W. L. Wang et al., 2009). Cabe mencionar el caso del cancer
colorrectal, ya que si observamos la ruta KEGG descrita para este céancer colorrectal
encontramos las proteinas TCF7, TCF7L1y c-Fos (L. Wang et al., 2009; Murphy et al., 2016).
Ademas, otras proteinas implicadas en la ruta KEGG del cancer colorrectal, como por ejemplo
c-Myc, C-Jun, TCF/LEF también se han relacionado con SUMO (Bossis et al., 2005;
Gonzélez-Prieto et al., 2015).

Los resultados de la protedmica han sido ampliamente validados mediante Western blot
ya gue se ha comprobado un total de 6 proteinas diferentes. Si observamos el nimero total de
proteinas identificadas en la protedbmica en OGD y ROGD, tanto en células en el estado
proliferativo como en células neurodiferenciadas existe un predominio sustancial en el nimero
de proteinas que sufren un aumento de SUMOilacion, siendo el nimero de proteinas que sufren
un descenso de SUMOQilacion bastante inferior. Dichos resultados eran los esperados, acordes
con los niveles de SUMOilacion de proteinas observados en el apartado de resultados asi como
con la bibliografia existente en condiciones de OGD. Sin embargo, no por ello los resultados
acerca de la deSUMOilacion de proteinas son menos interesantes, ya que podrian estar
mostrandonos grupos especificos de proteinas con funciones similares o bien grupos de
proteinas cuya SUMOilacion y deSUMOilacion pudiera estar regulada por ligasas y proteasas

concretas, respectivamente, y que por ello variaran de una manera diferente a la tonica general.

Los mecanismos a través de los cuales una Unica célula debe valorar entre sufrir un
proceso de apoptosis o resistir viva son claves en organismos pluricelulares, en los que la
apoptosis juega un papel fundamental, ya que esta es necesaria para procesos como el
desarrollo embrionario 0 mecanismos de defensa contra el cancer. De hecho, a lo largo de la
vida de un organismo como el ser humano, se producen mutaciones oncogénicas en millones
de células y, sin embargo, gracias a los procesos de apoptosis selectiva, el sacrificio de algunas
células del organismo produce un beneficio comun final: la supervivencia del organismo y su
reproduccion y, con ello, el trasvase de la informacion genética codificada en el ADN del
organismo. Uno de los conceptos que describe lo que acabamos de explicar es el de senescencia
celular, la cual se define como el proceso iniciado como respuesta al estrés y dafio ocurrido en
una célula y que constituye una ruta hacia la muerte celular programada, siendo de vital

importancia para la supresion de la formacion de células cancerosas. Si consultamos la
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bibliografia existente en la actualidad sobre SENP7, a pesar de la escasez de informacion ya
comentada sobre dicha proteina, sorprendentemente existen evidencias acerca del papel de
dicha SUMOproteasa en los procesos de senescencia a través de su relacion con la proteina
SPOP o proteina POZ-tipo moteado (del inglés, Speckle-type POZ Protein). Dicha proteina
funciona como un adaptador para la ligasa de ubiquitina E3 cullin 3. Interesantemente, estudios
de secuenciacion masiva de genomas de nueva generacion han revelado recientemente que
SPOP estad mutada con alta frecuencia en numerosos tipos de cancer como por ejemplo el de
préstata o el de endometrio (Berger et al., 2011; Barbieri et al., 2012; Le Gallo et al., 2012).
El silenciamiento epigenético de SPOP a través de hipermetilacion de su promotor inhibe la
apoptosis celular en el cancer colorrectal (Zhi et al., 2016). Todos estos hallazgos indican que
SPOP es un gen supresor de tumores. Mientras que la proteina SPOP promueve la senescencia,
los mutantes de dicha proteina encontrados en muestras de cancer no la promueven. Los
mecanismos inductores de senescencia promueven la accion de SPOP, el cual produce la
ubiquitinacion de SENP7 vy, con ello, la degradacion de dicha SUMOproteasa. Dicho evento
produce un incremento de la SUMOQilacién de la proteina anteriormente descrita HP1a asi
como su movilizacién, ya que se encontraba bloqueada por SENP7, y con ello, un
silenciamiento epigenético de algunos genes que conlleva la activacién del mecanismo de
senescencia celular. En definitiva, SPOP actla como gen supresor de tumores al producir la

degradacion de SENP7 y, con ello, la activacion de la senescencia celular (Zhu et al., 2015).

En relacion a la deSUMOilacion de OCT4 por SENP7, el hecho de que SENP7
promueva la polideSUMOilacién de una proteina concuerda con lo descrito en la bibliografia
existente, la cual apoya que la actividad de SENP7 es mayoritariamente frente a cadenas de
poliSUMOs (Nayak & Mauller, 2014). Aun asi, ademas de producir la polideSUMOQilacion de
OCT4, SENP7 también produce la deSUMOilacion del monémero de SUMO?2 dado que tras
la transfeccion de SENP7 tampoco se observa la banda correspondiente a OCT4
monoSUMOilado. Resultados anteriores de nuestro grupo indican que SENP7 es necesaria
para el correcto desarrollo del proceso de neurodiferenciacion (Juarez-Vicente, Luna-Pelaez &
Garcia-Dominguez, 2016) aunque los mecanismos moleculares por los cuales se produce dicho
efecto todavia estan por dilucidar. Como se indicé en la introduccion, OCT4 es una proteina
caracteristica de estados de proliferenciacién y, como hemos comprobado, sus niveles
descienden en condiciones de neurodiferenciacion. Una posible explicacion al hecho de que la
proteasa SENP7 sea necesaria para la correcta neurodiferenciacion podria residir en el hecho

de que al realizar la deSUMOilacion de OCT4, promoviera, con ello, la degradacién de dicho
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factor de transcripcion. De hecho, no seria la primera proteina en la que se describe que la
SUMOilacion es protectora frente a la degradacion, ya que en muchos casos los procesos de
modificacion postraduccional ubiquitinacion y SUMOilacion compiten entre si, de forma que
la deSUMOilacion crea una conformacion idonea para la ubiquitinacion y con ello la posterior
degradacion. Uno de los ejemplos de dicho juego entre modificaciones es el caso de Ikba
comentado anteriormente, ya que la SUMOilacion inhibe la ubiquitinacion y con ello la
degradacion de dicha proteina (Desterro, Rodriguez & Hay, 1998). Otro de otros muchos
ejemplos es el caso de la proteina serina hidroximetiltransferasa 1 (SHMT1), para la que se ha
demostrado que SUMOilacion y ubiquitinacion ocurren en la misma lisina (Anderson, Eoms
& Stovers, 2012). Otra explicacion acerca de por qué la proteasa SENP7 es necesaria para la
correcta neurodiferenciacion podria ser que, al descender los niveles de OCT4 SUMOilado,
este se una con menor afinidad al ADN y con ello se reduzcan los niveles de proteinas activadas
transcripcionalmente por OCT4, dado que ha sido publicado con anterioridad que la
SUMOilacion de OCT4 produce un aumento en su estabilidad, en su unién al ADN asi como

en su funcion de transactivacion (Wei, Scholer & Atchison, 2007).

El hallazgo de una nueva diana de la SUMOproteasa SENP7 supone, sin duda alguna,
un paso adelante en el conocimiento sobre las funciones de dicha SUMOproteasa ya que tan
solo se conocen unos pocos sustratos especificos de esta proteina. Sin duda, el ejemplo méas
estudiado es el de HPla, ya comentado anteriormente (Maison et al., 2012). Otro de los
ejemplos existentes es la deSUMOilacion de la proteina KAP1 (proteina 1 asociada a KRAB).
SENP7 produce la deSUMOilacion de SUMO2/3 de KAPL y regula la interaccion del
remodelador de cromatina CHD3 con la cromatina. Consecuentemente, en presencia de CHD3,
SENP?7 es requerida para la relajacion de la cromatina en respuesta al dafio en el ADN, para la
reparacion por recombinacion homéloga y para la resistencia celular a agentes dafinos del
ADN. En resumen, la deSUMOilacién por SENP7 es requerida para promover un estado de
cromatina permisivo para reparar el ADN (Garvin et al., 2013). Estos datos sugieren otra
posible causa del efecto antiapoptdtico de SENP7 observado en este trabajo. Esto indicaria que
otras proteinas que sufriesen una poliSUMOQilacion y que en ese estado promoviesen muerte

celular constituirian candidatos adecuados para el estudio de su deSUMOilacion por SENP7.

Los analisis de viabilidad celular tras la de transfeccién de diferentes construcciones en
células P19 suponen un acercamiento a la comprension de las funciones del SUMOiloma

identificado en condiciones de OGD. Los resultados obtenidos son, en general, muy similares
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para los tres métodos de medida de la viabilidad celular utilizados, lo cual sostiene con mayor
peso dichos resultados. En cuanto a la sobreexpresion de la proteina SUMO?2, tal y como
esperdbamos segin lo descrito en la bibliografia hemos observado una reduccion de
citotoxicidad, mientras que no fue asi para el caso de SUMOL. Estos resultados confirman los
hallazgos anteriormente mencionados acerca de la proteccion de SUMO frente a OGD en otros
modelos celulares en nuestro modelo, células P19, lo cual no habia sido confirmado hasta
ahora. Asi mismo podemos entender que es SUMO2/3 y no SUMO1 la molécula cuya
actuacion es mas importante ante una sitacion de OGD. En relacion a la sobreexpresion de
diversas SUMOproteasas no se observan cambios significativos en la viabilidad celular para el
caso de SENP1. Como ya hemos comentado antes, para el caso de SENP3y SENP7 se observan
resultados totalmente contrapuestos, teniendo SENP7 un papel antiapoptdtico y SENP3
proapoptético. Dichos resultados concuerdan con el hecho de que una proteina proapoptética
como SPOP induzca la degradacion de la SUMOproteasa SENP7 (Zhu et al., 2015) asi como
que SENP7 sea requerida para la relajacion de la cromatina en respuesta al dafio en el ADN,
para la reparacion por recombinacion homdloga y para la resistencia celular a agentes dafiinos
del ADN (Garvin et al., 2013). Los experimentos de sobreexpresion del dominio catalitico C-
terminal de la proteina SENP7 muestran resultados en el mismo sentido que los de la proteina
completa. Aunque cabe resaltar que la proteina completa muestra beneficios significativamente
mayores que el dominio catalitico. Esto deja entrever que el hecho por el cual la proteina
SENP?7 posee efectos antiapoptdticos no solo se debe a su influencia como SUMOproteasa sino
que también podria ser debido a efectos diferentes. Entre ellos podrian encontrarse los
provocados por su actuacion como candado de la proteina HP1 anteriormente descrita. Con
respecto a la comparacién de SENP3 y SENP7, es aln mas interesante cuando se analizan los
resultados de experimentos de contransfeccion. Cuando ambas proteasas se coexpresan o se
reducen sus niveles los resultados de viabilidad son similares al control, por lo que se observa
que las actividades anti y proapoptéticas de una y otra son equiparables, de modo que ambas
actuaciones se contrarrestan. Sin embargo, cuando se combina una bajada de expresion de
SENP3 con una subida de SENP7 el estado protector es maximo, mientras que una bajada de

SENP7 junto con una subida de SENP3 provoca efectos muy perniciosos para la célula.

Al comparar los procesos de ubiquitinacion y SUMOilacion entre si, la SUMOilacion
parece ser mucho mas simple debido a que existen descritas solo unas pocas proteasas y ligasas
de SUMO, frente a las mas de 100 proteasas y ligasas que existen especificas de ubiquitina

(Nayak & Miiller, 2014). Ya que existen cientos de proteinas en nuestro organismo que son

164



SUMOiladas, el hecho de que solo haya unas pocas enzimas encargadas del control de la
SUMOilacion es dificil de explicar, ya que multiples proteinas serian SUMOiladas bajo las
mismas circunstancias, suponiéndose asi que la SUMOilacidn es un proceso inespecifico. Una
solucién a este problema podria ser que las diferentes proteasas y ligasas de SUMO sufrieran
un empalme alternativo de forma que diferentes variantes de una misma SENP o PIAS podrian
interactuar con sustratos especificos. De hecho existen algunos ejemplos en la bibliografia que
apuntan a ello. Uno de ellos es el reciente descubrimiento de la proteasa SENP7S humana, la
cual regula la sefializacion y transformacion epitelial mamaria (Karami et al., 2017). Sin
embargo, seria dificil explicar la SUMOilacion especifica de cada una de las cientos de
proteinas que se SUMOilan a través de variantes de las proteasas y ligasas descritas hasta la
fecha. Si observamos el sistema desde otro punto de vista, el hecho de que multiples proteinas
se SUMOilaran y deSUMOilaran en las mismas condiciones podria significar que el sistema
de modificacion por SUMO regulase de forma coordinada grupos de proteinas que estan
relacionadas funcional y fisicamente, de forma que cada una de las SENP y PIAS estuviera
encargada de actuar sobre un gran grupo de proteinas con funciones similares. EI concepto de
modificacion de grupos estableceria un nivel superior de complicacion en el papel que SUMO
desempefia. En este sentido, nuestros datos apuntan a que SENP3 y SENP7 podrian tener
papeles totalmente opuestos, de forma que se encargaran de la deSUMOilacién de proteinas

con funciones contrapuestas en los procesos de apoptosis.

Debido a que el corte predicho de la caspasa 1 se sitla justamente entre los dos dominios
de union a HP1 anteriormente comentados en la introduccion, las repercusiones que la cisura
de dicha proteasa pudiera tener al inactivar la funcién de SENP7 sobre HP1 serian importantes.
Dado que las regiones aminoacidicas participantes en una funcién importante en el desempefio
de la actividad de una proteina suelen estar conservadas entre especies, se realizd un
alineamiento entre varias especies lejanas filogenéticamente entre si para conocer si el dominio
de corte de la caspasa 1 pudiese estar conservado. Los resultados se muestran en la Figura 72.
Interesantemente, la secuencia de corte por la caspasa 1 esta conservada en especies tan lejanas
como las del grupo de peces cartilaginosos (Callorhinchus mili) asi como las de los peces 6seos
(Oryzias latipes). Asi mismo, también esta conservada en especies de los grupos de reptiles
(Anolis carolinensis) y mamiferos (Homo sapiens, Mus musculus). Por el contrario, especies
de aves (Gallus gallus, Aquila chrysaetos canadensis) y anfibios (Xenopus laevis) no presentan
una secuencia de corte clara para la caspasa 1. Por otra parte, los dos dominios de anclaje de

HP1 estan mejor conservados en vertebrados amniotas (mamiferos, aves y reptiles) y menos
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en los anamniotas (anfibios y peces), pudiendo estar relacionada la presencia de dos dominios

de anclaje de HP1 con alguna ventaja evolutiva en vertebrados superiores (Figura 72).

HP1 Caspasal
hSENP7 94 N SRKFRKTLPRNDANLCDANKVQSDSLPSTSVDSLETCQKLEPLRQSLNLSER]] 170
mSENP7 88 N SREFRKTLPRKDANLCAPSKVQSDSLPSTSVDSIETCQRLDPLHQSLNLSERT] 164
CSENP7 79 N 5RKYTQAQPKTDANFSDAGKLQSNQPPSSSVASLKIWQILNPALHSPFLSKRQ 155
qSENP7 79 N 5RKYTQAQPKTGANFSDAGKLQSDOPPSSSAASLKIWQILNPTLOSLFLSKR( 155
aSENP7 81 N 5RKYTQTQLITDANLSHGVKLQSDQQTPSSVDTVEIWQIFSPLHESLFISKRQ 157
XSENP7 47 K ¥YDSFNKTR-NKDSNAYYQSKFPPFRSSRSELRGVHNEAKSPSEEVPYDFKAKH 122
0SENP7 79 D SKAHMERIKKSLRKQLSGPQKASRPNREQPATCREKSSQRETRNNGSSSLKS 155
SSENP7 100 D GRRHLLOLKNRGCSNVEN--TDTSHPKHHTPTTSELTDNCHVETKTSHOASQS 174
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Figura 72. Estudio de variabilidad de conservacion de las secuencias de SENP7 en
diferentes especies. Figura A: Se muestra un fragmento correspondiente a la region N-terminal
de las secuencias de SENP7 de diferentes especies. Se han coloreado los aminoacidos
relevantes de las secuencias consenso para la union con HP1 y para el corte de caspasa 1. Figura
B: Se muestra un cladograma para la visualizacién de la relacion entre especies estudiadas. Los
clados en azul muestran las especies con el dominio de corte de caspasa 1 conservado, mientras
que en rojo se representan las especies que no poseen dicha conservacion. La linea de puntos
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separa vertebrados superiores (mamiferos, aves y reptiles) de inferiores (anfibios y peces). En
estos Ultimos no aparecen tan claramente conservados los dos dominios de anclaje de HP1
como en los vertebrados superiores. Leyenda: h, Homo sapiens; m, Mus musculus; ¢, Gallus
gallus; q, Aquila chrysaetos canadensis; a, Anolis carolinensis; X, Xenopus laevis; o, Oryzias
latipes; s, Callorhinchus milii.

Los resultados preliminares aportados en este trabajo acerca de la degradacién de la
proteina SENP7 en presencia de la enzima caspasa 1 indican que probablemente dicha proteasa
tenga un papel clave en la regulacion de la proteina SENP7. Seria interesante comprobar si el
descenso artificial de los niveles de caspasa 1 utilizando moléculas de shARN dirigidas contra
esta produjese un aumento de los niveles de SENP7 y con ello una disminucién de los niveles
de proteinas SUMOQiladas en OGD. Como se comentd en la introduccion, las caspasas poseen
un papel esencial tanto en procesos de inflamacion como en apoptosis y ha sido estudiado que
las drogas inhibidoras de caspasas producen efectos neuroprotectores en isquemia cerebral
(Loddick, MacKenzie & Rothwell, 1996; H Hara et al., 1997; H. Hara et al., 1997; Bose et al.,
1998; Endres et al., 1998; Ma, Endres & Moskowitz, 1998; Han et al., 2002). Asi mismo
también se ha comentado anteriormente que existen numerosos trabajos que indican papeles
proapoptéticos importantes de las diferentes caspasas en OGD (Le et al., 2002; Malagelada et
al., 2005; Serra-Pérez et al., 2008; Fradejas et al., 2010). Todo ello hace que el corte de la
caspasa 1 sobre una proteina que ha mostrado efectos antiapoptéticos, SENP7, cuadre
perfectamente. El corte de la caspasa 1 sobre SENP7 podria explicar otro de los motivos por
los que dicha caspasa promoviera la apoptosis en OGD. Los analisis de comparacion de
secuencias con especies tan lejanas filogenéticamente como las del grupo de peces
cartilaginosos (Callorhinchus mili) asi como las de los peces 6seos (Oryzias latipes), especies
de los grupos de reptiles (Anolis carolinensis) y mamiferos (Homo sapiens, Mus musculus)
indican que la secuencia de corte de la caspasa 1 se mantiene intacta en todos ellas. A pesar de
que todavia quedan analisis que realizar para comprobar el proceso del corte de la caspasa 1
sobre SENP7. Dado que las regiones aminoacidicas participantes en una funcion importante en
el desempefio de la actividad de una proteina suelen estar conservadas entre especies, dichos

resultados apuntan a que el corte por la caspasa 1 en SENP7 podria tener una funcion clave.

En relacion a la sobreexpresion de Ubc9 y ligasas PIAS, los resultados de viabilidad
celular son los esperados, debido a que ambas moléculas producen un aumento de los niveles

de SUMOilacién de proteinas. Al menor de Ubc9 existian evidencias especificas previas acerca
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de los beneficios del aumento de su expresion en OGD (Lee et al., 2011). Interesantemente, la
sobreexpresion del mutante KR de la proteina PIAS4 presenta un aumento significativamente
considerable de los niveles de células apoptdticas en OGD con respecto a la sobreexpresion de
la proteina PIAS4 silvestre. La confirmacion a través de Western blot de la SUMOilacion de la
proteina PIAS4 en OGD y su posterior deSUMOilacién en ROGD concuerda con los resultados
obtenidos. Todo ello indica que la SUMOilacion de PIAS4 es clave en los procesos de
regulacion por SUMO que ocurren frente a OGD. En relacion a los efectos observados tras la
sobreexpresion de OCT4 y el correspondiente mutante deficiente en SUMOilacion, se han
obtenido resultados no esperados, dado que se partia de la hipotesis de que las células que
expresan el mutante KR deberian mostrar unos niveles mayores de apoptosis debido a los
efectos beneficiosos de SUMO. El hecho de que OCT4 KR produzca beneficios para la célula,
asi como el hecho de que esta proteina sea deSUMOilada concretamente por SENP7 y que
dicha SUMOproteasa tenga efectos antiapoptoticos son aspectos que concuerdan entre si. Asi
mismo, es interesante el hecho de que haya sido demostrado que las proteinas PIAS1, 3y 4
actan como represores de la funcion de OCT4 (Tolkunova et al., 2007) independientemente
de su capacidad de SUMOilacion sobre OCT4. Con respecto a los deméas mutantes KR, los
resultados fueron los esperados debido a que tanto para el caso de NAB2 como para el caso de
SOX2, los mutantes KR producen aumentos de los niveles de células en apoptosis
significativamente mayores a los obtenidos tras sobreexpresar las versiones silvestres
SUMOilables. Sin embargo, cabe destacar que mientras que la sobreexpresion de NAB2
produce un aumento de los niveles de células apoptéticas, la sobreexpresion de SOX2 muestra
un comportamiento contrario. Dichos resultados concuerdan con resultados descritos en la
bibliografia para otros tipos celulares, ya que en el caso de NAB2 se ha comprobado, como ya
se ha indicado, que activa la expresion de TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand)
(Balzarolo et al., 2012, 2013) y en el caso de SOX2 se ha demostrado que su silenciamiento
causa parada de la proliferacion y pérdida de la tumorigenicidad (Ben-Porath et al., 2008; Bass
et al., 2009). Igualmente, ha sido comprobado que SOX2 promueve la tumorigenicidad, la
supervivencia celular y la resistencia a drogas de quimioterapia (Tian, 2012; Chou et al., 2013;
Rao et al., 2013; Li et al., 2014; Chen et al., 2017). Los hallazgos realizados en este trabajo
indican que la SUMOilacion de ambas proteinas tendria un efecto contrario ya que, mientras
que el mutante KR de NAB2 presenta un aumento de la funcion proapoptotica de dicha
proteina, en el caso del mutante de SOX2 posee un descenso en la funcién de inhibicion de
apoptosis que posee dicha proteina. Sin embargo, el resultado final en ambos casos es el mismo,

dado que la proteina silvestre posee efectos beneficiosos con respecto a la proteina mutante.
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Esto concuerda con los efectos beneficiosos que se presuponen para SUMO en el estrés por
OGD.

Los resultados obtenidos a traves de la identificacion del SUMOiloma en condiciones
de OGD vy el analisis de viabilidad de los mutantes de SUMOilacion de las proteinas
identificadas suponen un paso mas hacia la comprension de la enormemente compleja labor de
SUMO. Cabe mencionar que aparte de las funciones que se han descrito sobre regulacion ante
diferentes tipos de estrés, SUMO posee otras muchas funciones. Debido al hecho de que
SUMO posee un papel fundamental en las células y a que la ruta de modificacién por SUMO
comprende una solaenzima E1y E2, cualquier interferencia con dichas enzimas tendria efectos
remarcables, y de hecho, existen ejemplos de patdgenos que han aprovechado estos hechos de
forma que varios virus y bacterias realizan su infeccion promoviendo la degradacion mediada
por el proteosoma de las enzimas E1 y E2 del ciclo de SUMOilacion (Flotho & Melchior,
2013).

En este trabajo hemos demostrado que los niveles de SUMOilacién de proteinas
aumentan con el tratamiento de hipoxia mediante CoCl. en células P19 y descienden durante
la normoxia posterior. A pesar de que ya ha sido descrito un aumento del nivel de SUMOilacién
en otras lineas celulares diferentes a P19 (Cai et al., 2010) no se habia descrito que tras la
eliminacion de dicho compuesto disminuyese de nuevo el nivel de proteinas SUMOQiladas por
SUMO2. Asi mismo, es interesante la observacion de los niveles de SUMO2 libre. Como cabria
esperar, tras 30 min de tratamiento en condiciones simuladas de hipoxia los niveles de SUMO2
libre disminuyen ya que este pasa a estar conjugado. Sin embargo, observamos que el nivel de
SUMO?2 libre aumenta una vez pasadas 2,5 h en condiciones simuladas de hipoxia a pesar de
que el nivel de conjugacion de SUMO?2 es también mayor. Presuponemos, por tanto, que las
células P19 estan elevando la expresion de SUMO2 en respuesta a este estrés, ya que los niveles

del control a-tubulina permanecen constantes.

Ademas de todo ello, cabe comentar los interesantes resultados obtenidos tras el anélisis
en bases de datos de las proteinas SENP3 y SENP7 en distintos tipos de cancer. Dichos analisis
se realizaron motivados por los efectos observados para ambas proteinas segun las medidas de
supervivencia celular realizadas. Dado que la SUMOproteasa SENP3 mostré un efecto
proapoptético y SENP7 mostré un efecto beneficioso en OGD, nos preguntamos si dichos
efectos podrian reflejarse también en el caso de muestras de tejidos tumorales de pacientes.

Dada la cantidad de procesos en los que esta envuelto SUMO, tales como replicacion y
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reparacion de ADN, transcripcion, transporte entre ndcleo y citoplasma, carcinogénesis,
diferenciacion celular, angiogenesis, metastasis, proliferacion celular, senescencia celular,
apoptosis, transicion epitelio-mesénquima y demas, existen diversos estudios que muestran
importantes relaciones entre los niveles de SUMOilacidn de proteinas y algunos tipos de cancer
(Han et al., 2018). Es por ello que algunos trabajos han indagado acerca del papel de diferentes
SUMOproteasas en el desarrollo de enfermedades humanas, entre las que se incluye el cancer,
sugiriendo que estas podrian ser atractivas dianas para nuevas drogas quimioterapicas (Bialik
& Wozniak, 2017). Existe un estudio en el que se ha sugerido que la variabilidad en los genes
de las SUMOproteasas SENP1 y SENP2 podria tener un papel en el desarrollo de cancer de
mama (Mirecka, Morawiec & Wozniak, 2016). Asi mismo, se ha demostrado que SENP1, al
producir la deSUMOilacion del receptor de andrégenos modula la respuesta genética en el
cancer de prostata (Kaikkonen et al., 2009). A través de diferentes estudios se ha constatado
que existe un aumento de la deSUMOQilacion en el cancer de préstata a través del aumento de
los niveles de SENP1 y SENP3, mientras que en el cancer de mama ocurre lo contrario, a través
de una disminucion de los niveles de SENP6 y un aumento de los niveles de las enzimas E2 y
E3 del ciclo de SUMOQilacion (Bawa-Khalfe & Yeh, 2010). De esta forma, seria el desbalance
en los niveles de SUMOQilacion de proteinas lo que precipitaria la formacion de células
cancerosas. Ya comentamos anteriormente que resultados previos en publicaciones acerca de
SENP7 han demostrado la existencia de respuestas bioldgicas diferenciales segln los niveles
de dos isoformas de SENP7 humanas descritas en cancer de mama. En dicho c&ncer se reducen
los niveles de SENP7S (variante sin exon 6) y aumentan los de SENP7L (variante con exén 6).
Dicho cambio se correlaciona con los niveles de enfermedad metastasica (Bawa-Khalfe et al.,
2012; Karami et al., 2017). Existen algunos trabajos mas que relacionan las SUMOproteasas
SENP con el cancer y otras enfermedades, aunque todavia queda un amplio camino por recorrer
acerca del papel de dichas enzimas en cancer. El diagndstico, la terapia o la prevencion a través
del control de la actividad de genes o productos génicos que controlan la progresion del ciclo
celular, diferenciacion o apoptosis constituyen una estrategia prometedora contra el cancer
(Cho, 2010; Hanahan & Weinberg, 2011). Es por ello por lo que en nuestro grupo estamos
trazando en la actualidad diferentes disefios experimentales para indagar ain mas acerca de la
importancia que puedan tener SENP3 y SENP7 en el cancer colorrectal gracias a los datos
aportados en este trabajo, los cuales muestran una correlacion importante entre los niveles de
expresion de los genes de SENP3 y SENP7 y los niveles de supervivencia del paciente asi
como la extensidn del cancer colorrectal. Segun los resultados presentados, la disminucion de

la supervivencia de los pacientes asi como el incremento de la extension del tumor con mayores

170



niveles de expresion del gen de SENP7 podrian estar producidos por el papel antiapoptotico
que dicha proteina parece tener, al menos en células P19, de forma que produciria una
viralizacion del tumor y ello explicaria la menor supervivencia de dichos pacientes. Lo
contrario ocurriria para el caso de SENP3, que muestra resultados opuestos a SENP7. Si se
confirmasen los resultados hallados en células P19 en lineas de cancer colorrectal de modo que
las modificaciones de los niveles de SENP3 y SENP7 produjesen los mismos efectos en dichas
lineas, seria un hallazgo importante a tener en cuenta en la seleccion de tratamientos contra
dicho céncer. De hecho, revisando los estudios de quimioterapia del cancer colorrectal hemos
detectado que existen dos agentes quimioterapicos, la brefeldina A (BFA) y la tunicamicina
(Tm), que producen un aumento en los niveles de expresion de Senp7 en células de la linea
HCT116 de cancer de colon (Deegan et al., 2015). Dado que, tal y como se ha mostrado en el
apartado de resultados, los niveles elevados de expresion del gen de SENP7 se correlacionan
con una menor supervivencia de los pacientes con cancer colorrectal, seria necesario investigar
con profundidad el efecto de ambos agentes quimioterapicos, ya que aungue su efecto global
en la mayoria de cénceres pueda ser beneficioso, en el cancer colorrectal quizéas esté

produciendo los efectos contrarios.

Como se ha comentado anteriormente, el objetivo principal de este proyecto consistia
en identificar dianas terapéuticas relacionadas con la SUMOilacion de proteinas para
tratamientos de neuroproteccion frente a isquemia. Las ligasas y proteasas de SUMO, como
enzimas directamente implicadas en la regulacion del proceso son candidatos obvios. Se
desconoce la manera de estimular la accion de las ligasas. Sin embargo, si se conocen algunas
drogras como la N-etilmaleimida (NEM), aza-epoxido y la quetona aculoximetil (AOMK),
capaces de inhibir la accion de las proteasas de SUMO (Albrow et al., 2011). Aunque estas no
actlian especificamente frente a ninguna SENP, recientemente se estan disefiando moléculas
variantes capaces de inhibir de forma mas especifica la de-SUMOQilacion de proteinas (Kumar
& Zhang, 2013; Madu et al., 2013). De hecho, hace tan solo unos meses ha sido publicado un
nuevo trabajo en este campo, en el que a través de un cribado de alto rendimiento (HTS, por
sus siglas en inglés, High-Throughput Screening) se han encontrado varias moléculas
citoprotectivas frente a OGD debido a que promueven la conjugacién de SUMO a través de la
inhibicidn especifica de SENP2. Por lo tanto, las proteasas de SUMO se prefiguran como el
objetivo fundamental para la intervencion terapéutica. Es por ello que en este proyecto nos
propusimos determinar si la inhibicion especifica de algunas proteasas de SUMO podria

producir mayores niveles de SUMOQilacion en condiciones normales de crecimiento y si esto
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podria tener en un efecto protector frente a condiciones de OGD, avanzando asi en el
conocimiento de cuales son las enzimas clave del proceso y los mecanismos de regulacion. A
la luz de los resultados relativos a la SUMOproteasa SENP7, quizas seria interesante la
realizacion de estudios con inhibidores de esta proteina como tratamiento contra células
cancerosas asi como con inhibidores de otras SENPs distintas a SENP7 como terapia para

prevenir los efectos de la isquemia.

En resumen, en este trabajo hemos descrito un método para la purificacion selectiva del
SUMOiloma, hemos identificado proteinas diana de SUMO en condiciones de simulacion de
isquemia, hemos clarificado la regulacion de determinadas ligasas y proteasas de SUMO en
diferentes tipos de estrés que las células neuronales sufren durante el proceso de infarto cerebral
y hemos revelado que algunas de ellas pueden ser enzimas claves en algunos tipos de cancer.
Los resultados descritos suponen un avance acerca del conocimiento de las implicaciones que
la adiccion de un péptido de 100 aminoacidos puede suponer para las muchas proteinas dianas
de SUMO. Es por todo ello por lo que sientan las bases para identificar dianas terapéuticas
relacionadas con la ruta de SUMOilacion de proteinas para tratamientos de neuroproteccion

frente a isquemia o incluso en enfermedades como el cancer colorrectal.
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8 Conclusiones

1. En células P19 que expresan de forma estable una construccion de SUMO1 etiquetada
con una cola de histidinas, se purifica eficientemente el SUMOiloma mediante el uso
de matriz de histidinas y elucion con el dominio catalitico de la SUMOproteasa SENPL1.

2. Los niveles de proteinas SUMOiladas aumentan al tratar células P19 en estados de
proliferacion con CoCl». Dichos niveles aumentan igualmente en condiciones de OGD
(Oxygen and Glucose Deprivation) y se recuperan tras condiciones de ROGD (Recover
from OGD) tanto en células proliferativas como en neurodiferenciadas.

3. La exposicién a condiciones de OGD produce aumentos significativos en los niveles
de SUMOilacion en células P19 de las proteinas NAB2, OCT4, PIAS4 y SOX2 en
estado de proliferacion asi como de las proteinas HMG20B y NCOR1 en células
neurodiferenciadas.

4. Un numero significativo de proteinas SUMOiladas en condiciones de OGD en células
P19 presentan diversas funciones, entre las que predomina la participacion en diferentes
procesos relacionados con la transcripcion.

5. Los niveles de expresion de los genes de las proteinas SUMO2, PIAS1, PIAS4, SENP5
y SENP7 se reducen en condiciones de OGD y se recuperan tras condiciones de ROGD
en células P19. Los niveles de expresion de los genes de las proteinas PIAS2 y PIAS4
aumentan tras tratamiento con CoClz y con el veneno arsenito. Los niveles de expresion
del gen Senp7 se reducen, asi mismo, tras tratamiento con DMOG, CoCl,, OD (Oxygen
Deprivation), GD (Glucose Deprivation), hipertermia, arsenito y sobreexpresion de la
proteina HIF 1a.

6. Se produce una disminucién en los niveles de apoptosis celular en condiciones de OGD
en células P19 tras sobreexpresar las proteinas SUMO2, UBC9, PIAS4, SENP7 o el
dominio catalitico de SENP7, mientras que se produce un aumento de los niveles de
apoptosis celular al sobreexpresar la proteina SENP3.

7. Se produce un aumento en los niveles de apoptosis celular en condiciones de OGD en
células P19 al sobreexpresar mutantes no SUMOilables de las proteinas NAB2, PIAS4
y SOX2 con respecto a la sobreexpresion de sus formas silvestres, mientras que en el
caso de la proteina OCT4 se observa el efecto contrario.

8. En condiciones de OGD se produce una degradacion de la SUMOproteasa SENP7,
cuyos niveles se recuperan tras condiciones de ROGD en celulas P19. El tratamiento
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10.

con enzima caspasa 1 en extractos celulares que expresan SENP7 etiquetada produce
una degradacion de esta, cuyos tamarios coinciden con los observados en condiciones
de OGD.

El factor de transcripcion OCT4 es deSUMOilado en condiciones de ROGD por la
SUMOproteasa SENP7.

En el conjunto de los diferentes tipos de cancer recogidos en la base de datos cBioportal
se observa un aumento del nimero de copias del gen Senp7 en correlacion con una
disminucion del numero de copias del gen Senp3. Segun los datos recogidos en la base
de datos de cancer Oncomine, los niveles de expresion del gen Senp7 ascienden en el
caso de los tumores melanoma cutaneo, oligodendroglioma anaplasico, glioblastoma,
leucemia linfoblastica aguda de células T y carcinoma de mama invasivo, mientras que
descienden en el caso del gen Senp3. Segln los datos recogidos en cBioportal, la
supervivencia de pacientes de cancer colorrectal con niveles elevados de expresion del
gen Senp7 disminuye conforme aumentan los niveles de expresion de dicho gen

mientras que para el gen Senp3 ocurre el efecto contrario.
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9 Abreviaturas

Abreviaturas generales

ADP Adenosin difosfato

ATP Adenosin trifosfato

(p/v) Peso por volumen

(V/v) VVolumen por volumen

3D Tridimensional

ADN Acido desoxirribonucleico

ADNCc ADN complementario

ARN Acido ribonucleico

ARNmM ARN mensajero

B Bases nitrogenadas

BSA AlbUmina de suero bovino (Bovine Serum Albumin)
CmMvV Citomegalovirus

Da Dalton

DMEM Dulbeccos’s modified Eagles médium
DMSO Dimetilsulfoxido

DO Densidad 6ptica

DTT Ditiotreitol

ECL Luminiscencia quimica mejorada (Enhanced Chemical Luminescence)
EDTA Acido etilendiaminotetraacético

FBS Suero fetal bovino

GFP Proteina fluorescente verde

GST Proteina Glutation S Transferasa
HClI Acido clorhidrico

H20 milli Q Agua destilada ultrapura

HEPES Acido 4-(2-hidroxietil)piperazin-1-iletanosulfonico
HRP Peroxidasa del rabano (HorseRadish Peroxidase)
IPTG Isopropil-p-D-1-tiogalactopiranosido
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LB
MS
NLS
PAGE

Luria-Bertani
Espectrometria de masas (Mass Spectrometry)
Secuencia de localizacién Nuclear

Electroforesis en gel de poliacrilamida (PolyAcrylamide Gel

Electrophoresis)

pb

PBS
PCR
PMSF
PPi
PVDF
RSV
SDS
shARN
Sig
TEMED
Tris
Triton-X100
U

Unidades:
A

°C

d

Min
oD

Pares de bases nitrogenadas

Tampon fosfato salino

Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)
luoruro de fenilmetilsulfonilo (PhenylMethylSulfonyl Fluoride)
Anion pirofosfato

Polifluoruro de vinilideno

Virus sincicial respiratorio (Human Respiratory Syncytial Virus)
Dodecilsulfato sédico (Sodium Dodecyl Sulfate)

ARN pequefio de horquilla (Small hairpin RNA)

Significancia

Tetrametiletilendiamina

Tris(hidroximetil)aminometano

Eter de glicol de polietileno actilfenilo

Unidades de enzima

Amperios

Grados centigrados
Dias

Faradio

Gramos
Aceleracion gravitacional de la Tierra
Horas

Litros

Molaridad (mol/L)
Minutos

Densidad Optica
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pH

Prefijos

k

(@]

=

Potencial hidrégeno
Segundos
Voltios

Kilo- 10®
Centi- 1072
Mili- 107
Micro- 107
Nano- 10~

Cadigo de acidos nucleicos

A

c 4 o O

Adenina
Citosina
Guanina
Timina

Uracilo

Cddigo de aminoacidos

I o m O O O zZ2 X1 >»

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Glin
Glu
Gly
His

lle

Alanina
Arginina
Asparagina
Aspartato
Cisteina
Glutamina
Acido glutdmico
Glicina
Histidina

Isoleucina
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< < £ 4 v v Tz X r

Leu
Lys
Met
Phe
Pro

Ser

Thr
Trp
Tyr
Val

Leucina
Lisina
Metionina
Fenilalanina
Prolina
Serina
Treonina
Triptofano
Tirosina

Valina
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10 Apéndice

El CD que se encuentra adjunto contiene los datos obtenidos del analisis realizado en
el espectrometro de masas realizado para la identificacion de las proteinas que presentan
cambios en los niveles de SUMOilacién en OGD y ROGD en las células P19 cultivadas en

estado de proliferacion asi como neurodiferenciadas, desglosados en las siguientes tablas:

- Tabla Al. Lista de proteinas identificadas en células P19 en estado de proliferacion.

- Tabla A2. Lista de proteinas identificadas en células P19 neurodiferenciadas.
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