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1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

El sindrome de Kabuki es una enfermedad congénita rara que afecta aproximadamente a 1 de cada 32.000
nacimientos. Se caracteriza principalmente por la presencia de rasgos faciales dismdrficos distintivos (que
recuerdan al maquillaje de los actores del teatro japonés Kabuki), retraso en el desarrollo y crecimiento
postnatal, discapacidades intelectuales y anomalias esqueléticas (Cheon y Ko, 2015). Muchos pacientes
con este sindrome sufren defectos cardiacos congénitos, como dilatacion de la aorta y defectos septales
ventriculares (Digilio et al., 2017). Ademas, recientemente se ha sugerido que estos pacientes también

tienen una predisposicidn a padecer cancer (Teranishi et al., 2018).

Este espectro de manifestaciones clinicas tan amplio se debe a la pérdida de la funcion del gen KMT2D
(anteriormente denominado MLL?2), que se ha encontrado mutado en hasta un 80% de los casos de Kabuki
(Cheon y Ko, 2015). La mayoria de mutaciones en este gen se dan de manera esponténea, aunque también
se han descrito mutaciones heredadas con un patron autosémico dominante. ElI gen KMT2D se localiza en
la region cromosémica 12q13.12 y codifica para la sintesis de la histona-lisina N- metiltransferasa 2D o
KMT2D, una proteina de 5537 aminoacidos, que es esencial en el desarrollo embrionario temprano y que

se expresa también en numerosos tejidos adultos (Froimchuk et al., 2017).

KMT2D forma un complejo proteico mediante su asociacion con WRAD (WDR5, RbBP5, ASH2L,
DPY30), UTX, NCOAG, PAL1y PTIP (Figura 1). KMT2D acttia como scaffold para el resto de proteinas,
manteniendo la estabilidad del complejo. Su dominio
SET C-terminal es el responsable de su actividad
mono-metiltransferasa; transfiere un grupo metilo a la
lisina 4 de la histona H3 (H3K4mel). Por otro lado,
la proteina UTX elimina un grupo metilo de la lisina
27 de la histona H3 (H3K27). La metilacion H3K4 es

una marca de activacion génica, mientras que la

metilacion H3K27 esta asociada con la represion

e ";f _—_ Génica. Por lo tanto, la funcion del complejo es
ARTKQTARKSTGGKAPRKQLATKAARKSAP—— )
4 27 H?’/

inducir la expresion génica (Froimchuk et al., 2017).
Figura 1. Complejo proteico de KMT2D (Froimchuk et

al., 2017).

KMT2D actua en la regulacion epigenética de la transcripcion de una gran variedad de genes implicados
en la embriogénesis y el desarrollo. Concretamente, actla selectivamente en regiones potenciadoras
(enhancer regions) especificas, dependiendo del tipo celular y estado de diferenciacion. Modula la
accesibilidad de la cromatina, permitiendo el reclutamiento de distintos factores de transcripcion y la
consiguiente expresion de genes especificos, entre los que se incluyen genes Hox (Guo et al., 2013). Asi,
KMT2D juega un papel critico en la regulacion del desarrollo, diferenciacion y metabolismo, lo que

explica que las mutaciones en este gen en la linea germinal sean tan perjudiciales.



Ademés de las mutaciones en la linea germinal, asociadas al sindrome de Kabuki, se ha visto que las
mutaciones sométicas en KMT2D promueven la formacion de tumores. Hasta la fecha se han identificado
cientos de mutaciones de KMT2D en tumores humanos, siendo esta proteina una de las mas
frecuentemente mutadas en el cancer (Rao y Dou, 2015). Se han descrito alteraciones de KMT2D en
meduloblastomas, leucemia mieloide aguda, cancer de pulmdén, de intestino, de endometrio, de proéstata,
hepatico y renal, entre otros (Guo et al., 2013; Rao y Dou, 2015). Ademas, KMT2D esta implicada en
mecanismos de resistencia terapéutica inducidos por el empleo de inhibidores de la PI3Ka en casos de
cancer de mama ER (receptor de estrogenos) -positivo, ya que permite el reclutamiento de ER a lugares
especificos de la cromatina para activar la transcripcion de genes que favorecen el crecimiento tumoral
(Toska et al., 2017). En conjunto, estos estudios demuestran que la proteina KMT2D esta intimamente

relacionada con muchas patologias humanas.

KMT2D es una metiltransferasa de histonas que desempefia su funcién en el nucleo celular. Por ello, tiene
que ser transportada desde el citoplasma, donde es sintetizada, al nicleo. Las proteinas con una masa
atébmica superior a los 40 kDa, como es el caso de KMT2D (600 kDa), deben ser transportadas
activamente entre el nlcleo y el citoplasma a través de los poros nucleares. Para ello, requieren la accién
de receptores de transporte solubles llamados importinas (Imp) y exportinas, que reconocen sefiales de
localizacion nuclear (NLS) y sefiales de exportacion nuclear (NES) respectivamente, presentes en la

secuencia de las proteinas que han de transportar (Cautain et al., 2015).

Las NLSs “clasicas” son secuencias cortas que contienen clusters de aminoacidos cargados positivamente,
tipicamente lisina o arginina. Se subdividen en monopartitas y bipartitas, en funcion de si estan formadas
por un Unico cluster o por dos clusters separados por una region linker de unos 10 aminoacidos. Las NLSs
cléasicas se unen a la proteina adaptadora Imp-a, que a su vez se une al receptor de transporte Imp-f1,
formando un complejo ternario que es transportado al ndcleo. Hay otros tipos de sefiales NLS “no
clasicas”, como la denominada PY-NLS, que consiste en un motivo N-terminal hidrofébico, un residuo de
arginina central y una secuencia PY C-terminal. Las proteinas con PY-NLS son importadas al nucleo por

el receptor Imp-B2 (Cautain et al., 2015).

En cuanto a la exportacion nuclear, la NES “rica en leucina”, que es reconocida por el receptor de
exportacion nuclear CRM1, es la sefial que ha sido més caracterizada. Se trata de una secuencia
aminoacidica corta con varios residuos hidrofébicos. Tras los primeros estudios que se realizaron, se
propuso una secuencia NES consenso [¢- (X)2-3 - ¢?- (X)2-3 - ¢$3- (X) - ¢*] con cuatro residuos hidrofébicos
conservados (representados por ¢; pueden ser L, V, I, F o M) separados por un numero variable de
aminoacidos (representados por X), preferentemente cargados, polares o de pequefio tamafio. Sin embargo,
este patron consenso se ha ido refinando a medida que se han identificado y confirmado
experimentalmente mas NESs (Cautain et al., 2015; Prieto et al., 2014). Ademaés, estudios estructurales

han revelado que CRML1 contiene 5 bolsillos de union para los residuos hidrofobicos conservados de las



NESs, por lo que en base a esto se ha propuesto una NES consenso con una posicion hidrofobica adicional
(Gdittler et al. 2010).

Cabe sefialar, por otra parte, que algunas proteinas pueden ser transportadas dentro y fuera del nucleo a
través de la interaccion con otras proteinas que contengan sefiales de transporte funcionales, a pesar de que
ellas no tengan ni NLS ni NES (Cautain et al., 2015).

En vista de la gran relevancia tanto fisiologica como patolégica de KMT2D, con este proyecto se va a
tratar de ahondar en la caracterizacion de esta proteina. Dada su funcion en el ndcleo, partimos de la
hipétesis de que KMT2D puede tener sefiales de transporte nucleocitoplasmico funcionales. Por tanto, el
objetivo principal del trabajo va a ser la identificacion de sefiales NLS y NES en la secuencia de KMT2D
para conocer los mecanismos de transporte empleados por esta proteina. Ademas, otro de los objetivos va
a ser el estudio de mutaciones patoldgicas en las potenciales sefiales de transporte, con el fin de analizar si

la patologia puede deberse al transporte alterado de KMT2D.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Andlisis bioinformatico

2.1.1. Prediccién de seriales de localizacién nuclear

Para la busqueda de NLSs en la secuencia de la proteina KMT2D se emplearon tres programas web:
Wregex (Prieto et al., 2014), PSORT Il (una version actualizada de PSORT (Nakai y Horton, 1999)), y
ELM (Dinkel et al., 2016). Estos programas determinan la secuencia y localizacion de las potenciales
NLSs aplicando diferentes algoritmos. La secuencia aminoacidica de KMT2D en formato FASTA que se

introdujo en los programas se obtuvo de la base de datos Uniprot.

2.1.2. Prediccion de seriales de exportacién nuclear

Para la prediccién de las NESs también se utilizaron los programas Wregex (Prieto et al., 2014) y ELM
(Dinkel et al., 2016), y ademas otros dos programas especializados en la prediccién de NESs: LocNES
(Xu et al., 2015) y NetNES (la Cour et al., 2004). Ambos funcionan de manera similar a los previamente

descritos, aungue aplican algoritmos diferentes.

2.1.3. Busqueda de mutaciones clinicamente relevantes en las posibles NL Ss/NESs

Se realiz6 una blsqueda en la base de datos ClinVar (NCBI) y en el buscador gendmico Ensembl de las
mutaciones registradas en la secuencia de la proteina KMT2D, la mayoria de las cuales estan relacionadas
con el Sindrome de Kabuki. Concretamente, se buscaron aquellas mutaciones en las secuencias de las
potenciales sefiales de importacion y exportacion nuclear seleccionadas a partir de los programas de

prediccion descritos mas arriba.



2.2. Andlisis experimental de las sefiales de transporte nucleocitoplasmico

2.2.1. Analisis experimental de potenciales NLSs

Para determinar la funcionalidad de la NLS candidata (cCNLS) la sefial se insertd en el plasmido pEYFP-
C1, detras de la secuencia que codifica para la sintesis de la proteina fluorescente YFP. De este modo, la
expresion del plasmido da lugar a YFP fusionada a la cNLS (YFP-cNLS). Los plédsmidos fueron
transfectados en células HelLa y células embrionarias de rifion humano 293 (293T) y se estudid la
localizacion subcelular de la proteina YFP-cNLS por microscopia de fluorescencia. Si la cNLS es
funcional, la proteina YFP-cNLS se localizara mayoritariamente en el nicleo celular. En cambio, si no es
una verdadera NLS se observara fluorescencia en el citoplasma y en el nlcleo, la localizacion normal de la
proteina YFP (Figura 2).

_ F ”q_oBam HI .
Hind III Stop Funcional
_[vFP ] 4 —> [ YFP_[cNLS|
Hind 11£+ \j“Bam HE No funcional

Figura 2. Analisis experimental de potenciales NLSs. La NLS en estudio (cNLS) se clona en el plasmido pEYFP-
C1 detras de la secuencia de la proteina YFP, mediante las endonucleasas Hind 111 y Bam HI. Tras la transfeccion de
los plasmidos en las células, se estudia la actividad de la cNLS mediante el analisis de la distribucidn subcelular de la
proteina YFP-cNLS. Si la proteina fluorescente se localiza mayoritariamente en el nucleo la cNLS se considera
funcional, mientras que si se localiza tanto en el nicleo como en el citoplasma significa que no se trata de una
verdadera NLS.

2.2.2. Analisis experimental de potenciales NESs: Ensayo de exportacion nuclear

Para el estudio de las NESs candidatas (CNES) se empled un ensayo de exportacion nuclear desarrollado
por Henderson y Eleftheriou (Henderson y Eleftheriou, 2000). En este ensayo se emplea el plasmido Rev
1.4-GFP, que codifica una proteina de fusién formada por la proteina Rev 1.4 del virus de la
inmunodeficiencia humana (que contiene una NLS fuerte y una NES mutada no funcional) y la proteina
fluorescente verde GFP. La sefial en estudio se inserta entre las secuencias de Rev 1.4 y GFP, por lo que la
expresion del plasmido da lugar a la proteina quimérica fluorescente Rev 1.4-cNES-GFP.

Los plasmidos fueron transfectados en células HeLa y posteriormente las células fueron tratadas solo con
cicloheximida (CHX; Sigma) o con CHX y actinomicina D (Act. D; Sigma). La CHX es un inhibidor de la
sintesis proteica, de modo que incubar las células con este compuesto asegura que la fluorescencia que se
detecte en el citoplasma corresponde a proteinas que han sido exportadas del ndcleo gracias a la cNES y
no a proteinas que se acaben de sintetizar. La Act. D es un inhibidor de la importacion nuclear —mediada
por la NLS de Rev—, por lo que tras su adicion todas las proteinas que hayan sido exportadas por la cNES

se quedan en el citoplasma, lo que facilita la identificacion de las NESs débiles. Tras el tratamiento de las



células se procede al estudio de la distribucién subcelular de las proteinas por microscopia de
fluorescencia. Si la cNES funciona, las proteinas se localizaran en el citoplasma debido a la actividad
exportadora de la sefial. En cambio, si la cNES no es funcional, la fluorescencia se observara en el nicleo
celular (Figura 3).

+ CHX
(+Act. D)
INLS| [NES[] B
Funcional
Rev 1.4-GFP % \}a |:>|Rev 1.4]cNES] GFP ]
Bam HI Age I No funciona
Bam HI “fAge I -

Figura 3. Andlisis experimental de potenciales NESs: Ensayo de exportacion nuclear. La NES en estudio
(cNES) se clona mediante las endonucleasas Bam HI y Age | en el pldsmido Rev 1.4-GFP, entre las secuencias de las
proteinas Rev 1.4 y GFP. Tras la transfeccion de los plasmidos y el correspondiente tratamiento de las células solo
con CHX o con CHX y Act D, se estudia la actividad de la cNES mediante el analisis de la distribucion subcelular de
la proteina quimérica Rev 1.4-cNES-GFP. Si la proteina fluorescente se localiza en el citoplasma la cNES se

considera funcional, mientras que si se localiza en el nucleo significa que no se trata de una verdadera NES.

2.2.3. Clonacidn (generacion de plasmidos)

Para clonar la cNLS y las cNESs se usaron gBlocks. Los gBlocks son fragmentos de DNA de doble hebra
comerciales, sintetizados por la empresa IDT (Integrated DNA Technologies) segln la secuencia enviada
por el investigador. Se disefidé una secuencia de DNA de 340 pb que contenia las secuencias nucleotidicas
gue codifican las cuatro sefiales en estudio— cNLS, cNES 1, cNES 2 y cNES 2 mutada—flanqueadas por

las secuencias de corte reconocidas por las correspondientes endonucleasas de restriccion (Figura 4).

CAGTACAAGCTTCAGAGACCGAGGAAAGCAAAAAACGCAAGCGTAAACCATATCGGCCTGGCATTGGTGGT
TTCATGGTGCGACAGCGGAAATCCCACACAIWNAGGATCCTTCTACGGATCCAGATGAAGAGCTTGCTCACC
TGGGTCTGGGTGTGGATGTGGCCAAGGGTGATGATCCACCGGTCTCAACGGATCCAGAGGCCTTGCTGAAA
CAGCTGAAACAGGAGCTGTCCCTGCTGCCCCTAACGGAGCCTCCACCGGTTACTTACGGATCCAGAAGCAT
TACTTAAGCAAGAACTGAGTCTGCTTCCTCTAACGGAACCGCCACCGGTGGCTACC

cNLS cNES1 CcNES2 cNES2mutada Secuencia de corte para endonucleasas

Nucleétidos aleatorios

Hind IIT Bam HI Bam HI Age I
AAGCTT---cNLS---FJ&es---GGATCC GGATCC---cNES---ACCGGT

Figura 4. Disefio de la secuencia del gBlock. Se incluyeron las secuencias de las cuatro sefiales en estudio (cNLS,
cNES 1, cNES 2 y cNES 2 mutada) flanqueadas por sus respectivas secuencias de corte para las endonucleasas y
nucleétidos aleatorios a modo de separacion para facilitar la digestion. En la parte inferior de la imagen se indican las
endonucleasas especificas empleadas para cada tipo de sefial junto con sus secuencias de corte.



El DNA del gBlock se digirié con las endonucleasas de restriccion especificas Bam HI, Age | y Hind 11,
obteniendo asi los distintos insertos con extremos cohesivos, que posteriormente se purificaron empleando
el QlAquick PCR Purification Kit de Qiagen y se eluyeron en agua. Los insertos se ligaron mediante la
accion de la DNA ligasa con los vectores (Rev 1.4-GFP o pEYFP-C1), que se encontraban previamente
cortados con las enzimas correspondientes y desfosforilados. Se prepararon 2 mezclas de ligacion para

cada tipo de vector, una de ellas con inserto y la otra sin inserto, para utilizarla como control negativo.

Se transformaron bacterias de la cepa E.coli DH5a con los plasmidos con y sin inserto mediante el
método del choque térmico. Las bacterias se sembraron en placas de Petri con kanamicina, de modo que
solo pudiesen crecer aquellas bacterias que hubiesen incorporado el plasmido, que confiere resistencia a
dicho antibi6tico. Las placas se incubaron overnight a 37°C para facilitar el crecimiento de las colonias.

Para comprobar si los plasmidos habian incorporado el inserto correctamente se realizé6 una PCR y
posterior electroforesis de cinco muestras de colonias para cada tipo de plasmido. Para la PCR se
emplearon un par de cebadores especificos para cada tipo de vector, que amplifican un fragmento del
plasmido en el que esta incluida la regién donde tedricamente se ha insertado la ctNLS/cNES. Una vez
amplificados los plasmidos, se realizé una electroforesis en un gel de agarosa con el objetivo de
determinar si los plasmidos contenian un solo inserto, mas de uno o ninguno, en funcién del tamafio del
producto amplificado (Figura 5). En base a los resultados de la electroforesis se eligieron varias colonias
de cada tipo y se procedi6 a la purificacion de sus plasmidos con el kit Miniprep de Qiagen. Por ultimo,
las muestras se enviaron a secuenciar a la empresa Stab Vida para identificar las sefiales insertadas en cada

una de ellas y comprobar que la insercion se habia producido correctamente.

— Figura 5. Representacion esquematica de la
[ ] . , . ipe 2
| — region de los plasmidos que se amplific por
’ 200 pb ' PCR. Cuando no hay inserto, la zona
—y amplificada tiene un tamafio de 200 pb. Al
Linserto | — incorporarse un inserto, el tamafio aumenta
| R .
, 280pb . aproximadamente 80 pb, por lo que el
E fragmento amplificado es de 280 pb. En caso de
— . - ~
| Inserto | Inserto | incorporarse dos insertos, el tamafio es en torno
S—
‘ R | a las 360 pb.
360 pb

2.2.4. Cultivo, transfeccidn, tratamiento vy fijacion de las células

Las células 293T v las células HeLa fueron cultivadas en medio de cultivo Eagle modificado de Dulbecco
(DMEM), suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS), 100 U/ml penicilina y 100 pg/ml
estreptomicina (P/S) (todo ello de Invitrogen). Veinticuatro horas antes de la transfeccion las células se

sembraron en una placa de 12 pocillos con un cubreobjetos en cada uno de ellos.

Para el analisis funcional de la cNLS, las células HeLa y 293T se transfectaron con el plasmido pEYFP-

C1 a modo de control negativo; un plasmido con una NLS muy activa (la NLS del antigeno T del virus



SV40) a modo de control positivo y el plasmido con la cNLS en estudio (pEYFP-cNLS). En el caso de las
cNESs, las células HelLa se transfectaron con el pldésmido Rev 1.4-GFP como control negativo; un
plasmido con una NES muy activa como control positivo (Garcia-Santisteban et al., 2012) y el plasmido
con las cNESs en estudio (Rev 1.4-cNES-GFP). Las muestras para el ensayo de las cNESs se prepararon
por duplicado para su posterior tratamiento con CHX y Act. D.

La transfeccion se realiz6 empleando el reactivo X-tremeGENE 9 (Roche Diagnostics), que forma un
complejo con el DNA permitiendo su transporte al interior celular. A los pocillos con las células ya
adheridas al cubreobjetos se les afiadi6 750 pul de DMEM completo, 1 ul del DNA correspondiente en
cada caso y 37,5 ul de una mezcla de X-tremeGENE 9 y DMEM sin FBS ni P/S en proporcién 3:100.
Veinticuatro horas después de la transfeccién, cada una de las muestras para el estudio de las cNESs fue
incubada durante 3 horas en DMEM que contenial0 pg/ml CHX y 5 pg/ml Act.D o solo CHX. Tras la
incubacion, las células se fijaron con 3,7% formaldehido en PBS y los cubreobjetos se montaron sobre los
portaobjetos empleando el medio de montaje Vectashield con DAPI (Vector Laboratories) para su

observacién al microscopio.

2.2.5. Microscopia de fluorescencia

Para el andlisis de las muestras se utilizé un microscopio de fluorescencia Zeiss Axioskop de los Servicios
Generales de Investigacion (SGlker) de la UPV/EHU. Las imagenes fueron tomadas con una camara
Nikon DS-QilMc controlada mediante el software NIS-Elements F y con un objetivo 40X. En el caso de
las cNESS se realizé un recuento “a ciegas” (sin conocer la identidad de la muestra) de aproximadamente
200 células para cada muestra. La sefial fluorescente de cada célula se clasific6 como nuclear,

citoplasmica o nucleocitoplasmica.

3. RESULTADOS

3.1. Prediccién y seleccion de potenciales sefiales de transporte nucleocitopldsmico en la
proteina KMT2D mediante anélisis bioinformético

3.1.1. Seleccion de una potencial NLS en KMT2D

Cada uno de los tres programas ofrecio varias potenciales NLSs. Con el fin de aumentar las probabilidades
de que las NLSs predichas fueran funcionales, se decidi6 seleccionar para su estudio aquellas secuencias
que hubiesen sido identificadas por mas de un programa. Wregex y ELM coincidieron en la prediccion de
una Unica sefial. De las sefiales predichas por PSORT, una se solapaba con el tltimo aminoacido de la
secuencia identificada por los otros dos programas. Por ello, se seleccioné una posible cNLS para la

clonacion cuya secuencia incluia las detectadas por los tres programas (Tabla 1).



Tabla 1. Resultados de las predicciones de las posibles NLSs coincidentes en los programas Wregex, ELM y
PSORT vy posible cNLS seleccionada para el estudio. Se indican los aminoécidos de inicio y final de las sefiales
detectadas, asi como su secuencia aminoacidica. El codigo de colores permite ver el solapamiento entre las distintas
secuencias predichas por los tres programas en la cNLS en estudio.

Programa Inicio Final Secuencia
Wregex 1684 1689 SKKRKR
ELM 1684 1689 SKKRKR
PSORT 1689 1705 RKPYRPGIGGFMVRQRK
cNLS 1680 1708 ETEESKKRKRKPYRPGIGGFMVRQRKSHT

3.1.2. Seleccion de dos potenciales NESs en KMT2D

Para la seleccidn de las posibles NESs se utilizo el mismo criterio empleado en el caso de las NLSs (Tabla
2). Wregex y ELM volvieron a coincidir en una sefial, que se seleccion6 para la clonacion y se denominé
cNES 1. Ademas, ELM predijo otra NES cuya secuencia se solapaba con dos sefiales identificadas por el
programa LocNES. Esta region, a la que se denomin6é cNES 2, también se selecciond para su estudio
experimental. EI programa NetNES no predijo ninguna sefial que coincidiese con las detectadas por los
otros programas.

Tabla 2. Resultados de las predicciones de las posibles NESs coincidentes en los programas Wregex, ELM vy
LocNES y posibles ctNES seleccionadas para el estudio (cNES 1, cNES 2). Se indican los aminoacidos de inicio y
final de las sefiales detectadas, asi como su secuencia aminoacidica. El codigo de colores permite ver el solapamiento
entre las distintas secuencias predichas por los tres programas en las cNESs en estudio. En negrita y subrayado se
indican los aminodcidos hidrofébicos que se ajustan a la secuencia NES consenso.

Programa Inicio Final Secuencia

Wregex 3007 3022 EELAHLGLGVDVAKGD
3007 3022 EELAHLGLGVYDVAKGD

ELM 4554 4566 QLKQELSLLPLTE
4547 4561 ASEALLKQLKQELSL

HOGNES 4550 4564 ALLKQLKQELSLLPL

cNES 1 3006 3023 DEELAHLGLGVDVAKGDD

cNES 2 4549 4567 EALLKQLKQELSLLPLTEP

3.1.3. Una mutacion clinicamente relevante en KMT2D afecta a una potencial NES

Para investigar una posible relacion entre el transporte alterado de la proteina KMT2D vy su relevancia
patoldgica se buscaron mutaciones clinicamente relevantes que pudiesen provocar la pérdida de actividad
de sefiales de importacion o exportacion nuclear. No se encontraron mutaciones de interés registradas ni
en la secuencia de la cNLS, ni en la de la cNES 1. Sin embargo, en Ensembl se localizé una mutacién
registrada en dbSNP (NCBI) que consistia en la eliminacion de tres aminoacidos de la secuencia de la
cNES 2 (p.Lys4555_GIn4557del) (Tabla 3). Se decidié clonar la cNES 2 mutada junto con la cNLS, cNES
1ycNES 2.




Tabla 3. Comparacién entre la secuencia normal (wild type) de la ctNES 2 y la secuencia con la mutacion
registrada en dbSNP (mutada). En rojo se muestran los tres aminoacidos que no estan presentes en la secuencia
mutada. En negrita y subrayado se indican los aminoacidos hidrofébicos que se ajustan a la secuencia NES consenso.

cNES 2 Secuencia
wild type EALLKQLKQELSLLPLTEP
Mutada (p.Lys4555_GIn4557del) | EALLK Q ELSLLPLTEP

3.2. Resultados de la clonacion

3.2.1. Transformacién de las bacterias

Como se esperaba, crecieron numerosas colonias bacterianas en las placas positivas, es decir, en aquellas
en las que se habian afiadido los insertos. Por tanto, en dichas colonias se encontraban bacterias que
habian incorporado el plasmido pEYFP-cNLS (Figura 6, a) y bacterias con el plasmido Rev 1.4-cNES-
GFP con la cNES 1, cNES 2 o cNES 2 mutada (Figura 6, c). Las pocas colonias que crecieron en los
controles negativos (Figura 6, b y d) probablemente se deban a que dichas bacterias incorporaron vectores

que no se llegaron a cortar con las endonucleasas.
a) Figura 6. Resultado de la transformacion de las bacterias E.coli
DH5a en placas con kanamicina. a) Bacterias que incorporaron el
plasmido pEYFP-cNLS y b) control negativo. ¢) Bacterias que
incorporaron el plasmido Rev 1.4-cNES-GFP con las posibles

- AR

cNESs y d) control negativo.

3.2.2. Andlisis mediante PCR v electroforesis de los insertos presentes en los plasmidos

En el caso de pEYFP-cNLS, haciendo una comparacion con el control negativo (plasmido pEYFP-C1) se
pudo observar que los plasmidos de dos de las colonias seleccionadas (C1 y C3) incorporaron mas de un
inserto. En cambio, los plasmidos de las otras tres colonias (C2, C4 y C5) contenian un solo inserto, que
en teoria se trata de la cNLS. En el caso de los plasmidos Rev 1.4-cNES-GFP, se empled el plasmido Rev
1.4-GFP a modo de control negativo y el mismo plasmido con una NES como control positivo. Las bandas
de las cinco colonias seleccionadas (C1, C2, C3, C4 y C5) se encontraron a la misma altura que la del
control positivo, por lo que incorporaron un solo inserto (Figura 7). En este caso hay tres sefiales distintas

gue pueden haberse insertado, cNES 1, cNES 2 o cNES 2 mutada.
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Figura 7. Resultados de la PCR y electroforesis en gel de agarosa 1,5% de los plasmidos pEYFP-cNLS y Rev
1.4-cNES-GFP extraidos de las colonias transformadas de E.coli DH5a. C1, C2, C3, C4 y C5 hacen referencia a
las cinco muestras de colonias de las placas con kanamicina que se picaron en cada caso. El control negativo (C-) en
ambos casos se trata del plasmido correspondiente sin inserto. En el caso del plasmido Rev 1.4-cNES-GFP se afiadid
también un control positivo (C+), que se trata del plasmido con una NES.

3.2.3. Secuenciacion de los insertos

Los plasmidos de las cinco colonias seleccionadas con Rev 1.4-cNES-GFP y las colonias C4 y C5 con el
plasmido pEYFP-cNLS fueron enviadas a secuenciar para asegurar que la sefial se hubiese incorporado
correctamente y, en el caso del plasmido Rev 1.4-cNES-GFP, también para comprobar cuél de las posibles
sefiales se habia insertado (Figura 8). La secuenciacion de las dos muestras del plasmido pEYFP-cNLS
demuestra que en ambos casos la ctNLS se cloné correctamente. En el caso de Rev 1.4-cNES-GFP, las
muestras C3 y C5 incorporaron la ¢ctNES 1 y la muestra C1 la cNES 2. Los plasmidos de C2 y C4
presentaron problemas en la secuenciacion, probablemente debido a la mezcla de dos colonias al picar las
bacterias. La ctNES 2 mutada no se clond correctamente en ninguna de las colonias seleccionadas, por lo

que el estudio se continud con el resto de sefiales (CNLS, cNES 1y cNES 2).

a . . .
) : Figura 8. Resultados obtenidos tras la secuenciacion de los
Plasmido Muestra_| Resultado plasmidos. a) Se indican las sefiales insertadas en los diferentes
C4 cNLS L . . . -
PEYFP-cNLS s NLS plasmidos de las colonias seleccionadas. El signo (-) indica que
C . ..
o1 NES 2 no se pudo confirmar la secuencia insertada. b) Resultado de la
Cc .., 2 .
co secuenciacion de la muestra C1 del pldsmido Rev 1.4-cNES-
GFP. Se pueden observar las dos secuencias de corte
Rev 1.4-cNES-GFP C3 cNES 1 . i
ca especificas para las endonucleasas Bam HI y Age I, asi como la
secuencia tanto nucleotidica como aminoacidica de la ctNES 2.
C5 cNES 1 . - L . i~
En negrita y subrayado se indican los amino&cidos hidrofébicos
b) gue se ajustan a la secuencia NES consenso.

E A L L K@ L KQ@E LS LLPETESHP®P

AAGAIGGATCChGAGGCCTTGCTGAAACAGCTGAAACAGGAGCTIGTCCCTGCTGCCCCTAACGGAGCCTCCACCGGTEGCC x((’
440 450 460 470 480 490 500 310
Bam HI Agel

MWVMNMJWVWMNWWJWWWJWMWNWVWVW\MMMNWMWMMM

3.3. La region 1680-1708 de la proteina KMT2D es una sefial de localizacion nuclear
funcional

Tras la transfeccion de las células, tanto HeLa como 293T, con los plasmidos correspondientes, se estudio

la distribucién subcelular de la proteina YFP mediante microscopia de fluorescencia. El control negativo
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(plasmido pEYFP-C1) mostrd fluorescencia tanto en el citoplasma como en el ndcleo. En el control
positivo solamente se observo fluorescencia en el nucleo, debido a la actividad importadora de la NLS
fuerte fusionada a YFP. Las muestras de las cNLSs en estudio se compararon con las de los controles. Las
células transfectadas con los plasmidos con la cNLS presentaron una clara acumulacion de fluorescencia
en el nucleo (Figura 9). Esto indica que la region 1680-1708 de KMT2D es una NLS funcional, ya que es
capaz de dirigir la proteina YFP desde el citoplasma, donde habia sido sintetizada, hasta el nicleo.

Hela 2937
YFP DAPI Merge YFP DAPI Merge

Control -

Control +

cNLS

Figura 9. Resultados del analisis experimental de potenciales NLSs. Las imagenes obtenidas por microscopia de
fluorescencia muestran la localizacion subcelular de la proteina YFP tras la transfeccion de los pldsmidos pEYFP-
cNLS en células HelLa y 293T. En azul se muestran los nlcleos tefiidos con DAPI. En ambas lineas celulares se
observa que la cNLS dirige las proteinas al ndcleo, por lo que se trata de una NLS funcional. Las imagenes fueron
tomadas con un objetivo 40x.

3.4. La region 4549-4567 de la proteina KMT2D funciona como una sefial de exportacion

nuclear débil

Una vez las células HelLa fueron transfectadas con los distintos plasmidos y tratadas con CHX o CHX y
Act. D, se estudi6 la distribucién subcelular de la proteina Rev 1.4-cNES-GFP en cada uno de los casos.
En la figura 10 se observan las imagenes obtenidas por microscopia de fluorescencia de las distintas
muestras en ausencia y presencia de Act. D, asi como sus correspondientes graficas, en las que se muestra
el porcentaje de células que presentaron fluorescencia en el nucleo, en el citoplasma o en ambos. En todos
los casos se pudo observar que al afiadir Act. D el porcentaje de células que presentaron fluorescencia en
el citoplasma aument6, debido a su acciéon como inhibidor de la importacion. El control negativo, que
contenia el plasmido vacio, presentd fluorescencia mayoritariamente en el ndcleo. Sin embargo, se
observaron células que también presentaron fluorescencia en el citoplasma. De hecho, tras la incubacion

con Act. D el porcentaje de células que presentaron fluorescencia nucleocitoplasmica fue muy alto para

[EEN
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tratarse de un control negativo. En el caso del control positivo, que contenia una NES fuerte, tal y como se

esperaba, se observo que practicamente todas las células presentaron fluorescencia en el citoplasma.

En cuanto a las sefiales en estudio, los resultados obtenidos con la cNES 1 fueron practicamente idénticos
a los del control negativo, por lo que se concluy6 que la cNES 1 no es una sefial funcional. Por otro lado,
en el caso de la cNES 2 en ausencia de Act. D, aunque muchas células presentaron fluorescencia solo en el
nucleo, se observo un porcentaje notable de células que presentaron fluorescencia tanto en el nicleo como
en el citoplasma respecto a las muestras de la cNES 1y el control negativo. Esta diferencia fue mayor tras
el tratamiento de las células con Act. D, llegando incluso a observarse un pequefio porcentaje de células
que presentaron fluorescencia solo en el citoplasma. No obstante, la fluorescencia citoplasmica inducida
por la cNES 2 fue muy inferior a la inducida por la NES fuerte del control positivo. Por todo ello,
concluimos que la ctNES 2, que abarca la region 4549-4567 de KMT2D, funciona como una sefial de

exportacion nuclear débil.

Sin Act. D Con Act. D Sin Act. D Con Act. D
GFP DAPI GFP DAPI

% CELULAS

cNES 1 Control + Control -

CNES 2
% CELULAS

N NC Cc N NC Cc

Figura 10. Resultados del ensayo de exportacion nuclear de las NESs en estudio. En las imégenes obtenidas por
microscopia de fluorescencia se muestra la localizacion subcelular de la proteina Rev 1.4-cNES-GFP tras la
transfeccion de los plasmidos en células HelLa, tanto en ausencia de Act. D como tras la incubacion durante 3 horas
con Act. D. En azul se observan los ndcleos tefiidos con DAPI. Las imagenes fueron tomadas con un objetivo 40x.
En las gréficas se representa el porcentaje de células que presentaron fluorescencia en el nicleo (N), en el citoplasma
(C) 0 en ambos (NC) en cada uno de los casos. La actividad exportadora de la cNES 1 es similar a la observada en el
control negativo, por lo que se considera que no es una verdadera NES. La cNES 2 muestra actividad, pero muy
inferior a la del control positivo, lo que indica que se trata de una NES funcional débil.



4. DISCUSION

Mediante una combinacién de analisis bioinformaticos y experimentales hemos identificado dos nuevas

sefiales de transporte nucleocitoplasmico funcionales (una NLS y una NES) en la proteina KMT2D.

Tras analizar las predicciones de las potenciales NLSs se decidi6 clonar una tnica cNLS, que comprendia
las secuencias predichas por los tres programas (Wregex, ELM, PSORT) y que abarcaba la region 1680-
1708 de la proteina. Wregex y ELM predijeron la secuencia SKKRKR, que a priori parece una NLS
clasica monopartita, pues se trata de un cluster de aminoécidos cargados positivamente. PSORT predijo
una sefial que se solapaba con la dltima arginina de la otra secuencia, siendo ésta
RKPYRPGIGGFMVRQRK. Por tanto, la ctNLS que se selecciond para los ensayos podria ser una NLS
clasica bipartita con dos clusters de argininas y lisinas separados por una region linker. El analisis
experimental reveld que se trata de una NLS funcional, ya que las células transfectadas con los plasmidos
con dicha sefial presentaron abundante fluorescencia en el nicleo. Al tratarse de una NLS clésica, nuestros
resultados indican que la proteina KMT2D es posiblemente transportada al nicleo mediante su interaccion
con la proteina adaptadora Imp-a y el receptor de transporte Imp-p1 (Cautain et al., 2015). Sin embargo,

no se puede descartar que esta proteina también siga otros mecanismos de transporte alternativos.

En cuanto a las predicciones de las potenciales NESs, los programas Wregex y ELM coincidieron en una
sefial a la que se denominé cNES 1 (DEELAHLGLGVDVAKGDD) y que estaba comprendida en la
region 3006-3023 de la proteina. ELM y LocNES coincidieron en otra regién a la que se llamd cNES 2
(EALLKQLKQELSLLPLTEP; 4549-4567). Ambas cNESs se ajustan a la secuencia NES consenso
caracterizada por una serie de residuos hidrofobicos conservados (en este caso L y V) separados por un
namero variable de aminoacidos (Prieto et al., 2014). Ademas de estas dos sefiales, también se selecciond
para el estudio la cNES 2 con una mutacion registrada en dobSNP (NCBI). Esta mutacién consiste en una
delecion de tres aminoacidos que incluye uno de los residuos hidr6fobicos conservados. El objetivo de
incluir esta ctNES 2 mutada en el ensayo fue comprobar si, en caso de ser la cNES 2 funcional, esta
mutacion impedia que se diese la exportacion de la proteina. De este modo, se podria establecer una
relacion entre una posible patologia y el transporte alterado de KMT2D como consecuencia de dicha
mutacion. Sin embargo, tras analizar los resultados de la secuenciacion de los insertos de los plasmidos se
observo que no se habia conseguido clonar la cNES 2 mutada, por lo que se decidi6 continuar el estudio
con las otras sefiales. Los resultados obtenidos en los ensayos de exportacion nuclear (Henderson y
Eleftheriou, 2000) indican que la cNES 1 no es una sefial funcional, ya que incluso en presencia de Act. D
la localizacion subcelular de la proteina Rev 1.4-cNES-GFP era muy similar a la del control negativo sin
NES. Al comparar los resultados de la cNES2 con el control positivo era evidente que no se trata de una
NES fuerte, pero la diferencia en el porcentaje de células con fluorescencia en el citoplasma o en el nlcleo
y el citoplasma respecto al control negativo sugiere que esta secuencia funciona como una NES débil. El
hecho de que KMT2D no tenga una NES fuerte es bastante 16gico teniendo en cuenta que desempefia su

funcion en el nucleo celular. Por tanto, la presencia de una NES débil seria suficiente para regular la
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actividad de la proteina. Ademas, en condiciones fisiol6gicas la actividad exportadora de esta NES débil
podria verse enmascarada por la actividad importadora de la NLS detectada, al ser ésta méas fuerte. Esto
lleva a pensar que KMT2D puede ser una proteina que una vez sintetizada es dirigida al nucleo y que no
tiene necesidad de ser exportada al citoplasma.

En definitiva, consideramos que la sefial de mayor relevancia detectada en este estudio es la NLS, que va
a ser crucial para la interaccion de KMT2D con las proteinas transportadoras y posterior translocacion al
nucleo. Es posible que, ademas, gracias a esta sefial de importacion, KMT2D sea capaz de transportar al

nucleo otras proteinas del complejo que no tengan NLS.

5. CONCLUSION Y FUTUROS ESTUDIOS

Con este trabajo se ha contribuido a la caracterizacion de una proteina de gran relevancia fisioldgica y con
implicaciones en distintas patologias mediante la identificacion de una sefial de importacion nuclear
(NLS) y de una sefial de exportacion débil (NES) en su secuencia. Como futuros estudios, se propone
extender el andlisis a la proteina entera y no solo estudiar las regiones en las que se encuentran las sefiales,
para evaluar la importancia de las sefiales en el contexto fisioldgico. Sin embargo, hay que tener en cuenta
la dificultad que presentaria trabajar con la proteina entera debido a su gran tamafio (5537 aminoacidos).
Ademas, seria interesante realizar el estudio de la NES 2 con la mutacion registrada para analizar el efecto

gue pudiese tener en el transporte de la proteina.

Finalmente, si se identifican nuevas mutaciones relacionadas con patologias en las regiones en las que se
encuentran estas sefiales en la secuencia de KMT2D, se podria investigar la relacion del transporte

alterado de la proteina con las diferentes patologias.
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