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INTRODUCCIO

1. SUMO I LA SUMOILACIO

1.1. LeS MODIFICACIONS POSTTRADUCCIONALS (PTMs)

La complexitat del proteoma de les cel-lules eucariotes és entre dos i tres ordres de
magnitud major a la predita per la capacitat codificant del seu genoma. En humans, es
calcula que el genoma consta d'uns 20.000-25.000 gens’!, mentre que el nombre total de
proteines s'estima en més d’1 mili6. Per tant, un sol gen codifica per multiples

proteines (Figura 1).

$%
$%%%733%%
478 988839

3779 3339
$%%%%°%

$%%°%

Genoma
~20-25.000 gens Transcriptoma Proteoma
—————————— > ~100.000 transcrits fm———————= P >1.000.000 proteines
Promotors alternatius Modificacions
Terminacio diferencial post-traduccionals
Splicing alternatiu

FIGURA 1. INCREMENT DE LA COMPLEXITAT DEL PROTEOMA. Figura adaptada de ThermoFisher Scientific

(https://www.thermofisher.com/es/es/home/life-science/protein-biology/protein-biology-learning-center/protein-biology-

resource-library/pierce-protein-methods/overview-post-translational-modification.html).

Aquest increment de la complexitat del proteoma es déna a diferents nivells. D’'una
banda, es poden donar mecanismes com la recombinacié genomica, els promotors
alternatius, la terminacié diferencial, o el splicing alternatiu dels transcrits, que generen
diferents mRNAs a partir d’'un sol gen? De laltra, es troben el conjunt de les
anomenades modificacions posttraduccionals (o PTMs, de I'angles post-translational

modifications).

Les PTMs consisteixen en la modificacié covalent i generalment enzimatica d'un
residu aminoacidic per mitja de la unié de petites molecules (com succeeix a la
tosforilacid, I'acetilacié o la metilacié), glicids, lipids o péptids (com a la ubiquitinacid),

aquests Gltims mitjancant enllagos isopeptidics a partir d’'una cadena lateral. Aixi, es

13
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genera un sistema de control rapid i eficient de l'activitat de proteines ja existents,
basic per a la senyalitzaci6 1 el funcionament cel-lulars. A més, les diferents PTMs es
poden donar en multiples residus d’una mateixa proteina, oferint una combinatoria que

es tradueix en una major complexitat biologica.

Aix{ doncs, la integracié del conjunt de PTMs en un codi coherent i global és una
prioritat per tal d’entendre les xarxes de regulacié dels diferents processos cel-lulars,

fisiologics, patologics i del desenvolupament.

1.2. UBIQUITINA | UBLS

La ubiquitina (Ub) és una petita proteina reguladora (8,5 kDa) molt conservada en tots
els organisme eucariotes. La seva conjugacié a una proteina diana s’anomena
ubiquitinacid, i es caracteritza per ser un procés enzimatic reversible que comporta un
consum d’energia en forma d’ATP. Aquesta modificacié pot implicar canvis en la
proteina substrat a nivell d’activitat, localitzacié o interacci6. No obstant, la
conseqiiencia funcional més estudiada és la degradacié a través del complex de

proteasoma?.

Tot i que la ubiquitinacié és la modificaci6 més coneguda i estudiada, existeixen
d’altres proteines semblants a la Ub, anomenades genéricament com a proteines
modificadores Ubiquitin-like (UbL). Les UbLs sén proteines estructuralment similars a
la ubiquitina que es processen, activen, conjuguen i deconjuguen en reaccions
enzimatiques analogues a les de la ubiquitinacié. A mamifers, se n’han descrit al
voltant de 20 UbLs, molt conservades al llarg del regne eucariota. D’entre les més
estudiades, destaca NEDDS8 (Neural precursor cell expressed developmental down-regulated
8), 1 SUMO, respectivament implicats en els processos de neddilacié 1 sumoilacio,

essent aquest Gltim objecte d’estudi d’aquesta tesi doctoral (Figura 2).

-

’
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'.N ? ’ O} y 7/
‘:lsligdﬂqb B
- <
Ub SUMO NEDDS8

FIGURA 2. UB | UBLS. Estructura tridimensional de les proteines humanes Ub, SUMO i NEDDS. Figura adaptada+.
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1.3. SUMO

La proteina SUMO (small ubiquitin-like modifier) és un petit peptid d’aproximadament
12 kDa, essencial per al correcte funcionament de totes les cel-lules eucariotes, que va
ser identificada per primera vegada I'any 1996 per quatre grups independents®5. Igual
que la resta de membres de la seva familia —les UbLs-, és una proteina molt semblant a
la ubiquitina, amb la que comparteix un 18% d’identitat en la seqiiéncia i un 48% de

similitud en I'estructura tridimensional® (Figura 2).

Tot i ser una proteina present en totes les cel-lules eucariotes, el seu grau de
complexitat varia entre especies. Aixi, alguns organismes només tenen un tipus de
SUMO, com ¢és el cas dels llevats Saccharomyces cerevisitae amb Smt3, o
Schizosaccharomyces pombe amb Pmt3. Per aquests organismes SUMO té un rol
essencial, ja que la deleci6 del gen Pmt3 causa una greu disfunci6 en el creixement!'?,
mentre que la de Smt3 resulta en la perdua de la viabilitat cel-lular!!. Altres exemples
d’especies amb només una proteina SUMO sén Caenorhabditis elegans 1 Drosophila

melanogaster, en els que hi juga un paper critic en el desenvolupament!'?.

En canvi, en el cas dels mamifers trobem fins a 4 paralegs diferents, anomenats
SUMO1-4. SUMO1 va ser descrita per primera vegada com a modificador covalent en
I'estudi de la sumoilacié de la proteina de porus nuclear RanGAP1 (Ran-GTPase-
actrvating protein 1)'%. A nivell de seqiiéncia, és la més diferent de les quatre, compartint
Gnicament un 47% d’identitat amb els paralegs SUMO2 i SUMOS3. En canvi, aquestes
ultimes només varien, entre elles, en tres residus de I'extrem N-terminal, pel que se les
acostuma a agrupar com a SUMO2/3. Inicialment, van ser predites a partir de cerques
en bases de dades'* tot 1 que, posteriorment, es van poder purificar i detectar la seva
conjugacio a altres proteines diana's. Pel que fa al quart paraleg, SUMO4, va ser predit
a partir de seqliencies de DNA genomic, amb un 87% d’identitat amb la seqiiencia
aminoacidica amb SUMO2. A partir de la seva seqliencia, es va conjugar
experimentalment en la seva forma madura, expressada exdogenament en ceél-lules sota
condicions d’estres extrem!'¢. No obstant, 'absencia d’introns en la seva seqiiéncia, la
manca de deteccié de proteina endogena 1 les incognites en la possible maduracié i
processat, fan que SUMO4 encara no es consideri plenament una proteina SUMO

funcional!718,

Pel que fa a la seva estructura terciaria, les proteines SUMO es caracteritzen per un

plegament central de conformacié B globular -caracteristic de la Ub- i per un motiu di-
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glicina C-terminal que permet la seva conjugacié (Figura 2). A més, en el cas de
SUMO2/3 trobem un lloc de sumoilacié intern. Aquesta diferéncia respecte SUMO1 fa
que els paralegs de SUMO en mamifers presentin diferents capacitats de conjugacio,
tant in wvitro com in wvivo'®. D’aquesta forma, SUMO2/3 poden formar cadenes de
polisumoilacié a partir de la conjugacié consecutiva de molécules de SUMO a la lisina
interna. Per contra, SUMO1 només es detecta com a monomer o finalitzant les cadenes
de poliSUMO2/3 71920 No obstant, s’han aconseguit formar cadenes de poliSUMO1 n
vitro en presencia de SUMOL1 en excés 1 de la proteina substrat RanBP2 (Ran-binding

protein 2)*'.

1.4. CICLE ENZIMATIC

La sumoilacié es defineix com la conjugacié covalent i reversible d'una proteina SUMO
a una proteina diana. Aquesta conjugacié es déna per mitja de la formacié d’un enllag
isopeptidic entre SUMO 1 una lisina de la proteina substrat, gracies a l'acci6 de
diversos enzims. Normalment, aquesta lisina es troba dins d’una seqiiéncia -o motiu-
consens?®?, tot i que també s’han descrit conjugacions a lisines en motius no-consens??.
A nivell funcional, la sumoilacié actua com a mecanisme de senyalitzaci6é cel-lular i
intervé en la regulaci6 de processos essencials per al desenvolupament i el
metabolisme, com ho sén el transport nucli-citoplasma, 'apoptosi o la transcripcié,

entre d’altres227.

El cicle de la sumoilacié és un procés reversible molt semblant al de la ubiquitinacio, en
el que hi participen de forma jerarquica i consecutiva diversos grups d’enzims (E1, E2,
E3 i proteases) encarregats de l'activacid, conjugacié i deconjugacié de la proteina
SUMO a la lisina diana (Figura 3). Tot i que les reaccions enzimatiques d’ambdues
modificacions sén essencialment iguals, el nombre total d’enzims que intervenen en la
sumoilacié és molt reduit en comparacié amb els implicats en la ubiquitinacié (Ilistats a
la Taula 1). A més, en el cas de la sumoilacié cal un pas previ de maduracié de SUMO

per tal d’iniciar el cicle.

Aixi, el cicle de la sumoilacié parteix de la sintesi d’'un precursor inactiu de SUMO, que
necessita un tall a C-terminal realitzat per un membre de la familia de les SENPs
(sentrin/SUMO-specific proteases). D’aquesta manera queda exposat un motiu di-glicina
que possibilita la conjugacié de la proteina?. Un cop la proteina SUMO és madura, el
segiient pas és la seva activaci6, en un procés depenent d’ATP dut a terme per I'enzim

activador E1, un heterodimer que en mamifers esta format per SAE1 (SUMO-
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activating enzyme 1) 1 SAE2?°. D’aquesta forma, es genera un enllag tioeéster entre el
sofre de la cisteina del centre actiu de SAE2 i T'oxigen de la glicina C-terminal de

SUMO.

A continuaci6, SUMO és transferit a I'nic enzim conjugador E2, anomenat UBC9
(Ubiquitin-conjugating enzyme 9), formant novament una unié tioester amb la cisteina
del seu centre actiu®-%%. No solament és I'inic E2 del cicle de la sumoilacié sin6 que, a
més, té la capacitat de lligar SUMO directament al motiu consens de sumoilacié
d’algunes proteines diana, tot i que amb molt baixa afinitat?2%6. De fet, es poden arribar
a sumoilar determinats substrats iz vitro inicament amb E1 i altes concentracions de
UBC9. No obstant, en contexts fisiologics és necessaria la interaccié z vivo amb una
lligasa E3 per al reconeixement especific i eficient de la proteina a sumoilar®’. Per tal
de donar reversibilitat a la modificacié, un conjunt de SUMO proteases (SUPs), entre
les que també s’hi troben les SENPs, s’encarreguen de deconjugar la proteina SUMO

de la proteina diana (Figura 3).

GG

= &
AMP + PP, -
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Sup GG

— C
GGXX... GG

=Y o

FIGURA 3. Cicle enzimatic de la sumoilacié, amb els seus processos i enzims responsables. La proteasa de
SUMO (SUP) s’encarrega de la maduracié del precursor de SUMO. SUMO madur és activat per I'heterodimer E1
(SAE1 i SAE2) i transferit a la cisteina del centre actiu de I'enzim E2 (UBC9). A continuacid, mitjangant el
reconeixement especific de I'enzim E3, SUMO és conjugat amb un enllag isopeptidic a una lisina (K) d’una

proteina diana (Target). El procés és reversible per I'accié d’una SUP que deconjuga SUMO de la proteina diana®’.
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TAULA 1. Proteines i enzims del cicle de SUMO en llevat i mamifers.

Familia de
proteines

SUMO

SUMO E1

SUMO E2
SUMO E3

SUMO
proteases

1.4.1. LLIGASES E3 DESUMO

Llevat (S.
Cerevisiae)

Smts
Aosl

Uba2
Ubc9

Mms21
Siz1

Siz2

Ulp1
Ulp2

Mamifers

SUMO1
SUMO2
SUMOs3
SAE1
SAE2
UBC9

CBX4
EGR2
HDAC4
HDAC7A
MMS21
MUL1
PIAS1
PIAS2
PIASS
PIAS4
RANBP2
RASD2
TOPORS
TLS
TRAF7
DESI1
DESI2
SENP1
SENP2
SENP3
SENP5
SENP6
SENP7
USPL1

Les lligases E3 de SUMO s’encarreguen de catalitzar la transferencia de la proteina

SUMO des de T'enzim E2 a la lisina diana de la proteina substrat®, actuant com a

mediadores o estabilitzadores de la sumoilacié. Aixi, poden fer d’scaffold posant en

contacte la proteina substrat amb UBC9 carregada amb SUMO (UBC9~SUMO), o bé

poden bloquejar la flexibilitat de I'enllag tioester d'UBC9~SUMO, en una orientacié

que afavoreixi I'atac nucleofilic de la lisina diana.

A diferencia del cicle de la ubiquitinacié, el nombre de lligases E3 de SUMO descrites

és, a dia d’avui, molt reduit (en mamifers, trobem un total de 15 lligases, en comparacié

amb les aproximadament 660 E3 de la Ub). Una de les més estudiades és la familia de

Siz/PIAS (Protein inhibitor of activated STAT), formada per PIAS1-4°5-2 Aquestes

lligases contenen tres motius conservats caracteristics: (i) un domini PINIT N-
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terminal, important en el reconeixement del substrat, (ii) un domini central zznc finger
RING-like (SP-RING), que reconeix UBC9 1 atavoreix la sumoilacié*?, i (iil) un domini
C-terminal d’interaccié amb SUMO. D’aquesta forma actuen com a scaffold per a la

modificacié de la proteina diana, d’igual forma que les lligases E3 de Ub que contenen

el domini RING.

A nivell funcional, les proteines PIAS tenen un paper molt rellevant en la regulacié de
la transcripcié, no només per la seva activitat E3 lligasa, siné també per la seva
capacitat d'unié no covalent a proteines sumoilades**. Tot i que la familia PIAS n’és
I'exemple més caracteristic, existeixen altres proteines que contenen el domini SP-
RING 1 que també han estat descrites com a lligases E3 de SUMO. Entre elles hi
trobem TOPORS (topoisomerase I-binding, arginine/serine-rich)*>, MUL1 (mitochondrial
E3 ubiquitin ligase 1)*6 1 MMS2147—#. Es important destacar el cas de TOPORS, ja que
és la primera lligasa dual de SUMO 1 Ub*»%, fet que suggereix un paper central
d’aquesta lligasa en el cross-talk entre sumoilacio i ubiquitinacid, observat en alguns

substrats 1 que es discutira més endavant.

Existeixen altres lligases E3 de SUMO que actuen de forma similar a les anteriors,
perd que no contenen cap domini SP-RING. Es el cas, per exemple, del membre de la
familia de les proteines Polycomb PC2/CBX44! (referit a partir d’ara com a CBX4 per
simplicitat), que forma part del complex multimeric PRC1 (polycomb repressive complex
I1). Aquesta proteina és capag¢ d’unir-se i promoure la conjugaci6 de SUMO1 en
substrats com CTBP (C-terminal-binding protein)>'=>, CTCF (CCCTC-binding factor)>*
o DMNT3 (DNA methyltransferase 3)°>. També s’ha descrit com, per mitja de la
sumoilacid, contribueix en el reclutament de la proteina del complex PC BMI1 a llocs

de dany al DNA?%.

De forma similar, HDAC4 (histone deacetylase 4)°"-°% 1 HDAC79, el factor de
transcripci6 KROX20/EGR2%, la proteina G Rhes/RASD2¢!, la proteina d'uni6 a
RNA TLS (¢ranslocated in liposarcoma)®® 1 TRAFT (tumor-necrosis-factor-associated protein
7)5%, també han estat descrites com a lligases E3 de SUMO sense domini SP-RING que

funcionen com a moduls de reconeixement de substrats.

En canvi, RanBP2 és la tnica lligasa amb un mecanisme molecular diferent. Aquesta
nucleoporina va ser una de les primeres lligases E3 de SUMO descrites, 1 és
fonamental en el paper de la sumoilacié en el transport nucli-citoplasma?!-6*. No

obstant, i a diferéncia de la resta de lligases, RanBP2 no s’uneix a la proteina substrat,
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tot 1 promoure’n la seva sumoilacié. Estudis estructurals postulen que actua
posicionant UBC9~SUMO1 en una conformacié que provoca la transferéncia de

SUMOT1 a la proteina substratt+65.

1.4.2. PROTEASES DE SUMO
El darrer grup d’'enzims que tanquen el cicle de la sumoilacié sén les proteases de
SUMO. Es tracta d’'un conjunt de cisteina proteases que s’encarreguen de la maduracié
1 de la deconjugacié de les proteines SUMO -o desumoilacié-, per mitja de les seves
activitats hidrolasa i isopeptidasa, respectivament. Tot i que la maduracié de SUMO és
essencial per a l'inici de la sumoilacié, no s’han trobat evidencies que indiquin que
estigui regulada o que pugui ser un factor limitant en el conjunt del cicle. Per contra, la
desumoilaci6 és un procés determinant 1 molt controlat, que déna reversibilitat i
dinamisme a la modificacié. Mentre que en el cas de la ubiquitinacié hi ha descrites
gairebé 100 proteases o DUBs (Deubiquitinating enzymes), menys d’'una desena d’enzims

conformen el conjunt de les proteases de SUMO.

La primera isopeptidasa descrita va ser Ulp1 en llevats®. A partir de la seva seqiiéncia,
noves proteases van ser identificades en altres organismes®”~7!. En el cas dels mamiters
es va trobar la familia de les SENPs (SENP1-3 i SENP5-7), que difereixen en la seva
distribucié cel-lular, especificitat pels diferents paralegs de SUMO i preferencia per les
activitats de maduracié i deconjugacié. SENP1/2 sén principalment responsables de la
maduraci6 de SUMO, i participen en la deconjugacié tant de SUMO1 com de
SUMO2/372-7* SENP3/5 actuen traient les formes monomeriques de SUMO2/3 de la
proteina substrat’~77, mentre que SENP6/7 editen les cadenes de poliSUMO2/375.79,
Pel que fa a la seva localitzaci6 subcel-lular, SENP1/6/7 sén principalment
nucleoplasmatiques, mentre que SENP2 es troba ancorada als complexes de porus
nuclear. En canvi, SENP3/5 estan molt enriquides als nucleols. Curiosament, tot i que
SENP4 es troba anotada en algunes bases de dades, no existeix cap seqiiencia EST
(Expressed Sequence Tag) que codifiqui la proteina, pel que se la considera un

pseudogen®®.

Posteriorment es van descriure altres proteases de SUMO que Unicament presenten
activitat isopeptidasa. D’una banda trobem DESI1 (desumoylating isopeptidase-1) i
DESI28!, que presenten una alta especificitat per determinats substrat. De Ialtra,
USPL1 (Ubiquitin-specific protease-like 1), una proteina dels cossos de Cajal Ginicament

eficient en la deconjugacié de les cadenes de poliSUMO2/352.
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1.5. MECANISMES MOLECULARS DE LA SUMOILACIO

La sumoilacié d'una proteina substrat implica necessariament la interaccié de I'enllag
tioester de UBC9~SUMO amb la lisina diana, ja sigui de forma directa, o per mitja
d’'una lligasa E3 de SUMO. Aquest reconeixement de la proteina diana es pot donar a
través de tres mecanismes diferents, no necessariament excloents, per mitja de la

interaccié6 amb UBC9, amb SUMO o amb una E3 lligasa. (Figura 4).

O SUMO consensus site L) SIM ‘ E3 interaction site K Acceptor lysine

FIGURA 4. Mecanismes moleculars de la sumoilacié. La sumoilacié de la proteina diana en una lisina acceptora (K) es pot donar
per la interaccié (a) d’'un motiu consens (SUMO consensus site) amb UBC9, (b) d’'un motiu SIM amb SUMO o (c) de la proteina

diana amb una E3 lligasa especifica®’.

1.5.1. INTERACCIO AMB UBC9
D’una banda, la lisina acceptora es pot trobar dins d’'un motiu consens de SUMO,
reconegut per UBC9. La seva forma canonica ve determinada per la seqiiencia
YKxD/E (on ¥ és un residu hidrofobic, K correspon a la lisina diana, x és qualsevol
aminoacid, 1 D o E sén els acids aspartic 1 glutamic, respectivament)?¢. No obstant,
s’han descrit altres formes no canoniques, com és el cas del motiu consens invertit
D/ExKY, o 'hidrofobic YWPWKXE, entre d’altres®s. En conjunt, aproximadament la
meitat de les proteines que se sumoilen contenen un motiu consens, que a més, és critic

per al reconeixement d'UBC9 i la correcta sumoilacié.

1.5.2. INTERACCIO AMB SUMO
Un segon mecanisme es pot donar en aquelles proteines que contenen un motiu
d’interaccié6 amb SUMO, anomenat SIM (SUMO-interacting motif). Aquest esta format
per un conjunt de residus hidrofobics (tipicament (V/1)-X-(V/I)~(V/I) or (V/1)-(V/I)-
X-(V/1)) 1 és capag de reclutar UBC9~SUMO per mitja de la unié no covalent amb
SUMO. D’aquesta forma, sén varies les lisines que poden ser modificades, fins i tot de

forma multiple, sempre que es trobin properes al motiu. A més, aquest tipus de
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conjugacié provoca que, tot i que una lisina concreta pugui ser preferent, no sigui

critica per a la sumoilaci6 de la proteina, a diferéncia dels motius consens®*.

Cal destacar que els dominis SIM no només han estat identificats en proteines substrat,
siné també en molts enzims i partners d’'unié. D’aquesta forma, a més de mediar la
sumoilacié, aquesta seqiiéncia aminoacidica també pot intervenir, per mitja de la
interaccié6 proteina-proteina, en el reclutament de complexos 1 en processos
downstream®>=57. De fet, varies lligases 8 de SUMO presenten domini SIM, el qual és
essencial tant per a la seva activitat enzimatica com per al reconeixement de substrats,

com en el cas de RANBP2 o CBX4:37.53,88,

A més, se sap que aquesta interaccié pot ser especifica per als diferents paralegs de
SUMO, ja que l'afinitat per SUMO1 depén de la preséncia de carregues negatives
properes al SIM, mentre que SUMO2 només requereix de la hidrofobicitat de la SIM,

sense carregues addicionals®®.

1.5.3. INTERACCIO AMB UNA E3 LLIGASA
Per ultim, i com ja s’ha comentat, el tercer mecanisme d’interaccié per a la sumoilacié
d’una proteina consisteix en la preséncia d’'una lligasa E3 de SUMO que permeti la
correcta orientacié de UBC9~SUMO respecte la lisina diana. Un exemple és el cas de
la proteina de llevat PCNA (proliferating cell nuclear antigen), que depén estrictament de
la presencia de la I3 lligasa Siz1 per tal de fer accessible al centre catalitic de UBC9 la

lisina de PCNA a modificar®-92.

1.6. EFECTES DE LA SUMOILACIO

1.6.1. ANIVELL MOLECULAR
Els efectes de la sumoilacié sén especifics de substrat i, per tant, dificils de predir. No
obstant, a nivell molecular existeixen tres escenaris possibles no excloents?.
Primerament, la sumoilacié d’'una proteina pot emmascarar una superficie d'unié i,
conseqilientment, evitar la interaccié amb altres proteines. D’aquesta manera, es poden
veure afectades la unié6 d'un factor de transcripcié a la cromatina®, l'activitat d'un
enzim?, o l'agregaci6 de proteines desplegades®, En segon lloc, i a la inversa, la
sumoilacié pot generar noves interaccions, reclutant proteines efectores tant per
interaccié directa no covalent amb SUMO, com a través d’'un nou domini d’interaccid
en la interfase SUMO-substrat. En aquest cas, hi juguen un paper molt important els

dominis d’interaccié6 amb SUMO 1 els SIMs. Per Gltim, la sumoilacié pot induir canvis
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conformacionals en la proteina substrat que regulin directament la seva funcié, per

exemple, activant o inactivant enzims®? (Figura 5).

Cc

FIGURA 5. Efectes moleculars de la sumoilacié d’una proteina. La sumoilacié de la proteina
substrat pot (A) evitar la interacci6 amb una altra proteina, (B) generar una nova interficie

. ‘s . . . . . , ) 23
d’interaccié amb noves proteines, o (C) induir canvis conformacionals a la proteina sumoilada®.

1.6.2. A NIVELL CEL-LULAR
La sumoilacié intervé en molts i1 diversos processos cel-lulars. Degut a la seva
especificitat, cada conjugacié a un substrat té un significat biologic diferent. No
obstant, sén molts els estudis que remarquen el paper central de SUMO en la regulacié

del cicle cel-lular, la transcripcid, o el transport de proteines, entre d’altres.

SUMO | EL CICLE CEL-LULAR
Els primers estudis que es van fer sobre aquesta modificacié posttraduccional ja van
demostrar que determinades mutacions en la maquinaria de la sumoilacié provoquen
greus defectes en el cicle cel-lular, arribant fins i tot a aturar-lo. Un clar exemple és
I'enzim E2 Ubc9, que participa en la correcta progressié de les fases S 1 M del cicle
cel-lular per mitja del control de l'estabilitat de les ciclines especifiques d’aquestes
fases?730. Posteriorment, també s’ha demostrat la importancia de la deconjugacié de
SUMO en la regulacié de varis aspectes de la mitosi, com en el control de la cohesié
dels cromosomes en les regions centromeériques, on l'accié isopeptidasa de Smt4 sobre

la DNA topoisomerasa II (Top2) hi juga un paper determinant?®.
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SUMO | EL MANTENIMENT DE LA INTEGRITAT GENOMICA
A part del clar paper de SUMO en el cicle cel-lular, els experiments genetics inicials
també indicaven que la maquinaria de sumoilacié era necessaria per a la correcta
reparacié de danys en el DNA. Aix{, en resposta a un estrés genotoxic, la conjugacié o
deconjugacié de SUMO pot ser important en el reclutament o dissolucié de complexes
proteics encarregats de reparar del DNA%. Un exemple el trobem en la reparacié per
I'excisié d’una base (BER), on la conjugacié de SUMO1 o SUMOS a l'enzim TDG
(Thymine-DNA glycosylase) regula la seva dissociacié del lloc sense base, permetent una

eficient renovacié enzimatica®’.

SUMO | EL TRANSPORT SUBCEL-LULAR
La localitzacié de determinades proteines depen del seu estat de sumoilacié, en un
procés dinamic 1 reversible. Aixi, tot i existir proteines citoplasmatiques sumoilades, en
la majoria de casos de transport subcel-lular la sumoilacié esta associada amb la
localitzacié nuclear, ja sigui promovent la seva importacié, com amb el factor de
transcripcié p65'®°, o bloquejant la seva exportacid, com amb el corepressor
transcripcional CtBP°!. En el cas de la proteina RanGAP1, la seva forma deconjugada
es localitza exclusivament al citoplasma cel-lular, mentre que un cop modificada amb
SUMO s’associa a les proteines del complex de porus nuclear (NPC)%. No obstant, en
ocasions la sumoilacié promou la exportacié del nucli, com succeeix amb la kinasa
MEK1'%2. Per tant, encara que no existeix una teoria que pugui unificar tots els
resultats experimentals, I'estat de sumoilacié de determinades proteines és critic per a

promoure o bloquejar el transport nucli-citoplasma.

SUMO I LA TRANSCRIPCIO
En el control de I'expressié genica, I'especificitat de la transcripcié s’assoleix per mitja
de la uni6 de combinacions de determinats factors de transcripcié a promotors
concrets. Alhora, aquests factors de transcripcié recluten un conjunt d’enzims
responsables de la reestructuraci6 de la cromatina 1 de les modificacions
posttraduccionals de les histones, mecanisme epigeneétic de control de I'expressi6

genica que s’engloba dins de I'anomenat “codi de les histones”!3,

En aquest context, s’ha demostrat que les modificacions amb SUMO influeixen tant en
la unié dels factors de transcripcié als promotors, com en el posterior reclutament dels

enzims que remodelen la cromatina. A més, s’ha vist que SUMO directament pot
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intervenir com a component del codi de les histones!®*. D’aquesta manera, la

sumoilacié pot comportar una activacié o una repressié de la transcripci¢!°.

En la majoria d’estudis, la conjugaci6 de SUMO juga un paper repressor de la
transcripcié. En mamifers, la sumoilacié de factors de transcripcié com LEF1, Sp3,
IRF-1, Elk-1 o alguns receptors nuclears hormonals, inhibeix la seva activitat
transcripcional'%. Aquesta també es pot donar en alguns elements co-reguladors, com
en el cas de HA'T p300, que promou la interaccié de p300 amb HDAC6 contrarestant

I'efecte positiu de p300 en la transcripci¢!7.

No obstant, existeixen alguns estudis que demostren que SUMO també pot actuar com
a activador de la transcripcié. Alguns exemples sén Gli, el factor de transcripcié de la
via de Hedgehog, o GATA-1, que participa del procés de la hematopoiesi, entre

d’altres?os.

En conseqiiencia, si en general la modificaci6 amb SUMO promou una repressié
transcripcional, 'accié de les proteases especifiques de SUMO sén les encarregades de
revertir aquest efecte®, com s’ha pogut demostrar en la desumoilacié per part de

DESI1 del repressor transcripcional BZEL!108.

Per altim, cal afegir que alguns dels efectes cel-lulars de la sumoilacié, anteriorment
descrits, també poden afectar a la transcripcié per mitja de la regulacié de I'estabilitat,
la degradaci6 o la localitzaci6 de determinats components de la maquinaria
transcripcional. Un exemple el trobem en la sumoilacié de IkBa, I'inhibidor de NFkB,
que evita la seva degradacié i en conseqiiencia, suprimeix la transcripcié depenent de

NEFkB!9.

1.7. INTEGRACIO FISIOLOGICA DE LA SUMOILACIO

1.7.1. cross-TALKk DE SUMO I UBIQUITINA
Les lisines s6n acceptors no només de SUMO, siné de totes les UbLs, les metilacions i
les acetilacions. En conseqiiéncia, la sumoilacié d’un substrat en una lisina concreta pot
evitar que aquesta sigui modificada per altres PTMs, variant aix{ 'estat funcional de la

proteina.

En aquest sentit, cal destacar la importancia de la interaccié entre els sistemes de
SUMO 1 ubiquitina en l'estabilitat proteica de determinats substrats, ja sigui evitant o
promovent la seva degradacié via proteasoma per mitja de la poliubiquitinaci6é!'°. Aixi,

s’han descrit casos en els que la sumoilacié d’'una proteina bloqueja la seva degradacié
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per competicié directa amb la ubiquitinacié en una lisina comuna!®®!1! (Figura 6a). Es
el cas, per exemple, de la Huntingtina (Htt), la proteina patogénica que en acumular-se
produeix la malaltia de Huntington (HD). Estudis demostren que la sumoilacié entra
en competicié directa amb la ubiquitinacié per les mateixes lisines de la Htt i que, en
conseqiieéncia, la conjugaci6 amb SUMO estabilitza la proteina i afavoreix I'aparicié de

la malaltia i la neurodegeneraci6! 2.

En altres casos, per contra, la modificaci6 amb SUMO promou la subseqiient
ubiquitinacié —i posterior degradacié- a través d'unes lligases d’ubiquitina depenents
de SUMO, anomenades STUbls (SUMO-Targeted Ubiquitin ligases)''>-'6. Alguns
exemples sén Slx5/SIx8 en llevats i RNF4 en humans, que presenten una alta
conservacié evolutiva, suggerint un paper central d’aquestes proteines en el crosstalk

d’ambdues modificacions (Figura 6b).

Per dltim, en moltes ocasions les conseqiiencies fisiologics de les dues modificacions
poden ser diferents tot 1 donar-se en mateix residu, depenent del context cel-lular en el
que es donin (Figura 6¢). En el cas de la proteina PCNA, preéviament esmentada, la
seva sumoilacié esta relacionada amb la prevencié de la recombinacié homologa, en un
procés independent de la integritat del DNA®. D’altra banda, la ubiquitinacié del
mateix residu en condicions de dany al DNA desencadena la seva reparaci6, mitjangant

una polimerasa tolerant al dany del DNA!'7.

En resum, existeixen molts exemples en els que els sistema de SUMO 1 Ub
interaccionen, generant un crosstalk essencial per a la regulacié de multiples processos
cel-lulars. No obstant, el coneixement detallat de la interaccié entre aquests dos
sistemes és encara molt escas, 1 calen més estudis per tal d'entendre completament la

seva rellevancia.
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FIGURA 6. INTERACCIONS ENTRE ELS SISTEMES DE SUMO | UBIQUITINA. La
conjugacié de SUMO i Ub en un mateix residu pot tenir efectes antagonics,
cooperatius o diferencials, generant aixi una interaccié entre ens dos sistemes

competitiva (a), cooperativa (b) o diferencial (c).

1.7.2. L’eNIGMA DE SUMO
En la majoria de sumoilacions, la modificacié de la proteina substrat es déna només en
una petita proporcié del total de proteina disponible. No obstant, les conseqiiéncies
funcionals d’aquesta modificaci6 assoleixen nivells maxims d’afectacié, com en el cas de
'activacié o repressié transcripcional. Aquest fenomen es coneix amb el nom d’enigma

de SUMO'8, i és una de les grans incognites funcionals d’aquesta modificacié.

Tot 1 que els mecanismes moleculars subjacents en la majoria de casos es desconeixen,
s6n diversos els models que expliquen I'enigma de SUMO a través de casos concrets.
Tots ells convergeixen en la idea que la sumoilacié6 podria ser en molts processos
necessaria per iniciar una funcié subcel-lular determinada, pero no un requisit per a
mantenir-la. D’aquesta manera la proteina substrat adquireix una funcionalitat induida

per SUMO que es podria mantenir un cop deconjugada.

27



INTRODUCCIO

2. LA RETINA

La vista és el sentit que capta, interpreta 1 processa la llum de l'exterior de forma
continua, a fi de relacionar els individus amb el seu entorn. Per a I'espécie humana,
igual que per a moltes altres especies, és una funcié basica 1 molt desenvolupada, fruit
d’'una llarga evolucié i regulacié, que intervé en tots els aspectes del comportament.
Aquesta evoluci6 ha permes I'especialitzacié de determinats teixits, fins a desenvolupar
un organ sensorial encarregat de la captacié de la llum: I'ull (Figura 7). La seva forma
globular i el conjunt d’estructures que el conformen, permeten projectar la llum
exterior en la retina, on s’'interpreta 1 processa 'estimul luminic. La informacié que es
genera viatja llavors al cervell i conforma un 30% del total d’informacié que rep el

cervelll19,

La retina és una fina capa de teixit neuronal altament especialitzat que recobreix I'ull
per la seva cara posterior interna. Durant el desenvolupament embrionari, s’origina
com una projecci6 del cervell, pel que se la considera part del sistema nervids central
(CNS). T¢ una estructura trilaminar formada per diferents tipus de neurones i les seves
connexions. En el cas dels mamifers, trobem set tipus cel-lulars diferents: ceél-lules
ganglionars, amacrines, horitzontals, interplexiformes, bipolars, fotoreceptors (PhR) 1
de Miiller. Tot i que cada tipus cel-lular té una funcié i una localitzacié unica, cal
destacar el paper dels PhR dins la fisiologia de la retina, ja que sén les tGiniques cél-lules
fotosensibles i, en conseqiiencia, les encarregades de la conversié de I'estimul luminic

en impuls electroquimic, o fototransduccio.

La disposicié dels diferents tipus cel-lulars dins la retina permet distingir tres capes
concentriques de nuclis, que s’ordenen de fora a dins de I'ull en la capa nuclear externa
(ONL), on trobem els fotoreceptors; la capa nuclear interna (INL), amb els somes de
les cél-lules bipolars, horitzontals, amacrines, interplexiformes i de Miiller; i la capa de
les cel-lules ganglionars (GCL). Aquestes tltimes connecten la retina amb el cervell
per mitja dels seus axons, que corren just per sota dels nuclis i conformen I'anomenat
nervi optic. A més, separant les capes nuclears trobem dues capes sinaptiques, de fora a
dins: la plexiforme externa (OPL) i la plexiforme interna (IPL). Per ultim, recobrint
externament la retina es troba una monocapa de cel-lules epitelials pigmentades
anomenada epiteli pigmentari (RPE). La seva funcié és protegir els PhR, absorbint
gran part de la llum que els arriba amb un pigment anomenat melanina. Alhora, també

s’encarreguen del manteniment dels PhR, fagocitant els seus discos membranosos i
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metabolitzant-los (Figura 7). Atés que les cel-lules fotosensibles es troben a la capa
més externa, la llum que entra a I'interior de 'ull ha de travessar tota la retina per tal

d’arribar als PhR 1 aix{ iniciar la cadena de la fototransduccid.

RPE
2 3 F : s 0s
Esclerotica — ing 5{(33‘3‘ 'i'- IS
] Lt .~ A
ONL
OPL

(cap al cervell)

LLUM

FIGURA 7. ESTRUCTURA DE L'ULL | LA RETINA. A I'esquerra, estructura de I'ull huma amb les principals parts que el conformen. A
la dreta, magnificacié d’una seccié de la retina esquematica (esquerra) i real (dreta), amb la representacié dels principals tipus
neuronals: els fotoreceptors, amb els cons (C) i els bastons (B), les cél-lules horitzontals (H), bipolars (Bp), amacrines (A) i
ganglionars (G). No hi son representades les cél-lules glials de Miiller. La fletxa groga indica la direccié d’entrada de llum, a través
de totes les capes de la retina: de les cél-lules ganglionars (GCL), plexiforme interna i externa (OPL i IPL), nuclear interna i externa

(INL i ONL) i de I'epiteli pigmentari (RPE). Figura adaptada del llibre Human physiology. Fox, S. I. (2002). Boston: McGraw-Hill.

Un cop transformat l'estimul luminic en impuls electroquimic, aquest viatja i es
processa a través de les cel-lules bipolars fins a les ganglionars. En aquest processat
visual, les cel-lules horitzontals fan sinapsi amb PhR i bipolars per millorar la qualitat
de la imatge; mentre que les cel-lules amacrines interconnecten les bipolars per
controlar el flux d’informacié. A més, existeix un altre flux d’'informacié invers de les
ganglionars als PhR, que és transmes per les cel-lules interplexiformes. Finalment, i
un cop l'estimul ha passat per tots els tipus cel-lulars, les cel-lules ganglionars envien
el senyal a través del nervi optic fins al cortex visual, on es crea la imatge definitiva. Es
important remarcar que la visi6 és I'inic sentit que connecta directament amb el

cortex, sense haver de fer sinapsi prévia a '’hipocamp. Pel que fa a les cel-lules de
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Miiller, sén I'tinic tipus cel-lular glial de la retina, pel que la seva funcié principal és el

manteniment de I'estabilitat del teixit, tant a nivell fisiologic com estructural.

2.1. FOTORECEPTORS

2.1.1. MORFOLOGIA | FUNCIO
Els fotoreceptors de vertebrats es divideixen en dos tipus diferents: els cons 1 el
bastons. Els primers sén responsables de 'agudesa visual i la visi6 cromatica, mentre
que els segons s’encarreguen de la visié6 nocturna i periferica. Tot i la diferent
especialitzacié visual, comparteixen la capacitat de captar la llum degut als seus
pigments fotosensibles, anomenats opsines; aixi com una morfologia molt polaritzada,
amb una estructura dividida en tres parts: el segment extern (OS), el segment intern
(IS), 1 la terminal sinaptica, que els connecta amb les cel-lules bipolars i horitzontals de

la INL (Figura 8a).

El segment extern és el responsable de la fototransduccié, ja que és on es troben els
pigments fotosensibles. Es localitzen dins d’unes estructures laminars membranoses
apilades en forma de disc, generades a la part basal de I'OS i fagocitades pel RPE a la
part apical, en un procés de renovaci6é continua. Mentre que en els cons aquests discs
es troben units a la membrana plasmatica, en els bastons els trobem separats 1 interns

dins del OS.

El segment intern conté els mitocondris, la majoria d’organuls cel-lulars i el nucli.
Aixi, és en aquest segment on es donen els processos metabolics, I'endocitosi i la
biosintesi de molecules, que poden ser transportades a I'OS a través d’una estructura

ciliar modificada que connecta els dos segments.

Les principals diferéncies entre cons i bastons es troben en I'OS. A nivell morfologic,
com els seus noms indiquen, els bastons es caracteritzen per una estructura allargada i
cilindrica, mentre que els cons tenen un OS de forma conoidal. Per altra banda, la
diversificacié funcional ve marcada pel fotopigment que hi expressen. En bastons
només hi trobem la rodopsina, una proteina extremadament abundant en I'OS -hi
representa el 95%-, capag de detectar fins a un tnic foté de llum. Es per aquest motiu
que els bastons sén els responsables de la visi6 nocturna, és a dir, en condicions de

poca llum, aixi com de la periférica.

Per contra, en cons trobem diversos fotopigments o opsines, sensibles a diferents

longituds d’ona i responsables de la visi6 cromatica. En el cas dels humans hi ha tres
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tipus de cons, determinats per I'opsina que expressen: cons S, sensibles a la llum blava,
de longitud d’ona curta (short); cons M, sensibles a la llum verda (medium); i cons L,
sensibles a la vermella (long). Es distribueixen homogéniament en mosaic al llarg de la
retina, tot 1 que existeix una regié extremadament rica en cons anomenada fovea, que
confereix una major agudesa visual. En ratolins, en canvi, només hi trobem les opsines
S 1 M, que es coexpressen distribuint-se en gradients oposats al llarg de la retina

(Figura 8b).

La proporcié dels diferents subtipus de fotoreceptors en la retina madura estan
optimitzats per les necessitats de cada espeécie. Tant en humans com en ratolins, els
bastons sén els fotoreceptors majoritaris, tot i que la relacié respecte els cons difereix:
20:1 en el cas dels humans 1 30:1 en el dels ratolins. Aquesta diferéncia és deguda a que
els ratolins s6n animals nocturns i per tant, necessiten una millor visié en condicions
escotopiques, o de baixa llum. En el cas dels humans, els bastons es distribueix
gradualment a la periferia de la fovea, arribant al seu maxim nombre a la seva regié

més distal.
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FIGURA 8. MORFOLOGIA | DISTRIBUCIO DELS FOTORECEPTORS EN LA
RETINA. (a) Compartiments cel-lulars i estructurals del basté (esquerra) i el
con (dreta), amb la terminal sinaptica (Syn), el cos cel-lular (CB), el segment
intern (IS) i el segment extern (0OS), aquest ultim sent fagocitat en la part
apical per una cel-lula de I'epiteli pigmentari (RPE). (b) Distribucié en la retina
de huma (a d’alt) i ratoli (a baix) dels cons S (blau), M (verd) i L (vermell).

Figura adaptada™.
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2.1.2. DESENVOLUPAMENT
El desenvolupament i formacié de la retina és un procés altament regulat, en el que cal
una correcta diferenciacié 1 distribucié de tots els tipus cel-lulars a partir d’'un tnic
progenitor retinal (RPC). Aquesta regulacié6 ve determinada tant per mecanismes
intrinsecs del propi progenitor com per canvis en l'entorn cel-lular al llarg del

temps!2°,

Dins de la formacié de la retina, el desenvolupament dels fotoreceptors és basic per al
correcte funcionament del teixit. Com a procés, es divideix en cinc passos principals: (i)
proliferacié de les RPCs multipotents; (ii) restriccié de la competéncia de les RPCs; (iii)
especificaci6 1 determinacié del desti cel-lular a precursor de fotoreceptor, durant o
després de I'tltima mitosi; (iv) expressié dels gens de fotoreceptor; i (v) creixement
axonal, formacié de sinapsis i biogénesi de 'OS. Aquest procés implica que un mateix
precursor de fotoreceptor pot esdevenir tant un basté6 com un con i, per tant, la
determinaci6é del desti requereix d’'una complexa xarxa d’expressié geénica altament

regulada.

En humans, els fotoreceptors es generen prenatalment a partir de la setmana fetal 8
(Fwk 8), amb expressié d’S opsina a partir de la Fwk 12 i de la rhodopsina, M i L
opsines a la Fwk 15'?!. En el cas dels ratolins, el pic d’S opsina es produeix a partir del
dia embrionari 11 (E11) 1 d'M opsina al dia postnatal 6 (P6). Pel que fa als bastons, el
pic de formacié es doéna ens els primers dies de vida, seguit de l'expressié de la
rhodopsina'#22. A partir d’aquest punt, la maduracié és molt semblant per a totes dues
especies: augmenten la seva expressié d’opsines, i desenvolupen els segments externs
cap al RPE 1 els axons cap a les cel-lules bipolars i horitzontals, per tal de formar les

sinapsis!'?.

2.1.3. FACTORS DE TRANSCRIPCIO EN LA DIFERENCIACIO
Com ja s’ha comentat anteriorment, la diferenciaci6 dels PhR és un procés molt regulat
a nivell geénic, en el que nombrosos factors de transcripcié dirigeixen cadascun dels
passos que porten una RPC a esdevenir un con o un basté. Tot i que encara hi ha molts
interrogants, el conjunt d’estudis que s’han dut a terme fins ara permeten tenir un idea

cada cop més detallada dels factors de transcripcié que hi intervenen.

Durant el desenvolupament de la retina de ratoli, els RPCs multipotents es diferencien
d’una cél-lula embrionaria i es mantenen en continua proliferacié per l'expressi6 de

tactors de transcripcié com PAXG6 (pair box 6), RX1 (retinal homeobox 1), SIX3, SIX6,
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LHX2 (LIM-homeobox 2), VSX2 (visual system homeobox 2), HES1 1 NOTCHI.
Eventualment, aquestes cel-lules progenitores poden patir una restriccié del llinatge
cel-lular, com passa amb els precursors de fotoreceptors. En aquest punt, 'expressié
d'OTX2 (orthodenticle homeoboxr 2), juntament amb altres senyals desconeguts, és
necessaria per determinar el destf a fotoreceptor. A continuacié s’expressa CRX (cone-
rod homeobox), que actua per sota d’'OTX2 1 promou l'expressié dels gens especifics de
tfotoreceptors, aixi com la seva posterior diferenciacié terminal. Sinérgicament amb
CRX, també s’expressa el receptor nuclear ROR, iniciant aix{ I'expressié d’S-opsina i
la diferenciacié a con S. Per dltim, el receptor de 'hormona tiroidea B2 (TRP2) és
I'encarregat de coordinar el patré de distribucié de les diferents opsines, fent de

mediador en la diferenciacié dels cons M.

Com que la via de diferenciacié per defecte en fotoreceptors és cap a cons S, cal I'acci6
d’altres factors de transcripcié que regulin la diferenciacié a bastons, evitant alhora el
tenotip de con S. El primer factor de transcripcié en expressar-se és NRL(neural retinal
leucine-zipper), que interacciona amb CRX 1 molts altres factors de transcripcié per
induir I'expressié dels gens especifics de bastons. Un d’aquests gens és el receptor
nuclear orfe NR2E3, encarregat del silenciament dels gens especifics de cons 1 de

I'activaci6 dels de bastons (Figura 9).
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MARE RETINAL (RPC)  DETERMINAT FOTORECEPTORS
EMBRIONARIA NRL
NRL
NR2E3
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FIGURA 9. DESENVOLUPAMENT DELS FOTORECEPTORS EN RATOLI. Principals factors de transcripcid expressats en les diferents
fases del desenvolupament dels fotoreceptors en ratoli, des d’una cél-lula mare embrionaria fins a un con S 0 M o un basté. Figura

cedida molt amablement per la Mariona Esquerdo Barragan.
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NR2E3
El receptor nuclear orfe de classe 2 NR2E3 és un factor de transcripcié de retina
especific de fotoreceptors, que juga un paper essencial en la determinacié dels bastons
durant el seu desenvolupament. S’encarrega del silenciament dels gens especifics de
cons en aquells precursors de fotoreceptors que expressen el factor de transcripcié
NRL i alhora, actua sineérgicament amb NRL 1 CRX com a activador de gens especifics
de bastons com RHO o GNAT (Figura 9)'?3-125. En conseqiiéncia, 'abséncia d'NR2E3
en la retina de ratoli causa un excés de cons S generats a partir de precursors de

tfotoreceptors, en comptes d’'una poblaci6 de bastons!26.

En la retina adulta, NR2E3 és essencial en el manteniment de la repressié dels gens
especifics de cons 1 'activacié dels de bastons, 1 necessari per a la viabilitat funcional 1
la supervivencia cel-lular'??. Aix{, sense NR2E3 els bastons esdevenen fotoreceptors
hibrids no funcionals que expressen alhora gens especifics de cons i de bastons!?%. En
humans, les mutacions en el gen Nr2e3 han estat associades amb diverses malalties
oculars que impliquen una degeneracié retinal progressiva, com ho sén la sindrome de

cons S (ESCS)'#9, o la retinosi pigmentaria (RP)!%°.

A nivell estructural, NR2E8 té una conformaci6 modular molt conservada
evolutivament en tots els receptors nuclears (NRs), formada per dos dominis
tuncionals diferents: (i) un domini N-terminal d'uni6é al DNA (DBD); i (ii) i un domini
C-terminal d’'uni6 a lligand (LBD)'®! (Figura 10). Entremig dels dominis s’hi troba una
regié frontissa o Hinge, que aporta flexibilitat per a la correcta funcié de la proteina.
Com la resta de NRs de classe 2, NR2E3 actua formant homodimers, com s’ha pogut

observar en diversos estudis sota condicions no desnaturalitzants!32-185,
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3. SUMO | RETINA

La retina és un teixit neuronal altament especialitzat que requereix d'un control acurat
de la transcripcid, I'estabilitat i la localitzacié de les seves proteines. Aquest control
s’assoleix per mitja d’'una complexa xarxa geénica que, alhora, necessita una gran
regulacié. En aquest context, diversos estudis demostren com la sumoilacié intervé en

la regulaci6 de processos en el desenvolupament i manteniment de la retina.

D’una banda, s’ha demostrat que els factors de transcripcid especitfics de fotoreceptors
NRL i NR2E3, aixi com determinats gens de la maquinaria del ritme circadiari, estan
regulats via sumoilaci¢'?6-138. D’altra banda, també s’ha descrit com mutacions en el
gen de la E3 lligasa dual (ubiquitina i SUMO) TOPORS causen una progressiva
degeneraci6 de la retina en humans, anomenada retinosi pigmentaria'®® (RetNet,

http://www.sph.uth.tmc.edu/RetNet/); i que les SUMO E3 lligases HDAC4 i TLS

han estat relacionades amb la supervivencia i apoptosi dels fotoreceptors!+o.141,

3.1. PIAS3 REGULA EL DESENVOLUPAMENT DELS FOTORECEPTORS

Diversos grups han estudiat els nivells d’expressi6 dalguns dels enzims del
metabolisme de SUMO, particularment en teixits neuronals de ratoli. També s’han dut
a terme analisis globals del transcriptoma per microarrays i next generation sequencing en
retines murines en desenvolupament, principalment focalitzades en les diferéncies
d’expressié en comparacié amb soques mutants defectives!*>!43. [)’aquesta forma, s’ha
pogut demostrat l'expressi6 en retina dalgunes de les lligases E3 de SUMO

relacionades amb la regulacié de receptors de neurotransmissors!#*.

L’'exemple més rellevant és el de la lligasa PIAS3, que s’expressa selectivament durant
el desenvolupament dels fotoreceptors en retines de ratoli'*®. El patré d’expressié
espacial 1 temporal del seu mRNA correspon amb el de la proteina, que presenta un pic
en fotoreceptors durant la primera setmana postnatal, coincidint amb I'expressié dels
tactors de transcripci6 CRX, NRL 1 NR2E3. No només coincideixen en un context
cel-lular, sin6 que s’ha demostrat que PIASS interacciona amb aquests factors de
transcripcid, fent de pont d’'unié per a la formacié de complexos en els promotors
especifics de fotoreceptors. A més, PIAS3 promou la sumoilacié6 d° NR2E3, necessaria
per al correcte silenciament dels gens especifics de cons. Mitjan¢ant I'analisi de la
seqieéncia d’NR2E3 de ratoli amb el programa de predicci6 SUMOplot

(http://www.abgent.com/doc/sumoplot) es van identificar tres lisines altament
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conservades evolutivament amb alta probabilitat de sumoilacié, que en el cas de ratoli
corresponen als residus K178, K815 1 K822, 1 en huma a K185, K330 1 K337'%7 (Figura
10).

Nr2e3 ———DBD

K178 K315 K322
Mouse AKLE FKPE LKDP
Human
Chicken
Xenopus
Zebrafish

FIGURA 10. SEQUENCIA DE NR2E3. El factor de transcripcié NR2E3 té dos
dominis funcionals d’unié a DNA (DBD) i al lligand (LBD). A més, al llarg de la
seva sequéncia s’hi han identificat tres lisines (K) amb una alta probabilitat de

sumoilacid, molt conservades evolutivament.

Alhora, PIAS3 també sumoila altres factors fins al moment desconeguts que
tuncionarien com a activadors de la transcripcié en els gens de bastons!7. De forma
similar, altres estudis suggereixen una activacié d’ NRL també depenent de sumoilacid,
tot 1 que en aquest cas sembla que PIAS3 no és la lligasa que s’encarrega de la

conjugacié de SUMO'#¢ (Figura 11).

Paral-lelament, PIAS3 actua en el desenvolupament i manteniment dels cons, regulant
I'expressié de la M opsina 1 silenciant la de S opsina. D’aquesta forma controla la
distribucié i patré d’expressié d’aquestes dues opsines al llarg de la retina, en un
mecanisme depenent de sumoilacié semblant al descrit en bastons, perod actuant sobre

els factors de transcripci6 TRB2 i RXRy'.

En conclusié, aquests estudis demostren com PIAS3 actua d’E3 lligasa en la sumoilacié
de factors de transcripcié de fotoreceptors, jugant un paper essencial en la coordinacié

del seu desenvolupament, diferenciacié i manteniment de la retina.

Precursor
Cons
Cons S
( i3 —— Lo
Precursor /Acﬁvadé gens especifics de bastons

Fotoreceptor h

Repressio gens especifics cons

Precursor ? " W% S

Bastons " Bastons

f

v

FIGURA 11. PARTICIPACIO DE LA SUMOILACIO EN EL DESENVOLUPAMENT DELS FOTORECEPTORS. Els factors de transcripcio
NR2E3 i NRL promouen I'activacié del gens especifics de bastons. A més, la sumoilacié (S) d’'NR2E3 per part de PIAS3 reprimeix

I'expressié dels gens especifics de cons (imatge adaptada™).
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3.2. HDAC4 PROMOU LA SUPERVIVENCIA DELS FOTORECEPTORS

Un altre membre de la maquinaria de sumoilacié rellevant en retina és la E3 lligasa
HDACH4. Tot i formar part del cicle de SUMO, la seva funci6 enzimatica principal és la
de deacetilar histones, promovent la condensacié de la cromatina 1 atavorint aixi la
repressié transcripcional. Juntament amb HDACS5, 719, forma part de les HDACs de
classe Ila, que es caracteritzen pel seu important paper en la regulacié del
desenvolupament 1 creixement especifics de teixit. T¢é uns alts nivells d’expressié en
cor, cervell 1 muscul esquelétic, i es localitza en continu transport entre nucli i

citoplasma'#S.

Estudis de silenciament génic descriuen que la manca d’Hdac4 en ratoli provoca una
mort prematura durant el periode perinatal'*’. D’altra banda, s’ha demostrat iz vivo
que HDAC4 és capag de promoure la sumoilacié a través de la interaccié amb UBC9,
com en el cas del factor de transcripcié MEF2, del qual en regula negativament la seva
activitat transcripcional®”!48. Alhora, HDAC4 també és conjugada amb cadenes de
SUMOZ2 in vivo en una unica lisina (K559) gracies a I'accié d'una altra lligasa de
SUMO: RANBP2'9. Tot i que no s’han pogut detectar canvis en la localitzacié
subcel-lular ni en la unié amb d’altres proteines conegudes'*, la mutacié d’aquesta
lisina genera una disminucié de l'activitat de repressié transcripcional i de la seva

activitat enzimatica.

Cal destacar limportant paper d’'HDAC4 en la supervivéncia neuronal 1 el
desenvolupament dels fotoreceptors. En aquest sentit, s’ha demostrat que la reduccié
d’expressi6 d’Hdac# durant el desenvolupament de la retina de ratoli provoca una
major apoptosi dels bastons i les cel-lules bipolars, mentre que una sobrexpressi6
redueix la mort natural de les bipolars. A més, la sobrexpressié d’Hdac4 en models de
degeneraci6 retinal resulten en una prolongacié de la supervivencia de fotoreceptors 4.
Posteriorment, s’ha pogut determinar que aquest fenomen és gracies a un petit domini

N-terminal, clau per a la proteccié dels fotoreceptors!90.151,

3.3. LARETINAISUMO REGULEN LA MAQUINARIA CIRCADIARIA

En fisiologia 1 comportament, els ritmes circadiaris proporcionen un avantatge
selectiu, permetent I'anticipacié dels organismes als canvis del seu ambient. Aquests
ritmes es basen en un rellotge biologic molecular generat per cicles de transcripci6-

traduccid (transcriptional-translational feedback loop, TTFL). En mamifers, les variacions
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circadiaries s’observen en els nivells d’activitat, la temperatura corporal, la produccié
d’hormones com el cortisol 1 la melatonina, les funcions cognitives, el metabolisme i la
son, entre d’altres!'??. Per aquest motiu cal que I'organisme tingui una representacié
interna del temps en sincronia amb el medi, rebent 1 processant estimuls de

I'exterior!?s.

El senyal principal per aconseguir aquesta sincronia amb I'ambient és la llum, que es
capta a través de l'ull amb la retina 1 que es transmet pel tracte retinohipotalamic
(RHT) fins al nucli supraquiasmatic (SCN) del cervell, considerat el rellotge primari de
I'organisme’>*. No obstant, la captaci6 de l'estimul luminic no es déna pels
fotoreceptors, siné mitjangant un subgrup de cel-lules ganglionars directament
fotosensibles!?5-157. Aquestes expressen un pigment sensible a la llum blava anomenat
melanopsina (OPN4) i s6n les encarregades de generar un estimul directe al SCN, no

vinculat amb la formacié d'una imatge!'%8-160,

A nivell molecular, estudis amb neurones dissociades del SCN han demostrat que els
ritmes circadiaris propiament es generen a escala cel-lular a través dels anomenats
gens rellotge!'!. Aquest mecanisme de regulacié consta basicament d’un heterodimer
d’activadors transcripcionals anomenats BMAL1 i CLOCK, que dirigeixen l'expressié
dels gens Perl, Per2, Cryl i Cry2. Alhora, les proteines PER i CRY interaccionen i es
transloquen a nucli, on inhibeixen la unié de BMAL1-CLOCK. Aixi, aquest simple
mecanisme molecular, que augmenta de complexitat amb l'addicié d’altres components
proteics i de determinades PTMs, genera en els diferents teixits una oscil-lacié amb un

periode aproximat de 24 hores!5+162,

Una de les PTMs més importants en la regulacié d’aquests gens rellotge és la
sumoilacié, que intervé en lactivitat de I'heterodimer format pels factors de
transcripci6 BMAL1 1 CLOCK, essencials en el procés de regulacié circadiaria.
BMALT1 mostra un patré circadiari de sumoilacié iz vivo que correspon amb la seva
activaci6 en el fetge de ratoli'®®. Aquesta conjugacid, preferentment de SUMO2/3,
localitza BMAL1 exclusivament en uns cossos nuclears anomenats PML (promyelocytic
leukemia nuclear body) 1 alhora, promou la seva transactivacié i degradacié depenent
d’ubiquitina’®*. Pel que fa a CLOCK, s’ha demostrat que també és un substrat per a la
conjugacié de SUMO, fet que augmenta la seva activitat transcripcional i la d’altres
proteines regulades per aquest factor de transcripci, com és el cas de receptor
d’estrogens a ERa'%?. En conjunt, la sumoilacié constitueix un nivell addicional de

regulacié dins de la maquinaria de control del ritme circadiari.
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En retina, degut a la diferent disponibilitat de llum al llarg del dia, sén molts els
processos que es donen de forma ritmica per a I'0ptim funcionament d’aquest teixit.
Aixi, els nivells de transcrits dels diferents fotopigments!'®s, o el metabolisme i
tagocitosi dels discos membranosos dels fotoreceptors'6"169 sén alguns dels casos
d’oscil-lacions circadiaries regulats en aquest teixit. Per aquest motiu, és essencial el

correcte funcionament de la maquinaria que governa el ritme diari, diferencialment

expressada en cadascun dels tipus cel-lulars que hi trobem en la retina!™.
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OBIJECTIUS

Dins d’'un objectiu genéric de caracteritzar ’expressio dels gens de la via de SUMO

a retina, emprant retines de ratolf adult, es va proposar:

1.

Quantificar els nivells d’expressié de 'mRNA dels gens de la via de SUMO i
alguns factors de transcripcié rellevants per a fotoreceptors a la retina de ratoli
adult, en diferents condicions de llum/foscor.

Localitzar I'expressi6 de 'mRNA i d’algunes proteines dels gens de la via de
SUMO a les diferents capes de la retina de ratolf adult.

Elaborar un mapa d’expressié dels gens de la via de SUMO a la retina de ratoli

adult.

Dins d’un objectiu centrat en estudiar la sumoilacio del factor de transcripcio de

fotoreceptors NR2ES3.

4.

Identificar noves E3 lligases de SUMO que interaccionin i conjuguin el factor
de transcripcié de fotoreceptors NR2ES3.

Analitzar el possible paper biologic de la conjugacié de SUMO en el factor de
transcripci6 de fotoreceptors NR2E3, mitjangant la comparacié amb un mutant

no sumoilable.
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1. PROCEDIMENTS ETICS

Tots els procediments es van dur a terme d’acord amb els principis d'is d’animals de
recerca en oftalmologia 1 visi6 d’ARVO (Association for Research in Vision and
Ophtalmology), aixi com amb les regulacions de la Unitat d’Estabularitzacié de la
Facultat de Farmacia de la Universitat de Barcelona (UB). Aixi mateix, tots els
procediments van ser avaluats i aprovats pel Comité Etic d’Experimentacié Animal
(CEEA) de la UB, emmarcats en els procediments nliimero 6562 i 7185 atorgats pel
Departament d’Agricultura, Ramaderia, Pesca, Alimentacié 1 Medi Natural (DAAM)
de la Generalitat de Catalunya.

2. MANIPULACIO ANIMAL | DISSECCIO DE TEIXITS

Les mostres de retines murines i les seccions d’ull es van obtenir de ratolins de dos
mesos (P60) C57BL/6J. L'eutanasia dels animals es va realitzar mitjangant dislocaci6
cervical. Algunes retines van ser processades en fresc just després de ser extretes,
mentre que d’altres van ser immediatament congelades en nitrogen liquid. Les retines
per a les quatre condicions de llum-foscor van ser obtingudes de ratolins
estabularitzats en un cicle de llum/foscor de 12:12 hores (considerat com a condicions
normals), en un moment del cicle i en unes condicions luminiques determinades, tal i

com s’indica a la Figura 12.

Condicio
1 | ol |
2 | EE |
3 - : ]
4 EX [ |
Oh ) 12h 13,5h 24h

2h 15h  18h

FIGURA 12. CONDICIONS DE LLUM/FOSCOR EN L’OBTENCIO DE LES RETINES. L’esquema mostra les
quatre condicions de llum/foscor (quadre gris i blanc, respectivament) amb els temps de disseccié de les
retines, indicats amb les puntes de fletxa: condicié 1 (gris fosc)- Ultima fase de foscor allargada 3 h
(retines obtingudes en la foscor); condicié 2 (gris clar)- Gltima fase de foscor allargada 1’5 h més 1’5 h
d’exposicié a la llum (retines obtingudes a la llum); condicié 3 (blanc)- retines obtingudes en condicions
normals del cicle de llum/foscor després de 6 h d’exposicié a la llum; condicié 4 (negre)- retines

obtingudes en condicions normals del cicle de llum/foscor després de 2 hores d’exposicié a la foscor.

Per a les criosseccions, es van disseccionar els ulls fins a obtenir les copes oculars
(eyecups), que es van fixar en 4% Paraformaldehid (PFA) durant 2 hores a temperatura

ambient (RT). Seguidament, es van rentar, crioprotegir durant tota la nit (overnight) en

47



MATERIALS | METODES

acrilamida a 4°C, submergir en O.C.T. (Tissue-Tek, Sakura Finetech, Torrance, CA) i

congelar en nitrogen liquid per a la seva posterior criossecci6 a -17°C.

Els cultius organotipics retinals es van realitzar a partir de ratolins recent nascuts (P0)
C57BL/6J. Els animals van ser decapitats i els caps es van rentar immediatament en
Etanol 70% 1 mantenir en medi de cultiu Lezbovitz's L-15 (Gibco). Amb I'ajuda d’'una
lupa binocular, pinces i tisores es van extreure i disseccionar els ulls, separant la retina
de l'epiteli pigmentari i la resta d’estructures oculars. Finalment, amb una agulla de
25G 1 una ganiveta es van tallar les retines en trossos d’aproximadament 400 pum, que

servirien per a I'electroporacié de DNA.

3. PurIFicacid b’RNA 1 oBTENCIO DE cCDNA

A partir de les mostres de retina obtingudes es va purificar 'RNA per a I'obtencié de
cDNA. Aixi, per cadascuna de les quatre condicions de llum-foscor, tres mostres
independents, contenint cadascuna tres retines congelades, van ser homogeneitzades
amb un Polytron PT 1200 E (Kinematica, AG, Lucerne, Switzerland). L’extraccié
d’RNA total es va realitzar amb el High Pure RNA Tissue Kit (Roche), seguint les
instruccions del fabricant amb algunes modificacions menors. Per a I'eliminacié total
del DNA genomic (gDNA) de la mostra, es va allargar el tractament amb la DNasal
fins a 45 min. A més, en aquells casos en els que encara es va detectar restes de gDNA,
es va realitzar una segona digesti6 amb DNasal i el seu corresponent tampé de
digestio, directament sobre 'RNA purificat durant 1 hora a 37°C, seguit de 10 min a
65°C per tal d'inactivar I'enzim. Finalment, es va obtenir el cDNA per transcripcié
inversa amb el ¢Script™ ¢DNA Synthesis Kit (Quanta BioSciences, Inc., Gaithersburg,

MD), seguint les instruccions del fabricant.

4. RT-aPCR

La RT-PCR quantitativa (RT-qPCR) o Realtime PCR és una técnica que permet la
quantificacié6 de l'amplificacié d'una seqiiéncia de DNA. Aixf, amb la finalitat de
quantificar les expressions dels gens de la via de SUMO en retina es va realitzar una
qRT-PCR sobre ¢cDNA de retines sotmeses a les quatre condicions de llum/foscor
especificades en la Figura 12, utilitzant el reactiu LightCycler® 480 SYBR Green I Master
1 la placa LightCycler® 480 Multrwell Plate 384 (Roche Applied Science), en un volum
final de 10 pL que contenia 2'5 pl. de ¢cDNA. Amb la intencié6 doptimitzar les

condicions de la teécnica, diferents concentracions de cDNA van ser provades: sense
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diluir, 1:2, 1:5, 1:10, 1:50, 1:100, 1:500 i 1:1000. Amb els resultats obtinguts es va
decidir utilitzar la dilucié 1:5 del cDNA, ja que va donar uns valors d’amplificacié
centrats en el total de cicles de la PCR (les condicions de temperatura de la PCR es
troben llistades a la Taula 5). Les dades obtingudes del termociclador LightCycler®
480 van ser analitzades amb el software del lector, utilitzant el métode Advanced
Relative Quantification. 1'expressié de Gapdh va ser usada com a normalitzadora dels
nivells d’expressié dels gens d’estudi. A més, Rho 1 Cerkl van ser considerats gens de
referéncia, com a alt i baix nivell d’expressié en la retina de ratoli, respectivament. A
més, per tal de minimitzar l'error técnic, es van realitzar triplicats per cada gen i

mostra.

Les barres d’error corresponen a la desviaci6 estandard dels nivells d’expressio
detectats en les tres mostres biologiques. Després de comprovar la igualtat en les
desviacions 1 la distribucié6 normal en les diferents condicions (tests de Bartlett i
Shapiro Wilk, respectivament), es va dur a terme un analisi de comparacié multiple de
les mitjanes entre les diferents condicions amb el test de Tukey-Kramer per trobar
diferéncies estadisticament significatives. El conjunt de primers usats, especifics per

cada gen, es troben llistats a la Taula 2.

5. HIBRIDACIO IN SITU

La hibridaci6 in situ permet 'estudi de la localitzacié de 'expressié génica, per mitja de
la hibridacié d’'una ribosonda d'RNA marcada, complementaria a 'mRNA del gen
d’estudi. Aixi, aquesta técnica es va utilitzar per a l'estudi de la localitzaci6 de
I'expressié dels gens de la via de SUMO en talls de retina de ratoli. Per a la hibridacié
tn situ de cadascun dels gens d’estudi, es va amplificar un fragment del seu cDNA (400-
500 bp) a partir de la retrotranscripcié6 de 'RNA total de retina de ratoli. Aquests
tragments, amplificats amb els primers de la Taula 2, es van clonar en el vector pGEM-
T* Easy Vector (Promega). A continuacid, es va amplificar utilitzant un oligo extern del
vector, per tal d’'incloure el promotor flanquejant de la RNApol T7 o Sp6. Amb el
producte de la PCR es van generar les ribosondes Sense i Antisense amb RNTPs
marcats amb Digoxigenina (Roche), que van ser seguidament purificades amb les

columnes Mini quick spin RNA columns (Roche) 1 diluides en 50% formamida (Sigma-
Aldrich).

Paral-lelament, seccions de 16-18 um de retines de ratolins C57BL/6J P60, disposades

en vidres portaobjectes Superfrost™ Plus Microscope Slides (Electron Microscopy
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Sciences, Hatfield, PA) van ser assecades 1 h a RT, rentades en PBS 1x (8 x 10 min),
tractades 15 min amb 2 pg/ml de proteinasa K a 37°C, novament rentades en PBS 1x
(2 x 5 min) i fixades amb PFA 4%. L’acetilacié amb 0’1 M trietanolamina-HCI pH 8’0,
contenint primer 0'25% 1 després 0’5% anhidrida aceética, es va realitzar durant 5 min
per cada concentracié. Seguidament, es van prehibridar les seccions de retina a 55°C
amb solucié de prehibridacié (50% formamida, 10% Dextra, 1x solucié Denhardt’s, 0,9
M NaCl, 100 mM Tris pH 8.0, 5 mM EDTA, 10 mM NaH,PO. i 1 mg/ml tRNA de
llevat) durant 2-4 hores i, a continuacid, es van incubar overnight amb la mateixa
soluci6é afegint la corresponent ribosonda marcada amb Digoxigenina (2 pg/ml).
Després de la hibridacid, els talls van ser rentats en 2x SSC durant 20 min a 55°C,
equilibrats en NTE ( 0’5 M NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8.0, 5 mM EDTA) a 37°C, i
tractats amb 10 ng/ml RNasa A en NTE a 37°C per 30 min. En acabat, les seccions
van ser rentades a 37°C 15 min en NTE, dues vegades en 2x SSC i 0'2x SSC,
equilibrades en Buffer 1 (100 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl), i bloquejades en
Blocking Buffer (1% BSA and 0'1% Trit6-X-100 en Buffer 1) durant 1 hora. A
continuacié, es va incubar overnight a 4°C afegint l'anticos anti-Digoxigenina-AP
(1:1000, Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) al Blocking Buffer. Llavors, les seccions
van ser rentades dues vegades en Buffer I durant 15 min, i en Buffer 2 (100 mM Tris-
HCl pH 9’5, 150 mM NaCl) i Buffer 2 suplementat amb 50 mM MgCl. durant 5 min
cadascun, abans de la seva exposicié6 amb BM Purple AP Substrate (Roche Diagnostics,
Indianapolis, IN). Finalment, les reaccions van ser aturades rentant en PBS 1x, i les
seccions van ser muntades en cobreobjectes amb Fluoprep (Biomérieux, France) i
tfotografiades utilitzant una camera Leica DFC connectada a un microscopi optic Leica

DM IL (Leica Microsystems, Germany).

TAULA 2. LLISTAT DE PRIMERS 1. Sequiéncia dels parells de primers utilitzats per a la gPCR en cDNA de retina (esquerra) i la

hibridacid in situ (dreta), incloent totes les proteines SUMO i els seus enzims, més els gens de referencia Gapdh, Rho i Cerkl.

qRT-PCR Hibridacioé in situ
Cadena  Segqiiencia (5'-3") Tm (°C) Gen Cadena  Segqiiéncia (5'-3")
Forward agagctgaacgggaagctcact 68 Gapdh Forward tgacaatgaatacggctacagcaa
Reverse tactccttggaggccatgtagg 68 Gapdh Reverse tactccttggaggccatgtagg
Forward tccctgcagccgcggtgt 62 Sumol Forward tccctgcagccgceggtgt
Reverse ccgtttgttcctgataaacttc 62 Sumol Reverse gggggtctccgcaccact
Forward tccacaacagtcacgactaca 62 Sumo2 Forward tgcagtgagcccttatcccata
Reverse tgagaaccaaacccatgctca 62 Sumo2 Reverse tgagaaccaaacccatgctca
Forward tgcacataccacttggctctcc 68 Sumos Forward tgcacataccacttggctctcc
Reverse tgatggagcaccctcaaaccata 68 Sumo3 Reverse ggtcatgaactgactgatacttcacac
Forward gcctcgcctgtgtcccgea 66 Pias1 Forward taagtgcaggagggagcacatc
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Pias1
Pias2
Pias2
Piass
Pias3
Piasy
Piasy
Topors
Topors
Sael
Sael
Sae2
Sae2
Ubc9
Ubc9
Ranbp2
Ranbp2
Rasdz
Rasd2
Cbx4#
Chx4
Mms21
Mms21
Hdac#
Hdac4
Hdac7a
Hdac7a
Mul1
Mul1
TIs
TIs
Traf-7
Traf-7
Senp1
Senp1
Senp2
Senp2
Senp3
Senp3
Senps
Senps
Senp6
Senp6
Senp7
Senp7

Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward

Reverse

tgttggaagacacaaggctgct
gactgtagccagtgatgcaagcaa
gatgaactaacgtgagtactgctttca
gcgcagtccaggagggaat
gagccacaatgctgctgacac
cgcacccgtccatcatte
cgacaccacgttattgcacatt
cagacagagagacaaaacacaagagg
ggcaaaggtgctttcttctcttacat
aagcgtactgcccccgactac
cacttgcagggcagctgataac
tgaagatgctgccaaaagcatt
ttggttccgaccagaccaag
cgagcacaagcgaagaagtttg
cccaggtttctgagaaggacga
gcgacttcacattttcatcacca
tcctccatctgtetegtgactttt
ccctgtgecccattctettgttt
gtggtttctccagggacactga
taccagggcggccacaag
ctcctcggcagcacgttt
ccgttacatatccttcagtggcata
ctgttgcttgaactgcacgaactt
tctgctctgctgggaaacgag
gacgcaggagtgatacgggtaa
cagaacagatcgcgcttcaaat
tagtggttatgggtggcccagt
gtgcatggtgcttgcttcacta
atcctcttgacccacgccatct
cggtggtggttatggcaatc
gctgtccagttttcttgtttgtc
aggagattgccttcctgegtte
agagcgccagcacaataccat
gagggcccccagaagtactga
ccatcttcagctgacagcatc
gggctgcttgaaaccctgtt
cagttcgcactccagcattag
cgagctctccgaccctctcata
tggggtccaccttagtccatct
ctcgtgtgcggaagaggatcta
acctgtattcagttcacatctaag
ccttgtatcctccttatggactca
ccccaagagtaaatgctgtgtctg
ttcctcgccatgtaataaagacc

gatgtgacttgtcaacacacctgac

66

76
62
66
58
64
76
T4
68
68
62
62
66
68
66
68
66
68
60
58
72
70
66
68
64
66
66
68
62
66
68
64
68
64
62
64
70
68
68
66
70
72
66

T4

Pias1
Pias2
Pias2
Piass
Piass
Piasy
Piasy
Topors
Topors
Sael
Sael
Sae2
Sae2
Ubc9
Ubc9
Ranbpz
Ranbp2
Rasdz
Rasdz2
Chx+
Chx4
Mms21
Mms21
Hdac#
Hdac+
Hdac7a
Hdac7a
Mul1
Mul1
Tls
Tls
Traf-7
Traf-7
Senp1
Senp1
Senp2
Senp2
Senp3
Senp3
Senps
Senps
Senp6
Senp6
Senp7
Senp7

Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward

Reverse

tgttggaagacacaaggctgct
cacctcacccttaacagcaagc
gatgaactaacgtgagtactgctttca
gcgcagtccaggagggaat
tgatgagctttcgatggtcaag
ccagtcgcgagcagtttagttg
cgacaccacgttattgcacatt
cagacagagagacaaaacacaagagg
ttgcttgtgtccgtagectttce
gggcaccatgtgtgtctagtgce
cacttgcagggcagctgataac
gagcagatggaagatccagatga
ttggttccgaccagaccaag
gcttccatcttggctgtgtgac
cccaggtttctgagaaggacga
tcacggtccagggaagtctgta
tcctccatctgtectegtgactttt
gatgccccagccaggttce
gtggtttctccagggacactga
gcaggcagtgaaaatcaagtcg
ctcctcggcagcacgttt
ccgttacatatccttcagtggcata
ccagagctgatacaggattggaa
tagcccgaagctgectgttcetet
gacgcaggagtgatacgggtaa
tctggtgtccacaccecctage
tagtggttatgggtggcccagt
cctggccttgctgatgtagttyg
atcctcttgacccacgccatct
cggtggtggttatggcaatc
ggcccccacgatcectgtt
aggagattgccttcctgegtte
tcaaggctcttctctagctggtca
gagggcccccagaagtactga
ctaaccgccaaggtccttctte
gggctgcttgaaaccctgtt
gcatttgttcttgtatggggtga
cgagctctccgaccctctcata
ggtgctttttgagtagagcagca
ctcgtgtgcggaagaggatcta
tctggagtccctgctgagtgag
gtggctcagagtgacgaggag
ccccaagagtaaatgctgtgtctg
actgggtgttgatgggaggtc
gatgtgacttgtcaacacacctgac

64
63
62
64
62
64
62
62
63
65
64
62
63
64
64
64
63
63
63
64
62
63
62
64
63
64
64
64
66
63
65
66
63
64
63
63
63

63
63
64
62
64
63
63

6. CONSTRUCCIONS DE PLASMIDIS

En T'estudi de la sumoilacié d'NR2E3, es van realitzar mutagenesis dirigides, utilitzant

els primers de la Taula 3, contra les lisines ja definides com a sumoilables's” (a la
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proteina humana: K185, K330, K337) per a convertir-les en arginines, a partir d'una
construccié d'NR2E3 huma en pcDNA4/His-MaxC, cortesia del Dr. Anand Swaroop
(referida a partir d’ara com a hNR2E3 WT). D’aquesta manera es va obtenir la
combinatoria de construccions, llistades a la Taula 4, amb la primera (K185,
enumerada com a 1), segona (K330 o 2) i/o tercera (K337 o 3) lisina mutades. Aixi, la

construccié amb les tres lisines mutades correspon a la hNR2E3 123.

Per a 'estudi de la interaccié entre proteines mitjancant els assajos de BRET, es va
tusionar una de les proteines d’interes a la proteina donadora Rluc (Renilla Luciferasa),
iTaltra, a I'acceptora YFP (Yellow Fluorescent Protein), utilitzant els vectors pRluc-N1 i
pEYFP-N1, amablement van ser cedits pel Dr. Francisco Ciruela!?'. Al primer vector
(pRluc-N1), es van clonar les seqiiencies codificants de dels gens Pias3 i Hdac#
(mPIAS3 i mHDACH4, respectivament) a partir de cDNA de retines de ratolf, aixi com
també les seqiiencies de hNR2E3-WT 1 hNR2E3-123, a partir de les construccions
anteriorment descrites. Aquestes ultimes, també van ser clonades en el segon vector
(pPEYFP-N1), igual que les seqiiencies codificants de mNR2E3 i mNRL obtingudes de
cDNA de retines de ratoli. Totes les seqiiéncies van ser amplificades per PCR utilitzant
primers que contenien dianes de restriccié en I'extrem 5’, evitant el codé STOP, per al
seu correcte clonatge en pauta a I'extrem N-terminal de les proteines Rluc o YFP. Els
primers usats 1 els vectors obtinguts es troben llistats a la Taula 8 1 la Taula 4,
respectivament.
TAULA 3. LLISTAT DE PRIMERS 2. Parelles de primers utilitzades en la mutagénesi dirigida d’NR2E3 huma i en la

clonacié amb dianes de restriccido d’NR2E3 i les sequiéncies codificants d’Hdac4, Pias3, Nr2e3 i Nrl de ratoli. En

majuscula es troben indicats els nucleotids que incorporen la mutacio o les dianes dels enzims de restriccid.

Gen Cadena Seqiiéncia (5'-3") Descripci6

NR2E3  Forward tgaaacctgtgctaGgctggagccagag Mutacié de la lisina 1 K185R
NR2E3 Reverse ctctggctccagcCtagcacaggtttca Mutaci6 de la lisina 1 K185R
NR2E3 Forward cttggtcctcttcaGgccagagacgcgg Mutacié de la lisina 2 K830R
NR2E3 Reverse ccgcgtctectggeCtgaagaggaccaag Mutacié de la lisina 2 K830R
NR2E3  Forward cggggcctgaGggatcctgagcacgta Mutacié de la lisina 3 K837R
NR2E3 Reverse tacgtgctcaggatccCtcaggccccg Mutacié de la lisina 38 K$37R
NR2E3 Forward GTGGAATTCatggagaccaga Clonatge amb diana de EcoRI
NR2E3 Reverse CGGGGTACCAagtttttgaacatatcacaaaggagct  Clonatge amb diana de Kpnl
Hdac+ Forward GGAATTCatgagctcccaaagccatcc Clonatge amb diana de EcoRI
Hdac+ Reverse CGCAAGCTTcagtggtggttcctcctcca Clonatge amb diana de HindIII
Piass Forward GAAGATCTatggcggagctgggc Clonatge amb diana de BglII
Piass Reverse CGCAAGCTTgtccaaggaaatgacgtctgacc Clonatge amb diana de HindIII
Nrzes Forward GAAGATCTatgagctctacagtggctgcec Clonatge amb diana de BglII
Nrzes Reverse CGCAAGCTTgtttttgaacatgtcacacaggag Clonatge amb diana de HindIII
Nrl Forward GGAATTCatggctttccctcccagtece Clonatge amb diana de EcoRI
Nrl Reverse CGGGATCCaggaagaggtgtgtgtggtcg Clonatge amb diana de BamHI
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Per a I'estudi de la interacci6 ’hNR2E3-W'T amb HDAC4, es va disposar de diverses
construccions de la deacetilasa humana en el vector pcDNA3.1 (Taula 4), cedides
amablement pel Dr. Xiang-Jiao Yang®’. D’una banda, es va utilitzar la versié humana
WT d'HDAC4 (1-1084) 1 els seus fragments C-terminal (621-1084) 1 N-terminal (1-
666), tots ells clonats amb l'epitop Flag a N-terminal. D’altra banda, també es va
disposar de la forma WT i mutada (K559R) amb I'epitop Myc unit al péptid His6 a N-

terminal.

Les construccions per als assajos de BiolD van ser facilitades molt amablement pel Dr.
James Sutherland. Per a T'estudi de les interaccions proteiques amb NR2ES3, es van
clonar les seves formes WT 1 123 amb l'enzim optimitzat de BirA WT o R118G
(anomenats a partir d’ara com a BirA o BirA*), en un vector amb el promotor CAGdX
1 I'epitop Myc. Els inserts es van amplificar a partir de les construccions hNR2E3 W'T
1 hNR2E3 123 amb els primers de la Taula 3, inserint les dianes de restriccié d’EcoRI i
Xbal. Es va incloure el codé STOP per tal d’obtenir una proteina de fusié6 amb I'enzim
biotinilador en N-terminal, seguit del nostre factor de transcripci6é. D’altra banda,
també es va facilitar una construccié amb la lligasa E3 de SUMO CBX4, seguida de

BirA*, en un vector amb el promotor CMV (Taula 4).

Per a 'estudi de la sumoilacié6 ’NR2E38 amb SUMO2, dues construccions més van ser
cedides pel grup del Dr. James Suderland!??, tot i que no van ser usades en assajos de
biotinilitzaci6. Ambdues contenien una forma biotinilable de SUMO2 huma (degut a
un péptid substrat per a BirA en N-terminal, anomenat b:z0), seguit de l'enzim
optimitzat BirA. Una d’elles, a més, incorporava I'tinic enzim de SUMO E2 conjugador
UBCO9. Per tal d’evitar la formacié de proteines de fusié degut a la concatenaci6 de les
seqiiéncies, el vector incorporava unes seqiiéncies anomenades T2A (procedents del
virus Thoseaasigna), que permetien la traduccié multicistronica de les diferents

proteines (Figura 13).

bio SUMO2 T2A BirA opt

bio SUMO2 T2A BirA opt T2A UBC9

FIGURA 13. ESQUEMA DE LES SEQUENCIES DE bioSUMO2 | bioSUMO2-UBC9. Cada requadre conté
una de les seqléncies de les construccions multicistroniques bioSUMO?2 (superior) i bioSUMO2-

UBC9 (inferior), amb el péptid bio, SUMO2, BirA opt, UBC9 i les seqliéncies viriques T2A.
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Per aT'estudi de I'activitat d’alguns gens especifics de retina, es van utilitzar els vectors

pGL3-Promoter, que contenien el promotor de vaca de Rodopsina o el promotor murf{

de la S-opsina dirigint I'expressié del gen reporter luciferasa, cedits molt amablement

pel Dr. Anand Swaroop!'’®. D’aquesta manera, canvis en l'activitat transcripcional

d’aquests promotors es van poder mesurar amb I'expressi6 de la luciferasa. Per tltim,

també es va disposar de les construccions de SUMO1 i SUMO2 amb T'epitop HA,

clonades en pcDNA 3.1, que ja tenfem al laboratori.

TAULA 4. PLASMIDIS D’EXPRESSIO EMPRATS EN DIFERENTS ASSAJOS. Les construccions utilitzades en I’assaig de BRET estan

Contruccid
hNR2E3 WT
hNR2E3 1
hNR2E3 12
hNR2E3 13
hNR2E3 123
mNR2E3-YFP/
mNRL-YFP#
hNR2E3s WT-YFPA
hNR2E3 123-YFP"
hNR2E3 WT-Rluc”
hNR2E3 123-Rluc”
mPIAS3-Rluc”
mHDAC4-Rluc”
HDAC4
HDAC4 N-term
HDAC4 C-term
HDAC4 WT
HDAC4 K559R
BirA*-WT*
BirA-WT*
BirA*-123"*
BirA-123*
CBX4-BirA**
bioSUMO2-UBC9
bioSUMO2
SUMO1-HA
SUMO2-HA
Prom Rho
Prom S-ops

p-Gal
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Vector
pcDNA4/His-Max C
pcDNA4/His-Max C
pcDNA4/His-Max C
pcDNA4/His-Max C
pcDNA4/His-Max C

pEYFP N1
pEYFP N1
pEYFP N1
pEYFP N1
pRluc N1
pRluc N1
pRluc N1
pRluc N1
pcDNAS.1
pcDNAS.1
pcDNAS3.1
pcDNAS.1
pcDNAS.1
pCAG
pCAG
pCAG
pCAG
pCMV

pCAG

pCAG

pcDNAS.1

pcDNAS.1
pGL3-Prom
pGL3-Prom
pCMV-B-gal

marcades amb A, i les de BiolD amb +.

Epitop
Xpress
Xpress
Xpress
Xpress
Xpress

Flag
Flag
Flag
Myc + His6
Myc + His6
Myc
Myc
Myc
Myc

HA
HA

Descripcié
Isoforma 2 humana d'NR2E3 (WT)
Isoforma 2 humana d'NR2E3 (K185R)
Isoforma 2 humana d'NR2E3 (K185R, K330R)
Isoforma 2 humana d'NR2E3 (K185R, K337R)
Isoforma 2 humana d'NR2E3 (K185R, K330R, K837R)
Fusi6 d'NR2E3 de ratolf amb YFP
Fusié d’'NRL de ratolf amb YFP
Fusi6 dNR2E3 WT huma amb YFP
Fusi6 d'NR2E3 123 huma amb YFP
Fusié6 'NR2E3 WT huma amb Rluc
Fusi6 'NR2E3 123 huma amb Rluc
Fusié de PIAS3 de ratoli amb Rluc
Fusi6 'HDAC4 de ratoli amb Rluc
HDAC4 humana (1-1084)

Part N-terminal d’HDAC4 humana(1-666)
Part C-terminal ' HDAC4 humana (621-1084)
Forma humana d'HDAC4 (WT)

Forma humana d’'HDAC4 (K559R)

Fusi6 BirA opt R118G i NR2E3 huma WT
Fusi6 BirA opt WT 1 NR2E3 huma WT
Fusi6 BirA opt R118G i NR2ES huma 123
Fusié BirA opt WT i NR2E3 huma 123
Fusi6 CBX4 huma i BirA opt R118G
SUMO2 huma amb seqiiéncia bio I UBC9
SUMO2 huma amb seqiiéncia bzo
SUMO1 huma amb I'epitop HA
SUMO2 huma amb I'epitop HA
Promotor de la Rodopsina amb el gen de la luciferasa
Promotor de la S-opsina amb el gen de la luciferasa

B-Galactosidasa
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7. MUTAGENESI DIRIGIDA

Per tal de convertir cadascuna de les lisines (AAG) sumoilables d’hNr2e3 en arginines
(AGG), es van dissenyar parelles de primers complementaris que continguessin el canvi
de nucleotid (Taula 8). Es van tenir en compte tres consideracions a I'hora de dissenyar
els primers: 1) maxima centralitat del nucleotid a mutar dins la seqiiéncia; ii) longitud
del primer de 25-45 nucleotids; iii) 1 temperatura de melting (Tm) d’aproximadament
78°C, sense comptar el nucleotid mutat ni els que el flanquegen a banda i banda. Amb
la construccié humana d'NR2E3 WT com a motlle, es van realitzar les PCRs amb la
AccuPrime™ Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen), amb les condicions
d’amplificaci6é descrites a la Taula 5. A continuacid, es van digerir els productes de
PCR amb lI'enzim de restriccié Dpnl (Promega) per tal de tallar les cadenes metilades
del DNA motlle (procedent de la produccié d'E.coli). El producte de la digestié es va
transformar en cél-lules competents DH5a d’E.coli i les minipreps obtingudes van ser
totalment seqiienciades amb BigDye® Terminator v3.1 (Applied Biosystems) per tal de

comprovar la seva integritat.

TAULA 5. CONDICIONS D’AMPLIFICACIO PER PCR.

Mutagénesi dirigida qRT-PCR
95°C - 5 min
. 5°C - 10
94°C - 2 min 95 S
S - 510 6 62°C—15s | x 45
. 2°C — 20
50°C—1 min [ X 30 7 S
o p—
68°C - 7 min 955
. 65°C — 1 mi
68°C - 7 min ” mmn
97°C
40°C—10s

8. CULTIU CEL-LULAR | TRANSFECCIO

La linia cel-lular precursora retinal 661W va ser cultivada en medi Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) 4’5 g/L glucosa, 1.1g/L piruvat de sodi (Invitrogen),
suplementat amb 0’8 g/L glutamina i 40 pL/L B-mercaptoetanol (Invitrogen). En
canvi, les cel-lules HEK293 (Human Embryonic Kidney) 1 HEK293T (Human Embryonic
Kidney transtormades amb l'antigen T del virus SV40) van ser crescudes en medi

DMEM amb L-glucosa (ATCC). Tots els medis de cultiu van ser alhora suplementats
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amb 10% Fetal Bovine Serum (FBS; Invitrogen) i 1% Penicil-lina-Estreptomicina

(PenStrep, Invitrogen). Les cel-lules es van fer créixer en incubadors a 37°C 1 5% COx.

Per a la seva transfeccid, les cél-lules van ser sembrades en medi sense antibiotic
durant 16-24 hores. Seguidament se’ls va afegir les construccions de DNA juntament
amb la Lipotransfectina (Niborlab) en un ratio 3:1 (uL Lipotransfectina:ug DNA) en
medi OPTIMEM (Gibco), seguint les indicacions del fabricant.

Alternativament, en I'assaig de BRET, 500.000 cél-lules HEK293T van ser sembrades
per pou en plaques de 6 pous, 1 transfectades a les 16-24 hores usant Polietilenimina
(PEI) (Sigma-Aldrich). La concentracié de liposomes es va augmentar a una ratio de
8’5:1 amb el DNA en 150 mM NaCl i es va procedir seguint les condicions del
tabricant. Les quantitats de DNA transfectat pels controls + i - es troben llistades a la
Taula 6. Es va mantenir fixa la quantitat de la construccié amb la proteina donadora de
llum (Rluc), 1 es van transfectar quantitats creixents de 'acceptora (YFP) A més, es va

utilitzar el vector buit pcDNAS per equilibrar les quantitats de DNA total a 4 pg.

TAULA 6. CONDICIONS DE TRANSFECCIO EN L’ASSAIG DE BRET. (*) mPIAS3-Rluc i mHDAC4-Rluc, () hNR2E3 WT/123-Rluc.

Control + Control -

Prot-Rluc* Prot-YFP pcDNA3 Prot-Rluc Prot-YFP pcDNAS3
1ug - 3ug 1pug - 3ug
1ug 0’25 ug 275 ug - 0’25 ug 375 ug
1ug 0’5 ug 2’5 ug - 0’5 ug 35 ug
1ug 1ug 2 ug - I ug 3 ug
1ug 2 pg Tug - 2 ug 2 ug
1ug 3ug - - 3pug g

Prot-Rluc”? Prot-YFP pcDNA3 Prot-Rluc Prot-YFP pcDNA3

0’5 ug - 3 ug 0’5 ug- - 3 ug
0’5 ug 0’25 ug 3’25 ug - 0’25 ug 375 ug
0’5 ug 0’5 ug 3 ug - 0’5 ug 35 ug
0’5 pg 1pug 2’5 g - 1pg 3 g
0’5 ug 2 g U5 ug - 2 ug 2 ug
0’5 ug 35 ug - 35 ug 0’5 ug

9. SINCRONITZACIO DEL CICLE CEL‘LULAR

Amb la finalitat d’estudiar la localitzacié de les proteines d’interés en les diferents fases
del cicle cel-lular, es van sincronitzar cél-lules HEK293 en cultiu amb un doble
bloqueig amb Timidina (Sigma-Aldrich)!'7™. A les 24 hores de la seva transfeccid, les

cel-lules van ser bloquejades amb 2’5 pM de Timidina durant 18 hores, rentades tres
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vegades amb PBS 1x, incubades durant 9 hores amb medi de cultiu i bloquejades, per
segona vegada, amb 2’5 pM Timidina durant 17 hores. D’aquesta manera es van
arrestar les cél-lules a l'inici de la fase S. A continuacid, es van fixar les cél-lules
després del segon bloqueig (T0, fase S), o alternativament després de ser incubades en

medi de cultiu durant 6 o 8 hores (T6 1 T8, fase G2/M) o 12 hores (T12, fase G1).

10. ANALISI DE LA VIDA MITJANA DE LA PROTEINA

Per a 'estudi de la vida mitjana de la proteina humana NR2ES3 en la seva forma WT i
mutada 123, es va afegir I'inhibidor de la sintesi proteica cicloheximida (CHX) (Sigma-
Aldrich) a 150 uM en cel-lules HEK293, 36 hores després de la seva transfeccié6 amb
cadascuna de les dues construccions. Paral-lelament, es van generar les mateixes
condicions sense afegir CHX (per tant, sense inhibicié de la sintesi proteica) com a
control de la técnica. Després d’optimitzar els temps d’analisi, es va decidir recollir les
cel-lules a les 0, 2, 4, 6, 8 1 12 hores després d’afegir la CHX. Ambdues formes de
hNR2E3 van ser immunodetectades per Western Blot 1 quantificades en relacié a la
proteina normalitzadora GAPDH, mitjangant el programa informatic Multi Gauge

(Fujifilm).

11. ANALISI DE DEGRADACIO DE PROTEINA VIA PROTEASOMA

En T'estudi de la degradacié via proteasoma de la proteina humana NR2E3 en la seva
forma WT i mutada 123, es va afegir al medi cel-lular I'inhibidor de proteasoma
MG132 (Sigma-Aldrich) a una concentracié final de 10 pM, 36 hores després de la
transfeccié. Transcorregudes 16 hores de I'addicié, es van lisar i bullir les cel-lules per

al seu posterior processat per Western Blot.

12. OBTENCIO DE LISATS PROTEICS

Per a la seva obtencié de lisats proteics, en acabar el temps de cultiu posttransteccié
per a cadascun dels experiments, les ceél-lules van ser rentades dues vegades
directament en el pou de cultiu i recollides en PBS 1x fred per tal d’eliminar les restes
de medi. Seguidament es van centrifugar durant 5 min a 2000 rmp i 4°C i es va
descartar tot el sobrenedant. Els pellets cel-lulars van ser ressuspesos en Protein
Loading Buffer 1x (120 mM Tris-HCI pH 6.8, 4% SDS, 20% Glicerol, 0,2% Blau de

Bromotenol en Aigua MiliQ) amb 5% 2-Mercaptoetanol, i bullits durant 5 min a 95°C.
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Després d'una breu centrifugacié, les mostres es van processar per WB o,

alternativament, guardar a -20°C fins al seu us.

13. IMMUNODETECCIO PER WESTERN BLOT

La immunodeteccié de proteines per Western Blot (WB) es va realitzar sobre lisats
proteics o mostres obtingudes per IP o BiolD, que van ser carregades en gels SDS-
PAGE 7'5% o 10% acrilamida, transferides en membranes de PVDF (Roche) i
bloquejades 2 h a RT en PBST (PBS 1x, 0'1% Tween) amb 5% BSA (Bovine Serum
Albumine) o 10% llet, depenent de 'anticos. A continuacié, van ser incubades overnight a
4°C amb l'anticos primari, rentades 3 x 10 min en PBST, incubades 1 h a RT amb
I'anticos secundari 1 novament rentades 8 x 10 min en PSBT. Finalment, les
membranes van ser revelades amb els reactius Lumi-Light Western Blotting Substrate
(Roche) o, alternativament, ECL™ Prime Western Blotting Detection Reagent
(Amersham), i la quimioluminescéncia va ser detectada amb un lector LAS-4000 mini
(Fujifilm). Per al processat i la quantificacié de les imatges obtingudes es va utilitzar el

software Multi Gauge (Fujifilm).

Les dilucions i bloquejos dels diferents anticossos primaris i secundaris es troben

llistats en la Taula 7.

14. ASSAIG DE BRET

L’assaig de BRET permet I'estudi de la dinamica d’interaccié entre dues proteines que
es troben fusionades a una molecula donadora d’energia o a una molécula acceptora
d’aquesta energia, per mitja de la quantificacié de la transferéncia d’energia entre
aquestes dues molecules. L'assaig va ser realitzat seguint el protocol del grup del Dr.
Paco Ciruela'”! amb algunes modificacions. Breument, les cel-lules transfectades amb
les construccions marcades amb * de la Taula 4, seguint les condicions de la Taula 6,
van ser recollides a les 48 h de la transfeccid, i rentades dues vegades en PBS 1x,
centrifugant a 200 g durant 5 min. A continuacié, es van ressuspendre en PBS 1x
vigilant de no lisar-les, per obtenir una concentracié de 200.000 cel-lules per cada 90

pL.
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TAULA 7. ANTICOSSOS. Conjunt d’anticossos utilitzats en la metodologia, amb les especificacions de I'hoste del que provenen, les

concentracions utilitzades en les diferents técniques i el bloqueig usat en el WB (per a aquells que correspongui).

Anticos Hoste Dilucié Bloqueig WB
a-Biotin HRP (7075, Cell Signaling) Goat 1:1000 (WB) 5% BSA
0-CBX4 (18544-1-AP, Proteintech) Rabbit 1:50 (ICC/IHC) -

0-Flag™ (FG4R, ThermoFisher Scientific) Mouse 1:500 (WB) 5% BSA
0a-GAPDH (ab9484, Abcam) Mouse 1:1000 (WB) 5% BSA
0-GFP (sc-8334, Santa Cruz) Rabbit 1:1000 (WB) 5% BSA
o-HA (MMS-101, Covance) Mouse 1:1000 (WB) 10% llet
a-Histone H3 (phospho S10) (ab14955, Abcam)  Mouse 1:1000 (ICC) -
a-HDAC4 (17449-1-AP, Proteintech) Rabbit  1:500 (WB), 1:50 (IHC/ICC) 10% llet
a-Myc (Myc.A7, ThermoFisher Scientific) Mouse 1:1000 (WB) 5% BSA
0-NR2E3 (ab41922, Abcam) Mouse  1:1000 (WB), 1:50 (IHC/ICC) 10% llet
a-PCNA (ab29, Abcam) Mouse 1:50 (ICC) =
0-PIAS3 (ab58406, Abcam) Rabbit  1:1000 (WB), 1:50 (IHC/ICC) 10% llet
a-PIAS4 (orb32098, Biorbyt) Rabbit 1:50 (THC) -
o-Rho (ab5417, Abcam) Mouse 1:500 (IHC) -
o-Rluc (ab185925, Abcam) Rabbit 1:1000 (WB) 5% BSA
a-SENP1 (ab58417, Abcam) Rabbit 1:50 (IHC) -
o-TLS (orb100082, Biorbyt) Rabbit 1:100 (IHC) -
a-TOPORS (H-127, Santa Cruz) Rabbit 1:50 (IHC) -
o-Tubulin (T5168, Sigma Aldrich) Mouse 1:1000 (WB) 5% BSA
a-Xpress (R910-25, ThermoFisher Scientific)  Mouse 1:1000 (WB) 5% BSA
o-Mouse IgG-PO (A5906, Sigma Aldrich) Sheep 1:2000 (WB) 5% BSA/
10% llet
a-Rabbit IgG-PO (NA934V, Ge Healthcare) Donkey 1:2000 (WB) 5% BSA/
10% llet
Alexa Fluor® 488 a-Mouse IgG Goat 1:200 (IHC) -
Alexa Fluor® 568 a-Rabbit IgG Goat 1:200 (IHC), 1:300 (ICC) -
Alexa Fluor® 647 a-Mouse IgG Goat 1:300 (ICC) -

Per a I'analisi de la transferéncia d’energia es van pipetejar 90 uL de cada suspensié
cel-lular per triplicat, paral-lelament en dues plaques de 96 pous: una negra, per a la
lectura de la fluoresceéncia, 1 una blanca, per a la lectura simultania de fluorescencia 1
luminescéncia. Per a la lectura de la fluorescéncia de la molécula acceptora es van
afegir 10 pL. de PBS 1x a cada pou de la placa negra fins a un volum final de 100 pL, i
es va analitzar la placa negra amb un lector de placa POLARstar Omega (BMG
Labtech), utilitzant els filtres d’excitacié de 485+12 nm i de detecci6 de 535130 nm.
En acabar, es van afegir 10 pl. de benzyl-coelenterazina (NanoLight Technologies) a
una concentracié final de 5 UM a cada pou de la placa blanca. Després d’1 min de

I'addicié del reactiu, es van llegir les emissions simultanies amb els dos filtres del lector
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(475£30 nm i 535130 nm). Transcorreguts 10 min de 'addici6 del reactiu, una segona
lectura es va realitzar a la placa blanca, amb la mateixa configuracié. Per als controls
negatius, es va realitzar el mateix procediment, substituint els 90 pl. d'una tnica
mostra per 45 puL. de la suspensié cel-lular transfectada amb la proteina de fusié amb
Rluc i 45 pL de cada concentracié de la proteina de fusi6 amb YFP, barrejades al

moment.

Per al calcul de la ratio del BRET (expressada en miliBRET Units, mBU) es va dividir
I'emissié a 535 nm entre 'emissié a 475 nm de la lectura d’1 min. La normalitzaci6 de
I'increment de la fluorescencia de l'acceptor (YFP) es va obtenir dividint-la entre
I'emissié del donador (Rluc) als 10 min, quan l'energia de transferéncia decau.
Finalment, es va construir la corba de saturacié representant graficament la ratio del
BRET respecte la senyal d’emissié normalitzada d’acceptor/donador. La corba
hiperbolica resultant es va analitzar com a regressié6 no lineal amb el programa

GraphPad Prism.

Préeviament a la realitzaci6 de la técnica, es va comprovar la correcta expressié de
cadascuna de les construccions, que van ser transfectades individualment en cel-lules
HEK293T, a concentracions creixents fins a un maxim de 4 pg. Seguint el mateix
procediment que en l'analisi del BRET, es van llegir les corresponents fluorescencies
(per YFP, en placa negra) o luminescéncies (per Rluc, afegint coelenterazina en placa
blanca), i es van processar les dades amb el GraphPad Prism. D’aquesta manera es va
comprovar la expressio 1 la saturacié de les diferents construccions per a I'optimitzacié

de les condicions del BRET.

15. ASSAIG DE LA LUCIFERASA AMB PROMOTORS ESPECIFICS

La quantificacié de T'activitat dels promotors de S-opsina i Rodopsina es va realitzar
mitjangant un assaig de luciferasa usant les corresponents construccions (Taula 4). Les
cel-lules van ser lisades en Reporter Lysis Buffer (Promega), congelades a-80°C i
centrifugades 2 min a 12000 g per tal de descartar les restes cel-lulars. Els valors de la
luciferasa van ser mesurats després de 5 min de reaccié6 amb el ONE-Glo Luciferase
Assay System (Promega) en una palaca blanca de 96 pous, utilitzant el luminometre
Modulus Microplate Multimode Reader (Turner Biosystems). Els resultats van ser
normalitzats amb els valors obtinguts de la reaccié de la B-galactosidasa, expressada en
el vector pCMV- B-Gal, amb el Beta-Glo Assay System (Promega), tot seguint les

instruccions del fabricant.
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16. IMMUNOPRECIPITACIO (IP)

La immunoprecipitacié (IP) és una técnica que permet la precipitacié d’'una proteina
coneguda utilitzant un anticos especific. En condicions no desnaturalitzants, aquesta
proteina pot trobar-se unida a d’altres formant complexos, per la qual cosa la IP
permet la identificaci6 de proteines d’interaccid, el que anomenem co-
immunoprecipitacié (ColP). En aquest estudi, un total de 16 retines van ser
disseccionades 1 homogeneitzades, en fresc, amb un homogeneitzador Polytron
PT1200E (Kinematica, AG, Lucerna, Suissa), en 400 pl. de RIPA Buffer (0.25%
Desoxicolat w/v, 1% NP40 v/v, 1 M Tris pH 7.5, 500 mM EDTA i 5 M NaCl)
suplementat amb inhibidor de proteases ¢cOmplete™ Mini Protease Inhibitor Cocktail
(Roche) i 10 mM N-Etilmaleimida (NEM) (Sigma-Aldrich). Alternativament, en el cas
de mostres de cultiu cel-lular, la homogeneitzacié es va fer passant les mostres deu

vegades per una xeringa amb una agulla de 25 G.

Seguidament, es van centrifugar les mostres a 13000 rpm durant 10 minuts a 4°C. El
sobrenedant es va recollir en un nou tub, del que se’n van separar 40 pL. com a “Input”.
La resta de mostra retinal o cel-lular, es va incubar dins un tub amb 12 pg o 4 ug
d’anticos, respectivament, tota la nit (overnight) rotant sobre si mateix (end-over-end) a
4°C. Per tal de capturar els complexos proteina-anticos, es van incubar les mostres
durant 4 hores end-over-end a RT amb 50 pL. de Sepharose-Potein G (Invitrogen),
préviament compensades en 5 volums de PBS 1x seguit d’'una centrifugacié a 3000 rpm
durant 30 s. Seguidament, es van centrifugar les mostres 30 s a 3000 rpm i es va
guardar el sobrenedant com a control de l'eficiencia de la tecnica. El pellet es va rentar
tres vegades en 10 volums de PBS 1x, amb centrifugacions com les anteriors. Després
de treure I'Gltim sobrenedant, els pellets van ser eluits en 50 pl. de Protein Loading
Buffer 2x 1 5 pL. de 2-Mercaptoethanol, i bullits a 95°C durant 5 min. Per a la seva
immunodeteccid, les mostres van ser processades per Western Blot, o alternativament

congelades per a la seva posterior utilitzacio.

17. CHIP

La immunoprecipitacié de cromatina o Chromatin ImmunoPrecipitation (ChIP) és
I'estudi de la unié de proteines o complexos proteics a seqiiéncies concretes del DNA
per mitja de la IP d'una proteina coneguda. Per a la realitzaci6 de la técnica, dues
retines fresques de ratolins P60 de la soca C57BL/6J van ser obtingudes i fixades en

solucié de Crosslinking (1% Formaldehid, 50 mM Hepes pH 7°9, 1 mM EDTA, 0’5 mM
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EGTA i 100 mM NaCl) durant 15 min, canviant la solucié cada 5 min. Tots els rentats
amb les diferents solucions es van realitzar amb un volum d'1 mL a RT i girant end-
over-end. Per tal d’aturar la unié covalent del DNA i les proteines (crosslinking), es van
ter dos rentats, un de rapid i I'altre de 10 min, amb solucié STOP (0°01% Trit6-X-100 i
0’125 M Glicina en PBS 1x). Seguidament, es van dur a terme dos rentats de 10 min,
un amb Solucié6 A (10 mM Hepes pH 79, 10 mM EDTA, 0’5 mM EGTA 1 025%
Trit6-X-100) i I'altre amb Solucié B (10 mM Hepes pH 7’9, 200 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 0’5 mM EGTA i 0001% Trit6-X-100). Amb la intencié de trencar el DNA en
fragments d’aproximadament 200 pb, es van homogenitzar les mostres en 800 uL de
Solucié de Sonicacié (10 mM Hepes pH 79, 1 mM EDTA i 0’5 mM EGTA) utilitzant
I'’homogenitzador Kontes Pellet Pestle (Kimble™), i es van passar 10 vegades per una
xeringa amb una agulla de 18 G. Llavors, les mostres van ser dividides en volums de
300 uL i sonicades amb el sonicador Bioruptor® Plus (Diagenode) en tres rondes de 10
min en series de 30 s ON/ 30 s OFF, afegint gel per evitar el sobreescalfament del
sonicador. Per tal de descartar el pellet i recollir el sobrenedant, les mostres sonicades
es van centrifugar a 13000 rpm durant 10 min a 4°C, i se'n van separar 80 puL i 20 pL
(marcats com a Chromatin 1 Input, respectivament) com a control de la qualitat i
correcta sonicacié de les mostres. De la resta es van agafar dos volums de 200 pL,
corresponents al “Control -“1 “Output”, i es van incubar amb 800 pL de Solucié IP (20
mM Tris-HCI pH 8, 1% Trit6-X-100, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA 1 inhibidor de
proteases cOmplete™ Mini Protease Inhibitor Cocktail, Roche) i 2 ug d’anticos durant 3
hores end-over-end a 4°C. Per al control negatiu (C -), es va utilitzar I'anticos secundari
SAMPO, mentre que pels Outputs, els anticossos de les proteines d’interes. A
continuacié, es van incubar les mostres amb 20 pL de DynaBeads® Protein G
(ThermoFisher Scientific) durant 1 hora end-over-end a 4°C. Llavors, amb I'ajuda d’un
imant DynaMag™-2 (ThermoFisher Scientific) es van fer 5 rentats a RT de 10 min
amb Solucié IP, un més amb una solucié 0'25M LiCl, 0'5% NP-40, 0'5% desoxicolat de
sodi, 2 mM EDTA i 10 mM Tris-HCl1 pH8, i dos amb TE (1mM EDTA i 10mM Tris-
HCI pH 8). Juntament amb els vials Chromatin i Input, es van afegir els volums
necessaris per arribar a 100 pl. amb RNAsa DNAsa Free (Roche) a una concentracié
final de 50 pg/mL en TE, i es van incubar 30 min a 37°C. Seguidament es van incubar
a 65°C overnight amb 0°5% SDS i1 500 pg/mL Proteinasa K. En acabat, es van afegir
100 pL de TE i, en el cas de I'Output i el Control-, es van vortejar les mostres i

recuperar el sobrenedant utilitzant I'imant. Finalment, es van purificar els 200 uL de
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mostra amb el E.Z.N.A.® Cycle Pure Kit (Omega) per a 'obtencié dels fragments de
DNA de les mostres de I'Outputiel C -.

Per mitja d'una PCR quantitativa (qPCR) es van analitzar les mostres de DNA
obtingudes amb cada ChIP (Imput, C — 1 Output), utilitzant el mateix sistema i
condicions que en el cas de la RT-qPCR, anteriorment descrita (Taula 5).
L’amplificaci6 de les seqiiencies dels promotors de ratolf de la M-ops, S-ops, Rho, Crz,
Nr2e3 1 Nrl, es va realitzar amb les parelles de primers llistats a la Taula 8. Les dades es
van analitzar amb el programa LightCycler 480, per mitja d’'una quantificacié relativa
de les mostres de DNA del C — i1’ Output en relaci6 a I'amplificacié de I'Input, per a cada
parella de primers. Els resultats van ser finalment normalitzats amb el valor del C —
(rebent aquest el valor d’'1), pel que els valors de I'Output corresponen a les vegades

d’expressi6 respecte al C -, o amplificacié inespecifica.

TAULA 8. LLISTAT DE PRIMERS 3. Parelles de primers dels promotors dels gens llistats,

utilitzats en I'amplificacié de les mostres del ChIP per g-PCR.

Gen Primer Seqiiéncia 5°-3°

Mops Forward gtggattggactcagaaacatggaa

Mops Reverse ccaaacccttcaccatctgatctct

Sops Forward aggtgagatgcagaggagcctg

Sops Reverse ggcctggaggatgctgacctatatt

Rho Forward gatatctcgcggatgctgaatca

Rho Reverse acagcgcaactccaggcac

Crx Forward agccagggttacatgaaatactgectg

Crx Reverse tgtagaccaagccacaacatccaa

Nr2e3 Forward aggaggaaactgaggttcggagag

Nr2e3 Reverse ggtaaggacagattcacctccatcg

Nrl Forward agcaaaccaaagcaaagcgct

Nrl Reverse ggcactttgtcacaataacaaaaaccg
18. ELECTROPORACIO DE CULTIUS ORGANOTIPICS DE RETINA

La transfeccié de DNA és una técnica molt eficient en cultius cel-lulars. No obstant, en
cultius organotipics, el DNA s’introdueix en les cel-lules del teixit per a la seva
expressié per mitja de l'electroporacié, utilitzant polsos eléctrics per incrementar la
permeabilitat de la membrana cel-lular. Aixi, un cop disseccionades i trossejades les
retines de ratolins PO de la soca C57BL/6J, els fragments van ser electroporats amb el
Neon® Transfection System (Invitrogen), tot seguint les instruccions del fabricant. Es
van utilitzar 6 pg d’una construccié amb GFP (com a control de la técnica) i 6 ug del

nostre DNA a electroporar, en un volum final de 10 pL. en Buffer R per electroporacié, i
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una configuracié de l'elecroporador de 500 V, 50 ms i 5 polsos. Finalment, es van
plaquejar els explants retinals en la membrana del transwell cel-lular Millicell®Cell
Culture Inserts 0’4 pm, 30 mm de diametre (Millipore), disposats en plaques de cultiu
cel-lular de 6 pous (Thermo Scientific) sobre 2 mL de medi de cultiu Neurobasal®-A
(Gibco), suplementat amb Penicil-lina-Estreptomicina 1X (BioWest), L-glutamina 1
mM (Gibco), D-glucosa 0'06% (Sigma), NaH.COs 0'0045% (BioWest) 1 B27® 1X
(Gibco).

19. ASSAJOS D' INTERACCIO PROTEICA AMB EL SISTEMA BiolD

El sistema BiolD utilitza I'activitat de I'enzim conjugador de biotina BirA per a I'estudi
de les interaccions proteiques, mitjangant la fusié d’'una forma promiscua de 'enzim a
la proteina d’estudi. La seva transfeccié en un sistema cel-lular en preseéncia de biotina
permet la seva conjugacié covalent a totes les proteines d’interaccié o proximes a la

proteina fusionada, que poden ser purificades 1 analitzades.

Aixi, després de transfectar les cél-lules HEK293 o electroporar els explants retinals
de ratolf amb les construccions de DNA corresponents (marcades amb *a la Taula 4),
es va suplementar el medi de cultiu amb D-Biotina (Sigma). En el cas dels cultius
cel-lulars es va afegir 24 hores abans de recollir-les a una concentracié final de 50 pM.
Per als explants retinals, es va augmentar la concentracié a 200 uM en el medi de
cultiu just en el moment de I'electroporacié (48 hores abans de la recollida). A més,
també es va suplementar la barreja d’electroporacié de DNA en Buffer R amb 100 uM
de D-Biotina. A continuacid, les cél-lules van ser rentades dues vegades i recollides en
un 1 mL de PBS 1x fred, centrifugant 5" a 4°C i 1500 rpm. En quant als explants,
aquests van ser directament recollits en PBS 1x fred i rentats dues vegades i recollides
en les mateixes condicions de centrifugacié indicades abans. Els pellets de cel-lules o
explants van ser ressupesos en 1 mL de Lyszs Buffer (8 M Urea, 1% SDS, 60 mM NEM
(Sigma-Aldrich), inhibidor de proteases Complete™, Mini Protease Inhibitor Cocktail
(Roche), en PBS 1x, i passats 10 vegades a través d’'una agulla de 25 G. Per eliminar
totes les restes cel-lulars insolubles, es van centrifugar les mostres durant 20 min a
14000 rpm. El sobrenedant obtingut es va transferir a un tub nou, juntament amb 3
mL de Binding Buffer (3 M urea, 1 M NaCl, 0'25% SDS, 60 mM NEM i inhibidors de
proteases, en PBS 1x), 1 d’alla se'n va extreure 80 uL per congelar, corresponents a
I'Input. La resta de volum es va afegir a 80 pL de la resina High Capacity NeutrAvidin

Agarose Resin (Pierce, Thermo Scientific), préviament equilibrada, i es va incubar a RT
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durant 18 hores en rotacié. La resina va ser equilibrada amb 10 volums (500 pL) de
PBS 1x (una vegada) i de Binding Buffer (dues vegades), centrifugant durant 4 min a
2000 rmp. Transcorregut el perfode d'incubacid, les mostres es van centrifugar 5 min a
3000 rpm, 1 el sobrenedant es va recollir 1 se'n va conservar una aliquota de 80 pL,
corresponent a la mostra que anomenarem Sobrenedant. El pellet de resina obtingut, es
va rentar en 500 pL de diferents Wash Buffers (WB), centrifugant sempre 4 min a 1500
rpm per recuperar la resina. Els rentats realitzats van ser els segiients: 2x WBI, 38x
WB2, 1x WBS3, 3x WB4, 1x WB1, 1x WB5 1 3x WB6. Totes les solucions van ser
preparades en PBS 1x, filtrades amb membranes de 0’22 uM i guardades a RT per no
més d'un mes. La composicié de les solucions usades és la segiient. WB1: 8 M urea,
0'25% SDS; WB2: 6 M Hidroclorur de Guanidina; WB3: 6’4 M urea, 1 M NaCl, 0'2%
SDS; WB4: 4 M urea, 1 M NaCl, 10% isopropanol, 10% etanol, 0'2% SDS; WB5: 8 M
urea, 1% SDS; WB6: 2% SDS. Després de I'tltim rentat, es van afegir 50 pL. d’'Elution
Buffer (4X SDS Sample Bufter, 100 mM DTT) als pellets de 1a resina. Per evitar que les
proteines purificades es tornessin a unir a la resina, es van bullir les mostres dues
vegades durant 5 min, vortejant vigorosament entremig, i es van centrifugar 5 min a
14000 rpm, per tal de separar en un nou tub, el volum eluit. Paral-lelament, a les
mostres separades com a Input i Sobrenedant es van afegir 20 pL de 5X SDS Sample
Buffer (5% 2-Mercaptoetanol, 0°02% Blau de Bromotenol, 30% Glicerol, 10% SDS, 250
mM Tris-HCI pH 6’8), i es van fer bullir durant 5 min. Finalment, les mostres van ser
analitzades per WB per a la deteccié de proteines biotinilades amb High Sensitivity
Streptavidin-HRP (Life Technologies) o, alternativament, amb a-Biotin HRP (Taula 7).

20. IMMUNOLOCALITZACIO AMB FLUORESCENCIA

La immunolocalitzacié amb fluorescéncia de proteines en retina o cultiu cel-lular es va
dur a terme per mitja de técniques d'immunohistoquimica (IHC) o immunocitoquimica
(ICC), respectivament. En el primer cas, seccions de 16-18 pm de retines de ratolins
C57BL/6J a P60, disposades en vidres portaobjectes Superfrost™ Plus Microscope Slides
(Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA) van ser assecades 30-45 min a RT,
rentades 10 min en PBS 1x i bloquejades durant 1 h en Blocking Buffer (2% Sheep Serum
1 0'8% Trit6-X-100, en PBS 1x). Seguidament, es van afegir els anticossos primaris en
Blocking Buffer per a la seva incubacié overnight a 4°C. A continuacid, es van rentar les
mostres en PBS 1x (3 x 10 min) i es van incubar 1 h a RT amb DAPI (Roche

Diagnostics, Indianapolis, NY) (1:300) i els corresponents anticossos secundaris
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conjugats amb Alexa Fluor 488 o 568 (Life Technologies, Grand Island, NY).
Finalment, es van rentar novament les seccions amb PBS 1x (8 x 10 min) i es van
muntar les mostres amb Fluoprep (bioMérieux) per a la seva analisi amb microscopia

confocal (SP2, Leica Microsystems).

En el segon cas, cel-lules HEK293 cultivades en cobreobjectes tractats amb Poli-L-
lisina (Sigma-Aldrich), van ser fixades amb PFA al 2% durant 10 min i al 4% durant 20
min. A continuacid, les cél-lules van ser rentades en PBS 1x (3 x 5 min), bloquejades 20
min en Blocking Buffer (2% Sheep Serum i 0'1% Trit6-X-100, en PBS 1x) i incubades
amb els anticossos primaris en Blocking Buffer overnight a 4°C. En acabat, es van tornar
a rentar en PBS 1x (3 X 5 min) i es van incubar 2h a RT amb DAPI (Roche
Diagnostics, Indianapolis, NY) (1:300) i els corresponents anticossos secundaris
conjugats amb Alexa Fluor 568 o 647 (Life Technologies, Grand Island, NY) en PBS
1x. Per dltim, es van rentar novament les cel-lules amb PBS 1x (8 x 5 min) i es van
muntar els cobreobjectes amb Mowiol (Sigma-Aldrich) per a la seva posterior analisi

amb microscopia confocal (SP2, Leica Microsystems).

Els anticossos 1 les seves dilucions utilitzades en ambdues técniques, es troben llistats

ala Taula 7.

Per al processat 1 analisi de les imatges es va usar el software Imagel

(http://imagej.nih.gov/ij/) amb el paquet de processat Fiji (https://fiji.sc/).
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1. ANALISI DE L’EXPRESSIO DE L'MRNA DELS GENS DE LA VIA DE

SUMO EN LA RETINA DE RATOLI ADULT

1.1. NIVELLS D’EXPRESSIO DE SUMO | ELS SEUS ENZIMS EN LA RETINA DE RATOLI

Ates que el ratolf és un dels animals model més emprats en I'estudi de la retina, i que
els gens de la via de SUMO en humans tenen els seus ortolegs en ratoli, es va proposar
avaluar els nivells d’expressié relatius d'mRNA de tots els enzims del metabolisme de
SUMO 1 proporcionar un mapa preliminar dels seus patrons d’expressié en la retina
adulta de ratoli. Tenint en compte que la via de SUMO és rellevant en la regulacié del
ritme circadiari, també es va investigar si I'exposici6 a la llum o a la foscor era causant

d’algun efecte transcripcional (ja sigui induccié o repressié) en els gens de la via.

Tres mostres retinals van ser obtingudes de ratolins P60 estabularitzats en 12:12 h de
llum/foscor, en quatre condicions diferents (Figura 12), anomenades: condici6 1-
després de 15 hores en la fase de foscor (en condicions normals els animals ja portarien
tres hores exposats a la llum); condici6 2- després de 13’5 hores de fase de foscor seguit
d'1’5 hores de llum (per tal de detectar pics rapids d’activacié/repressié deguts a
I'exposicié a la llum, comparant directament amb la condicié anterior); condicié 3-
després de 6 hores d’exposicié a la llum (durant la fase normal de llum); i finalment,
condicié 4- després de 2 hores de foscor (durant una fase normal de foscor, per tal de
detectar una activacié/inhibici6 transcripcional deguda a I'exposicié a la foscor o a la

fase circadiaria de foscor).

Es van realitzar RT-PCRs quantitatives per valorar els nivells d’expressié de 30 gens
(les parelles de primers dissenyats es troben llistats a la Taula 2), incloent SUMO 1 els
seus enzims E1, E2 1 E3 1 proteases (Figura 14A). També es va analitzar un gen retinal
altament expressat que presenta un comportament de ritme circadiari (R%0)'%, i tres
tactors de transcripcié rellevants pel desti i funcionament de con i basté, 1 que poden
ser sensibles a les condicions de llum/foscor (Crz, Nrl, Nr2e3, Figura 14B). A més, dos
gens implicats en distrofies de retina, el préviament mencionat Rho més Cerkl, van ser
inclosos com a valors llindar interns de referéncia per a nivells alts i baixos d’expressi6

en retina, respectivament.

Tots els valors van ser normalitzats respecte a 'expressié de Gapdh i multiplicats per

10* (excepte Rho, amb nivells d’expressi6 de 4 a 5 ordres superior a la resta) i, per tant,
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els valors relatius d’expressié poden ser directament comparats. La Figura 14 mostra
els valors mitjans i la desviacié estandard de tres mostres biologiques diferents per
cada gen i condicié. Cada mostra va ser obtinguda d’'un minim de 3 retines i analitzada
en 3 replicats experimentals per minimitzar l'error técnic. Els colors de les barres
corresponen als de les quatre condicions de la Figura 12 (1: gris fosc, 2: gris clar, 3

blanc, 4: negre).
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FIGURA 14. EXPRESSIO QUANTITATIVA RELATIVA DELS GENS DE SUMO, ELS ENZIMS DE LA SEVA VIA | ALTRES GENS RETINALS EN
LA RETINA DE RATOLI. (A) Nivells transcripcionals dels gens de SUMO i dels seus enzims. Els nivells d’expressié corresponen a la
ratio respecte I'expressié de Gapdh (utilitzat com a normalitzador) multiplicat per 10*. (B) Nivells transcripcionals de diversos gens
retinals. Els nivells de Rhodopsina (panell dret) son equiparables als de Gapdh, pel que la ratio esta directament representada,
mentre que la ratio dels factors de transcripcié (esquerra) estan multiplicats per 10”. El color de les barres en A i B indiquen la
condicid en el que les retines van ser obtingudes (explicat a la Figura 12). Els valors de I'expressié dels gens son la mitjana de tres
mostres independents de cDNA de retina, per cada condicid, pel que les barres de la desviacié estandard indiquen la variabilitat
d’expressid entre diferents individus. El test de Tukey-Kramer va ser usat per la comparacié de les mitjanes de les condicions. Els

asteriscs (*, ** o ***) mostren una diferéncia estadisticament significativa amb un p<0’05, p<0’01 o p<0’001, respectivament.
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Els resultats van mostrar que els tres gens que codifiquen per les proteines Sumol,
Sumo2 1 Sumo3 es trobaven altament expressats a retina. Notablement, es va detectar
que el gen de I'tinic enzim E2 conjugador (Ubc9) estava més expressat que els gens que
codifiquen pels dos component de I'heterodimer E1 activador (Sael 1 Sae2). D’altra
banda, el conjunt de E3 lligases i proteases de SUMO van mostrar una major
variabilitat en els nivells d’expressié. La lligasa més expressada va ser T's, en contrast
amb T'expressié basal d’Egr2, amb una diferencia d’aproximadament dos ordres de
magnitud. En el cas de les proteases, DesiI va ser la més expressada, mentre que Senp1l
1 Senp5 van ser les més baixes en nivells d’expressié. Pel que fa als gens retinals
rellevants analitzats, Rho va mostrar 'expressié més elevada, directament comparable

a Gapdh, seguit d’'Nrl i, finalment, Nr2e3 1 Crx.

1.2.  VARIACIONS EN L’EXPRESSIO GENICA INDUIDA PER L’EXPOSICIO A LA LLUM

Tot 1 que, en general, els nivells de transcripcié dels gens estudiats es van mantenir en
les diferents condicions de llum/foscor, es van trobar alguns gens que presentaven una
expressié consistentment i significativa alterada. Com es mostra a la Figura 15, Sael,
Senp2 1 Rho (patré 1) van mostrar un rapid pic d’activacié en resposta a I'exposici6 a la
llum (condicié 1 respecte 2), mantinguda durant les fases de llum i I'inici de la foscor
(condicions 8 14). De forma similar, Cbx#1 DesiI (patré II) van mostrar un creixement
constant de l'expressi6 de la condici6 1 a la 4. El factor de transcripcié retinal Nr2es
(patré III) va patir un pic molt pronunciat en resposta a I'exposicié a la llum (condicié
2) que va decréixer de forma continuada fins a recuperar els nivells inicials (condicions
41 1). Finalment, I'expressi6é de Sumo2 (patré 1V) va augmentar durant la fase de llum

(condicié 3), sent lleugerament inferior en la resta de condicions.

Pattern || 11 I11 IV
Genes Sael Chx4 NrZ2e3 SumoZ
SenpZ2 Desil
Rho

FIGURA 15. PATRONS D’EXPRESSIO DELS GENS DE LA VIA DE SUMO | ALTRES GENS RETINALS EN LA RETINA DE RATOLI EN
DIFERENTS CONDICIONS DE LLUM/FOSCOR. D’acord amb la gRT-PCR, diversos gens de I'estudi van ser agrupats en quatre patrons
d’expressié amb significacio estadistica. Cal destacar que els tres primers mostren una activacid per I'exposicio a la llum (condicié
1 respecte 2) que es manté (I), continua creixent (Il) o decreix (1) en les seglients condicions (3 i 4). Per contra, el patrd IV mostra

un increment Unic en la tercera condicid. El color de les barres és el mateix que la Figura 12.
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Tot i que es van poder observar altres patrons de comportament, la variabilitat en els
valors d’expressié no va permetre trobar significances estadistiques (e.g. Crx va
mostrar un nivell baix d’expressié en la condicié 1 per algunes mostres, en comparacié
amb la resta de condicions, suggerint una activacié transcripcional en resposta a una

exposici6 a la llum, pero aquesta activacié no arribava a tenir significacié estadistica).

Amb la intenci6 d’aprofundir en l'estudi dels efectes de l'exposicié luminica sobre
I'expressié genica en retina, un altre membre del grup (Elena Borrego Domeénech) va
realitzar explants retinals de diversos individus. Aquests es van extreure de ’animal
després de la fase de foscor del cicle de llum/foscor. Seguidament, una retina de cada
individu (n=6) es va mantenir en la foscor (condici6é 1) mentre que I'altra es va exposar
a la llum durant 1’5 hores (condicié 2). Els lisats de les dues retines de cada animal van
ser processats 1 immunodetectats simultaniament per poder comparar-los directament.
Els resultats obtinguts de les quantificacions dels Western Blots es mostren en la figura
5 de la publicacié adjuntada a 'Annex 1 d’aquest treball, que també recull el conjunt de

resultats descrits en els apartats anteriors!?.

Breument, els resultats van mostrar un augment dels nivells proteics dels factors de
transcripci6 CRX 1 NR2E3, comparant els explants retinals de la condici6 de llum
(condicié 2) respecte de la condicié de foscor (condicié 1). Aquest increment degut a
I'exposicié luminica concordava amb I'observat a nivell transcripcional per mitja de la
RT-qPCR (Figura 14b). Alhora, també es va realitzar el mateix estudi sobre TLS, la
E3 lligasa de SUMO amb els nivells més alts d’expressié génica en retina, que no havia
donat diferéncies entre condicions luminiques (Figura 14a). Els nivells d’expressi6 de
la proteina van mostrar una gran variabilitat, pel que no es va detectar cap diferencia
estadisticament significativa. En conjunt, els resultats dels nivells proteics de CRX,

NR2ES3 i TLS van reforgar els obtinguts per RT-qPCR a nivell d’expressi6 génica.

1.3. PATRO ESPACIAL DE L’EXPRESSIO DELS GENS DE LA VIA DE SUMO

Per tal de localitzar I'expressié de SUMO i els seus enzims en la retina de ratoli, es va
recéorrer a la hibridacié iz situ (ISH) per obtenir un atles d’expressié complert,
independentment de la manca de disponibilitat d’anticossos comercials per a totes les
proteines. Les ribosondes Antisense (amb les seves respectives ribosondes Sense) van ser
generades per cada gen, i hibridades en seccions de retines de ratoli adult (P60),

obtingudes en condicions d’exposicié a la llum (condicié 8 de la Figura 12). Com a
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control positiu de la técnica es va utilitzar una ribosonda contra el gen R/ho, que

localitza en el segment intern (IN) dels bastons amb un elevat nivell d’expressio.

Per a cada gen, les ISH de les ribosondes Antisense i Sense (control negatiu) van ser
processades en paral-lel per tal de considerar el senyal obtingut com a especific de la
localitzacié de 'mRNA de cada gen. Tot i no ser una técnica quantitativa, la intensitat
relativa de la deteccié de 'mRNA en les diferents capes retinals és comparable dins de
la mateixa retina. Les imatges representatives de la ISH per cada gen es mostren en la
Figura 16. A més, un resum esquematic qualitatiu de les dades de localitzacié per a

cada capa retinal i gen, agrupats per nivell d’expressié, conforma la Figura 17.

L'expressié de Sumol, Sumo2 i Sumo3 va resultar molt ubiqua, tot i que amb algunes
diferéncies. L'expressié de Sumol va ser molt elevada en el IN de fotoreceptors i a les
capes plexiformes, i no detectada a la GCL, on Sumo2 mostrava un gran senyal; mentre
que l'expressié de Sumo3 no va detectar-se en les capes nuclears. D’altra banda, en
concordanga amb la seva funcié essencial en la via de SUMO, els gens de I'heterodimer
de T'E1 activador Sael i Sae2, i el de I'inic E2 conjugador Ubc9 compartien un patré

ubic, tot i que Ubc9 presentava un senyal més intens a la GCL (Figura 16).

Com es podria esperar, les proteases 1 E3 lligases de SUMO van mostrar una amplia
varietat de patrons d’expressi6 (Figura 16 Figura 17). El segment intern dels
tfotoreceptors va tenir senyal de tots els gens, particularment elevat per a Cbx4, Desi2,
Mull, Piasi, Pias4, Rasd2, Senpl, Senp7, Tls 1 Uspll. Ambdues capes nuclears (ONL i
INL) van compartir un patré d’expressié similar, i el senyal perinuclear va ser detectat
per a la majoria de gens. Piasl, Senp6 i Senp7 van produir un senyal molt intens en la
ONL 1 INL, mentre que Tls només ho va fer en la INL. Per contra, Pias2 i RanBP2
van ser quasi indetectables en les dues capes nuclears. Cal destacar la forta senyal de
localitzacié de la majoria de gens en les capes plexiformes, sobretot en la OPL, en clar
contrast amb les corresponents ribosondes Sense (control negatiu). Pel que fa a la GCL,
va donar un patré molt distintiu per a cada gen, amb una alta expressi6 de Cbx4,
Hdac4, Pias3, Senp2, Senp6, Tlsi Topors, mentre que no se’n va detectar senyal —o molt
debil- per a Mms21, Pias2, Pias4, RanBP2, Rasd2 i Senps.

Considerant el patré produit per cada gen (Figura 17), la localitzaci6 de 'mRNA de
Pias2 i RanBP2 va ser extremadament debil en les capes nuclears de la retina (ONL,
INL i GCL). Pel que fa 'mRNA de T7s, va seguir un patré de localitzacié tinic, amb una

gran senyal en el IN dels fotoreceptors, la INL i GCL. Per tultim, cal remarcar que
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I'mRNA de Senp2 va ser localitzat no només en el citoplasma siné també en el nucli

d’algunes cél-lules de la GCL, una localitzacié que no va ser detectada per a cap altre

gen de 'estudi (marcat amb fletxes negres en la magnificacié de la Figura 16).
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FIGURA 16. HIBRIDACIO IN SITU EN CRIOSECCIONS DE RETINES
MURINES PELS GENS DE SUMO | ELS SEUS ENZIMS E1, E2, E3
LLIGASES | PROTEASES. Imatges representatives obtingudes
després de la hibridacid in situ amb la ribosonda Antisense (AS) i
Sense (S), revelades en paral-lel durant el mateix periode de
temps. La ribosonda AS mostra al patré d’expressié del gen,
mentre que la S correspon al control negatiu de la técnica. El gen
de la Rhodopsina, que mostra elevada expressié a nivell de
transcrit en el segment intern de fotoreceptors, va ser usat com
a control positiu. El requadre inferior dret es una magnificaci6 de
la hibridacié in situ de Senp2 a nivell de les cel-lules ganglionars
(GCL), en el que les fletxes negres indiquen localitzacié d’'mRNA
en alguns nuclis. RPE: epiteli pigmentari, PhR: fotoreceptors,
ONL: capa nuclear externa, OPL: capa plexiforme externa, INL:
capa nuclear interna, IPL: capa plexiforme interna, GCL: capa de

les cel-lules ganglionars.
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FIGURA 17. ESQUEMA RESUM DELS RESULTATS DE LA HIBRIDACIO IN SITU. Representacio
esquematica i resumida dels patrons de localitzacié de 'mRNA dels diferents gens de la via de
SUMO, a partir dels resultats de les respectives hibridacions in situ en retines de ratoli. La intensitat
del color de cada requadre reflecteix la intensitat del senyal d’hibridacié per a cada gen i capa
retinal. RPE: epiteli pigmentari, PhR: fotoreceptors, ONL: capa nuclear externa, OPL: capa
plexiforme externa, INL: capa nuclear interna, IPL: capa plexiforme interna, GCL: capa de les

cél-lules ganglionars.

1.4. COMPARACIO DELS PATRONS ESPACIALS DE L'MRNA | LA PROTEINA

La immunodeteccié d'una proteina concreta depén de T'existéncia d'un anticos
comercial 1 de la seva especificitat. Per aquest motiu, atés que no hi havia anticossos
per a totes les proteines 1 enzims de la via de SUMO, es va descartar 'estudi de la seva
localitzacié proteica, i es va optar per la deteccié dels seus mRNAs per mitja de
ribosondes. No obstant, en alguns casos disponibles es van utilitzar anticossos contra
enzims de la via de SUMO per a la seva localitzacié per immunohistoquimica (IHC) en

talls de retina, amb la intencié de reforgar els resultats de la hibridacié in situ (ISH).
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Cal tenir en compte que la traduccié de 'mRNA és un procés cel-lular que té lloc al
citoplasma i al reticle endoplasmatic, mentre que la proteina madura pot desenvolupar
la seva funcié en els diferents compartiments de la cel-lula. En conseqiiencia, la
localitzacié de 'mRNA 1 la proteina no ha de ser necessariament coincident. Tot i aixo,
la seva expressi6 proteica en les diferents capes retinals 1 tipus cel-lulars podia donar

suport als resultats obtinguts. Aixf, en la Figura 18 es recullen els resultats de la ISH i

la THC per alguns dels enzims de la via de SUMO: HDAC4, PIAS3, SENP1 i
TOPORS.

HDAC4 PIAS3 SENP1 TOPORS

T e peea—

oy
FIGURA 18. LOCALITZACIO DE L'mRNA | LA PROTEINA D’ALGUNS ENZIMS DE SUMO EN RETINA DE RATOLI. Comparativa dels

Wty # 4
2 e
- >

resultats obtinguts per mitja de les técniques d’ISH (esquerra) i IHC (dreta) pels enzims de SUMO HDAC4, PIAS3, SENP1 i TOPORS
en talls de retina de ratoli. La immunolocalitzacié dels enzims (en vermell) esta referenciada respecte els nuclis de la retina
marcats amb DAPI (blau). RPE: epiteli pigmentari, PhR: fotoreceptors, ONL: capa nuclear externa, OPL: capa plexiforme externa,

INL: capa nuclear interna, IPL: capa plexiforme interna, GCL: capa de les cél-lules ganglionars.

Com es mostra en la Figura 18, les E3 lligases HDAC4 1 PIAS3 van ser localitzades a
les capes plexiformes, als fotoreceptors i a la capa de les cel-lules ganglionars (GCL),
coincidint amb la seva expressi6 d'mRNA. A més, es va detectar HDAC4 de forma
perinuclear en la capa nuclear interna (INL), també detectada per al seu mRNA.
D’altra banda, la E3 lligasa TOPORS i la proteasa SENP1 es van detectar
principalment als fotoreceptors i al voltant de les cel-lules ganglionars, i de forma molt

debil a la capa plexiforme interna (IPL).

En conjunt, tot i que la localitzacié de I'expressié de 'mRNA i de la proteina per ISH i

[HC no és idéntica, els patrons concorden i es reforcen mituament.
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2. ANALISI DE LA SUMOILACIO DEL FACTOR DE TRANSCRIPCIO DE

FOTORECEPTORS NR2E3

El receptor nuclear NR2ES3 és un factor de transcripcié clau en la diferenciacié dels
totoreceptors, promovent 'expressié dels gens especifics de bastons i silenciant la dels
gens de cons. Aquesta repressié esta parcialment regulada per la E3 lligasa de SUMO
PIASS, que sumoila NR2E3 en tres residus especifics molt conservats, corresponents a
les lisines K178, K815 1 K822 en ratoli'®7. Aix{, segons alguns autors, PIAS3 promou la
conjugacié de SUMO1 a NR2ES3 per tal de generar una forma di-sumoilada i una tri-
sumoilada. Aquesta tltima desapareix en mutar el centre catalitic de la lligasa, pero no
la forma di-sumoilada, pel que es preveu que altres E3 lligases de SUMO poden actuar
sobre NR2E3. D’altra banda, 'estudi amb les formes mutades d'NR2E3 indica que la
di-sumoilacié es déna sempre en la lisina K178 i tant en K815 com en K322, mentre
que no hi ha una explicacié clara per a la forma tri-sumoilada. A més, es desconeixen
les implicacions funcionals de la mutacié de les diferents dianes de sumoilacié en
NR2E3, aix{ com les altres possibles E3 lligases de SUMO que modifiquen el factor de

transcripcio.

En aquest context, es van generar diverses construccions amb les formes mutants de
les tres lisines (equivalents en posicié a les de ratolf) de la isoforma 2 humana d'NR2E3
(K185, K330 1 K337), amb la finalitat de caracteritzar les possibles diferencies
tuncionals en comparacié amb la forma WT (Taula 4), i a més, es va proposar la

identificacié de noves lligases de la maquinaria de SUMO.

2.1. ESTUDI DE L'ESTABILITAT PROTEICA DE LES FORMES WT | MUTANTS

D’'NR2E3

Com s’ha descrit previament en la Introduccié d’aquest treball, els sistemes de
sumoilacié 1 ubiquitinacié estan interrelacionats i coordinats, ja que ,com la majoria de
modificacions posttraduccionals, comparteixen la conjugacié a lisines de la proteina
diana. Aquest crosstalk entre els dos sistemes pot ser cooperatiu, com en alguns casos
on la polisumoilacié d’una lisina potencia la ubiquitinacié i1 posterior degradacié de la
proteina, o competitiu, quan una mateixa lisina pot patir diverses PTMs amb diferents
conseqiiencies biologiques. D’aquesta manera, la mutacié de les diferents lisines
sumoilables d'NR2E3 huma (hNR2ES3) podria afectar a l'estabilitat del factor de

transcripcio, ja sigul evitant o promovent la seva inestabilitat i degradacié. Per aquest
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motiu, es va plantejar I'estudi de les diferéncies en la degradacié i en la vida mitjana de

les formes WT 1 mutants.

2.1.1. EXPRESSIO | DEGRADACIO D'NR2ES3
Amb la intenci6 d’analitzar els nivells d’expressié 1 de degradaci6 de les formes
mutants en relacié a la proteina WT, es van transfectar cel-lules HEK293 amb les
construccions hNR2E3 WT, 1, 12, 18 1 123, per duplicat. Per tal d’inhibir el
proteasoma, la via central de degradacié de proteines en una cel-lula, es va tractar un
dels replicats de cada transfecci6 amb MG132 (+). La immunodeteccié de la proteina
per Western Blot (WB) contra l'epitop Xpress no va revelar diferencies en els nivells
d’expressi6 de les diferents construccions, tot 1 que la quantitat de proteina detectada
amb la inhibicié del proteasoma era lleugerament superior en tots els casos, indicant
que el proteasoma regula els nivells de proteina de NR2ES en cel-lules transfectades
(Figura 19). A més, es va poder detectar una banda de major pes molecular, Gnicament

present en la forma WT (fletxa negra).

hNR2E3
WT WT+ 123 123+ 1 1+ 12 12+ 13 13+
100 m— WB: a-Xpress
75—
63—

eSsabasas e
48 m— Exposicio
R 4 -
I ' - ‘ I

— — - — e — | — ey ws= WB: a-GAPDH

FIGURA 19. EXPRESSIO | DEGRADACIO DE LES FORMES WT | MUTANTS D’NR2E3. Immunodeteccié per WB de les diferents formes
d’NR2E3 amb I'anticos contra I'epitop Xpress. Els nivells de la proteina incrementen lleugerament en els carrils amb MG132 (+). A
més, es va detectar una banda Unicament present en la forma WT (requadre vermell superior) d’uns 72 kDa, mostrada amb major
exposicié en el requadre vermell inferior i marcada amb una fletxa negra. Les marques dels pesos moleculars estan indicats a
I'esquerra de la figura en kDa. El panell inferior mostra el control de carrega amb a-GAPDH. Els numeros 1, 2 i 3, indiquen les

lisines mutades (1 és K185A, 2 és K330A i 3 és K337A).

El mecanisme de senyalitzaci6 cel-lular que permet la degradacié via proteasoma és la

poli-ubiquitinacié. Per aquest motiu, la inhibici6 de la seva activitat proteolitica per

79



RESULTATS

mitja de MG132 incrementa les formes poli-ubiquitinades de moltes proteines. Per
comprovar aquest increment es van processar els lisats cel-lulars per a les condicions
de hNR2E3 WT, 1 1 123. La detecci6 amb un anticos contra la ubiquitina (Ub) va
revelar l'acci6 de MG132, més evident en el control negatiu (@) que en la resta de
condicions, amb un increment en la quantitat de proteines d’alt pes molecular,
corresponents a formes poli-ubiquitinades (Figura 20). A més, la immunodeteccié amb
o-Ub va donar una banda de mida molt semblant a la 'hNR2E$3, no detectable en el
control negatiu (marcada amb una fletxa negra en la Figura 20). Tenint en compte que
el pes molecular de la ubiqiiitina és de 8 kDa, la banda observada correspondria a una
forma mono-ubiquitinada ’hNR2ES. Tot i1 que aquests resultats podrien descriure una

modificacié especifica i no descrita del factor de transcripcié, es va decidir seguir amb

T'estudi de la modificaci6 ’'NR2E3$ amb SUMO.

hNR2E3
WT  WT+ 1

g O+

1+ 123 123+

WB: a-Ub

FIGURA 20. NIVELLS D’UBIQUITINACIO. Immunodeteccié per WB amb a-Ubiquitina (Ub) dels extractes de
les condicions hNR2E3 WT, 1 i 123, en comparacié amb cél-lules sense transfectar (@), per comprovar la
inhibicié del proteasoma per efecte de I'addicié d’MG132 (+). En el segon carril es veu un augment de les
proteines d’alt pes molecular en comparacié amb el primer carril. La resta de carrils no mostren un efecte
tan evident, pero apareix una banda (fletxa negra) semblant a NR2E3 en pes molecular. Les mides del

marcador de pes molecular estan indicades en kDa a I'esquerra de la figura.

Ates que no es va detectar canvis rellevants a nivell d’expressié ni degradacié entre la
proteina WT i la triple mutant en lisines, es va decidir centrar I'estudi d'NR2ES a les

seves formes W'T 1 123, analitzant els efectes de la mutacié de les tres possibles dianes
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de sumoilacié respecte la interaccié amb diverses lligases de SUMO. Considerant que
podria ser interessant analitzar la interacci6 de NR2E3 amb les E3 lligases de SUMO
PIASs 1 HDAC4, es van cotransfectar cél-lules HEK293 amb les diferents
combinacions ¢’'hNR2E3 WT/123 i les lligases, en preséncia o abséncia de MG132,
per comprovar que la degradaci6 de la proteina no es veia alterada. Novament, la
immunodeteccié ’hNR2E3 no va revelar difereéncies entre WT 1 123, ni en presencia
de les lligases (Figura 21). Alhora, es va tornar a obtenir la banda diferencial en WT,

que disminuia en intensitat en afegir MG 132 (requadre vermell).

WT 123
75— 9 @+ P3 P3+ H4 H4+ @ O+ P3 P3+ H4 H4+
WB: a-Xpress
63 m—
+
48 w— Exposicio

W —

- — et -
-.‘ ---"ﬁ--' WB: a-GAPDH

FIGURA 21. EXPRESSIO | DEGRADACIO D’NR2E3 WT | 123 EN PRESENCIA DE LLIGASES E3 DE SUMO. Immunodeteccié de les
formes WT i 123 d’NR2E3 en cotransfeccions amb vector buit (@) o amb les lligases E3 de SUMO PIAS3 i HDAC4. La degradacié via
proteasoma es va inhibir afegint MG132 (+) en un dels replicats. S’observa un increment de la quantitat de proteina i de les formes
de pesos moleculars majors. Novament, s’observa la banda diferencial només en les transfeccions amb hNR2E3 WT (requadre
vermell superior i inferior, augmentant I’exposicid), que decreix en intensitat en afegir MG132. Les marques dels pesos moleculars

estan indicats a I'esquerra de la figura en kDa. El panell inferior mostra el control de carrega amb a-GAPDH.

2.1.2. VIDA MITJANA
L’estudi de la vida mitjana de la proteina hNR2ES3 es va realitzar sobre les formes WT
1 123, transfectant les construccions en cel-lules HEK293 1 afegint un inhibidor de la
sintesi proteica anomenat cicloheximida (CHX). En un primer intent, es va analitzar
les mostres a les 0, 6, 12, 24, 36 1 48 hores de 'addicié del reactiu. E1 WB resultant

amb o-Xpress va mostrar una forta baixada dels nivells de proteina durant les

primeres hores de I'experiment (Figura 22).
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FIGURA 22. DETERMINACIO DELS TEMPS EN L’ANALISI DE LA VIDA MITJANA D’NR2E3 WT. Primera

[+CHX]

prova dels temps d’estudi per a la determinacié de la vida mitjana d’NR2E3, en els que es va lisar les
cél-lules per als extractes proteics a les 0, 6, 12, 24, 36 i 48 hores de I'addicié de la CHX (+CHX), en
comparacio de les mateixes condicions sense CHX (-CHX). El WB amb a-Xpress immunodetecta els

nivells d’'NR2E3 (panell superior de cada condicid) i amb a-GAPDH, els nivells de control de carrega.

Per aquest motiu, es va acotar I'estudi a les primeres 12 hores després de la inhibici6
del proteasoma (0, 2, 4, 6, 8 1 12 hores post-CHX). Es van realitzar tres replicats
independents per a cada construcci, en preséncia o abséncia de CHX, i es va
quantificar la proteina hNR2E3 WT o hNR2E3 123 respecte a GAPDH. La Figura
23a mostra la immunodeteccié per WB d'un dels replicats amb CHX (+CHX) per a les
dues formes del factor de transcripcid, i un control sense CHX (-CHX). Les dades van
ser analitzades i representades graficament en una corba de regressié no lineal amb el
programa informatic GraphPad Prism (Figura 23b). Els resultats obtinguts mostren la
corba de degradaci6 de la proteina per a les dues formes (W'T 1 123), sense diferencies

estadistiques significatives.

Per tant, el fet de tenir una forma sumoilable o no sumoilable 'NR2E3 no sembla
alterar la seva vida mitjana, al menys en les condicions estudiades. Aixi, doncs, vam
decidir estudiar si aquestes dues formes proteiques mostraven difereéncies de

comportament en les interaccions amb enzims de sumoilacio.
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FIGURA 23. DETERMINACIO DE LA VIDA MITJANA DE LES PROTEINES NR2E3 WT | 123. (a) Immunodeteccié en un dels replicats
(exemple representatiu) dels nivells d’"NR2E3 WT i 123 (a-Xpress) a les 0, 2, 4, 6, 8 i 12 hores de I'addicié de la CHX (+CHX) respecte
a la proteina de control de carrega GAPDH. Els dos panells inferiors mostren un control sense CHX (-CHX), en el que els nivells de
cap de les dues proteines no varien. (b) Representacio grafica de la quantificacid dels nivells d’NR2E3 WT (blau) i 123 (vermell) en
comparacio a GAPDH i normalitzant tots els valors d’una condicié respecte al valor en el temps 0 hores. Cada valor correspon a la
mitjana de tres replicats independents (n=3), normalitzats respecte el valor de I’experiment a les 0 hores del tractament amb CHX

(que rep el valor d’1). Les barres d’error corresponen a la desviacié estandard entre replicats.

2.2. [ESTUDI DE LES INTERACCIONS D’NR2E3 WT 1123

L'estudi de les interaccions proteiques d’'NR2E3 es va abordar amb diversos
plantejaments experimentals, per tal de descriure les possibles implicacions de la
mutacié 123 -respecte al WT- en la interaccié dimerica del factor de transcripcié, i en

la interaccié amb determinades E3 lligases de la maquinaria de SUMO.

2.2.1. DINAMIQUES D’INTERACCIO: L’ASSAIG BRET
L’assaig BRET'"! (Bioluminiscence Resonance Energy Transfer) és una técnica que utilitza

la transteréncia d’energia entre una molécula bioluminescent donadora i una molecula
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sensible a la llum acceptora (o cromofor), per a 'estudi de la interaccié entre dues
proteines, fusionades a aquestes molecules. D’aquesta manera, en preséncia del seu
substrat, la primera molécula emet una llum d’una longitud d’ona determinada. Si la
distancia entre les dues molécules és inferior a 100 A (10 nm), I'energia emesa arriba a
la segona molecula, excitant-la i provocant I'emissié d’una segona llum de longitud
d’ona diferent. Com que la distancia de la transteréncia d’energia és minima, només es
déna quan les proteines d'interés interaccionen. D’aquesta manera, mitjancant la
quantificaci6 de les dues emissions en concentracions creixent de la molecula
acceptora, es poden estudiar les dinamiques d’'interaccié entre diferents proteines d'una

forma molt precisa 1 sensible (Figura 24).

Protein A Protein B Protein A Protein B

D coelenterazine
’ @

coelenteramide d> 100 A sostenteramicte d< 100 A

/

480 53
Wavelength (nm)

coelenterazine

Light intensity

FIGURA 24. REPRESENTACIO DE LA TRANSFERENCIA D’ENERGIA EN L’ASSAIG DE BRET. Una proteina A
fusionada a la molécula donadora (Rluc) es coexpressa amb una proteina B fusionada a una molecula
acceptora (YFP). En presencia del substrat de la Rluc (Coelenterazina), aquesta emet una energia de 480
nm. Si les proteines A i B interaccionen, la distancia entre Rluc i YFP és inferior a 100 A, pel que I'energia

emesa per Rluc és transferida a la YFP, emetent una segona energia de 530 nm. La quantificacié de les

dues longituds d’ona permet I'estudi de la interaccié entre les proteines A i B°.

Tot 1 que existeixen diverses combinacions d’aquestes molécules, en aquest estudi es
van utilitzar la Rluc (Renilla luciferase) com a proteina donadora -que té per substrat la
Coelenterazina- i la YFP (2ellow Fluorescent Protein) com a acceptora. L’Assaig es va
desenvolupar en el laboratori del Dr. Francisco Ciruela (Unitat de Farmacologia,
Departament de Patologia i Terapéutica Experimental, Facultat de Medicina,
IDIBELL, Universitat de Barcelona), amb els seus protocols (veure la seccié de

Material 1 Metodes) 1 seguint el seu inestimable consell. Aixi, a partir de les
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construccions llistades a la Taula 4 es van expressar les proteines de fusié6 que van

permetre estudiar les interaccions d'NR2E3 amb diverses proteines.

Per a I'estudi de la transferéncia d’energia en l'assaig de BRET, la proteina donadora
(Rluc) es va fixar a una concentracid, mentre que es va anar augmentant 'expressié de
I'acceptora (YFP). Per aquest motiu, primerament es va comprovar que les diverses
construccions s’expressessin amb un nivells suficients per al correcte funcionament de
la técnica. Amb aquesta finalitat, es va transfectar cada construccié per separat en
cel-lules HEK293T a concentracions creixents, com s’especifica en la seccié de
Materials 1 Meétodes, per tal d’estudiar les corbes de saturacié6 de la luminescencia
(Rluc) i la fluorescencia (YFP). En el primer cas, es va fixar el valor de DNA en un
minim de luminesceéncia necessaria per a la transferéncia d'energia a la molecula
acceptora. Com es pot veure a la Figura 25, PIASS va donar els valors més baixos de
luminescencia, seguida ’'HDAC4 i per altim NR2E3 WT 1 123, que no només van
donar els valors més alts sin6 que van saturar amb menys quantitat de DNA
transfectat. En vista dels resultats, es va decidir utilitzar 1 pg de mPIAS3-Rluc i, per
equivaléncia en quantitat de DNA, també de mHDAC4-Rluc; mentre que només 0’5 ug
dels hNR2E3 WT/123-Rluc.

D’altra banda, la corba de fluorescéncia de les construccions amb YFP va ser
necessaria per a I'estudi de 'expressio 1 la saturacié de les diferents construccions. Per
aquest motiu es va descartar la construccié de mNRL-YFP, que s’expressava a nivells
insuficients per a la técnica, tot i transfectar 8 ug de la construccié. Posteriorment, el
resultat negatiu en la immunodeteccié de la proteina Nrl-YFP per WB amb a-GFP va
reforgar la decisié de prescindir d’aquesta construccié en els experiments subseqiients
(resultats no mostrats). No obstant, la resta de construccions van donar fluorescéncies
creixents fins a 4 ug i en cap cas es va haver de baixar els nivells de DNA (Figura 25).
En conjunt, les condicions de transfeccié per als diferents BRETSs es troben llistades a

la Taula 6.

Per a la quantificacié de la transferéncia d’energia en I'assaig, les dades obtingudes amb
el lector van ser processades amb el programa GraphPad i representades graficament
en una corba de saturacié de la quantitat de BRET (mBU) en relacié a I'augment de
I'expressié de la YFP normalitzada per la Rluc (descrit exhaustivament en I'apartat de

Materials i Métodes).
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FIGURA 25. ESTUDI DE L’EXPRESSIO DE LES DIFERENTS CONSTRUCCIONS UTILITZADES EN L’ASSAIG DE BRET. Cadascuna de les
construccions amb Rluc (a) i YFP (b) utilitzades en I'assaig de BRET va ser transfectada en concentracions creixents. La seva
quantificacid es va representar graficament per analitzar els nivells d’expressié i de saturacié de cada proteina de fusié. Cada punt
de la grafica correspon a la mitjana de tres replicats técnics, i les barres d’error en els eixos X i Y mostren I'error tecnic en
I'experiment. (a) De les fusions a Rluc, mPIAS3 va donar els nivells més baixos de luminescencia, mentre que hNRE3 WT i YFP els
més alts i saturants. (b) Pel que fa a les fusions a YFP mNR2E3 i hNR2E3 Wt i 123 van donar valors molt semblants. En canvi, mNrl

va donar nivells insuficients per I'assaig.

INTERACCIO DIMERICA D’NR2E3
Un cop fixades les condicions, es va estudiar la interaccié dimérica d'NR2E3 emprant
les construccions de hNR2E3 WT i 123, fusionades a YFP i Rluc (Taula 4). Els
resultats del BRET per a les quatre combinacions de proteines donadora i acceptora
van donar uns valors molt elevats de BRET (mBU) en comparacié amb els controls
negatius i, en general, amb la resta d’experiments de BRET, refor¢ant I'eficiencia de
dimeritzacié d’aquest factor de transcripcié (Figura 26). No obstant, els testos
estadistics no van donar diferéncies significatives per a cap de les quatre corbes de
saturacié dels controls positius, pel que es pot concloure que no hi ha diferéncies en la
interaccié dimeérica entre hNR2E3 W'T 1 hNR2ES 123 1 que, per tant, el fet de ser

sumoilat o no, no alteraria en principi la formacié de dimers d’aquesta proteina.
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FIGURA 26. ASSAIG DE BRET EN LA INTERACCIO DIMERICA D’NR2E3 WT | 123. Representacié grafica de la quantificacié dels
assajos de BRET per a les quatre combinacions d’hNR2E3 WT i 123 en YFP i Rluc (indicades a la part dreta de la grafica en format
YFP_RIluc, amb els respectius colors). També es representen els controls negatius (en gris) per a les mateixes combinacions. En I'eix
vertical es representen les unitats de BRET (mBU) i en I'horitzontal la quantitat de YFP normalitzada pel valor de la Rluc en cada
condicid. Cada valor de la grafica correspon a la mitjana del BRET de tres replicats técnics, pel que les barres d’error en els eixos X i
Y corresponen a l'error experimental, i no a la variabilitat entre experiments independents. El conjunt de punts reflecteixen
aquesta variabilitat, ja que cada condicid es va realitzar per triplicat (n=3), en experiments independents amb 6 concentracions
diferents de la proteina acceptora (YFP), i la mitjana de cada valor és la representacio grafica de cada punt en la figura (a excepcid

dels controls negatius (C-) que corresponen a un Unic replicat).

INTERACCIO D’ NR2E3 AMB PIAS3
La interaccié del factor de transcripci6 NR2E3S amb la E3 lligasa de SUMO PIASS ja
havia estat descrita amb anterioritat!®’, pel que se la va considerar un control positiu
de la tecnica. Aixi, es va realitzar el BRET amb les proteines de ratoli NR2E3
(mNR2ES-YFP) 1 PIAS3 (mPIASS-Rluc). La quantificacié (Figura 27) va donar
diferencies significatives amb el control negatiu i una corba de saturacid, pel que es van
considerar els resultats obtinguts com a interaccié real entre aquestes dues proteines.
No obstant, la grafica de la quantificacié del BRET va donar valors molt inferiors als
de T'estudi de la interaccié dimeérica del factor de transcripcid, pel que es tractava d'una
interaccié molt menys freqiient o amb menys afinitat que la dimeritzacié, com ja

s’esperava.
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FIGURA 27. ASSAIG DE BRET EN LA INTERACCIO D’NR2E3 AMB PIAS3. Representacié grafica de la quantificacié de I'assaig de
BRET per a mNR2E3-YFP i mPIAS3-Rluc (blau) i el seu control negatiu (gris) (indicat a la part dreta de la grafica en format YFP_Rluc,
amb els respectius colors). En I'eix vertical es representen les unitats de BRET (mBU) i en I'horitzontal la quantitat de YFP
normalitzada pel valor de la Rluc en cada condicié. Cada valor de la grafica correspon a la mitjana del BRET de tres replicats
tecnics, pel que les barres d’error en els eixos X i Y corresponen a I'error experimental, i no a la variabilitat entre experiments
independents. El conjunt de punts reflecteixen aquesta variabilitat, ja que cada condicié es va realitzar per triplicat (n=3), en
experiments independents amb 6 concentracions diferents de la proteina acceptora (YFP), i la mitjana de cada valor és la

representacio grafica de cada punt en la figura (a excepcié dels controls negatius (C-) que corresponen a un Unic replicat).

A continuacié es va decidir estudiar les possibles diferéncies en la interaccié de la
lligasa amb la forma humana WT i 123 d'NR2E3 . Les corbes obtingudes van donar
valors més alts de BRET en comparaci6 amb la interaccié anterior, inclosos els
controls negatius, 1 la saturacié va ser menys pronunciada (Figura 28a). Tot i aixo, les
corbes de cada condici6 van donar diferéncies estadisticament significatives amb els
respectius controls negatius, pel que la transferéncia d’energia va ser deguda a la
interaccié de PIASS amb NR2E3 WT 1 123. A més, I'analisi estadistic amb el test F de
les corbes de les dues condicions va donar diferéncies significatives en el valor del
BRET max (p<0'01), equivalent al valor maxim o de saturacié de la corba (Figura
28b), pel que la interaccié6 de PIAS3 amb la forma WT va ser major que amb la
mutacié 123. Aquesta va ser la primera activitat bioquimica diferencial detectada entre

les formes d’'NR2E3 sumoilable (W) i no sumoilable (123).
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FIGURA 28. ASSAIG DE BRET EN LA INTERACCIO D’NR2E3 WT | 123 AMB PIAS3. (a) Representacié grafica de la quantificacié de
I'assaig de BRET per a hNR2E3 WT-YFP i hNR2E3 123-YFP amb mPIAS3-Rluc (blau i vermell respectivament) i els seus controls
negatius (gris) (indicat a la part dreta de la grafica en format YFP_RIluc, amb els respectius colors). En I'eix vertical es representen
les unitats de BRET (mBU) i en I'horitzontal la quantitat de YFP normalitzada pel valor de la Rluc en cada condicié. Cada valor de la
grafica correspon a la mitjana del BRET de tres replicats técnics, pel que les barres d’error en els eixos X i Y corresponen a I'error
experimental, i no a la variabilitat entre experiments independents. El conjunt de punts reflecteixen aquesta variabilitat, ja que
cada condicid es va realitzar per triplicat (n=3), en experiments independents amb 6 concentracions diferents de la proteina
acceptora (YFP), i la mitjana de cada valor és la representacié grafica de cada punt en la figura (a excepcid dels controls negatius
(C-) que corresponen a un Unic replicat). (b) Grafica de barres dels valors de BRET maxim (BRET max) per a les corbes resultants de
les quantificacions de les interaccions amb WT i 123 (amb els mateixos colors que en a). El valor maxim de saturacié és major per a
la combinacié amb hNR2E3 WT, analitzat amb el test estadistic F amb una diferéncia estadisticament significativa amb p<0’01

(indicat amb **).

INTERACCIO D’NR2E3 AMB HDAC4
Seguidament, es va proposar cercar la possible interacci6 d’'NR2E3 amb altres E3
lligases de SUMO. Considerant que ja s’havia descrit que la funci6 d'HDAC#% era
rellevant per a la retina de ratoli'*®1%° es va proposar estudiar si el factor de
transcripci6 1 la lligasa de SUMO 1 deacetilasa podien interaccionar en cultius
cel-lulars, 1 quantificar aquesta interaccié6 per BRET. A més, com que els nivells de
BRET amb PIASS van donar més alts per a la construccié que expressava el factor de
transcripci6 huma, es va plantejar fer l'experiment directament amb les formes
hNR2E3 WT-YFP i hNR2E3 123-YFP. En lassaig, les quantificacions de la
transferéncia d’energia van donar corbes molt poc saturants, molt semblants i més
properes als controls negatius que en els BRETs anteriors (Figura 29). No obstant,
I'analisi estadistic ¥ va donar diferéncies significatives en les corbes de cada condicié

respecte el seu control negatiu, pel que els resultats van indicar una interaccié entre
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HDAC4 i NR2E3, amb no gaire freqtiéncia o amb poca afinitat, perd6 que a més no
depenia de la mutaci6 de les tres lisines sumoilables. Aixi doncs, es va demostrar que
NR2E3 interacciona amb una altra lligasa E3 de SUMO, fet que no havia estat descrit

encara, tot 1 que sense dependre de la capacitat de NR2ES d’ésser sumoilat.

No obstant, encara calia demostrar si aquesta interaccié es podia confirmar en un

entorn fisiologic, com la retina, i quina funcié podria tenir aquesta interaccio.
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FIGURA 29. ASSAIG DE BRET EN LA INTERACCIO D’NR2E3 WT | 123 AMB HDACA4. Representacio grafica de la quantificacio de
I’assaig de BRET per a hNR2E3 WT-YFP i hNR2E3 123-YFP amb mHDAC4-Rluc (blau i vermell respectivament) i els seus controls
negatius (gris) (indicat a la part dreta de la grafica en format YFP_RIuc, amb els respectius colors). En I'eix vertical es representen
les unitats de BRET (mBU) i en I'horitzontal la quantitat de YFP normalitzada pel valor de la Rluc en cada condicié. Cada valor de la
grafica correspon a la mitjana del BRET de tres replicats técnics, pel que les barres d’error en els eixos X i Y corresponen a l'error
experimental, i no a la variabilitat entre experiments independents. El conjunt de punts reflecteixen aquesta variabilitat, ja que
cada condicié es va realitzar per triplicat (n=3), en experiments independents amb 6 concentracions diferents de la proteina
acceptora (YFP), i la mitjana de cada valor és la representacio grafica de cada punt en la figura (a excepcié dels controls negatius

(C-) que corresponen a un Unic replicat).

ACTIVITAT DE PROMOTORS ESPECIFICS DE FOTORECEPTORS
Aprofitant T'assaig de BRET, es va decidir analitzar els efectes de les interaccions
estudiades sobre promotors especifics de fotoreceptors, per a inferir si la interaccié
detectada podia tenir rellevancia en la funcié del factor de transcripcié NR2E3 a la
retina. Com ja s’ha comentat, esta descrit que NR2E3 promou l'expressié de gens de
bastons, mentre que silencia la de bastons!?7. Per aquest motiu, a la cotransfeccié del
BRET, es va afegir, la construccié del promotor de la Rodopsina o de la S-opsina,
dirigint I'expressié del gen de la luciferasa Fluc (representatius de bastons i cons S,

respectivament), i el plasmidi B-Gal com a normalitzador de la transfeccié. D’aquesta
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manera, es pretenia quantificar la interaccié amb el BRET i, alhora, analitzar possibles

canvis en els nivells d’activitat dels promotors respecte als esperats, normalitzant la

luminescéncia amb 'expressié de la -Gal.

No obstant, no es van detectar increments o disminucions en els nivells de luciferasa
dels promotors per cap de les interaccions estudiades (els resultats no es mostren). Aix{
doncs el sistema no va funcionar, possiblement a causa de la baixa eficiéncia de la
cotransfeccié de cinc construccions, o de la complexitat i transitorietat de les
interaccions 1 la mesura creuada de parametres. Un altre factor determinant
segurament va ser la manca en el context cel-lular amb els altres factors retinals

rellevants en I'activacié i repressié dels gens de fotoreceptors, com sén CRX i NRL.

1.1.1. COMPROVACIO DE LES INTERACCIONS: LA CoIP
Amb la finalitat de confirmar per altres técniques la interaccié obtinguda en l'assaig de
BRET entre NR2E3 1 HDAC4, es van realitzar co-immunoprecipitacions (ColPs) en
cel-lules HEK293 cotransfectades amb les construccions hNr2e3 WT i mHDAC4-Rluc
(no es va provar la interacci6 'NR2E3 amb PIASS, ates que ja havia estat demostrada
per altres autors's7). Com a control negatiu de la técnica es va substituir una de les
dues construccions pel seu vector buit (pcDNA 1 pRluc-N1, respectivament). Les
ColPs es van realitzar en paral-lel amb I'anticos contra la proteina i contra el seu
epitop, 1 es van analitzar per WB els Inputs (Ip), Sobrenedants (S) i Outputs (Op). Com
es mostra a la Figura 30a, es va immunodetectar la banda 'HDAC4 (amb a-Rluc i o-
HDAC#%) en les immunoprecipitacions (IPs) amb a-NR2E3 i a-Xpress, i la banda
d'’NR2E3 (amb a-Xpress i a-NR2E3) en les IPs amb o-Rluc i a-HDAC4. Per contra,
cap banda va ser detectada en les condicions del control negatiu (-). Aixf doncs, es va
poder  recuperar de forma especifica ambdues proteines per mitja
d'immunoprecipitacions reciproques, confirmant la interaccié trobada per BRET dins
del sistema cel-lular amb una técnica complementaria. La immunodeteccié de les
proteines amb el mateix anticos amb que s’havien immunoprecipitat van demostrar que

les IPs havia sigut eficients i1 especifiques, també pel control negatiu (C-, Figura 30b).

Tot 1 que els resultats van ser positius per a totes les combinacions d’anticossos, les
[Ps amb l'anticos de I'epitop van recuperar més proteina, ja que no sen va poder
detectar en els Sobrenedants (S). A més, I'anticos contra HDAC4 va resultar ser poc

eficient en la immunodeteccié per WB, en comparacié amb la resta d’anticossos. No
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obstant, la seva eficiencia en la IP va ser comparable a la de la resta d’anticossos, pel

que podria ser que I'anticos funcionés millor en condicions no desnaturalitzants.

a
HDAC4-Rluc NR2E3 WT
Ip- Ip S- S Op- Op Ip - Ip S- S Op- Op
:;Bu-ux-::lscs — ‘ - .‘“:I';:B?-GR-;J;ESS
We: asioace) o— — e
b NR2E3-WT HDAC4-Rluc
Ip S Op Ip S Op
IP: a-Xpress — - ¢ ¢ P“ ' IP: a-Rluc
WB: a-Xpress WB: a-Rluc
IP: a-HDAC4
HE WB: a-HDAC4
Wi anoes S e — o
e NR2E3 HDAC4
Ip- Ip S- S Op- Op Ip S Op
e e -  o— 1P ocHDACS

FIGURA 30. INTERACCIO D’HDAC4 | NR2E3 PER ColP. (a) Immunodeteccions creuades d’HDAC4 (esquerra, fletxa gris) i NR2E3
(dreta, fletxa negra) a partir de la IP d’NR2E3 i HDAC4, respectivament, en cél-lules HEK293 transfectades. Ambdues proteines es
van detectar en els Inputs (Ip), Sobrenedants (S) i Outputs (Op), perd no en els controls negatius (-). Tant les IPs com els WB es van
realitzar amb a-Xpress i a-NR2E3 i amb a-Rluc i a-HDAC4. (b) Immunodeteccid de I'enriquiment de les proteines NR2E3 (esquerra)
i HDAC4 (dreta) amb anticossos contra la proteina i contra I'epitop, per a les ColPs i pel control negatiu (C-). (c) ColP en retina de
ratoli P60, immunoprecipitant HDAC4 amb el seu anticos i detectant per WB NR2E3 (esquerra). El control negatiu (-) es va realitzar
amb un anticos inespecific (SAMPO), i no es va detectar NR2E3 en I'Op-. A la dreta, el control de I'enriquiment amb IP amb a-

HDAC4. La immunodeteccid esta sobreexposada (requadre vermell) per tal de demostrar la preséncia de HDAC4 en I'Input (Ip).

Per tal de confirmar si la interacci6 també es donava in vivo, es van realitzar les
mateixes ColPs en retines de ratolf; en aquest cas, només es podien usar els anticossos
a-NR2E3 1 0-HDAC4 contra les proteines endogenes. Com a control negatiu (-) es va
immunoprecipitar amb l'anticos a-GFP. La ColP amb a-HDAC4 va permetre
I'obtenci6 d'NR2ES3, detectada per WB (Figura 30c). Desafortunadament, no es va
poder detectar cap banda en la ColP inversa (IP amb a-NR2E3 seguida de WB amb o-
HDAC4%), possiblement a causa d'una diferent afinitat de l'anticos d'HDAC4, que
sembla funcionar millor per a immunoprecipitacié que per WB, com ja s’havia
demostrat en els resultats previs amb cel-lules transfectades. Fins i tot el control de la

[P (IP i WB amb a-HDAC4) va donar bandes de deteccié molt lleus tot i 'enriquiment
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de I'Output, sobretot en I'Input (requadre vermell). Tot i aixo, es va poder demostrar la

interacci6 entre HDAC4 i NR2E3 a nivell fisiologic en retines de ratoli.

INTERACCIO DE DIFERENTS FORMES D’HDAC4 AmB NR2E3
En vista dels resultats obtinguts amb les CoIPs, considerant que HDAC4 és rellevant
en el funcionament dels fotoreceptors!'#®1%0 i que té una doble activitat deacetilasa i E3
lligasa de SUMO?7, es va plantejar aprofundir en l'estudi de la interacci6 d’'HDAC4
amb NR2E3. Amb aquesta finalitat, es va disposar de diverses construccions de la
torma humana d'HDAC4 -cedides amablement pel Dr. Xiang-Jiao Yang®’-, que van ser
transfectades en cél-lules HEK293 juntament amb la construcci6 hNR2E3 WT. D’una
banda, les construccions van permetre I'estudi de la regié d'interaccié6 HDAC4, per
mitja dels fragments C-terminal (621-1084) i N-terminal (1-666) marcats amb I'epitop
Flag. El primer correspon al domini deacetilasa de la proteina, mentre que el segon
conté altres activitats de I'enzim, com la d’E3 lligasa de SUMO. D’altra banda, atés que
HDAC#4 també és una proteina diana de sumoilacié, es va plantejar I'efecte d’aquesta en
la interaccié6 amb NR2ES3. Per aquest motiu es van utilitzar les construccions amb la
forma WT i mutant de la lisina sumoilable (K559R) de la deacetilasa. EI conjunt de
construccions es troben llistades a la Taula 4. Com que els epitops Xpress i Flag sén
molt semblants i els seus anticossos donen reaccions creuades (dades no mostrades), es
va utilitzar la construcci6 dhNR2E3 WT-YFP, que es va immunoprecipitar amb o-

GFP.

Els resultats de la Figura 31 mostren com, a partir de la [P d'NR2E3, es va recuperar
el fragment C-terminal 'HDAC4 i les formes WT 1 K559R. Per contra, no va ser
possible recuperar el fragment corresponent a la part N-terminal. Aix{, a diferéncia del
que s’esperava, NR2ES interaccionaria amb el domini de deacetilaci6 'HDAC4 i no
amb el domini E3 lligasa, molt probablement de forma independent al seu estat de

sumoilacio.
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HDAC4

C-term N-term WT K559R
Ip Op Ip Op Ip Op Ip Op

IP: a-GFP T IP: a-GFP
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FIGURA 31. INTERACCIO D’HDAC4 | NR2E3. Immunodeteccié de los ColPs de les cotransfeccions d’hNR2E3 WT-YFP amb les
diferents construccions d’"HDAC4 en cel-lules HEK293. La IP amb a-GFP va permetre detectar la regié C-terminal amb a-Flag, i les
formes WT i K559R d’"HDAC4 amb a-Myc. En canvi, la regié N-terminal d’HDAC4 no es va detectar. En el panell inferior es mostra

I'enriquiment d’'NR2E3 amb la seva IP amb a-GFP.

1.1.2. INTERACCIO AMB PROMOTORS ESPECIFICS: LA TECNICA DE CHIP
Atés que HDAC4 no s'uneix directament al DNA, la seva activitat deacetilasa
d’histones es déna pel seu reclutament a promotors especifics per mitja de la interaccié
amb proteines d’'uni6 a DNA'5!. Per aquest motiu, es va utilitzar la técnica de ChIP per
estudiar la possible interacci6 amb NR2ES en alguns dels promotors especifics de
fotoreceptors, als que s’hi uneix aquest factor de transcripcié. Aixi, es buscava purificar
tots els fragments de DNA —préviament sonicat- units a NR2ES (crosslinking),
mitjangant immunoprecipitacié. Aquests fragments es podrien llavors seqiienciar
(ChIP seq) o, com es va realitzar en aquest estudi, amplificar per PCR buscant regions

ja conegudes (ChIP).

Amb aquesta finalitat es van utilitzar primers especifics d’amplificacié de les regions
d'uni6 ’'NR2E3 a promotors dels gens M-ops, S-ops, Rho, Crx, Nr2e3 1 Nrl, dissenyats
per una altra membre del grup (Elena B. Doménech) i llistats a la Taula 8. Al tractar-
se d'una immunoprecipitacid, els controls de la técnica per a una mateixa mostra van
ser el DNA total sonicat, o Input (Ip), i els fragments obtinguts de la IP amb a-NR2ES,
o Output (Op). A més, la utilitzacié d’un anticos inespecific (SAMPO) per a una segona
immunoprecipitacié en paral-lel es va utilitzar com a control negatiu (C-), que

correspondria a tots els fragments de DNA obtinguts per uni6 inespecifica a I'anticos.

Tot i que la técnica havia estat posada a punt préviament a partir de diversos
protocols, les PCRs semi-quantitatives resultants no havien donat els resultats

d’amplificaci6 desitjats, ja que no es detectaven diferéncies clares entre el C- 1 I'Op.
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Aix{, per tal de quantificar d'una manera més exacta les possibles unions diferencials
d’NR2ES, es va optar per analitzar les mostres dels fragments de DNA obtingudes del
ChIP per PCR quantitativa, amb les mateixes condicions que les descrites per a la

quantificacié dels nivells d’expressié dels gens de la via de SUMO Taula 5.

Dues mostres de retines van ser processades en paral-lel per ChIP amb a-NR2ES3 i o-
HDAC4, 1 analitzades amb el programa LightCycler 480 utilitzant una quantificacié
relativa respecte als resultats dels Inputs (Ip) per a cada parell de primers 1 mostra. A
més, cada C- es va utilitzar com a normalitzador dels resultats de la técnica, rebent el
valor d'1. D’aquesta manera, totes les amplificacions superiors a aquest valor van ser
considerades com especifiques, 1 es van representar com a “vegades d’expressio”

respecte el C- inespecific, o background.

La Figura 32a i 19b mostra l'amplificaci6 mitjana de tres replicats biologics
independents, en relaci6 amb els Ips de cada mostra i parell de primers, i normalitzats
pels respectius C-. Les barres d’error corresponen a les desviacions estandards dels
replicats 1 sén un reflex de la variabilitat entre mostres. Els resultats del ChIP
d’NR2E3 van donar per damunt del valor del C- (equivalent a 1, representat per una
linia horitzontal) només en el cas dels promotors de Rho 1 Nr2e3; aquest Gltim amb una
amplificacié d’aproximadament un ordre de magnitud respecte al C- (Figura 32a).
Dr’altra banda, el ChIP d’'HDAC4 va donar valors d’amplificacié d’entre 3 1 5 vegades el

C- per a tots els promotors (Figura 32b).

Per tal de comprovar l'especificitat de la técnica, donats els resultats positius de tots els
promotors amb HDAC4, es va incloure un altre control en el darrer replicat, utilitzant
parells de primers de la PCR quantitativa de l'estudi de I'expressié de la maquinaria de
SUMO en retina, previament exposada. Concretament es van utilitzar les parelles de
primers de les regions codificants de Cbx#, Pias3 i Topors, on a priori no s’hi hauria de
trobar HDAC4 unida a través d’altres proteines d'uni6 a DNA. Els resultats,
normalitzats pels respectius controls negatius i sense barra d’error per manca de
replicats biologics, van donar valors similars al del conjunt de promotors estudiats
(Figura 32c). En conseqiiéncia, els resultats observats amb aquesta técnica, al menys
en les nostres condicions, van passar a ser considerats artefactuals 1 no fiables. Aquest
és un dels estudis que caldria posar a punt en un futur si es vol aprofundir en la relacié
de la interacci6 entre HDAC4 i NR2E3 i la regulacié de l'activitat transcripcional a

retina.
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FIGURA 32. AMPLIFICACIO DE PROMOTORS ESPECIFICS DE FOTORECEPTORS A PARTIR DEL CHIP CONTRA NR2E3 | HDAC4. (a i b)
Quantificacié per g-PCR de les regions d’unié d’Nr2e3 als promotors dels gens especifics de fotoreceptors M-ops, S-ops, Rho,
Nr2e3, Crx i Nrl, a partir de les mostres obtingudes per ChIP amb a-NR2E3 (a) i a-HDAC4 (b). La quantificacié relativa de I'Output es
va fer en relacié a I'lnput i es va normalitzar pel valor del control negatiu (C-). La barra horitzontal = 1 mostra el resultat del C-,
normalitzat amb ell mateix. (a i b) Els resultats sén la mitjana de tres experiments amb mostres independent (n=3), i les barres
d’error corresponents a la desviacié estandard mostren la variabilitat entre les mostres. (c) Quantificacid per g-PCR del ChIP amb a

—HDAC4 d’una Unica mostra per a regions codificants de PIAS3, TOPORS i CBX4, com a control de I'especificitat de I'amplificacié.

1.1.3. NOVES INTERACCIONS AMB NR2E3: L’AssAIG DE BiolD
La conjugaci6 de SUMO pot incorporar canvis en l'estructura de la proteina diana,
alterant els seus dominis d’'interacci6. Per aquest motiu, es va considerar que una de les
diferencies en la funcié fisiologica de la sumoilacié6 d'NR2ES podria ser la interaccié
diferencial amb altres proteines. Aixi, amb la intenci6é d’explorar aquesta possibilitat, es
va recérrer al marcatge amb biotina amb la técnica del BiolD. El BioID és una técnica
que permet 'estudi de la interaccié entre proteines aprofitant I'activitat enzimatica de
la lligasa de biotina d’Escherichia coli BirA. La versi6 optimitzada d’aquest enzim (BirA
opt, a partir d’ara BirA) conjuga, de manera eficient i especifica, biotina a lisines de
sequiencies peptidiques molt concretes, localitzades principalment en carboxilases de la
maquinaria cel-lular. No obstant, la seva forma mutant R118G perd aquesta
especificitat de seqiiéncia, convertint-se en un enzim “promiscu”, capag de conjugar
biotina a totes les proteines del seu voltant. Aixi, en fusionar BirA R118G (BirA¥*) a
una proteina d’interés es genera una proteina que pot biotinilar totes les proteines que

hi interaccionen o que estiguin localitzades molt proximes. Mitjangant resines
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conjugades amb Streptavidina o Neutravidina (amb una elevada afinitat per la biotina),
es poden purificar aquestes proteines biotinilades per, posteriorment, analitzar-les per

WB o espectrometria de masses (Figura 33).

Proteina de fusio a BirA* Proteines no proximes Proteines d’interaccio/proximes

o O N
iotina ® Lisi cel-lular
Biotina —\J'\,.\
o
Purificacio
per afinitat
amb Biotina
Identificacio de proteines biotinilades
per espectrometria de masses -
o .
Immunodeteccio de proteines -4

biotinilades per Western Blot

FIGURA 33. ESQUEMA DE L’ASSAIG BIOID. L'expressio de la fusié d’una proteina d’interés amb I’enzim BirA opt R118G (BirA*)
permet la conjugacié de biotina en les proteines d’interaccié o proximes a la proteina d’estudi. D’aquesta manera, mitjangant la

purificacid dels lisats cel-lulars per afinitat amb biotina, es poden identificar aquestes proteines per espectrometria de masses o

immunodetecci6 per Western Blot'”’.

Amb la intencié d’estudiar les diferéncies en la interaccié amb altres proteines entre la
forma sumoilable i no sumoilable I’hNR2E3 (WT i 123), es van clonar totes dues
seqiiéncies en vectors amb BirA* i BirA (com a control negatiu). El Dr. Jim Sutherland
va facilitar molt amablement els vectors de clonatge i el protocol de purificacié de les
proteines biotinilades, 1 alhora va ser de gran ajuda en el seguiment de la técnica amb

el seu consell 1 experiéncia.

Es van transfectar 1 expressar les diferents construccions obtingudes en cel-lules
HEK293, suplementant el medi amb biotina (50 uM durant les 24 hores prévies a la
recollida de les mostres), per tal de comprovar el funcionament del sistema de BiolD
(Figura 34). Aixi, es va detectar una banda majoritaria amb I'anticos anti-NR2E3 en
tots els Inputs (Ip), corresponent a la proteina de fusié de I'enzim BirA o BirA* (~37
kDa) amb NR2E3 WT o NR2E3 123 (~50 kDa), pel que es va concloure que la

proteina s’expressava correctament 1 amb nivells similars per a les quatre

97



RESULTATS

construccions. Alhora, també es va detectar en els Outputs (Op) per a les construccions
de fusi6 a BirA* la banda de NR2E3, la qual cosa demostra que la promiscua activitat
enzimatica de BirA* havia permes la seva propia biotinilitzacié en la proteina de fusié
BirA*-NR2E3 WT (B¥WT) o BirA*-NR2E3 123 (B*123). En el cas del WB amb
Strep-HRP, que detecta les proteines biotinilades, la proteina de fusi6 només es va
trobar en els Ips 1 Ops de les condicions amb BirA*, ja que és la Gnica forma capag
d’autobiotinilar-se (indicada amb una fletxa negra). A més, es van detectar altres
bandes en aquests carrils, corresponents al conjunt de proteines biotinilades per
interaccié6 amb la nostra proteina de fusié. Per tltim, es van detectar altres bandes
comunes a tots els carrils, corresponents a proteines de biotinilitzacié interna

(possiblement una carboxilasa), formant part del background inespecific de la técnica.

7] B*WT B*123 BWT B123
Ip Op Ip Op Ip Op Ip Op Ip Op

“ - —
- -
WB: Strept-HRP
92 —
52.9 mm

- . I

.v oy - WB: a-NR2E3

FIGURA 34. ASSAIG BIOID D’NR2E3 WT | 123 EN CEL-LULES HEK293. Deteccié per WB amb Streptavidina-HRP
(panell superior) i a-NR2E3 (panell inferior), dels Inputs (Ip) i Outputs (Op) de I'assaig BiolD amb cél-lules HEK293:
sense transfectar (@), o transfectades amb les construccions BirA*-hNR2E3 WT (B*WT), BirA*-hNR2E3 123 (B*123),
BirA-hNR2E3 WT (B WT) i BirA-hNR2E3 123 (B 123). El panell superior mostra totes les proteines biotinilades, amb
una banda majoritaria (fletxa negra) corresponent a la proteina de fusié d’NR2E3 WT o 123 a I’enzim BirA*, gracies
a la seva activitat “promiscua”. L'expressié de totes les construccions de fusié es va demostrar al panell inferior.
L’abséncia de banda en els Ops de fusié amb BirA demostren la manca d’activitat autobiotinilitzadora. Les mides

del marcador de pes molecular estan indicades a I'esquerra de la figura en kDa.
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Aixf{, I'estudi protedmic per espectrometria de masses es podria haver realitzat sobre la
linia cel-lular, prenent com a controls negatius les construccions amb BirA i comparant
les formes WT i 123 amb BirA* per tal de trobar diferéncies. No obstant, el context de
la linia cel-lular HEK293 distava molt del fisiologic de la retina, mancant molts dels
components transcripcionals que interaccionen amb NR2ES3, pel que es va decidir
provar, a continuacid, I'expressié de la construccié BirA*-hNr2e3 WT en explants de
retina mitjangant electroporacié i conjuntament amb la construccié de GFP, per tal de
visualitzar l'eficiéncia de la técnica. Com que les condicions del teixit i els tipus
cel-lulars no eren les mateixes, es van provar diferents concentracions de biotina i
hores de tractament per tal d’assegurar I'entrada de biotina. Com es pot veure en la
Figura 35, no es va aconseguir entrar/conjugar la biotina de forma eficient, ja que en el
WB usant Strept-HR, la banda de la proteina de fusié BirA*-hNR2E3 W'T (marcada
amb una fletxa) gairebé no es va detectar en comparacié amb la carboxilasa interna

(que sempre es biotinila).

B*WT
%] 50,24h 100,24h 100,48h
Ip Op Ip Op Ip Op Ip Op

100 m—

7 5 w—

6.3 m—

WB: Strept-HRP

35 m—

100 m—
75—

6.3 m— WB: a-NR2E3

FIGURA 35. ASSAIG BIOID D’NR2E3 EN EXPLANTS DE RETINA ELECTROPORATS EN DIVERSES CONDICIONS. Deteccié per WB amb
Strept-HRP i a-NR2E3, dels Inputs (Ip) i Outputs (Op) del BiolD en explants de retina sense electroporar (@), o electroporats amb la
construccié BirA*-hNR2E3 WT (B*WT). Es van realitzar tres suplements de biotina diferents: 50 uM durant 24 hores (50,24h), 100
UM durant 24 hores (100.24h), o 100 uM durant 48 hores (100,48h). La fletxa negra assenyala la proteina de fusié expressada (en
els Ips amb a-NR2E3) i biotinilada (en el WB amb Strept-HRP i en els Ops amb a-NR2E3), mentre que la fletxa grisa indica la

proteina NR2E3 endogena. Les mides del marcador de pes molecular estan indicades a I'esquerra de la figura en kDa.
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El WB contra NR2E3 va descartar que fos un problema d’expressié de la construccié,
Jja que aquesta es va detectar en els Ips electroporats amb la construccié (fletxa negra),
juntament amb una banda de menor pes molecular corresponent a la forma endogena
d'NR2ES3 (fletxa gris). En comparacié, els Ops van donar una banda molt lleu de la
proteina de fusié, indicant novament que la biotinilitzacié (i, per tant, I'enriquiment

depenent d’aquesta modificacié) no havia estat eficient.

A partir d'aquest punt, es van realitzar diverses proves -sense éxit- amb diferents
concentracions de biotina en el medi de cultiu, en el volum d’electroporacié i en els
explants ja electroporats. En I'tltim intent, la concentraci6é de biotina en el medi de
cultiu i en el volum d’electroporacié va ser de 100 uM. A més, es va afegir biotina en
pols per sobre dels explants, un cop electroporats i1 plaquejats en pous amb Transwells,
fins a una concentracié de 700 uM (condicié A) i 850 uM (condici6 B), i es van incubar
durant 48 hores fins al moment de la recollida de les mostres. No obstant, els resultats
van seguir sent insuficients (Figura 36).
B*WT
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75—
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WB: a-Biot-HRP
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FIGURA 36. ASSAIG BIOID D’NR2E3 EN EXPLANTS DE RETINA 2. Immunodeteccié per WB amb
a-Biotina-HRP i a-NR2E3, dels Inputs (Ip) i Outputs (Op) de I'assaig BiolD sobre explants de
retina. Aquests van ser electroporats amb la construccié BirA*-hNR2E3 WT (B*WT), i van ser
tractats amb un suplement de 100 uM biotina en el medi d’electroporacié i 700 uM (A) o 850
UM (B) en el medi del Transwell. La fletxa negra assenyala la proteina de fusié (en els Ips amb a-
NR2E3) i biotinilada (en el WB amb a-Biotina-HRP i en els Ops amb a-NR2E3). Les mides del

marcador de pes molecular estan indicades a I'esquerra de la figura en kDa.
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A partir dels resultats obtinguts es va concloure que la biotina no era absorbida de
forma eficient per les cél-lules retinals, pel que es va decidir treballar amb alguna linia
cel-lular proxima a la retina; concretament, amb la linia cel-lular precursora retinal de
fotoreceptors 661W. Amb aquesta finalitat, es van realitzar les mateixes transfeccions
que en la primera prova amb HEK293, pero incrementant el suplement de biotina a
100 uM durant 48 hores. Els resultats de la Figura 37 mostren una insuficient
biotinilitzaci6 de BirA*-hNR2E3 WT i 123, segons immunodeteccié amb o-Biotina-

HRP, com ja havia passat amb els explants retinals.
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FIGURA 37. ASSAIG BIOID D’NR2E3 WT | 123 EN CEL-LULES 661W. Immunodeteccié per WB amb a-Biotina-HRP i a-NR2E3, dels
Inputs (Ip) i Outputs (Op) de I'assaig BiolD amb cél-lules 661W sense transfectar (@), o transfectades amb les construccions BirA*-
hNR2E3 WT (B*WT), BirA*-hNR2E3 123 (B*123), BirA-hNR2E3 WT (B WT) i BirA-hNR2E3 123 (B 123). La fletxa negra del panell
superior i la immunodeteccié del panell inferior corresponen a la proteina de fusié expressada (Ips amb a-NR2E3) i biotinilada (a-

Biotina-HRP i Ops amb a-NR2E3). Les mides del marcador de pes molecular estan indicades a I'esquerra de la figura, en kDa.

En vista dels resultats, es va decidir analitzar els sobrenedants (S) d’aquesta darrera
transfeccid, per tal de comprovar que la purificacié de les proteines biotinilades fos
eficient 1 determinar si I'nic punt débil de la técnica era la conjugacié de la biotina.
Com es pot veure en la Figura 38a, els Sobrenedants (S) van donar uns nivells de
proteina de fusié molt semblants als Ips, pel que es pot concloure que hi havia una molt
baixa eficiéncia de recuperacié de les proteines biotinilades. Analitzant una de les
transfeccions en cel-lules HEK293 es va poder comprovar com, tot i purificar una
tracci6 de les proteines biotinilades, I'eficiéncia del procés també era molt baixa (Figura

38b). A més, la comparacié dels WB amb a-NR2E3 de cel-lules 661W i HEK293 va
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revelar uns baixos nivells d’expressié de la proteina de fusié6 en el primer tipus

cel-lular, possiblement deguts a una menor eficiéncia de transfeccio.

a %) B*WT B*123 B WT B 123 b B*WT
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FIGURA 38. ESTUDI DE L’EFICIENCIA DE RECUPERACIO DE PROTEINES BIOTINILADES EN L’ASSAIG BIOID DE CEL-LULES 661W |
HEK293. Immunodeteccié per WB amb a-Biotina-HRP i a-NR2E3, dels Inputs (Ip) i Sobrenedants (S) del BiolD amb cél-lules 661W
(a) sense transfectar (@), o transfectades amb les construccions BirA*-hNR2E3 WT (B*WT), BirA*-hNR2E3 123 (B*123), BirA-
hNR2E3 WT (B WT) i BirA-hNR2E3 123 (B 123); o amb cél-lules HEK293 (b) amb la construccié BirA*-hNR2E3 WT (B*WT). La banda
marcada amb la fletxa negra (en a i b) correspon a la proteina de fusid. Les mides del marcador de pes molecular estan indicades a

I'esquerra de la figura en kDa.

INTERACCIO D’NR2E3 AMB PIAS3 | HDAC4
Donada la poca eficiencia del sistema BiolD obtinguda en I'electroporacié de retines de
ratolf, es va plantejar comprovar la seva especificitat. Amb aquesta finalitat, es van
cotransfectar cel-lules HEK293 paral-lelament amb BirA*-hNR2E3 W'T més el vector
buit pcDNA3, mPIAS3-Rluc o mHDAC4-Rluc, amb un suplement de 50 uM biotina
durant les Gltimes 24 hores d’incubacié. La purificacié de la fraccié proteica biotinilada
va donar molt similar al primer experiment de BiolD (Figura 39). A més, el WB amb
a-Rluc va permetre detectar I'expressié de les dues lligases de SUMO en fusié amb
Rluc i la seva obtencié per BiolD. Tot i que les bandes dels Ops sén molt debils en
comparacié amb la quantitat de proteina dels Ips —segurament degut a la baixa
eficiencia de purificacié-, la seva presencia demostra, d’'una banda 'especificitat del

sistema del BiolD i, de I'altra, la interaccié novament de les dues lligases amb NR2E3.
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FIGURA 39. ASSAIG BIOID PER A L'ESTUDI DE LA INTERACCIO D’NR2E3 AMB PIAS3 | HDACA.
Immunodeteccié per WB amb a-Biotina-HRP i a-Rluc, dels Inputs (Ip) i Outputs (Op) de I'assaig BiolD amb
ceél-lules HEK293 sense transfectar (C-), o transfectades amb la construccions BirA*-hNR2E3 WT (B*WT) més
el vector buit (@), mPIAS3-Rluc (P3) o mHDAC4-Rluc (H4). La banda majoritaria en el panell superior
(marcada amb la fletxa negra) correspon a la proteina de fusié. Les mides del marcador de pes molecular

estan indicades a I'esquerra de la figura en kDa.

INTERACCIO DE CBX4 AMB NR2E3
Draltra banda, el Dr. Sutherland també va facilitar una construccié amb I'enzim BirA*
tusionat a CBX4, permetent la incorporacié d’una altra lligasa 8 de SUMO a l'estudi
de la interacci6 amb NR2ES. Cal recordar que CBX4 pertany al grup Polycomb de
remodeladors cromatinics, molt important en la repressié transcripcional. Aixi doncs,
es van cotransfectar BirA*-CBX4 1 hNR2E3 WT en cél-lules HEK293, incubades
durant les dltimes 24 hores amb 50 pM biotina. Com a control negatiu, es va utilitzar
el vector buit pcDNAS3 en comptes de la proteina de fusié. Els resultats de la Figura 40
mostren la expressié 1 biotinilitzacié de la proteina de fusi6, amb un pes molecular
d’aproximadament 115 kDa (~37 kDa de BirA* més ~80 kDa de CBX4). A més, el WB

amb oa-Xpress va immunodetectar NR2E3 W'T amb alts nivells d’expressi6é en I'lp i
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molt baixos en I'Op. Tot 1 aquesta diferéncia, cal remarcar que el resultat va demostrar

que es donava la interacci6 entre NR2E3 1 CBX4.

Seguidament, es va repetir la transfeccié pero amb la forma mutant d'NR2E3 (hNR2E3
123). El revelat del WB contra 'epitop Xpress no va detectar la banda en 'Op, pel que
podria ser que la proteina perdés la capacitat d’'interaccié amb la forma mutada del
tactor de transcripcié (Figura 40). No obstant, la baixa resolucié i eficiencia de la
técnica no permet demostrar aquests canvis en la interaccid, i caldria realitzar altres
estudis més quantitatius que corroborin o descartin aquesta afirmacié. Per tant, no es
pot concloure que la interaccié de CBX4 i NR2E3 depengui de la capacitat del factor

de transcripcié de ser sumoilat.
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FIGURA 40. ASSAIG BIOID PER A L’ESTUDI DE LA INTERACCIO DE CBX4 AMB NR2E3. Immunodeteccié per WB amb a-Biotina-HRP

i a-Xpress, dels Inputs (Ip) i Outputs (Op) de I'assaig BiolD en cél-lules HEK293 transfectades amb la construccions CBX4-BirA*més
el vector buit (@), hNR2E3 WT (WT) o hNR2E3 123 (123). La banda de major pes molecular en el panell superior (indicada amb una
fletxa negra en els dos panells superiors) correspon a la proteina de fusié. Els panells inferiors corresponen a la immunodeteccid
d’NR2E3 WT, només detectada en els Ips de les condicions transfectades amb la construccié hNR2e3 Wt o 123 (WT o 123), i

Unicament en I'Op de la condicié WT. Les mides del marcador de pes molecular estan indicades a I'esquerra de la figura en kDa.

1.2. ESTUDI DE LA CONJUGACIO DE SUMO EN NR2E3
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En l'estudi de I'expressié de les diferents construccions dhNR2ES, es va detectar una
banda d’aproximadament 70 kDa en els carrils corresponents a la forma WT, que no
apareixia en les diferents formes mutants (Figura 19). Atés que totes les formes
mutants d'NR2E38 compartien la mutacié de la primera lisina, es va concloure que la
banda diferencial estava relacionada amb K185. Aquesta havia estat descrita en la
bibliografia com la lisina principal en la sumoilaci6 d'NR2E3!%7, pel que es va plantejar
que la banda observada correspongués a la conjugaci6 de SUMO a NR2E3. No
obstant, en lestudi de lestabilitat proteica d’'NR2E3, la cotransfecci6 de les
construccions hNR2E3 WT amb les lligases E3 de SUMO PIAS3 i HDAC4 no va
incrementar aquesta banda (Figura 21), pel que es va considerar que cap de les dues
lligases no participava en la produccié de la banda observada deguda a la modificacié

per sumoilacid.

1.2.1. IDENTIFICACIO DE LA MODIFICACIO D’NR2E3 EN K185
Dr’altra banda, el descobriment de la interaccié entre NR2E3 1 CBX4 va aportar una
nova E38 lligasa de SUMO a l'estudi. Aixi, es van transfectar cél-lules HEK293 amb
hNR2E3 WT o 123, juntament amb la construccié CBX4-BirA*, per estudiar possibles
canvis en la produccié o intensitat d’aquesta banda addicional, de major pes molecular.
Alhora, es van transfectar dues condicions més afegint la construccié de SUMO1-HA o
SUMO2-HA. La Figura 41 mostra la immunodeteccié d'NR2E3 per WB amb a-
Xpress per a les mostres de les diferents transteccions, en el que es va tornar a detectar
la banda d’aproximadament 70 kDa només en els carrils amb la forma d'NR2E3 WT
(marcada amb <). A més, es va observar l'aparicié6 d'una nova banda lleugerament
major a I'anterior, només en el carril amb SUMO2-HA (marcada amb *). Ates que la
construccié de SUMOZ2 transfectada esta fusionada a 'epitop HA, el pes molecular de
la proteina resultant incrementa en aproximadament 2 kDa. Aquest canvi de pes
podria explicar la diferéncia entre les dues bandes 1 permetria considerar la banda de
modificaci6 d’'NR2E3 com a resultat de la conjugaci6 de SUMO2. En afegit, el WB
també va revelar una disminucié en la quantitat de proteina del factor de transcripcié,
tant WT com 123, en els carrils cotransfectats amb CBX4-BirA*, respecte al control

amb el vector buit pcDNAS ().

Addicionalment, el requadre vermell de la Figura 41 mostra el resultat d'un temps
d’exposicié més llarg, per tal d’apreciar bandes menys intenses i de major pes
molecular. El primer carril no s’inclou en el requadre degut a la seva major intensitat

en comparacié amb la resta de carrils de la figura. Aquestes bandes de major pes
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molecular —indicades amb els nimeros 1, 2, 3 1 4— no es van detectar en tots els carrils.
De fet, la banda 4 va ser l'inica comuna en W'T 1 123 1, per tant, de produccié
independent de la mutacié de les lisines K185, K330 i K337. La primera banda (1),
d’'una mida aproximada de 100 kDa, només es va observar en els carrils transfectats
amb hNR2E3 WT. Ates el seu pes molecular en comparacié a la banda de sumoilacid,
es podria tractar d'una forma di-sumoilada d'NR2E3, amb dues molécules de SUMO
conjugades. Aquesta teoria es refor¢a amb les bandes 2 1 3, només presents en el carril
amb SUMO2-HA i NR2E3 W, que equidisten entre elles respecte a la banda 1. Aix{,
d’igual forma que en les bandes < 1 *, 'augment de mida podria explicar-se com a la
diferéncia de pes entre la proteina SUMO2 endogena i la SUMO2-HA transfectada. En
conseqiiéncia, la banda 2 correspondria a la di-sumoilacié amb una SUMO2-HA i una

SUMOZ2 endogena, i la banda 3 a la conjugacié de dues SUMO2-HA.

+
+
]
)
]
1]

hNR2E3WT + +
hNR2E3 123 - - - - +
CBX4-BirA* - +
SUMO1-HA - -
SUMO2-HA - - - + -

+ +

1

1

Y+

+ 4+ +
+ +

1
]
+

135=—

100—

WB: a-Xpress

75—

A*

63 == +

Exposicio

—l‘

e = ‘

B 53 - WB: a-GAPDH

48—

FIGURA 41. ESTUDI DE LA SUMOILACIO D’NR2E3 EN PRESENCIA DE LA E3 LLIGASA CBX4. Immunodeteccié per WB amb a-Xpress i
o-GAPDH, dels extractes proteics de cél-lules HEK293 transfectades amb diverses construccions (indicades a la part superior). La
banda majoritaria (~55 kDa) correspon a NR2E3 sense modificar, mentre que les bandes * i < corresponen a la sumoilacié del
factor de transcripcid. El requadre vermell mostra una regié del WB amb major exposicid, per tal d’apreciar quatre bandes de
major pes molecular, numerades com a1, 2, 3i4 . El panell inferior mostra la proteina GAPDH, utilitzada com a control de carrega.

Les mides del marcador de pes molecular estan indicades a I'esquerra de la figura en kDa.

Per tal de comprovar si I'aparici6 de la banda marcada com * depenia de I'acci6 de I'E3

lligasa CBX4, es va realitzar una transfeccié6 combinant hNR2E3 WT i SUMO2-HA
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amb el vector buit pcDNAS (), o amb la construccié d'una de les tres lligases: CBX4-
BirA*, mPIAS3-Rluc 1 mHDAC4-Rluc. Les dues bandes (* 1 <) van ser
immunodetectades en tots els carrils pel que es va concloure que la banda era
tinicament depenent de I'expressié de SUMO2-HA (Figura 42). Cal mencionar, pero,
que les bandes de sumoilacié van ser més debils en el carril amb HDAC4, pel que la

deacetilasa podria estar afectant a la modificacié d'NR2ES3.
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FIGURA 42. ESTUDI DE LA CONJUGACIO DE SUMO2-HA EN NR2E3 EN PRESENCIA
DE DIFERENTS E3 LLIGASES. Immunodeteccié per WB amb a-Xpress i a-GAPDH,
dels extractes proteics de cél-lules HEK293 transfectades amb hNR2E3 WT més el
vector buit (@), CBX4-BirA* (C4), mPIAS3-Rluc (P3) o mHDAC4-Rluc (H4). La banda
majoritaria (~55 kDa) correspon a NR2E3 sense modificar, mentre que les bandes
* i < corresponen a la sumoilacié del factor de transcripcié. El panell inferior
mostra la proteina GAPDH, utilitzada com a control de carrega. Les mides del

marcador de pes molecular estan indicades a I'esquerra de la figura en kDa.

1.2.2. COMPROVACIO DE LA CONJUGACIO D’'NR2E3 AMB SUMO?2
Considerant els resultats observats i per tal de comprovar si la banda detectada
corresponia a la conjugacié de SUMO2 en NR2E3, es van realitzar ColPs en cél-lules
HEK293 transfectades amb hNR2E3 WT o hNR2E3S 123 amb SUMOI1-HA o
SUMO2-HA. Com que la conjugacié de SUMO1 i SUMOZ2 es d6éna en un ampli ventall
de proteines, la seva immunoprecipitacié (IP) amb o-HA no hagués permes
I'enriquiment de la possible conjugacié sobre NR2E3. Per aquest motiu, es va fer la IP
del factor de transcripcié amb a-Xpress per, seguidament, immunodetectar les mostres
amb l'anticos contra l'epitop HA, i aixi detectar especificament si una part d'NR2E3

estava modificada per SUMO.
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Com es mostra en els panells inferiors de cada condici6 en la Figura 43, la IP contra
NR2E3 va permetre I'obtencié del factor de transcripcié en els Outputs (Op) (marcat
amb una fletxa negra), tot 1 que sense aconseguir enriquir la proteina respecte dels
Inputs (Ip). També es van poder detectar en els Ips amb la forma WT d’'NR2E3 les
bandes ja obtingudes en els experiments previs (< i *), que correspondrien a les formes
sumoilades d’'NR2E3 sense epitop HA (<, en les condicions amb SUMOI1-HA i
SUMO2-HA) o amb epitop HA (*, només en la condici6 amb SUMO2-HA). No

obstant, aquestes no es van poder obtenir en els Ops.
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FIGURA 43. ESTUDI DE LA SUMOILACIO D’NR2E3. Immunodeteccié de los ColPs de les cotransfeccions d’hNR2E3 WT o hNR2E3
123 amb les construccions SUMO1-HA (S1-HA) o SUMO2-HA (S2-HA). Els panells superiors mostren els WBs amb a-HA de la IP amb
a-Xpress per a les diferents condicions. D’una banda es va detectar una banda no relacionada amb NR2E3 en els Inputs (Ip) de les
quatre condicions (marcada amb #). També es va detectar la banda de sumoilacié d’NR2E3 WT amb SUMO2-HA (*) per aquesta
condicid. Els panells inferiors es mostren les IPs d’'NR2E3 amb a-Xpress (fletxa negra). A més, per a les condicions amb la forma WT
també es van detectar les bandes de sumoilacid < i *. Atés que I'anticos secundari és el mateix per a a-Xpress i a-HA (SAMPO), en
tots els Outpus (Ops) es va detectar la cadena pesada de les 1gGs de I'anticos utilitzat en la IP, amb un pes molecular de 50 kDa. Les

mides del marcador de pes molecular estan indicades a I'esquerra dels panells de la figura en kDa.

Pel que fa al WB amb a-HA (panells superiors de cada condicié), es va immunodetectar
una banda en els Ips de totes quatre condicions (marcada amb #), d’aproximadament
~85 kDa, que també s’havia detectat en transfeccions anteriors només amb SUMO2-
HA o SUMO1-HA (no es mostren les dades) i que, per tant, no eren especifiques
d’NR2Es. D’altra banda, en la cotransfeccié6 d'NR2E3 WT amb SUMO2-HA es va
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immunodetectar una segona banda de 75 kDa, tant en I'lp com en 'Op. Aquesta banda
coincidia en mida amb la banda *, obtinguda en les transfeccions anteriors amb
aquestes dues construccions, pel que es va considerar com a prova de la conjugacié de

SUMO2 a NR2E3.

1.2.3. EFecTE D’UBCO EN LA SUMOILACIO D'NR2E3
Les lligases E3 de SUMO actuen com a scaffold d'unié atavorint la interaccié de I'enllag
tioester entre l'enzim conjugador E2 de SUMO UBC9 carregat amb SUMO
(UBC9~SUMO) i la lisina substrat de la proteina diana. Per aquest motiu, es va decidir
estudiar el possible efecte afavoridor de la preséncia d’'UBC9 en la sumoilacié
d’NR2E3. Amb aquesta finalitat, es va aprofitar una construccié multicistronica que
expressava alhora SUMO2 i UBC9 (bioSUMO2-UBC9)'"2, facilitada molt amablement
pel Dr. Sutherland. A més, la construccié estava dissenyada per a l'estudi de la
conjugaci6 de SUMO2 mitjangant biotinilitzaci6, pel que també incorporava
I'expressié de I'enzim BirA opt i una seqiiéncia de biotinilitzacié (bz0) unida a SUMO2.

No obstant, aquestes caracteristiques no van ser usades en aquest estudi.

Aixi, es van cotransfectar cél-lules HEK2938 amb hNR2E3 WT i bioSUMO2-UBC9,
juntament amb una de les E3 lligases (CBX4-BirA*, mPIAS3-Rluc o mHDAC4-Rluc)
o amb el vector buit pcDNAS3. Alhora, dues condicions més es van utilitzar com a
control de la sumoilacié: els lisats de la transfecci6 ’hNR2E3 W'T amb vector buit o
amb SUMO2-HA, usats a la Figura 41 1 Figura 42, respectivament. La
immunodeteccié per WB amb l'anticos contra l'epitop Xpress va revelar diferéncies
entre les diverses condicions (Figura 44a). EI primer control (primer carril) va donar la
banda d'NR2E3 lliure (marcada amb una fletxa negra) i la banda de la seva sumoilacié
interna (<). Aquestes dues bandes també es van poder observar en el segon control
(segon carril), juntament amb la banda de conjugacié de SUMO2-HA a NR2E3 (*). Pel
que fa als carrils amb bioSUMO2-UBC9, es va detectar NR2E3 (fletxa), la banda de
sumoilacié interna (<) i una banda amb la mateixa mida que la de la conjugacié amb
SUMO2-HA (*). Aquesta similitud en el pes molecular es deu a que la unié de SUMO2
al peptid bzo implica un augment de mida molt semblant al de la uni6 de SUMOZ2 a
I'epitop HA.

D’altra banda, de les transfeccions amb les tres lligases de SUMO, la tnica que va

mantenir els nivells d’intensitat de les bandes d'NR2ES3 respecte el control va ser la de
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PIASS (cinqué carril). Sorprenentment, tant la coexpressié amb CBX4 com HDAC4
(carrils quart 1 sise, respectivament), van donar intensitats inferiors a les bandes de

sumoilacié (* 1 <) o de NR2E3 lliure (fletxa) respecte al control sense lligasa.

A partir d’aquests resultats, es va decidir fer replicats de les transteccions ’hNR2E3
WT i bioSUMO2-UBC9 amb mHDAC4-Rluc, CBX4-BirA* o el vector buit pcDNAS,
per tal de realitzar un analisi estadistic de les implicacions d’aquestes lligases en
I'expressié 1 en l'estat de sumoilaci6 d'NR2E3. Aixi, es va quantificar la banda
d’NR2E3 lliure respecte el control de carrega GAPDH per a cadascun dels replicats i
es va normalitzar amb el valor del control sense lligasa de cada replicat (anomenat WT
O 1 considerat el 100% de proteina NR2ES lliure). Alhora, també es van quantificar les
dues bandes de sumoilacié (* i <), que es van normalitzar respecte la quantificacié
d’NR2E3 lliure de cada condici6 1 replicat. Novament es va considerar la condicio6 W'T
© com al 100% de proteina sumoilada. Les mitjanes de les quantificacions de les
transfeccions amb CBX4 (n=5) i amb HDAC4 (n=4) es mostren a la grafica de la

Figura 44b, 1 les barres d’error corresponen a les desviacions estandards dels replicats.

Com es pot observar a la Figura 44b, l'expressi6 d'NR2E3S va baixar amb la
coexpressié de qualsevol de les dues lligases (CBX4 1 HDAC4). En canvi, només en el
cas de CBX4 es va detectar una davallada dels nivells d'NR2E3 sumoilat respecte a la
baixada de la proteina lliure, analitzats amb el test T per a mostres aparellades amb
una diferéncia estadfsticament significativa (p<0’05, marcat amb *). Cal comentar que
no es van poder realitzar testos estadistics per analitzar la baixada dels nivells
d’NR2E3 degut a la manca de desviaci6 estandard per al valor de la condici6 WT O

(considerat com a 100% en cada replicat).

Ateés el resultat de la quantificacié, es va considerar que la reduccié en la sumoilaci6
d’NR2E3 amb I'addicié de CBX4 fos deguda a un augment de la seva degradaci6 via
proteasoma, pel que es va estudiar els efectes de I'inhibidor de proteasoma MG132. Els
resultats de la immunodeteccié amb a-Xpress es mostren a la Figura 44c. Com es pot
observar, tot i 'increment en la deteccié6 d’'NR2E3, els nivells de la proteina sumoilada
es va mantenir igual de baixos, pel que es va descartar que la reduccié de la sumoilacié
d'’NR2E3 per CBX4 fos deguda a la degradaci6 via proteasoma. A més, es va observar
per a totes dues condicions una lleugera baixada dels nivells de sumoilacid, com ja

s’havia demostrat anteriorment (Figura 21).
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FIGURA 44. EFECTE DE UBC9 | DIVERSES E3 LLIGASES DE SUMO EN LA SUMOILACIO D’NR2E3. (a) Immunodeteccié de les
cotransfeccions d’hNR2E3 WT i bioSUMO2-UBC9 amb les construccions CBX4-BirA*, mPIAS3-Rluc, mHDAC4-Rluc o el vector buit
pcDNA3. A més, es van afegir dues condicions de control de la sumoilacié d’'NR2E3: hNR2E3 WT amb vector buit o amb SUMO2-HA. El
panell superior mostra el WB amb a-Xpress per a les diferents condicions. D’una banda es va detectar la banda d’NR2E3 lliure (fletxa
negra). De I'altra, es van detectar les bandes de sumoilacié interna (<) o de la conjugacié amb SUMO2-HA o bioSUMO?2 (*). El requadre
vermell mostra una major exposicié per a una millor visualitzacié de les bandes de sumoilacié. A més, el panell inferior mostra la
immunodeteccié del control de carrega GAPDH. (b) Representacid grafica de la quantificacid dels replicats en I'estudi dels nivells
d’expressid i sumoilacié d’NR2E3, en preséncia de CBX4 (gris fosc, n=5) o HDAC4 (gris clar, n=4). Per a cada replicat, els nivells de la
proteina NR2E3 lliure es van quantificar respecte el control de carrega GAPDH, i es van normalitzar respecte la condicié sense lligasa
(WT @, considerada com a 100% de proteina i indicada amb la linia discontinua). La mitjana dels valors obtinguts es mostra en el
primer parell de barres, i les barres d’error corresponen a la desviacié estandard dels diferents replicats. El segon parell de barres
correspon a la quantificacié de les dues bandes de sumoilacié d’NR2E3 respecte a la quantita de proteina lliure, per a cada condicié i
replicat. Novament, es van referenciar respecte la condicié sense lligasa (WT @, 100% de proteina sumoilada). L’estudi estadistic amb
el test T per a mostres aparellades va demostrar diferéncies significatives entre la baixada dels nivells d’NR2E3 lliure i els de les seves
formes sumoilades (p < 0’05, marcat amb *). (c) Per a I'estudi de la degradacio via proteasoma de les bandes de sumoilacié, es va
immunodetectar NR2E3 amb a-Xpress en els lisats de cél-lules cotransfectades amb hNR2E3 WT (WT) i bioSUMO2-UBC9 (S2-UBC9),
amb vector buit pcDNA3 (@) o amb CBX4-BirA* (C4). Paral-lelament, es van tractar dues condicions més amb l'inhibidor de proteasoma
MG132 (+). Les immunodeteccions no detecten augemtn de les bandes de sumoilacié d’NR2E3 (* i <) per efecte de la inhibicid del

proteasoma.Les mides del marcador de pes molecular estan indicades a I'esquerra dels panells en kDa, en els panells aii c.
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1.3. ESTUDI DE LA LOCALITZACIO CEL-LULAR D’NR2E3 | ELS SEUS INTERACTORS

Considerant que els resultats previs havien demostrat la interaccié de les tres E3
lligases de SUMO (PIAS3, HDAC4 i CBX4) amb el factor de transcripci6 NR2E3, es
va plantejar l'estudi de la seva localitzacié cel-lular. Mitjangant tecniques
immunohistoquimiques (IHC) de fluorescencia en talls de retina, es van realitzar
diverses proves amb 0-NR2E3 contra la proteina endogena. Malauradament, els
resultats del marcatge van ser inespecifics (no es va detectar el factor de transcripcié
en els nuclis dels fotoreceptor, 1 els resultats no es mostren). Per aquest motiu, es va
decidir utilitzar les construccions hNR2E3 WT/123-YFP, que mitjangant I'excitaci6
del cromofor YFP permetia la seva localitzacié directa. I’aproximacié més fisiologica
hagués correspost a la microinjeccié subretinal de la construccid, o 'electroporacié en
explants de retina. No obstant, aquestes técniques tenen una molt baixa eficiéncia i
requereixen molt de temps, aix{ com una optimitzacié de les condicions per a I'obtencié
de resultats valids. Per aixo, es va decidir utilitzar primerament un sistema més senzill,

com sén les cél-lules HEK293.

Es van realitzar cotransfeccions de les construccions hNR2E3 WT o hNR2E3 123
amb cadascuna de les E3 lligases (CBX4-BirA*, mHDAC4-Rluc o mPIAS3-Rluc).
Mitjangant técniques d’'immunocitoquimica (ICC) de fluorescéncia amb els anticossos
especifics de les lligases, es van localitzar les diverses proteines sobrexpressades,
utilitzant un microscopi optic confocal per capturar un tnic pla focal que assegurés la

colocalitzacié.

En les primeres proves es va comprovar, d'una banda, la inespecificitat de 'anticos o-
PIASS, ja que els resultats obtinguts no van marcar correctament la seva localitzacié
cel-lular'®” (Figura 45a). En conseqiiéncia, ates que PIAS3 era originariament el
control positiu en I'estudi de la interaccié amb NR2E3 i que ja s’havia descrit la seva
colocalitzacié en diversos promotors de fotoreceptor, es va decidir descartar la seva

immunolocalitzacid en cél-lules HEK293.

D’altra banda, la transfeccié tnicament amb la construccid hNR2E3 WT-YFP o
hNR2E3S 123-YFP va mostrar una variabilitat en la localitzacié del factor de
transcripcid, independentment de la mutacié de les lisines. Com es pot veure en la
Figura 45b, el factor de transcripcié es va localitzar principalment en el nucli, com
cabria esperar. Aquesta localitzacié, pero, va observar-se amb diferents intensitats i

distribucions subnuclears. A més, en alguns casos també es va localitzar a nivell
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citoplasmatic i, en moltes ocasions, formant uns granuls densos distribuits per tot el
compartiment subcel-lular (indicat amb una punta de fletxa blanca a la Figura 45b).
Considerant que els granuls poguessin ser agregats proteics, es va decidir disminuir les
concentracions de DNA transfectat. No obstant, els granuls van persistir, pel que es va
descartar que es degués a una sobreproduccié de la proteina dins la cél-lula. Una altra
hipotesi plausible és que els granuls només continguessin YF'P, com a conseqiiéncia del
trencament de la proteina de fusié amb NR2E3. Per aixo, es va utilitzar I'anticos o-
NR2ES per a immunodetectar el factor de transcripcié, que va demostrar més
especificitat que no pas en la técnica d'IHC. Els resultats mostren com els granuls es
marquen igual amb I'anticos, si bé és cert que de vegades amb menor intensitat (Figura
45¢). Tanmateix, aquest fet podria ser degut al dificil accés de T'anticos a l'interior

d’aquest granuls densos.

Seguidament, per comprovar si els granuls es devien a la fusi6 amb YFP o si, per
contra, es donaven per acumulacié d’'NR2E3, es va decidir transfectar les construccions
hNR2E3 WT o 123 per a la seva immunolocalitzaci6 amb a-Xpress. Els resultats
obtinguts van mostrear una localitzacié nuclear d'NR2E3, tant en la seva forma WT
com 123, en ocasions amb petites agrupacions subnuclears, com ja s’havia observat per
a les seves formes fusionades a YFP. En canvi, no es van detectar les acumulacions
subcel-lulars, pel que es va concloure que aquestes eren degudes a la fusié del factor de
transcripci6 a la proteina YFP, 1 a una possible agregacié de la proteina mitjangada per

aquesta ultima.
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FIGURA 45. PROVES D’IMMUNOLOCALITZACIO PER ICC EN CEL-LULES HEK293. (a) Immunolocalitzacié de PIAS3-Rluc amb a-PIAS3
(vermell). La deteccid es ddna en totes les cel-lules de manera inespecifica. (b) Deteccio de la fluorescéncia (verd) d’'NR2E3 WT-YFP
(esquerra) i NR2E3 123-YFP (dreta). Les acumulacions subcel-lulars es van indicar amb la punta de fletxa blanca. (c) Detecci6 de la
immunofluorescéncia (vermell) amb a-NR2E3 i de la fluorescéncia (verd) d’NR2E3 WT-YFP (esquerra) i NR2E3 123-YFP (dreta). (c)
Deteccid de la immunofluorescéncia (vermell) amb a-Xpress d’NR2E3 WT (esquerra) i NR2E3 123 (dreta). (a, b, c i d) El marcatge
dels nuclis en blau esta realitzat amb el reactiu DAPI, i la imatge resultant de la unié dels diversos canals de colors correspon a la

darrera imatge de cada panell (Merge).
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Com a conseqiiencia dels resultats previs, es va decidir estudiar només la localitzacié
de les E3 lligases CBX4 i HDAC4 en combinaci6 amb NR2E3 WT-YFP o NR2E3
123-YFP. Com es mostra a la Figura 46, CBX4 es va localitzar exclusivament i de
manera uniforme en el nucli, colocalitzant amb les dues formes d'NR2E3 (Figura 46a).
No obstant, la localitzacié d’ambdues proteines al nucli no sempre va implicar una
colocalitzacié. Com es veu a la Figura 46a (indicat amb una punta de fletxa blanca),
CBX4 (en vermell) esta associada a la cromatina (marcada amb DAPI), mentre que
NR2ES (en verd) es troba envoltant I'expressi6 de CBX4. D’altra banda, es va decidir
afegir dues condicions més amb la construccié de bioSUMO2-UBC9, tenint en compte
que s’havien observat canvis en NR2E3 amb CBX4 en preséncia de l'enzim E2
conjugador UBC9. Tanmateix, no es van observar canvis en la localitzacié de les dues
proteines (Figura 46b), pel que I'addici6 de SUMO no va fer variar la colocalitzaci6

d’ambdues proteines.

Per altim, HDAC4 es va expressar conjuntament amb bioSUMO2-UBC9. Els resultats
de la ICC van ser més variables que en el cas anterior, ja que es va poder localitzar
HDAC4 en el citoplasma i el nucli amb diferents intensitats (Figura 46c). Aixf{, algunes
cel-lules van donar un patré principalment nuclear, mentre que d’altres van ser més
uniformes en tota la cel-lula o, fins i tot, majoritariament citoplasmatic. A més, aquesta
localitzacié nuclear es va observar en forma d’agregats de diverses mides o de manera

uniforme en tot el nucli.

En resum, tot i observar diferents patrons de localitzacié subcel-lular, sobretot en el
cas dHDAC4 1 NR2E3 (WT 1 123), es va obtenir colocalitzacié nuclear del factor de
transcripci6 NR2E3 amb les E3 lligases de SUMO HDAC4 i CBX4, la qual cosa déna

peu a explorar quina és la possible rellevancia fisiologica d’aquesta interaccid.
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FIGURA 46. COLOCALITZACIO D’NR2E3 AMB CBX4 | HDAC4 EN CEL-LULES HEK293. (a i b) Immunolocalitzacié de CBX4-BirA* amb

HDAC4-Rluc

bioSUMO2
-UBC9

a-CBX4 (vermell) i deteccié de la fluorescéncia (verd) d’NR2E3 WT-YFP (esquerra) o NR2E3 123-YFP (dreta). Les proteines
colocalitzen en el nucli, tot i que no sempre (punta de fletxa blanca). (b) Cotransfeccié de la construccié bioSUMO2-UBC9. (c)
Immunolocalitzacié de HDAC4-Rluc amb a-HDAC4 (vermell) i deteccié de la fluorescéncia (verd) d’NR2E3 WT-YFP (esquerra) o
NR2E3 123-YFP (dreta). Les proteines colocalitzen i presenten diferents localitzacions i intensitats. (a, b i ¢) El marcatge dels nuclis
en blau esta realitzat amb el reactiu DAPI, i la imatge resultant de la unié dels diversos canals de colors correspon a la darrera

imatge de cada panell (Merge).

1.3.1. LOCALITZACIO SUBCEL-LULAR DURANT LES DIFERENTS FASES DEL CICLE CEL-LULAR
Tot i colocalitzar el factor de transcripcié NR2E3 en les seves formes WT 1 123 amb
les E3 lligases CBX4 i HDAC4, no es va aconseguir explicar la variabilitat en els
nivells d’'intensitat i1 localitzacié subcel-lular observats per a aquestes proteines. Atés
que tant el factor de transcripcié com les lligases formen part de la maquinaria

d’interacci6 amb el DNA, es va plantejar que aquesta variabilitat fos depenent de la
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tase del cicle cel-lular. Per aquest motiu, es van transfectar novament les construccions
hNR2E3 WT o 123 amb CBX4-BirA* o mHDAC4-Rluc en cel-lules HEK293 que,
seguidament van ser sincronitzades en cicle cel-lular amb un doble bloqueig amb
timidina. D’aquesta manera, es van realitzar les immunolocalitzacions en cél-lules a les
0, 6, 8,1 12 hores del bloqueig amb timidina, corresponents a les fases S, G2/M, G2/M
1 G1, respectivament. Per tal de marcar la fase de cada cel-lula, es van utilitzar dos
marcadors diferents: I'anticos contra la proteina PCNA (marcador de sintesi de DNA)
per a les fases S i G1, i I'anticos contra la fostoHistona H3 (PPHS3, marcador de

compactaci6 cromatinica) per a les fases G2/M.

Els resultats de la Figura 47 mostren la localitzacié cel-lular 'NR2E3 WT i 123 amb
CBX4 o HDAC4, en la fase de mitosi (fase M) del cicle cel-lular, obtingudes en els

temps T6 1 T8 de la sincronitzacié cel-lular. Tant el factor de transcripcié (WT 1 123)
com les E3 lligases de SUMO (CBX4 i HDAC4) es van localitzar a la periféria del

DNA. Ates que durant la mitosi la membrana nuclear es desintegra, les localitzacions
obtingudes van correspondre al volum total de la cel-lula en divisié. Aixf, les proteines

es van trobar excloses del DNA 1 colocalitzant en tot el compartiment cel-lular.
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FIGURA 47. COLOCALITZACIO D’NR2E3 WT | 123 AMB CBX4 | HDAC4 EN CEL-LULES HEK293 EN FASE M. Immunolocalitzacié de
CBX4-BirA* amb a-CBX4 o HDAC4-Rluc amb a-HDAC4 (vermell), i deteccié de la fluorescéncia d’'NR2E3 WT-YFP o NR2E3 123-YFP
(verd), en cél-lules HEK293 en fase de mitosi (M). Les proteines colocalitzen en el compariment cel-lular, excloses del DNA
compactat. La compactacié de la cromatina es va immunodetectar amb a-PPH3 (gris), mentre que el marcatge dels nuclis esta
realitzat amb el reactiu DAPI (blau). La imatge resultant de la unié dels diversos canals de colors correspon a la darrera imatge de

cada panell (Merge).
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1. RELLEVANCIA DE L’EXPRESSIO DE SUMO | ELS ENZIMS DEL SEU

METABOLISME A RETINA

La majoria d’estudis sobre la rellevancia funcional de SUMO s’han centrat en la seva
tuncié al cicle cel-lular, la reparacié del DNA 1 el cancer en estudis realitzats en cultius
cel-lulars, pero no existeixen dades de la relacié dels diferents components de la via de
SUMO en teixits altament especialitzats. En conseqiiéncia, els treballs sobre la
importancia de SUMO a retina sén molt escassos 1 molts dels descobriments publicats
tracten la sumoilacié de substrats particulars, com ho sén els factors de transcripcié
(TF), receptors de neurotransmissors o reguladors del rellotge circadiari. En
conseqiiéncia, mancava un analisi descriptiu i sistematic de I'expressié dels gens del
metabolisme a la retina. Per aquest motiu, un dels objectius principals d’aquesta tesi va
ser la caracteritzacié de I'expressié dels gens de la via de SUMO en la retina adulta de
ratoli, proporcionant aixi una imatge detallada dels seus nivells d’expressié i de la seva

localitzacié en les diferents capes retinals.

1.1. EXPRESSIO DELS GENS DE LA VIA DE SUMO | ALGUNS FACTORS DE
TRANSCRIPCIO DE FOTORECEPTORS A LA RETINA DE RATOLI

La RT-qPCR va detectar I'expressi6 de tots els gens de la via de SUMO en la retina de
ratolf. Com s’esperava, els gens que codifiquen les proteines SUMO, Sumoi-3, van
mostrar uns alts nivells d’expressié deguts al seu paper central en la sumoilacié.
D’altra banda, els gens que codifiquen per als monomers de l'heterodimer E1
activador, Sael 1 Sae2, van donar expressions equiparables; 1 Ubc9, que codifica 'tinic

enzim E2 conjugador, va ser un dels gens més expressats.

L’ampli rang dels nivells d’expressié de les E3 lligases i proteases de SUMO obtingut
en la RT-qPCR, suggereixen diferents rols funcionals i rellevancia fisiologica per a
cadascun dels enzims, ja que presenten una especificitat per la proteina substrat,
normalment de manera no redundant. En el grup de les E3 lligases, Egr2 (també
conegut com al factor de transcripci6 Krox20) va mostrar el nivell més baix
d’expressi6, mentre que 7's el més alt, amb aproximadament tres ordres de magnitud
de diferencia en els nivells dmRNA (Figura 14). En aquets context, és important
remarcar que 7/s (un dels gens causants de I'esclerosi lateral amiotrofica en humans) ja

havia estat estudiat en retina, ja que la seva sobreexpressié implica una progressiva
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degeneracié dels fotoreceptors a Drosophila'!, i a més participa en la regulacié del
receptor del neurotransmissor NMDA en les cel-lules ganglionars de rata!'’s. Altres
gens rellevants en retina van mostrar nivells mitjans-baixos d’expressié en comparacié
amb la resta de lligases: Hdac4, promotor de la supervivencia de les cel-lules retinals'#;
Topors, un dels gens causant de retinosi pigmentaria en humans'%%; i Pias3, que intervé

en la regulacié de la repressié transcripcional d'NR2E31%7.

Per ultim, les proteases de SUMO van mantenir les seves expressions en nivells
mitjos, amb diferéncies que oscil-laven dins d'un mateix ordre de magnitud. Cal
remarcar dins d’aquest grup funcional, que els més expressats van ser els gens de Des:1
1 Desi2, que codifiquen per a les dues proteases més recentment incorporades®!, fet que

podria indicar una funcié important a la retina.

Pel que fa als tres factors de transcripcié de fotoreceptors, els seus nivells d’expressi6
van ser més elevats que els dels gens de la maquinaria de SUMO, provablement pel seu
paper central en la regulaci6 de I'expressié genica en el funcionament i el manteniment
dels fotoreceptors. Els nivells de Crz1 Nr2es van ser molt semblants, mentre que N7/
va resultar expressar-se un ordre de magnitud més que aquests. Atés que Nr/és un
dels gens centrals en el control de I'expressié de bastons, podria ser que aquesta

expressié més elevada correspongués al major nombre de bastons en la retina de ratoli.

En afegit, cal tenir en compte que les mostres de cDNA utilitzades per la RT-qPCR
provenen d’'RNA de retines totals, mentre que l'expressi6 d’aquests tres factors de
transcripcié és exclusiva de fotoreceptors. Per aixo, la seva expressié encara pot ser
major en comparacié amb la maquinaria de SUMO, que es pot expressar en els altres
tipus cel-lulars. En aquest sentit, els nivells del gen del fotopigment majoritari de
bastons, Rho, equiparables als del gen de referéncia Gapdh, sén un exemple encara més

extrem dels alts nivells de determinats transcrits en un tipus cel-lular.

L’expressio génica de la retina de ratolf ja havia estat descrita, tant durant estadis del
seu desenvolupament embrionari com postnatal, per mitja de técniques com el Serial
Analysis of Gene Expression (SAGE) 1 els microarrays'*®, o comparant els transcriptomes
de retines wild-type i1 Nrl-/- de ratoli amb Next Generation Sequencing (NGS)'*2. No
obstant, aquestes aproximacions se centraven en la identificaci6 de gens
sobreexpressats o silenciats comparant les diferents condicions genétiques i, excepte en

el cas de Piasi i Pias3 en el desenvolupament retinal, cap gen de la via de SUMO havia
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mostrat un canvi substancial en la seva expressi6. Aquesta estabilitat aparent podria
explicar-se com un manteniment dels nivells de transcripci6 durant el
desenvolupament retinal o, probablement, com que subtils diferéncies dels nivells
d’expressi6 es podrien arribar a descartar en les analisis de high-throughput a causa de
la gran astringencia dels valors de tall, 1 en canvi, podrien ressaltar en estudis més
dirigits i a escala més reduida, com el que es presenta en aquesta part de la tesi. De fet,
la regulaci6 dels gens de SUMO podria dependre d’altres mecanismes a part de la
transcripcid, com ho sén l'estabilitat proteica o la regulacié de 'activitat enzimatica per
modificacions posttraduccionals (e.g. molts enzims de la via de SUMO mostren runa
regulacié retroactiva i un crosstalk entre SUMO 1 ubiquitina''?). No cal oblidar que
molts gens reguladors d’altres gens o proteines presenten nivells baixos i relativament
estables d’expressio si s’analitza el conjunt de la retina en I'adult, ja siqui perqué no es
té en consideracié un moment o un tipus cel-lular concrets on és important la seva
transcripcid, o perqué poden exercir la seva funcié amb poca quantitat de producte

genic.

1.2. VARIACIONS DELS NIVELLS D’EXPRESSIO EN LES DIFERENTS CONDICIONS DE
LLUM/FOSCOR

En relacié als nivells d’expressié6 en les quatre condicions de llum/foscor, la
maquinaria de SUMO es va mantenir en general inalterada. Només en el cas de Sumog,
Sael, Cbx4, Desi1 i Senp2 es van detectar diferéncies estadisticament significatives en
I'expressié d’alguna de les quatre condicions. Tot i estar descrit que SAE1 actua en
forma d’heterodimer amb SAE2 com a enzim E1 activador de SUMO, la induccié de
I'expressié de Sael observada després de l'exposicié a la llum, en comparacié amb
I'estabilitat de Sae2, podria denotar una regulacié diferencial per aquests dos gens,
segons les condicions exteriors. D’altra banda, del conjunt de lligases E3 de SUMO,
només el gen Cbr# va mostrar variacions significatives, amb un nivell maxim de
transcripci6é durant la fase de foscor (condicié 4), mentre que del grup de les proteases,
format per menys gens, Desi1 1 Senp2 van presentar canvis d’'expressié comparant les

condicions de llum i foscor. En conjunt, es van poder detectar quatre patrons diferents.

Una explicacié possible pels resultats observats seria que la sumoilacié podria estar
regulant —o sent regulada- en resposta a I'exposicié a la llum. De fet, cada cop es
troben més casos de gens que mostren un comportament circadiari, amb un ritme

marcat per cicles d’expressié molt dinamics, en els que les PTMs com la sumoilacié hi
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poden estar jugant un paper rellevant. No obstant, cal remarcar que l'activaci6
circadiaria respon a un patré de sincronitzacié i arriba a ser independent de I'estimul
principal, en aquest cas la llum, i que també pot haver-hi gens no regulats de forma
circadiaria pero que responguin directament a la preséncia o abséncia de I'estimul

luminic.

Ates que els factors de transcripcié analitzats sén reguladors transcripcionals de gens
downstream, una petita variacié en els nivells d'mRNA o proteina, o fins i tot la seva
interaccié en complexos activadors o repressors pot tenir efectes significatius en la
fisiologia de la retina. En aquest context, és important remarcar que I'increment en els
nivells d'mRNA després de I'exposici6 a la llum van ser confirmats tant per a Crx com
per a Nr2e3, en quantificar els nivells relatius de les seves proteines en explants
retinals. De fet, les diferéncies a nivell de transcrit es van magnificar en ambdés casos a
nivell proteic (en el cas d'NR2E3, es va detectar un increment d’1'4 vegades en mRNA
1 d’'1I'8 vegades en la proteina, en comparar les condicions 2 (Ilum) i 1 (foscor)). No
obstant, calen més estudis per revelar la importancia fisiologica d’aquest increment

d«' e : ’
expressi6 quan les retines s’exposen a la llum.

1.3. LOCALITZACIO DE L'EXPRESSIO DELS GENS DE LA VIA DE SUMO A LA RETINA

Pel que fa a la localitzacié6 de 'mRNA, tot i que la hibridaci6é iz situ no és un assaig
directament quantitatiu, es van poder detectar diferents intensitats de senyal (alta,
baixa o no detectable) per a cada gen en les capes retinals (Figura 16). La majoria de
gens van mostrar un senyal ubic, incloent tant les capes plexiformes com les nuclear, la
qual cosa indica una funcié basal en la majoria de cél-lules. Es important remarcar que
tots els gens analitzats es van expressar als fotoreceptors, amb una localitzacié
majoritaria dels seus mRNAs al segment intern, on es troba la maquinaria de traduccié
d’aquest tipus cel-lular. Més remarcable encara va ser la detecci6 d’alts nivells
d’expressi6 dmRNA en les capes plexiformes, indicant una localitzacié en els
processos sinaptics (la baixa resolucié de la tecnica, respecte a I'estructura retinal fina,
no va permetre una localitzacié més acurada). Tot i que aquests resultats cal prendre’ls
amb precauci6 a I'espera de nous treballs que proporcionin una localitzacié més precisa
1 coneixement de la seva rellevancia funcional, existeixen evidéncies de la localitzacid
d'mRNAs especifics al llarg dels axons i en les sinapsis, formant complexos
ribonucleoproteics (RNPs, P-bodies, granuls d’estrés, entre d’altres)!'”. A més, la

localitzacié dels mRNAs no té perque coincidir en el mateix lloc de les capes retinals
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que les proteines que codifiquen. Les neurones sén cellules d’estructura i morfologia
complexa, altament especialitzades, que s’estenen per varies capes. Aixi, 'mRNA pot
acumular-se en regions actives de traduccié, mentre que les proteines exerceixen la

seva funcié en localitzacions subcel-lulars més allunyades del soma.

En comparacié amb resultats previs, la E3 lligasa Pzas3 és un dels pocs gens de la via
de SUMO que ja s’havia estudiat a la retina. L'expressié del seu mRNA havia estat
detectada durant el desenvolupament dels fotoreceptors, expressié6 que es reduia un
cop formada la retina adulta!*®. No obstant, altres estudis havien detectat la proteina
PIAS3 en la GCL i en el segment extern de fotoreceptors en la retina madura'#, tal i
com s’esperava pel seu paper regulador d'NR2E3, no només en desenvolupament siné
en el manteniment de la fisiologia dels fotoreceptors adults. En aquest treball, també
s’ha detectat I'expressié de Pzas3 en la retina adulta de ratoli (P60) en totes les capes
retinals, tot 1 que prominentment en la GLC . Posteriorment, la immunolocalitzacié
amb Tanticos contra PIAS3 en talls de retina adulta va confirmar el patré de
localitzacié de 'mRNA, en concordanga amb els resultats préviament ja publicats
(Figura 18). De la mateixa manera, altres proteines van ser immunolocalitzades amb
anticossos comercials disponibles, reforgant els resultats obtinguts en la localitzacié de

I'expressié, com ara per als gens Hdac4, Senp1 i Topors.

En resum, I'amplia expressi6 dels gens de la via de SUMO i la diversitat dels patrons
d’expressié detectats en les diferents capes retinals i condicions de llum/foscor en
ratoli —a més dels estudis previs en gens i substrats concrets- clarament donen suport a
la rellevancia fisiologica de la sumoilacié com a modificacié posttraduccional en aquest
teixit. Atés que un dels conceptes emergents es el requeriment de conjugacions i
deconjugacions simultanies de SUMO en muiltiples proteines diana involucrades en un
mateix procés biologic, dins de complexos posttraduccionals dinamics!®%7, aquest atles
d’expressi6 d' mRNA pretén ser un marc de referéncia que ajudi en la investigacié de la
retina, servint de punt de partida en I'estudi dels processos regulats per SUMO en la

retina.

2. SUMOILACIO DEL FACTOR DE TRANSCRIPCIO RETINAL NR2E3

El receptor nuclear NR2ES3 és un factor de transcripcié de fotoreceptors rellevant pel
seu desenvolupament i manteniment que, conjuntament amb altres factors com ara

CRX i1 NRL, actua alhora com a activador dels gens especifics de bastons i com a
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repressor dels de cons. Estudis previs, realitzats amb el factor de transcripcié de ratoli,
van demostrar que aquesta repressié depenia de la seva sumoilacié en tres lisines molt
conservades, per mitja de l'acci6 de la E3 lligasa PIAS3. Tot i que aquesta lligasa
sembla central en la conjugacié6 de SUMO a NR2ES3, I'estudi va descartar que fos la

tnica del conjunt d’E3 lligases de SUMO en modificar el factor de trancripcié.

Per aquest motiu, es van abordar diferents aproximacions experimentals, tot
comparant les formes d'NR2e3 W'T i no sumoilable (123), amb la finalitat d’aprofundir
en I'estudi de la seva sumoilacié 1 identificar noves E3 lligases de SUMO modificadores

del factor de transcripcié.

2.1. ESTABILITAT PROTEICA D’NR2E3 WT I NR2E3 123

Les lisines sén els residus diana de la majoria de modificacions posttraduccionals
(PTMs), pel que la seva mutacié pot implicar canvis en la proteina. Per aquest motiu es
van estudiar les diferéncies en I'estabilitat i la degradaci6 d'NR2E3 W'T i la seva forma

no sumoilable, NR2E3 123.

D’una banda, els estudis amb I'inhibidor de proteasoma MG132 van demostrar que
NR2ES3 es degrada via proteasoma, pero no van revelar diferéncies en la degradacié de
les diferents formes mutants del factor de transcripcié respecte NR2E3 W'T. Aix{, ates
que la poliubiquitinacié és el mecanisme de senyalitzacié cel-lular de degradacié via
proteasoma, aquesta es deu donar en lisines diferents a les mutades (K185, K330 i
K337). De fet, la ubiquitinacié és un procés menys estricte que la sumoilacié pel que fa
al residu de lisina diana de la modificacié!'?, podent donar-se ubiquitinacié en altres
lisines properes si la diana preferencial per a ubiquitinar es troba mutada. Per aquest

motiu, no es pot descartar que no sigui aquest el cas.

A més, la immunodeteccié amb un anticos contra la ubiquitina (Ub) va revelar una
banda principal que per mida correspondria a una possible monoubiquitinacié
d’NR2ES3. Ates que aquesta es dona en totes les formes mutants estudiades, cap de les
tres lisines sumoilables sén el residu de la modificacié. Aixi doncs, aprofundir en
I'estudi de la monoubiquitinacié d’'NR2ES3 podria ser rellevant per a entendre millor el

funcionament i la regulacié d’aquest factor de transcripcié de fotoreceptors.

D’altra banda, es va analitzar la vida mitjana d'NR2E3 WT i NR2E3 123 amb la
inhibicié de la sintesi proteica mitjangant I'addicié de cicloheximida (CHX). Les

quantificacions de tres replicats independents a diferents temps van mostrar una
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disminucié de la quantitat de proteina molt semblant per a les dues formes d'NR2ES3,
que presenta una vida mitjana propera a les 12 h en cultius cel-lulars, per la qual cosa
es va concloure que la mutacié de les tres lisines tampoc té implicacions en l'estabilitat

de la proteina.

Aixi doncs, aquests resultats van descartar que les possibles diferencies funcionals
entre NR2E3 WT 1 123 en interaccions proteiques o en la seva capacitat de conjugaci6
amb SUMO fossin degudes a canvis en lestabilitat o expressié del factor de

transcripcio.

2.2. INTERACCIO DIMERICAD’'NR2E3 WT 1 NR2E3 123

Igual que la majoria de receptors nuclears de tipus 2, NR2E3 actua en forma
d’homodimer en la regulacié de la transcripcié. Per aquest motiu, es va considerar
I'estudi de la seva dimeritzacié mitjangant la técnica de BRET, combinant les proteines
WT i 128, per comprovar si la mutacié de les lisines sumoilables alterava la seva
capacitat d'interaccié homodimerica. De fet, la dimeritzaci6 d’'NR2E3 ja havia estat
objecte d’estudi d’altres grups, que també s’havien basat en la técnica de BRET per a
quantificar la interacci6, treballant amb mutacions causants de diverses distrofies de
retina, localitzades principalment en els dominis d’'uni6 a DNA (DBD) i a lligand
(LBD)32.181, Per algunes d’elles es van mostrar difereéncies en els nivells d’interaccid,
contribuint aixf a I'aprofundiment i millor coneixement dels mecanismes patologics

d’algunes d’aquestes distrofies.

No obstant, els resultats de les interaccions 'NR2E3 W'T 1 128 van donar alts nivells
d’interaccié per ambdues formes del factor de transcripcié, sense diferencies
estadisticament significatives entre elles, 1 es va concloure que la privaci6 de la
sumoilacié6 d'NR2ES no alterava la seva capacitat per a homodimeritzar ( Figura 48).
Aixf, igual que I'heterogeneitat clinica de les diverses mutacions d'NR2E3 no s’explica
només amb l'afectacié de la seva dimeritzacid, altres mecanismes potencials, com els
nivells d’expressi6 de la proteina, la seva unié al DNA o la seva interaccié amb altres
proteines i complexos transcripcionals, podrien veure’s compromesos en el cas de la

seva sumoilacio.

2.3. INTERACCIO D’NR2E3 WT I NR2E3 123 amB PIAS3

La interacci6 de la E3 lligasa de SUMO PIAS3 amb NR2ES3 ja havia estat demostrada

préviament, pel que es va prendre com a control positiu de la técnica de BRET. Per
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aquest motiu, primerament es va estudiar la seva interaccié amb la proteina de ratolf
d’NR2ES. El resultat del BRET va mostrar una interaccié clara (comparant amb el
control negatiu), perd amb uns nivells més baixos en relacié als obtinguts en I'estudi de
la dimeritzacid, evidenciant 'elevada afinitat dels monomers i la facilitat per a la unié
dimerica del factor de transcripcid, la qual cosa pot ser rellevant per a la seva activitat

transcripcional.

A continuacid, es va realitzar I'estudi de la interacci6 'NR2E8 WT i 123 huma amb
PIASS, el qual va revelar diferencies entre les dues formes en el valor maxim de
BRET, o saturaci6 de la interaccié. Aixi, PIAS3 té una major capacitat d’'interaccid
amb NR2E3 WT que amb el seu mutant no sumoilable (123) ( Figura 48). En canvi, el
pendent inicial de la corba que descriuen totes dues interaccions és relativament
similar, pel que no semblaria tractar-se d’'una menor afinitat. Es a dir que, per algun
motiu, tot i que PIAS3 és capa¢ d’unir-se d’igual forma a NR2E3 W'T i 123, aquesta
unié triga més en saturar-se en la interaccié6 amb la forma WT que en la forma no

sumoilable.

Els estudis previs havien demostrat com PIAS3 actua com a proteina d'unié6 d'NR2E3 i
CRX en els promotors dels gens especifics de fotoreceptors, facilitant I'assemblatge de
complexos transcripcionals a aquests promotors. Alhora, PIAS3 també actua com a E3
lligasa de SUMO, modificant aixif NR2E3 i convertint-la en un fort repressor dels gens
especifics de cons'?7. Cal recordar, que el mecanisme d’acci6 de les E3 lligases es basa
en el seu paper de mediadores -o scaffold- en la unié entre I'enzim E2 conjugador
UBC9 carregat amb SUMO (UBC9~SUMO) i la proteina diana. Aquest reconeixement
es doéna per tres mecanismes no excloents i sovint simultanis: i) interaccié de SUMO
amb la proteina diana a través d’un SIM, ii) interaccié6 d’'UBC9 amb la proteina diana a
través d’'un motiu consens, o iii) interaccié de la E3 lligasa amb la proteina diana a
través d’una regié especifica. Tenint en compte que les lisines mutades es troben dins
de motius consens, podria ser que una part de la interacci6 de PIAS3 amb NR2E3
depengués del reconeixement del motiu consens per part d'UBC9. Aixi doncs, la
mutaci6 de les tres lisines evitaria aquesta interacci6, i reduiria la interaccié de PIAS3
amb NR2E2 123 respecte del WT. No obstant, aquesta interaccié només representaria
una part del total de la interaccié entre la lligasa i el factor de transcripcié, que també
s'unirien a traves del reconeixement d'una regié especifica d’'NR2E3 per part de
PIASS. Aquesta interaccié6 mostraria una afinitat major que la depenent d’'UBC9, fet

que explicaria perque les corbes d’interaccié tindrien pendents equiparables.
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2.4. INTERACCIO D’NR2E3 WTINR2E3 123 amB HDAC4

Estudis previs havien demostrat la importancia de la E3 lligasa de SUMO HDAC4 en
la regulacié de la supervivéncia neuronal a la retina'*!82, gracies a un petit domini
dins de la regié6 N-terminal capag de preservar els fotoreceptors i restablir la funcié
visual en la retinosi pigmentaria (RP)!'?°. Considerant que HDAC4 podria ser un bon
candidat com a SUMO E3 lligasa de NR2E3 a retina, paral-lelament a la construccié
mPIAS3-Rluc, es va utilitzar mHDAC4-Rluc per a I'estudi de la possible interaccié de
la deacetilasa amb NR2E3 WT i 123, mitjancant la técnica de BRET. Els resultats
obtinguts van permetre detectar una nova interacci6 entre la deacetilasa i el factor de
transcripci, amb uns valors de BRET semblants als de la interaccié6 de PIAS3 pero
que, a diferéncia d’aquesta, no variava en mutar les tres lisines sumoilables d’'NR2ES3 (

Figura 48).

Per tal de confirmar les interaccions proteiques entre NR2E3 i HDAC4 detectades
amb el BRET, es van realitzar coimmunoprecipitacions (ColPs) en cel-lules HER293
transfectades amb les construccions hNR2E3 WT 1 mHDAC4-Rluc, utilitzant, tant els
anticossos contra les proteines, com els anticossos contra els respectius epitops. Les
immunodeteccions creuades de les dues proteines van donar suport a la interaccié
observada amb el BRET. A més, es va realitzar el mateix estudi sobre extractes de
retines madures de ratolf (P60), per tal de detectar la interacci6 de les dues proteines
endogenes en el context fisiologic. D’aquesta manera, es va poder detectar NR2E3 a

partir de la [P ’'HDAC4, confirmant la interacci6 entre les dues proteines en retina.

Alguns estudis previs ja havien suggerit la interacci6 d'NR2E3 amb deacetilases
desconegudes en promotors de gens especifics de cons, que serien reclutades pel factor
de transcripcié juntament amb altres corepressors. Aquest reclutament es donaria per
efecte de la sumoilacié 'NR2E3, que actuaria en forma de dimer silenciant 'expressio
d’aquests gens'®>. D’una banda, HDAC4 podria estar afavorint aquesta sumoilacié
d’NR2E3, actuant com a lligasa de SUMO. De T'altra, podria estar actuant en
contextos de repressié de la transcripcid, condensant la cromatina a través de la
deacetilaci6 de les histones i afavorint la capacitat repressora d'NR2E3. No obstant,
I'acci6 de les deacetilases no sempre esta lligada a la repressié transcripcional. De fet,
la seva activitat es necessaria per a I'expressié de gens de fotoreceptors critics, com ho

son Nrli Crx8t,
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Per aprofundir més en lestudi d’aquesta interacci6, es va disposar de dues
construccions amb els fragments N- i C-terminals de la deacetilasa, aixi com de la
construccié amb la forma no sumoilable 'HDAC4 (K559R). La ColP a partir del factor
de transcripcié va revelar, d'una banda, que la deacetilasa interaccionava amb NR2E3
en la seva regié C-terminal, corresponent al seu domini d’activitat deacetilasa. Per
contra, la fraccié amb I'activitat lligasa de SUMO no va poder ser detectada per ColP,
pel que es va concloure que no hi havia interaccié de la regié N-terminal amb NR2ES3.
A més, la interacci6 HDAC4 K559R (mutant catalitic de la deacetilasa) amb NR2E3
123 (mutant no sumoilable) no va variar en comparaci6é amb la seva forma WT, ja que

es van poder coimmunoprecipitar totes dues formes.

Els primers estudis que van relacionar HDAC4 amb SUMO, van descriure com la
regié N-terminal d'HDAC4 interaccionava i sumoilava el factor de transcripcié MEF2
en el seu DBD, transformant-lo aixi en un repressor transcripcional. A més, es va
descriure com la propia sumoilaci6 d'HDAC4 en K559 reprimia aquesta activitat E3

lligasa de SUMO?".

Aixf doncs, tot i que no sén totalment concloents, els resultats obtinguts allunyen la
hipotesi ’'HDAC4 com a possible lligasa de SUMO per a NR2ES3, pel que la seva
interaccié podria ser independent de la seva capacitat sumoiladora. Una interaccié que,
de totes maneres, continuaria essent rellevant per a la regulaci6 d'NR2ES3 i per a
I'expressié genica en fotoreceptors. De fet, una interaccié molt semblant va ser descrita
entre el domini DBD del factor de transcripcié NR2C1/TR2, molt semblant a NR2ES3,
1les deacetilases HDAC3 1 HDAC41%%. Aquesta interaccié provocava la deacetilacié del
factor de transcripcié, promovent aixi la seva activitat repressora, que va ser
demostrada per a altres DBDs de diversos receptors nuclears'®6. Algun fenomen

similar podria explicar la funcié fisiologica de la interacci6é entre NR2E3 i HDAC4.

2.5. INTERACCIO D’NR2E3 WT 1123 AmB CBX4

De forma no planejada a priori, la interaccié de CBX4 amb NR2E3 no va ser
demostrada per BRET, siné per mitja de l'assaig BiolD, utilitzant la construcci6
CBX4-BirA*, on es va poder obtenir NR2E3 W'T a partir de la precipitacié de les
proteines biotinilades. Per contra, la forma NR2E3 123 no va poder ser detectada, pero
atés el baix rendiment de la técnica en aquest assaig, amb molt poca eficiencia de
recuperacid, no es pot descartar totalment la interaccié6 de CBX4 amb NR2E3 123, pel

que caldria optimitzar la técnica 1 repetir-la, aixi com realitzar altres assajos
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complementaris (com podria ser el BRET). En canvi, donada l'astringencia de la
tecnica (amb 16 rentats amb 6 Wash Buffers diferents, contenint alguns 8 M urea), si

que es pot afirmar que NR2E3 WT i CBX4 interaccionen (Figura 4:8).

Considerant que CBX4 és una E3 lligasa de SUMO 1, alhora, una proteina Polycomb
(Pc) 1 repressora de la transcripcid, calen nous estudis funcionals que revelin el paper
d’aquesta interaccié en la regulaci6 d'NR2ES3 i en la fisiologia de la retina i els

fotoreceptors.

La Figura 48 sintetitza en diagrames els resultats obtinguts respecte les interaccions

d’NR2E3 WT i NR2E3 123 d’aquest treball.

DIMERIZACIO SIMILAR MATEIXA AFINITAT PER HDAC4

P @
8 .. 8,/._".
8° 8 | o =

DIFERENT AFINITAT PER PIAS3 DIFERENT AFINITAT PER CBX4

[ @ - [ )
® > P
P ® O

-uv-u

. NRZE3 WT B HDACA D CBX4
. NR2E3 123 - PIAS3

FIGURA 48. INTERACCIONS D’NR2E3. Esquema comparatiu del factor de transcripcié NR2E3 en les seves formes WT o mutada no
sumoilable (123), representant la seva interaccié dimerica, o amb les E3 lligases de SUMO HDAC4, PIAS3 i CBX4. La dimeritzacié del
factor de transcripcié va donar similar per a les dues formes, essent una interaccié molt frequient donats els alts nivells de senyal
de BRET. La nova interaccié amb HDAC4, menor en comparacid, tampoc va donar diferéncies per a les formes WT i 123. En canvi,
la interaccid ja coneguda amb PIAS3 va resultar ser menor amb NR2E3 123, segons I'estudi de BRET. Aquest efecte podria estar
passant també en la interaccié d’'NR2E3 amb CBX4, tot i que només es tenen resultats preliminars (indicat amb ?). El requadre

inferior recull la llegenda de la figura.
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2.6. ESTUDI DEL CONJUNT D’INTERACCIONS D’NR2E3 WT 1123

Tot 1 que la teécnica del BiolD és molt semblant a la immunoprecipitacié (IP), ofereix
diverses avantatges molt importants. D’'una banda, I'especificitat, que en una IP depen
sempre de la capacitat de I'anticos emprat alhora de detectar exclusivament la proteina
d’estudi. Aixo fa que es depengui alhora de la disponibilitat d'un anticos comercial, fet
que no sempre és possible. En canvi, el BiolD utilitza I'alta afinitat entre la biotina i la
streptavidina (o, alternativament, la neutravidina) per aconseguir la maxima
especificitat, major que la d’'un anticos per un epitop proteic. L'altre punt a favor és
l'astringéncia que ofereix la técnica, degut a l'elevada estabilitat de la conjugacié
covalent d'una biotina a un substrat proteic. En una IP es treballa normalment en
condicions no desnaturalitzants i poc astringents, per tal d’aconseguir precipitar les
proteines que es troben interaccionant amb la proteina d’interes, sense que aquestes se
separin. Alhora, aixo implica que les proteines han d’estar unides en el moment de
I'obtencié de la mostra, perdent aix{ altres proteines que tinguin una interaccié
dinamica 1 puntual. Per contra, el BiolD utilitza I'activitat biotiniladora de 1'enzim
BirA* fusionat a la proteina d’interes, per marcar amb biotina qualsevol proteina que
estigul interaccionant amb un radi molt proper. Encara que aquesta s’uneixi de forma
esporadica i dinamica, ja quedara modificada per biotina. A més, les condicions de
precipitaci6 de les proteines biotinilades poden ser molt astringents, ja que la biotina es

conjuga de forma covalent.

Per aquest motius es va decidir utilitzar el BiolD per a realitzar un estudi més ampli
del conjunt d’'interactors d'NR2ES3, i de les possibles conseqiiéncies de la mutacié de les
lisines sumoilables del factor de transcripcié. Per tal de treballar en un context
tisiologic real, es va decidir electroporar explants de retines de raolins PO, després de
posar a punt la técnica en cel-lules HEK293 transfectades. Desafortunadament, no es
va aconseguir obtenir uns resultats prou convincents com per enviar les mostres a
analitzar per espectrometria de masses. Un dels problemes principals va ser I'entrada
de biotina a les cél-lules dels explants de retina que, segurament a causa de la
morfologia, mida i composici6é de les membranes dels diversos tipus de neurones, sén
poc transfectables. Un altre problema va ser la baixa eficiéncia en la recuperacié6 de les
proteines biotinilades, ja que se'n perdien moltes, que no s’unien a la resina amb
neutravidina. Per tot plegat, no es va poder obtenir resultats a partir d’aquesta tecnica.
No obstant, la seva posada a punt permetra analitzar més ampliament les diferéncies en

les interaccions proteiques d'NR2E3 WT 1 NR2E3S 123, permetent la descoberta
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d’interactors comuns i diferencials, i aprofundint en la rellevancia fisiologica de la

sumoilacié d’aquest factor de transcripcié a la retina.

2.7. SumoiLACIO D’'NR2E3

Amb l'analisi de I'expressié proteica de les diferents formes mutants d’'NR2E3 per a les
seves lisines sumoilables (combinacions 1, 12, 13 i 123), obtingudes per mutagenesi
directa a partir de la seva forma W, es va observar una banda diferencial ~20 kDa
major a la d’'NR2E3 (indicada amb <). Aquesta només es detectava en els extractes
amb la construccié WT, pel que depenia necessariament de la preséncia de la primera
lisina (K185). En afegir SUMO2-HA en cotransfeccié6 amb la construccié d’'NR2E3
WT, es va observar una banda lleugerament major a 'anterior, que coincidia amb la
diferencia de pes molecular entre la proteina SUMO2 endogena i la fusionada a I'epitop
HA (indicada amb *). La IP d'NR2E3 i posterior deteccié amb a-HA, va demostrar que
la banda detectada corresponia a la conjugacié de SUMO2-HA en NR2E3. A més, una
segona banda amb un doble increment en pes (~40 kDa) va ser detectada Gnicament en
NR2E3 WT (referida com a 1). En afegir SUMO2-HA es van obtenir dues bandes
mirall superiors (bandes 2 i 3), amb una diferéncia de mida igual a la observada entre la
banda de sumoilacié endogena i la de SUMO2-HA (< i *, respectivament). No obstant,
aquestes bandes no van poder ser observades en la I[P d'NR2ES3. Per contra, cap banda
va ser detectada amb I'expressi6 de SUMO1-HA, pel que es va descartar que estigués

conjugada al factor de transcripcié.

En conclusid, el factor de transcripcié huma de fotoreceptors NR2ES3 se sumoila en la
seva lisina K185, per mitja de la conjugacié d'una proteina SUMO2 (Figura 49). Ates
que les dues bandes de monosumoilacié (I'endogena <, i la de SUMO2-HA *) tenien la
mateixa intensitat, la quantitat de SUMOZ2 (sobrexpressat en el cas de SUMO2-HA)
no deu ser l'tinic factor limitant en la sumoilacié del factor de transcripcid. Aixf,
segurament alguns components de la maquinaria de SUMO també sén essencials per a
determinar la quantitat de sumoilacié del total de proteina disponible. A més, aquesta
monosumoilacié del factor de transcripcié podria no ser la tnica modificacié amb
SUMO2, ja que les bandes de major pes observades podrien correspondre a una
disumoilaci6 d’'NR2E3 amb SUMOZ2, que tant es podria donar sobre la mateixa lisina
K185, com en combinacié d’aquesta amb K330 o K337 (Figura 49). No obstant, aquests
darrers resultats no sén concloents, pel que caldria realitzar noves aproximacions

experimentals centrades en la identificacié de formes de polisumoilacié d'NR2E3.
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Aquests resultats contradiuen els que s’havien descrit préviament, que demostraven
que la conjugacié6 d'NR2E3 es donava en forma de di- i tri-sumoilacié amb SUMO1!%7.
Els experiments realitzats van ser els mateixos que els del present treball, amb la tnica
diferencia que l'article en qiiesti6 va utilitzar la forma d’'NR2E3 de ratoli tant WT com
123. Tot i que aquest fet no justifica les discrepancies entre estudis, si que obre una

porta al debat.

SUMOILACIO D’NR2E3 AMB SUMO2
WT WT+S2-HA 123/123+52-HA
o.-@&. 3

o-@2?
@@ 1

@ *
@ <

100 kDa —— | — ‘)"d}l —

75 kDA = | — ‘ <

63 kDa =

- @@ - @ - @@

48 kDa =——

. NR2E3 WT © sumoz

. NR2E3 123 @ SUMOZ-HA

FIGURA 49. SUMOILACIO D’NR2E3. Esquema de la sumoilacié del factor de transcripcié NR2E3 per a les seves formes WT i no
sumoilable (123). Els tres requadres verticals indiquen les bandes obtingudes en I'analisi per WB dels lisats de cél-lules HEK293
transfectades amb les construccions hNR2E3 WT (WT), hNR2E3 123 (123) i SUMO2-HA (S2-HA), en diferents combinacions
indicades a la part superior. Les figures a la dreta de cada panell indiquen la forma lliure (fletxa negra), monosumoilada (< i *) o
disumoilada (1, 2 i 3) del factor de transcripcié. La monosumoilacié es dona en la lisina K185, mentre que la disumoilacié podria
ser exclusiva de K185 o en combinacié amb K330 o K337. A més, els resultats son preliminars en el cas de la disumoilacid, pel que
el model no esta confirmat (indicat amb ?). A I'esquerra de la figura s’indiquen els pesos moleculars corresponents al marcador de

pes molecular. El requadre inferior recull la llegenda de la figura.

2.8. E3 LLIGASES DE SUMO PerR NR2E3

Per tal d’estudiar el possible paper de les E3 lligases de SUMO en la conjugacié de
SUMOZ2 en NR2ES, es van cotranstectar hNR2E3 W'T, SUMO2-HA i alguna de les
tres lligases que interaccionen amb el factor de transcripci6é (CBX4, HDAC4 o PIAS3).
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No obstant, no es van poder detectar increments en les bandes de monosumoilacié
d'NR2E3, pel que es va decidir incorporar I'enzim E2 conjugador UBCY9, amb la
intensié d’'incrementar els nivells d’expressié de la maquinaria de SUMO necessaria

per a la seva conjugacié.

Contrariament al que s’esperava, es va observar una reduccié en els nivells d'NR2E3
per a les condicions amb CBX4 i HDAC4. Aquest reduccidé va ser equivalent per a la
proteina lliure i la sumoilada en el cas 'HDAC4. En canvi, la coexpressié de CBX4 va
provocar una davallada major de les formes sumoilades respecte de la forma lliure
d’NR2ES. Tenint en compte que en les transfeccions s’anivellen les quantitats de DNA
transfectat amb la construccié buida pcDNAS3, la baixada en els nivells d'NR2E3
observada amb la coexpressié de totes dues lligases no s’expliquen amb una menor
eficiéncia de transfeccid. A més, els promotors de les construccions sén constitutius 1 a
priori no depenen de factors de transcripcié introduits exogenament en l'assaig que
puguin alterar 'expressié de les proteines que hi contenen. Per aquest motiu no hi ha

una explicaci6 clara del decrement dels nivells de proteina NR2E3.

Pel que fa a la reduccié de la sumoilacié del factor de transcripcié amb I'expressié de
CBX4, es va estudiar si aquesta estava relacionada amb una menor estabilitat proteica i
un increment de la degradacié via proteasoma. Els estudis amb MG132 ho van
descartar, ja que tot i que es va incrementar la fracci6 d'NR2E3 lliure, els nivells de la
seva sumoilacié no van augmentar proporcionalment. Aixi doncs, una altra possible
explicacié seria que la interaccié de CBX4 amb NR2E3 es donés en la regié del factor
de transcripcié que conté la lisina K185, evitant aix{ la seva sumoilacié. Aquest model
explicaria també la major interaccié de CBX4 amb NR2E3 W'T que amb la seva forma
mutant 123 (resultats obtinguts del BiolD de CBX4). No obstant, cal tenir en compte
que aquests resultats només s’obtenen en la coexpressié6 amb UBC9, pel que aquest
enzim hauria d’afavorir la uni6é de la E3 lligasa de SUMO CBX4 amb el factor de
transcripcié NR2E3 W,

2.9. LocALITzACIO CEL-LULAR D’NR2E3, CBX4 1 HDAC4

L’estudi de la localitzaci6 d'NR2E3 en cél-lules transfectades no va donar diferencies
en les seves formes WT i mutant 123. En ambdés casos, el factor de transcripcié es va
localitzar majoritariament en el nucli de les cél-lules transfectades. No obstant, aquesta
localitzaci6 subnuclear va mostrar diferents intensitats 1, en ocasions, diferents

distribucions dins del nucli, més uniformes o granulades. D’altra banda, CBX4 es va
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localitzar sempre a nucli i de forma molt uniforme, mentre que HDAC4 va mostrar
diversos patrons de localitzacié subcel-lulars, citoplasmatica 1 nuclear, aquesta tltima

amb diferents distribucions.

D’aquesta manera, es van poder colocalitzar el factor de transcripcié NR2E3 WT i1
NR2E3 123 amb les lligases CBX4 i HDAC4 en el nucli de les cél-lules transfectades,

recolzant aixf les noves interaccions descrites a partir dels resultats anteriors.

L'estudi de sincronitzacié de cel-lules HEEK293 amb un doble bloqueig de timidina,
després de la seva transfeccid, va permetre localitzar el factor de transcripcié NR2ES3,
tant WT com 123, i les E3 lligases de SUMO CBX4 i1 HDAC4, en diferents fases del
cicle cel-lular. Una d’aquestes fases d’estudi va ser la mitosi (fase M), detectada gracies
al marcatge de la cromatina condensada amb PPH3. Durant aquest moment del cicle,
en el que la membrana nuclear es desintegra, es va observar una localitzacié de les
proteines d’estudi en tot el compartiment cel-lular, colocalitzant aix{ les dues formes
del factor de transcripcié6 amb cadascuna de les E3 SUMO lligases. Per contra, no es

van detectar les proteines en 'espai ocupat per la cromatina condensada.

Aix{ doncs, en fase de divisié cel-lular o mitosi, tant el factor de transcripcié NR2ES en
la seva forma W'T o no sumoilable (123), com les dues E3 lligases de SUMO, CBX4 i
HDACH4, van presentar un patr6 de localitzacié ubic en tot el compartiment cel-lular, a
excepci6 del lloc ocupat per la cromatina condensada. Segurament, atés que durant la
compactaci6 1 divisié cel-lular la transcripcié queda interrompuda, la preséncia de les
proteines d’estudi (d’'una banda, factors de transcripcid, i de 'altra, remodeladors de la
cromatina durant la transcripcié) es deuen veure expulsats del material genetic,

quedant aixi en la resta del compartiment de la cél-lula.

136



Discussio

En resum, la sumoilacié és un procés de modificacié posttraduccional rellevant a la
retina, en el que cal aprofundir per a entendre el seu paper en el complex procés de
desenvolupament 1 diferenciacié neuronal d’aquest organ tan especialitzat. D’altra
banda, I'estudi del factor de transcripcié NR2E3 ha obert més preguntes que respost
questions. El treball conclou que NR2ES és sumoilable per SUMOZ2, i que aquest
factor interacciona amb diverses E3 lligases de SUMO en un context fisiologic,
algunes d’elles possibles repressores transcripcionals. No obstant, encara cal demostrar
la rellevancia funcional d’aquestes interaccions sobre la regulacié transcripcional
diferencial en gens diana de fotoreceptors, a partir de 'estudi de la forma WT i no

sumoilable 'NR2ES3.
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Respecte I'objectiu de caracteritzar 'expressio dels gens de la via de SUMO a

retina a ratolf adult:

1. Tots els gens de la via de SUMO s’expressen a la retina de ratolf adult amb
nivells que varien, relativament entre ells, en dos ordres de magnitud.

2. Dins la via metabolica de SUMO, els gens que codifiquen les proteines de
SUMO1-38 sén els que s’expressen a nivell més elevat

8. Els gens Sael 1 Sae2 tenen nivells d’expressié equiparables, en concordanga
amb la seva funci6 heterodimerica.

4. Els gens que codifiquen les E3 lligases 1 proteases de SUMO presenten nivells
molt variables d’expressi6

5. Els nivells d'mRNA dels factors de transcripcié Crx, Nrli Nr2e3 séon més alts
en comparacié amb la maquinaria de SUMO, essent Nr/el més elevat.

6. El gen Rho té els nivells d’expressié més alts de tot I'estudi, equiparables als del
gen de referéncia Gapdh, i amb concordanga amb la seva funcié fisiologica.

7. Comparant les diferents condicions de llum/foscor, es van poder establir
patrons d’expressié diferencials per a alguns dels gens de la via de SUMO 1
alguns especifics de fotoreceptors, com ara Sael, Senp2, Rho, Cbx4, Desi1, Nr2e3
1 Sumo2.

8. L'expressi6 dels gens de la via de SUMO a la retina adulta de ratoli es va poder
localitzar al llarg de les diferents capes, amb intensitats i patrons concrets per a
cadascun dels gens. Tots ells s’expressen al segment intern (IS) dels

fotoreceptors.

Respecte l'objectiu d’estudiar la sumoilacié del factor de transcripcié retinal

NR2E3:

9. La mutaci6 de les tres lisines sumoilables del factor de transcripcié huma de
fotoreceptors NR2E3 (NR2E3 123) no alteren l'expressié, estabilitat o vida
mitjana de la proteina en comparacié amb la seva forma WT (NR2E3 WT).

10. La sumoilaci6é de la forma humana d’'NR2E3 es déna en la lisina K185 amb
SUMO2. Podria ser que aquesta conjugacié no fos Ginicament monomonerica, i
que es poguessin trobar formes de polisumoilaci6é amb SUMOZ2 o, fins i tot, en

combinacié amb SUMO1.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

La dimeritzaci6 d’'NR2ES3 no es veu afectada per la mutacié de les tres lisines
sumoilables (123).

La interacci6 de la forma mutant no sumoiable d'NR2E3 amb la E3 lligasa de
SUMO PIAS3 disminueix respecte NR2E3 WT.

A més de la interacci6 ja descrita amb PIAS3, NR2E3 interacciona amb dues
Es3 lligases de SUMO: CBX4 i HDAC4 en cultius cellulars. Podria ser que
aquesta interacci6 amb CBX4 disminuis per la mutacié de les lisines
sumoilables, fet que no es déna en el cas ' HDAC4.

NR2E3 interacciona amb HDAC4 a la retina adulta de ratoli.

L’expressié exogena d' NR2E3, CBX4 1 'enzim E2 conjugador UBC9 provoca
una disminucié de la fracci6 monosumoilada amb SUMO2 del factor de
transcripcio.

Les formes d'NR2E3 WT i mutant per a les tres lisines sumoilables no
presenten diferéncies de localitzacié subcel-lular, eminentment nuclear en tots
dos casos.

L'expressi6 d'NR2E3 colocalitza en el nucli amb CBX4 1 HDAC4. Aquestes
localitzacions varien depenent del moment del cicle cel-lular.

Durant la fase de divisi6 cel-lular, o mitosi, NR2E3 comparteix localitzacié amb
CBX4 1 HDAC4, en tot el compartiment cel-lular excloent la cromatina

condensada.
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MRNA expression analysis of the SUMO pathway genes in the

adult mouse retina

Victor Abad-Morales’, Elena B. Doménech', Alejandro Garanto'* and Gemma Marfany

ABSTRACT

Sumoylation is a reversible post-translational modification that
regulates different cellular processes by conjugation/deconjugation
of SUMO moieties to target proteins. Most work on the functional
relevance of SUMO has focused on cell cycle, DNA repair and cancer
in cultured cells, but data on the inter-dependence of separate
components of the SUMO pathway in highly specialized tissues,
such as the retina, is still scanty. Nonetheless, several retinal
transcription factors (TFs) relevant for cone and rod fate, as well as
some circadian rhythm regulators, are regulated by sumoylation.
Here we present a comprehensive survey of SUMO pathway gene
expression in the murine retina by quantitative RT-PCR and in situ
hybridization (ISH). The mRNA expression levels were quantified in
retinas obtained under four different light/dark conditions, revealing
distinct levels of gene expression. In addition, a SUMO pathway
retinal gene atlas based on the mRNA expression pattern was drawn.
Although most genes are ubiquitously expressed, some patterns
could be defined in a first step to determine its biological significance
and interdependence. The wide expression of the SUMO pathway
genes, the ftranscriptional response under several light/dark
conditions, and the diversity of expression patterns in different cell
layers clearly support sumoylation as a relevant post-translational
modification in the retina. This expression atlas intends to be a
reference framework for retinal researchers and to depict a more
comprehensive view of the SUMO-regulated processes in the retina.

KEY WORDS: SUMO, sumoylation, In situ hybridization,
mRNA expression levels, retina, light cycle

INTRODUCTION

Sumoylation, the covalent conjugation of a small ubiquitin-like
modifier (SUMO) to a target protein, is a cell signalling
mechanism involved in the regulation of essential cellular and
developmental processes such as nucleus-cytoplasm shuttling,
apoptosis or transcription (Hayashi et al., 2002; Pichler and
Melchior, 2002; Seufert et al., 1995; Wilson and Rangasamy,
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2001). This posttranslational reversible process conjugates
SUMO by forming an isopeptide bond between the SUMO C-
terminus glycine residue and a lysine residue within a consensus
motif of the target substrate (Sampson et al., 2001), although non-
consensus motif attachments have also been reported (Wilkinson
and Henley, 2010).

In mammals there are four SUMO paralogues (SUMOI1 to
SUMO4). SUMO2 and SUMO3 are almost identical (they differ
from each other by only three N-terminal residues), and are able
to form chains on substrate proteins through internal lysine
residues (Tatham et al., 2001). Contrarily, SUMOL1 is attached as
a monomer, or acts as a chain terminator on SUMO2/3 polymers
(Matic et al., 2008; Okura et al., 1996; Tatham et al., 2001).
Finally, SUMO4 isoform has been predicted from genomic data
but has not been identified in vivo yet (Wei et al., 2008).

Briefly, sumoylation starts with an inactive SUMO precursor
that is cleaved at the C-terminus by a SENP (sentrin/SUMO-
specific protease) enzyme. The EI ligase, consisting of a
heterodimer of SAEl (SUMO-activating enzyme El) and
SAE2, activates the SUMO cleaved peptide in an ATP-
dependent manner, and transfers it to the active site of UBC9
(ubiquitin-conjugating 9), the unique E2 ligase. This modified
UBC9 can directly conjugate SUMO to the consensus
sumoylation motif on a target protein, although usually it
interacts with an E3 ligase, which will then recognize the final
substrate. The E3 ligases act as scaffolds bringing together the
SUMO-loaded UBC9 with the target proteins and allowing the
conjugation (Flotho and Melchior, 2013). So far, up to 15
different E3 ligases have been identified in mammal genomes
(Wilkinson and Henley, 2010). SUMO deconjugation is
performed by a family of cysteine proteases, generically named
as SENPs. Six SENP members were first described (Wilkinson
and Henley, 2010) and very recently three new members, DESI|,
DESI2 and USPL1, have been added to the group of SUMO
deconjugating enzymes (Schulz et al., 2012; Shin et al., 2012).

The attachment of SUMO moieties to their substrate targets
regulates many relevant physiological processes by modulating
enzyme activity, activating transcription factors (TFs), shifting
protein subcellular localizations, and eventually, determining
their substrate fate. Therefore, a detailed expression map of the
genes involved in the metabolism of SUMO is fundamental to
understand the cellular role of this small peptide in any tissue.
Several groups have previously studied the expression levels of
some SUMO metabolism enzymes, particularly in neural tissues,
and several E3 ligases related to the regulation of
neurotransmitter receptors have been shown to be expressed in
the retina (Diitting et al., 2011). Global transcriptome analysis by
microarray and next generation sequencing have been also
reported for the developing mouse retina, mainly focused on
the expression differences in comparison with mutant defective
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strains (Blackshaw et al., 2004; Brooks et al., 2011). However, no
exhaustive and comprehensive analysis has been reported for the
SUMO pathway genes in the retina to date. On the other hand,
several regulatory circadian rhythm genes, as well as transcription
factors (TFs) relevant for cone and rod differentiation, such as
NR2E3 and NRL, are regulated by sumoylation (Onishi et al.,
2009; Roger et al., 2010; Wright et al., 2004), indicating that the
SUMO pathway is important in retinal physiological function.
Other examples of the SUMO regulatory roles in vision are
illustrated by the fact that mutations in the dual Ubiquitin/SUMO
E3 ligase TOPORS gene cause retinitis pigmentosa in human
(Chakarova et al., 2007) (RetNet, http://www.sph.uth.tmc.edu/
RetNet/); and the SUMO ligases HDAC4 and TLS have been also
involved in photoreceptor survival or apoptosis (Chen and Cepko,
2009; Chen et al., 2011). These cases are probably the tip of the
iceberg concerning the function of SUMO in retina.

In this context, we aimed to analyze the mRNA levels and spatial
expression pattern of the complete list of SUMO and SUMO
pathway enzymes in the mouse retina, as a means to provide an
expression atlas, a reference framework for researchers working in
retinal diseases and/or SUMO enzymes. This expression map will
give useful clues on the function of SUMO during retinal
development and physiology, retinal response to light and
oxidative stress and the regulation of the retinal circadian clock
genes as well as pinpoint new candidate genes for visual disorders.

MATERIALS AND METHODS

Ethics statement

All procedures in mice were performed according to the ARVO statement
for the use of animals in ophthalmic and vision research, as well as the
regulations of the Animal Care facilities (Estabulari de la Facultat de
Farmacia) at the Universitat de Barcelona (UB). All procedures were
evaluated and approved by the Animal Research Ethics Committee
(Comité Etic d’Experimentacio Animal, CEEA) of the UB (Permit
numbers from the Generalitat de Catalunya DAAM 6562 and 7185).

Animal handling, tissue dissection and preparation of samples
Murine retina samples were obtained from P60 C57BL/6J animals.
Animals were euthanized by cervical dislocation (with all efforts made to
minimize animal suffering) at four different time points and light
conditions (as specified in Fig. 1) and retinas were dissected and
immediately frozen. Housing under 12:12 h light/dark cycle (LD) is
usually considered normal conditions. For conditions 1 and 4, animals
were kept in the dark and their retinas were collected in a dark chamber
with dim red light, as mice lack the opsins capable to detect this
wavelength (L-cones). For in situ hybridization, retinas were obtained
from animals reared under normal LD cycle and after 6 h of exposition to
light (condition 3 of Fig. 1A), collected and treated as described
elsewhere (Garanto et al., 2012).

RNA extraction and cDNA generation

For each of the four conditions, three independent samples were analyzed,
and each sample contained three frozen retinas (of two different animals).
Thus, per condition, nine retinas were analyzed in a total of three different
samples. The retinas were homogenized using a Polytron PT1200E
homogenizer (Kinematica, AG, Lucerne, Switzerland). For total RNA
extraction, the High Pure RNA Tissue Kit (Roche Diagnostics,
Indianapolis, IN) was used, following the manufacturer’s instructions
with minor modifications (longer treatment with DNAsel). Reverse
transcription reactions were carried out using the gScript™ cDNA
Synthesis Kit (Quanta BioSciences, Inc., Gaithersburg, MD).

qRT-PCR
Quantitative reverse transcription PCR was performed using the
LightCycler® 480 SYBR Green I Master and a LightCycler® 480

Multiwell Plate 384 (Roche Applied Science) in a final reaction volume
of 10 ul. Raw data were analyzed with the LightCycler® 480 software
using the Advanced Relative Quantification method. Gapdh expression
was used to normalize the levels of expression. Rho and Cerkl were
considered as reference genes with high and low levels of expression in
the mouse retina, respectively. Given that RT-PCR is a very sensitive
technique, three technical replicates of the same sample were performed
for each gene to minimize procedure errors. The specific gene primers
used are listed in supplementary material Table S1. The error bars
correspond to the s.d. of the expression levels detected in the three
biological samples, depicted in Fig. 1B,C. After testing for equal s.d. and
normal distribution in the different conditions (Bartlett and Shapiro Wilk
tests, respectively), a multiple comparison analysis of the means in the
different conditions was performed using a Tukey-Kramer test to assess
statistical significance.

In situ hybridization

For in situ hybridization, cDNA fragments (400-500 bp) of each gene
were subcloned into pGEM-T® Easy Vector (Promega), and sense/
antisense riboprobes were generated from the flanking T7 or SP6
RNApol promoters. Eighteen micrometre sections were recovered on
either custom made poly-lysine covered slides, or commercial Superfrost
Plus glass slides (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA), dried 1 h
at RT, rinsed three times for 10 min with phosphate-buffered saline
(PBS), treated with 2 pug/ml proteinase K for 15 min at 37°C, washed
twice for 5 min with PBS, and postfixed with 4% PFA. Acetylation with
0.1 M triethanolamine-HCIl (pH 8.0) containing first 0.25%, and then
0.5% acetic anhydride, was performed for 5 min each. Hybridization was
carried out overnight at 55°C with digoxigenin-labeled riboprobes (2 pug/
ml ) in 50% formamide, 1 xDenhardt’s solution, 10% dextran-sulfate, 0.9
M NaCl, 100 mM Tris-HCI (pH 8.0), 5 mM EDTA (pH 8.0), 10 mM
NaH,PO,, and 1 mg/ml yeast tRNA.

After hybridization, slides were washed in 2x SSC for 20 min at 55°C,
equilibrated in NTE (0.5 M NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8.0, 5 mM
EDTA) at 37°C, and then treated with 10 pg/ml RNase A in NTE at 37°C
for 30 min. Subsequently, sections were washed at 37°C in NTE for
15 min, twice in 2x SSC and 0.2x SSC for 15 min each, equilibrated in
Buffer 1 (100 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl), and blocked in
Blocking Buffer (1% BSA and 0.1% Triton X-100 in buffer 1) for 1 h.
An anti-digoxigenin-AP conjugate antibody (1:1000; Roche Diagnostics,
Indianapolis, IN) in Blocking Buffer was incubated overnight at 4°C.
Sections were then washed twice in Buffer 1 for 15 min, Buffer 2
(100 mM Tris-HCI pH 9.5, 150 mM NaCl), and Buffer 2 supplemented
with 50 mM MgCl, for 5 min each, prior to exposure to BM Purple AP
Substrate (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN). Reactions were stopped
by washing in 1x PBS. Sections were cover-slipped with Fluoprep
(Biomérieux, France) and photographed using a Leica DFC Camera
connected to a Leica DM IL optic microscope (Leica Microsystems,
Germany).

Retinal explants

Freshly enucleated eyes from mice were manipulated in Leibovitz L15
media, and the retinas were dissected from the pigmented epithelium and
other ocular structures. Careful cuts at the edges were performed to
flatten the tissue and each retina was separately placed with the
photoreceptors upside in a 6 well plate with Neurobasal media (plus 1%
penicillin/streptomycin, 2% L-glutamine, 7.46% glucose, 16.66%
NaH,CO3, 2% B27) on top of a 0.4 um transwell membrane (30 mm
Diameter, Millicell®Cell Culture Inserts). All retinas were kept overnight
at 37°C and 5% CO, in the dark. One retina from each individual (n=6)
was exposed to light for 1.5 h while the other remained in the dark
(conditions 2 and 1, respectively). After the treatment, all retina explants
were individually frozen in liquid nitrogen.

Protein lysates and immunodetection by western blot

Each retinal explant was separately homogenized in RIPA buffer
(Desoxycolate 0.25% w/v, NP40 1% v/v, Tris pH 7.5 1 M, EDTA
500 mM, NaCl 5 M and protease inhibitor). Protein lysates were loaded
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Fig. 1. Quantitative relative expression of genes encoding SUMO substrates, SUMO metabolism and other retinal enzymes in the mouse retina.
(A) Scheme showing the four conditions of light/dark cycle (grey versus light blocks, respectively) plus the timing of the retinas dissection, which is indicated by
an arrowhead: condition 1 (dark grey) — last dark phase lengthened by 3 h (retinas obtained in the dark); condition 2 (light grey) — last dark phase lengthened by
1.5 h plus 1.5 h of exposition to light (retinas obtained under light); condition 3 (white) — retinas obtained in normal light/dark cycle after 6 h of exposition to
light; condition 4 (black) — retinas obtained in normal light/dark cycle after 2 h of exposition to dark. (B) Transcriptional levels of SUMO substrate and SUMO
metabolism enzyme genes. Levels are obtained as a ratio with Gapdh expression (used for normalization) per 10%. (C) Transcriptional levels of some relevant
retinal genes. Rhodopsin levels (right panel) are as high as Gapdh, and the ratio is directly represented, whereas the ratio of transcription factors (left
panel) is multiplied per 10%, as in B. All bars in B and C are coloured indicating the condition under which the retinas were obtained (as explained in A). Three
independent retinal cDNA samples (each sample containing 3 different retinas) were analyzed for each of the four conditions. Thus, per each condition 9 retinas
from at least 5 different animals and divided in three different samples, were used. Gene expression values are the average of these three samples per
condition, and the s.d. bars indicated the variability of expression in the different individuals. The Tukey-Kramer test was used for the multiple comparisons of the
condition means. Asterisks (*, ** or ***) show a statistical significant variation (p<<0.05, p<<0.01 or p<0.001, respectively). The units of expression are directly
comparable among genes, except for Rho.

on 10-12.5% SDS-PAGE gels, transferred onto PVDF membranes and
blocked with 5% BSA in PBST for 1 h. Primary antibodies (1:500
dilution) against TLS (Biorbyt, Cambridge, UK), CRX (Abnova, Taiwan)
and NR2E3 (Abcam, Cambridge, UK) were incubated overnight at 4°C,
and then with secondary antibodies (dilution 1:2000) for 1 h. For
normalization and quantification, immunodetection (dilution 1:1000)
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against either GAPDH (Abcam, Cambridge, UK) or a-Tubulin (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) were used. The Image] software (http://image;j.
nih.gov/ij/) was used for quantification of the bands, followed by
statistical analysis according to a Student’s t-test applied after testing for
equal s.d. and normal distribution (Bartlett and Shapiro-Wilk tests,
respectively).
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RESULTS

Expression levels of SUMO and SUMO pathway enzymes in
the mouse retina

Given that mouse is one of the animal models of choice to study
the retina, and that the human SUMO pathway genes have
orthologues in mouse, we aimed to assess the relative mRNA
expression levels of all known SUMO metabolism enzymes and
provide a preliminary map of their expression pattern in the adult
murine retina. Considering that the SUMO pathway is relevant
for the regulation of the circadian rhythm, we also addressed
whether exposure to light or to darkness caused a transcriptional
effect (induction or repression) in the genes of this pathway. We
analyzed three independent retinal samples per condition and
each sample contained three retinas from different P60 mice
reared in 12:12 h LD. In total, per each condition we used 9
retinas from at least 5 different animals, divided in three different
samples. The four conditions considered were (Fig. 1A) namely:
condition 1 — after 15 h of dark phase (in normal conditions the
animals would already have been exposed to daylight for 3 h);
condition 2 — after 13.5 h of dark phase followed by 1.5 h of light
(to detect quick transcriptional activation/inhibition peaks due to
light exposition and compare directly with the previous case);
condition 3 — in normal daylight phase (after 6 h of daylight), and
finally, condition 4 — in normal dark phase (after 2 h of darkness,
to detect transcriptional activation/inhibition due to darkness
exposure or darkness circadian phase). In order to distinguish
differences in gene expression due to direct light exposition from
those generated by circadian rhythmicity, we compared retinas
obtained at the same time of the day, after 1.5h of light
exposition (condition 2) compared to the retinas obtained in
sibling mice kept during all this time in the dark after the night
cycle (condition 1). In these circumstances, any gene whose
expression appears modified in the light versus the dark
(condition 2 compared to 1) might reflect the effect of light
exposition irrespective of the circadian rhythm (which will be the
same for the retinas in these two conditions). Conditions 3 and 4
were considered as normal light/dark cycle time-points to
illustrate transcriptional values under circadian rhythmicity.

Quantitative RT-PCRs were performed to assess the expression
levels for the analysis of 30 genes (the designed primer pairs are
listed in supplementary material Table 1), including the reported
SUMO El, E2, E3 ligases and proteases, plus the SUMO
substrates (Fig. 1B). Moreover, we also analyzed a highly
expressed retinal gene that has been reported to show circadian
rhythmicity (Rho) (von Schantz et al., 1999), plus three
transcription factors that are relevant for cone-rod fate and
function and might be sensitive to light/dark conditions (Fig. 1C).
Two relevant genes involved in retinal dystrophies, the previously
mentioned Rho and Cerkl, were also included as internal
reference threshold values for high and low levels of gene
expression in the retina, respectively.

All the values were normalized with respect to the expression
of Gapdh and multiplied per 10* (except for Rho, which is
expressed four to five orders of magnitude higher), and thus, the
relative values of expression can be directly compared. Fig. 1
shows the mean value and the s.d. of three different biological
samples per gene and condition, where each sample contained at
least 3 retinas. Per gene and sample, every value was obtained by
triplicate (average of three technical replicates) to increase data
robustness.

The three genes encoding the SUMO1, SUMO2 and SUMO3
substrates were highly expressed. Notably, the gene for the only

E2 enzyme (Ubc9) was more highly expressed than the genes
coding for the two components of the El ligase heterodimer
(Sael and Sae?). Taken together, the group of E3 ligases and
SUMO proteases showed a higher variability in the levels of
expression. The most highly expressed E3 ligase gene was Tls, in
contrast to the basal expression of Egr2 (around two orders of
magnitude lower). Among the deconjugating enzymes, Desil was
the most highly expressed, whereas Senpl and Senp5 showed low
levels of expression. Concerning the analysis of relevant retinal
genes, Rho was the most highly expressed, directly comparable to
Gapdh, followed by Nrl and finally Nr2e3 and Crx.

Although most of the gene transcription levels remained
unaltered in the different light/dark conditions, a few of them
were consistently and significantly altered. As shown in Fig. 2,
Sael, Senp2 and Rho (pattern I) showed a quick activation peak
when exposed to light (condition 1 versus 2) sustained during the
light and early dark phase (conditions 3 and 4). Similarly, Cbx4
and Desil (pattern II) had a constant increase of expression from
condition 1 to 4. The retinal transcription factor Nr2e3 (pattern
IIT) showed a sharp peak in response to light exposition
(condition 2) that steadily decreased to the initial levels
(condition 4 and 1). Finally, the expression of Sumo2 (pattern
IV) increased during daylight (third condition) and was slightly
lower in the rest of conditions. Although some other behaviour
patterns could be observed, the expression values were too
variable to be statistically significant (e.g. Crx showed a lower
transcript level in condition 1 for some samples compared to the
rest of conditions, suggesting transcriptional activation when
exposed to light).

Spatial expression pattern of the SUMO pathway genes

In order to localize the expression of SUMO substrates and
enzymes in the mouse retina, we resorted to in situ hybridization
as a means to obtain a comprehensive atlas of expression
irrespective of the availability of specific and sensitive
commercial antibodies for all the set of proteins. Antisense
riboprobes (with their corresponding sense riboprobes) were
generated for each gene and hybridized on adult (P60) retinal
sections obtained during light time (condition 3 of Fig. 1A).
Rhodopsin, a highly expressed gene in the inner segment (IN) of
rod photoreceptors, was used as a positive control. For each gene,
the ISH of antisense and sense (negative control) riboprobes were
processed in parallel so that the signal obtained was considered

Pattern || 11 111 v
Genes Sael Chx4 Nr2e3 Sumo2
Senp2 Desil
Rho

Fig. 2. Classification of the SUMO-pathway and other retinal genes
according to their pattern of expression activation/inhibition in mouse
under several light-dark conditions. Some SUMO metabolism and other
relevant retinal genes were grouped with statistical significance by the
similarity in their patterns of expression, according to the gRT-PCR. Note that
the first three patterns show an activation by light exposition (condition 1
versus 2) that is further increased (I), maintained (Il) or decreased (lll) in the
following conditions (3 and 4), while pattern IV showed an isolated increase
in the third condition. Histogram colouring is as in Fig. 1.
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specific for the mRNA localization of every assayed gene, and
the relative intensity of the mRNA detection within the same
retina for each gene is comparable. Representative in situ
hybridization images for all the genes are shown in Fig. 3. In
addition, a qualitative schematic summary of the mRNA
localization data per layer and gene, grouped by expression
pattern, is shown in Fig. 4.

The expression of Sumol, Sumo2 and Sumo3 was rather
ubiquitous, although some differences could be observed. Sumol
was highly expressed in the photoreceptors inner segment and in
the plexiform layers, and not detected in the GCL, where Sumo2
showed a high signal; while Sumo3 expression was not detected
in the nuclear layers. Consistent with their instrumental function
in the SUMO pathway, the E1 ligase genes, Sael and Sae2, and
the unique E2 Ubc9 shared a similar ubiquitous pattern, although
Ubc9 showed a stronger signal in the GCL.

Not unexpectedly, the proteases and E3 ligases showed a wide
variety of expression patterns (Figs 3 and 4). The inner segment
of photoreceptors showed expression signal for all genes. The
signal is particularly high for Cbx4, Desi2, Mull, Piasl, Pias4,
Rasd2, Senp1 Senp7, Tls and Uspll. Notably, both outer and inner
nuclear layers showed a very similar pattern of hybridization, and
perinuclear signal was observed for most genes. Pias!, Senp6 and
Senp7 produced a stronger signal in both ONL and INL, whereas
Tls only did in the INL. On the contrary, Pias2 and RanBP2
produce nearly undetectable signal in both nuclear layers.
Remarkably, high mRNA localization signal for most genes
was observed in the two plexiform layers, particularly in the outer
plexiform layer, in clear contrast with the corresponding sense
riboprobes (negative controls). Of note, the GCL rendered a very
distinctive pattern of mRNA hybridization, in clear contrast to
that observed in the photoreceptor inner segment. The GCL
showed high expression of Cbx4, Hdac4, Pias3, Senp2, Senp6,
Tls and Topors, whereas no — or weak — signal was observed for
Mms21, Pias2, Pias4, RanBP2, Rasd2 and Senp3.

Considering the pattern produced per genes (Fig. 4), Pias2 and
RanBP2 mRNA localization was extremely weak in the retina
layers with a significant number of nuclei (ONL, INL, GCL). TIs
mRNA followed a unique pattern and was strongly expressed and
localized in the photoreceptors (inner segment), the INL and GCL
(Figs 3 and 4). Finally, it might be relevant to note that Senp?2
mRNA was localized nuclearly/perinuclearly in some cells at the
GCL, a localization that was not observed for any other SUMO-
pathway gene mRNA (see black arrows in amplified section in
Fig. 3). We selected several genes to perform in situ
hybridizations in mouse retinas obtained in conditions 1 (dark)
and 2 (exposure to light) to compare them with those obtained in
condition 3 (light). No detectable changes in the mRNA
localization in the retinal cell layers were apparent for the
tested genes (data not shown).

Differential gene expression induced by light exposition

To further investigate the possible effect of light induction in
gene expression, retinal explants from several individuals were
performed, in which after the night cycle one of the retinas
remained in the dark (condition 1) while the other was exposed to
light for 1.5 h (condition 2). The lysates from the two retinas per
animal were electrophoresed and immunodetected simultaneously
for direct comparison. The protein levels of TLS (the most highly
expressed gene of the SUMO pathway) as well as the
transcription factors CRX and NR2E3, which showed a
transcriptional activation after light exposition by gqRT-PCR,
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were analyzed (Fig. 5A). Note that these three proteins produce at
least one weak mirror band of higher molecular weight size when
immunodetected by Western blot, compatible with post-
translational modifications, such as sumoylation (arrowheads in
Fig. 5A). In fact, sumoylation of NR2E3 has already been
reported (Onishi et al., 2009).

According to our results in retinal explants (n=6 animals), the
protein levels of CRX and NR2E3 were different in the dark and
light conditions. Remarkably, CRX levels were 1.5 fold higher in
the light and NR2E3, 1.8 fold (statistical significance of p<<0.05
and p<<0.01 respectively). TLS instead showed a high variability
in the protein expression levels, but no statistically significant
differences were found comparing the explants in the two
conditions (Fig. 5B). The fold values obtained from comparing
the protein levels in the explants of light and dark per animal
were also consistent with these results (Fig. 5C), pointing to light
induction.

DISCUSSION

Most work on the functional relevance of SUMO has focused on
cell cycle, DNA repair and cancer in cultured cells, and data on
the inter-dependence of separate components of the SUMO
pathway in highly specialized tissues are largely absent.
Therefore, reports on the relevance of SUMO in retina are
scanty and most of the published findings relate to sumoylation of
particular substrates, such as TFs, neurotransmitter receptors or
circadian clock regulators. Thus, a systematic descriptive analysis
of the SUMO metabolism gene expression in the retina was
missing. The present work aims to fill this void, and by reporting
mRNA expression profiles and localization in the different adult
mouse retinal layers — under four different conditions at several
times of the light/dark cycle — provide a useful picture in which to
locate the modifier of a protein of interest concerning the
complex circuitry of the vision process.

The gRT-PCR detected the expression of all the SUMO
substrates and enzymes in the mouse retina. As expected, the
genes encoding the substrates, SUMOI to 3, showed high
expression levels due to their central role in sumoylation. The
genes coding for the two E1 ligases, Sael and Sae2, known to act
as a heterodimer, were comparably expressed; and UbcY,
encoding the unique E2 conjugating enzyme, showed one of the
highest levels of expression among the analyzed genes. The wide
expression range for SUMO E3 ligases and proteases suggest
different retinal roles/relevance, as these enzymes display target
specificity and in most cases, non-redundancy. The least and the
highest expressed SUMO pathway genes were among the E3
ligases: Egr2 (also known as the transcription factor Krox20) and
Tls, respectively (approximately 3 orders of magnitude difference
in mRNA expression levels, arbitrary units, Fig. 1B). In this
context, it is worth noting that 7ls (one of the genes causing
amyotrophic lateral sclerosis in human) had been already the
focus of previous works in the retina, given that its
overexpression led to progressive photoreceptor degeneration in
Drosophila (Chen et al., 2011), and that TLS is involved in the
regulation of the receptor of the NMDA neurotransmitter in rat
ganglion retinal cells (Selamat et al., 2009). Other genes
previously reported to play relevant roles in this tissue showed
comparable medium-low level of expression: Hdca4, a promoter
of retinal cells survival (Chen and Cepko, 2009); Topors, a
causative gene of retinitis pigmentosa in humans (Chakarova
et al.,, 2007), and Pias3, encoding the SUMO E3 ligase that
regulates the repressor function of NR2E3 in mouse cone genes
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Fig. 3. In situ hybridization on murine retina cryosections of the genes
encoding SUMO substrates and SUMO E1, E2, and E3 ligases, and
proteases. Representative images obtained after the in situ hybridization of
Antisense (AS) and Sense (S) digoxigenin-labelled riboprobes, stained for
the same period of time per each gene. Antisense riboprobes reflect the
pattern of gene expression, whereas the sense probes are the corresponding
negative controls. The antisense Rhodopsin probe, which strongly labels the
inner photoreceptor segment, was used as a positive control for the

assay. RPE, Retinal Pigment epithelium; PhR, Photoreceptor cell layer; ONL,
outer nuclear layer; OPL, Outer plexiform layer; INL, Inner nuclear layer, IPL,
inner plexiform layer; GCL, ganglion cell layer. The boxed region at the
bottom right is an amplification of the Senp2 in situ hybridization at the GCL
level. The black arrowheads indicate nuclear/perinuclear mRNA localization.

(Onishi et al., 2009). Finally, the SUMO proteases were more
homogeneously expressed, with differences in expression not
larger than one order of magnitude. Notably, the more highly
expressed proteases corresponded to two newly incorporated
genes, Desil and Desi2 (Shin et al., 2012), indicating that their
function might be important in the retina.

Focusing on the three TFs relevant for photoreceptor fate, their
levels of expression were higher than the genes of the SUMO
pathway, probably due to their central role in regulating genes for
photoreceptor function and maintenance. Crx and Nr2e3 showed
similar levels of expression, whereas Nrl (one of the genes
controlling rod fate) was the most highly expressed (around ten
folds the expression of Crx), consistent with the high number of
rods in the murine retina.

Gene expression in the mouse retina had been previously
profiled either during embryonic and postnatal retinal

PIASL

development using serial analysis of gene expression (SAGE)
and microarrays (Blackshaw et al., 2004), or comparing the
retinal transcriptome of wild-type and Nr/~'~ mice by next
generation sequencing (NGS) (Brooks et al., 2011). These reports
focused on the identification of upregulated or downregulated
genes during these processes or genetic conditions and, except for
Piasl and Pias3 during retinal development, no SUMO pathway
gene showed any major difference in its expression. These
apparent stasis may be explained by maintenance of the
transcription levels during retinal development for most of the
SUMO pathway enzymes, or probably, that subtle differences
(less than two fold, for instance) might be missed in high-
throughput analysis due to very stringent cut-off values, and
might stand out in smaller scale and more targeted transcriptional
studies, such as the work presented here. Indeed, the regulation of
SUMO genes function might also rely on mechanisms other than
transcription, such as protein stability or activity regulation by
post-translational modifications (e.g. many SUMO pathway
enzymes show retroactive and crosstalk regulation by SUMO
and ubiquitin (Denuc and Marfany, 2010)).

When focusing on the expression in the four different light/
dark conditions, SUMO machinery seemed to remain mainly
unaltered. Only Sumo?2, Sael, Cbx4, Desil and Senp2 showed
statistical significant differences in the expression levels in some
of the four conditions. SAE1 is known to act as a heterodimer
together with SAE2, and the induction of Sael observed after
light exposition might reflect a different regulation for these two
genes. In the entire set of ligase genes only Cbx4 showed
significant variations, with maximum level of transcription at

Fig. 4. Summarized graphic representation of the
mRNA pattern of the SUMO pathway genes as
revealed by in situ hybridization on murine retina

SENP7
DESI2
MUL1
SAE2
SENP1
PIAS4
sumo1l
CBX4

cryosections. Colour intensity in this figure reflects in
situ hybridization signal intensity per each gene by direct
comparison of the signal rendered in different layers in
the same retinal preparation. Intensities are not directly
comparable among different genes, as each in situ
hybridization required different incubation times. For
each gene, sense (negative control) and antisense
riboprobes were always processed in parallel and
following the same incubation times. This graphic
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nuclear layer; OPL, Outer plexiform layer; INL, Inner
nuclear layer, IPL, inner plexiform layer; GCL, ganglion
cell layer.
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Fig. 5. Inmunodetection of several proteins in retinal explants under dark or light conditions. (A) Western blots of TLS, CRX, and NR2E3 in retinal
explants of single individuals in which one retina was maintained in the dark (D, condition 1), while the other counterpart was exposed to light for 90 min after
dark (L, condition 2). This is a representative image of n=6. Immunodetection of GAPDH or a-tubulin was used as a normalization control. Arrowheads indicate
higher molecular weight bands compatible with post-translational modifications, such as sumoylation. (B) Protein level quantification of the retinal explants

in dark (1) and light (2) conditions (dark and light grey, respectively). Bars indicate s.d. (n=6). Fold-induction is in arbitrary units, considering the mean value of
the protein level in the dark as 1. Statistical significance is indicated by * (p<0.05) and ** (p<<0.01) according to a Student’s t-test, assuming normality (after
Bartlett and Shapiro-Wilk tests). (C) Fold induction of the protein expression levels between the light vs dark conditions in the retinal explants from the
same animal. For each pair of explants, the expression level in the dark was arbitrarily considered as the unity to allow direct comparison.

night (condition 4), while in the protease group, formed by fewer
genes, Desil and Senp2 were the only ones to show differential
expression levels in light versus dark conditions. In summary,
four different patterns of expression emerged. One possible
explanation for these results would be that sumoylation as a
posttranslational modification could be regulating (or regulated
by) the response to light exposition.

As the analyzed TFs are direct transcriptional regulators of
downstream target genes, the differences in expression due to
light exposition might be relevant. A small increase or decrease in
their mRNA and protein levels, even their interaction in
activating or inhibiting complexes might cause a significant
cascade effect for the physiology of the retina. In this context, it is
worth noting that the increase in mRNA levels after light
exposition has been confirmed for Crx and Nr2e3 by their protein
relative levels in retinal explants. The differences in transcription
were amplified in both cases at the protein level (for instance
Nr2e3 transcript levels were increased 1.4 fold when comparing
condition 2 (light) to 1 (dark), while the protein levels were 1.8
fold higher). On the other hand, no apparent difference in the
sumoylation state of the protein NR2E3 could be observed
between these two conditions. Further work may reveal the
relevance of this increase of expression when the retinas are
exposed to light. Finally, Rho (whose expression is regulated by
the above transcription factors) follows circadian rhythmicity and
has been reported to show a sharp transcriptional peak at the
starting time of the dark phase (von Schantz et al., 1999).
Conditions 3 and 4 in this work overlapped this exact timing and
did not exactly coincide with this sharp transcriptional induction.
We cannot discard that a similar sharp transcriptional response
during daily light/dark cycling went undetected by our analysis in
any of the studied genes.

Concerning mRNA localization, in situ hybridization is not a
direct quantitative assay, nonetheless several signal intensities
(high, low and non-detectable signal) were visible for each gene

in the retinal layers (Fig. 4). Most genes showed a ubiquitous
signal, including plexiform and nuclear layers, pointing to a basal
function in most cells. Notably, all the analyzed genes were
expressed in photoreceptors, and the mRNA mainly localized in
the inner segment, where most of the translational machinery
resides. More remarkable was the detection of high levels of
mRNA expression in the plexiform layers, pointing to localization
in the synaptic processes and buds (the low resolution of in situ
hybridization did not allow a more accurate assignment). Although
these results should be with some caution until further work refine
this localization and its physiological relevance, there are
increasing evidences of specific mRNA localization along the
axons and in the synapses, forming ribonucleoprotein complexes
(RNPs, P-bodies, stress granules, etc.) (Liu-Yesucevitz et al.,
2011). The E3 ligase Pias3 is one of the few SUMO pathway genes
previously studied in the retina, and previous reports detected high
Pias3 mRNA expression in developing photoreceptors whereas the
signal seemed to decrease in the adult retina (Blackshaw et al.,
2004). On the other hand, other reports detected the PIAS3 protein
in the GCL and in the photoreceptor outer segment in the mature
retina (Diitting et al., 2011), in accordance to its role as a NR2E3
regulator. In this work, we also detected Pias3 mRNA in the adult
retina (P60) throughout all retinal layers but more strongly at the
GCL (Figs 3 and 4).

In summary, the wide expression of the SUMO pathway genes
and the diversity of detected expression patterns in the different
retinal cell layers and light/dark conditions in mouse — added to
other previous reports on particular genes and targets — clearly
supports sumoylation as a relevant post-translational modification
in this tissue. Since one of the emerging concepts is the
requirement for simultaneous SUMO conjugation/deconjugation
of multiple protein targets involved in the same biological
process, within dynamic post-translational complexes (Flotho and
Melchior, 2013; Psakhye and Jentsch, 2012), this mRNA
expression atlas intends to be a reference framework for retinal
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researchers and may contribute to depict a more comprehensive
view of the SUMO-regulated processes in the retina.
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Abstract

Ubiquitination is a relevant cell regulatory mechanism to determine protein fate and func-
tion. Most data has focused on the role of ubiquitin as a tag molecule to target substrates to
proteasome degradation, and on its impact in the control of cell cycle, protein homeostasis
and cancer. Only recently, systematic assays have pointed to the relevance of the ubiquitin
pathway in the development and differentiation of tissues and organs, and its implication in
hereditary diseases. Moreover, although the activity and composition of ubiquitin ligases
has been largely addressed, the role of the deubiquitinating enzymes (DUBSs) in specific tis-
sues, such as the retina, remains mainly unknown. In this work, we undertook a systematic
analysis of the transcriptional levels of DUB genes in the adult mouse retina by RT-qPCR
and analyzed the expression pattern by in situ hybridization and fluorescent immunohis-
tochemistry, thus providing a unique spatial reference map of retinal DUB expression. We
also performed a systematic phylogenetic analysis to understand the origin and the pres-
ence/absence of DUB genes in the genomes of diverse animal taxa that represent most of
the known animal diversity. The expression landscape obtained supports the potential sub-
functionalization of paralogs in those families that expanded in vertebrates. Overall, our
results constitute a reference framework for further characterization of the DUB roles in the
retina and suggest new candidates for inherited retinal disorders.
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Introduction

Ubiquitination is a dynamic regulatory mechanism that controls cell processes such as protein
quality control (via proteasome degradation), cellular signalling, transcriptional regulation or
DNA repair [1-3]. As ubiquitination is reversible, cells deploy a large set of enzymes to conju-
gate (E1, E2 and E3 ligases) and deconjugate (deubiquitinating enzymes) ubiquitin moieties
[4]. The human genome contains several hundreds of ubiquitin ligases, and close to 80 deubi-
quitinating enzymes (DUBs), indicating that: i) ubiquitination is a highly regulated process,
and ii) substrate recognition specificity is inherent to the system.

Most data on the physiological relevance of ubiquitin has focused on its role as the tag mole-
cule to target substrates to proteasome degradation, its role in cell cycle control and cancer, as
well as its involvement in the molecular basis of neurodegenerative disorders [5,6]. Besides, a
number of high-throughput approaches have focused on finding substrates for either ligases
[7] or deubiquitinating enzymes (DUBs) [8]. Nonetheless, most high-throughput studies have
been performed in vitro using mammalian cell cultures, and only recently, systematic assays in
animal models have indicated the relevance of the ubiquitin pathway in the development, dif-
ferentiation and maintenance of tissues and organs [9,10].

One of the tissues that requires a tight gene and protein regulation is the retina. The retina
consists of structured layers of highly specialized neurons in the eye that capture and process
light stimuli enabling vision [11]. Such a fine architecture turns retinal differentiation into an
extremely complex mechanism that must be accurately regulated [12], and in which ubiquitin
and ubiquitination play a relevant role. In fact, mutations in the genes encoding the E3 ligases
TOPORS [13-15] and KLHL7 [16,17]; and in PRPFS8, which belongs to the JAB1-MPN--
MOV34 (JAMM) family of DUBs, are causative of the most prevalent retinal hereditary dystro-
phy, retinitis pigmentosa (RP). Moreover, protein homeostasis via the ubiquitin-proteasome
system is also relevant to other retinal diseases and specific altered protein degradation has
been associated to Stargardt's disease, age-related macular degeneration, glaucoma, diabetic
retinopathy, and retinal inflammation (reviewed in [18]).

Lately, DUBs are becoming the focus of attention given that their specificity in substrate
selection makes them key checkpoints of protein degradation and fate. Moreover, their fewer
numbers (compared to E2 and E3 ligases) makes their functional analysis more feasible. An
increasing number of reports propose DUBs as pharmacological targets in disease: cancer [19-
21] and neurodegenerative diseases [6]. DUBs are classified into five different subfamilies
depending on their catalytic domains [22]: Machado-Joseph Disease protein domain proteases
(MJD), Ovarian Tumor proteases (OTU), Ubiquitin C-Terminal Hydrolases (UCH) and Ubi-
quitin-Specific Proteases (USP) are cysteine proteases, whereas JAB1/MPN/MOV34 family
proteases (JAMM) are Zn>" metalloproteases; overall adding up to 90 genes in the human
genome, of which only 79 are predicted to be functional [1].

A recent review compiled the gathered knowledge of the functional roles of individual
DUBs, focusing on their subcellular localization, levels of expression in human tissues, and
gene mutation phenotype in human and model organisms [23], yet a comprehensive study on
the expression pattern of DUBs in highly specialized tissues, such as the retina, has not been
performed. Besides, previous comparisons of DUB mutant phenotypes in different model
organisms attempt to directly assign, without a phylogenetic framework, orthology and func-
tion between invertebrate and vertebrate genes. Some of these assignments may need revision
under robust phylogenetic data, since ubiquitin ligase and protease families have expanded in
eukaryotes [24], and subfunctionalization and neofunctionalization are known to occur after
gene expansion.
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Thus, we here aimed to draw an expression pattern map for DUB genes in the mouse retina,
by using RT-qPCR, in situ hybridization and immunohistochemistry. We have also applied
comparative genomics to infer the basic protein domain architecture within the DUB subfami-
lies and illustrate their diversification within metazoans. These data combined with the
reported phenotypes will help to identify relevant retinal genes and potential new candidates
for retinal diseases. Overall, we provide a comprehensive reference framework on DUB func-
tion and their roles in neuronal tissues that will be useful for future functional and evolutionary
studies.

Material and Methods
Ethics statement

All procedures in mice were performed according to the ARVO statement for the use of ani-
mals in ophthalmic and vision research, as well as the regulations of the Animal Care facilities
at the Universitat de Barcelona. The protocols and detailed procedures were evaluated and
approved by the Animal Research Ethics Committee (CEEA) of the Universitat de Barcelona
(our institution), and were submitted and also approved by the Generalitat de Catalunya (local
Government), with the official permit numbers DAAM 6562 and 7185.

Animal handling, tissue dissection and preparation of samples

Murine retina samples and eye slides were obtained from 2 month-old C57BL/6] (wild-type)
and CD-1 (albino) animals. Animals were euthanized by cervical dislocation. Some retinas
were dissected and immediately frozen in liquid nitrogen, while the rest were fixed in 4% para-
formaldehyde (PFA) for 2 h at room temperature (RT), washed, cryoprotected overnight in
acrylamide at 4°C, embedded in O.C.T. (Tissue-Tek, Sakura Finetech, Torrance, CA), frozen in
liquid nitrogen and sectioned at -17°C.

RNA extraction and cDNA synthesis

For each sample, retinas from three different animals were pooled. Therefore, up to 9 animals
in three independent replicates were analyzed. Retinas were homogenized using a Polytron PT
1200 E homogenizer (Kinematica, AG, Lucerne, Switzerland). Total RNA was extracted using
the High Pure RNA Tissue Kit (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) following the manufac-
turer’s instructions with minor modifications (increasing the DNAse I incubation step).
Reverse transcription reactions were carried out using the qScript cDNA Synthesis Kit (Quanta
Biosciences) following the manufacturer’s protocol.

RT-gPCR

Quantitative reverse transcription PCR (RT-qPCR) was performed using the LightCycler™ 480
SYBR Green I Master Mix (Roche Applied Science) and a LightCycler™ 480 Multiwell Plate
384. The final reaction volume was 10 pl. Raw data was analyzed with the LightCycler™ 480
software using the Advanced Relative Quantification method. Gapdh expression was used to
normalize the levels of expression. Rho and Cerkl were considered as reference genes with high
and low levels of expression, respectively, in the mouse retina. Three independent samples rep-
licates were analyzed for each gene. Differences in gene expression levels within the same sam-
ple and between the samples were directly compared by their Z-score values. The mean and
standard deviation of the Z-scores are plotted in Fig 1. The name and sequence of all the prim-
ers used for RT-qPCR and in situ hybridization are listed in S1 Table.
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Fig 1. Relative expression levels of the five subfamilies of DUB enzymes. Gene expression values are the average of three independent samples
(measured in three replicates), each sample contained retinas from three individuals. The expression levels are obtained as a ratio with Gapdh expression
(used for normalization) per 10%. The Z-score has been calculated for the whole set of genes per each sample, and mean and standard deviation has been
obtained, so that the results can be directly compared among them. Negative values indicate when genes are expressed below the global mean of the gene
expression obtained in the analysis, and positive values when genes are more highly expressed. To simplify the comparison, the graph starts at the negative
values, being 0 the mean value of gene expression for the whole set of genes (87 in total) in each sample. JAMM- JAB1/MPN/MOV 34 motif proteases; MJD-
Machado-Joseph Disease protein domain proteases; UCH- Ubiquitin C-Terminal Hydrolases; OTU- Ovarian Tumor proteases; USP- Ubiquitin-Specific

Proteases.

doi:10.1371/journal.pone.0150364.g001

In situ hybridization

For in situ hybridization (ISH), 16-18um sections were recovered on commercial Superfrost
Plus glass slides (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA), dried 1 h at RT, rinsed three
times for 10 min with phosphate-buffered saline (PBS), treated with 2 ug/ml proteinase K for
15 min at 37°C, washed twice for 5 min with PBS, and fixed with 4% PFA. Acetylation with 0.1
M triethanolamine-HCI (pH 8.0) containing first 0.25%, and then 0.5% acetic anhydride, was
performed for 5 min each. Hybridization was carried out overnight at 55°C with digoxigenin-
labelled riboprobes (2 pg/ml) in 50% formamide, 1 x Denhardt’s solution, 10% dextran-sulfate,
0.9 M NaCl, 100 mMTris-HCI (pH 8.0), 5 mM EDTA (pH 8.0), 10 mM NaH,PO,, and 1 mg/
ml yeast tRNA. For each gene, cDNA fragments generated by RT-PCR of approximately 400-
700bp were subcloned into the pPGEM-T™® Easy Vector (Promega) and sense and antisense
riboprobes were generated from the flanking T7 RNApol promoter. The name and sequence of
all the primers used for RT-qPCR and in situ hybridization are listed in S1 Table.

After hybridization, the slides were washed in 2x SSC for 20 min at 55°C, equilibrated in
NTE (0.5 M NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 8.0, 5 mM EDTA) at 37°C, and then treated with
10 pg/ml RNase A in NTE at 37°C for 30 min. Subsequently, the sections were washed at 37°C
in NTE for 15 min, twice in 2x SSC and 0.2x SSC for 15 min each, equilibrated in Buffer 1 (100
mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl), and blocked in Blocking Buffer (1% BSA and 0.1% Tri-
ton X-100 in buffer 1) for 1 h at RT. An anti-digoxigenin-AP conjugate antibody (1:1000;
Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) in Blocking Buffer was incubated overnight at 4°C. The
sections were then washed twice in Buffer 1 for 15 min, once in Buffer 2 (100 mM Tris-HCl pH
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9.5, 150 mM NaCl), and once in Buffer 2 supplemented with 50 mM MgCl, (5 min each) prior
to adding the BM Purple AP Substrate (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN). For each gene,
antisense and sense ISH staining reactions were processed in parallel. The reaction was stopped
in 1x PBS. Sections were cover-slipped with Fluoprep (Biomérieux, France) and photographed
using a Leica DFC Camera connected to a Leica DM IL optic microscope (Leica Microsystems,
Germany).

Fluorescent immunohistochemistry

For retina immunofluorescence, 16 pm sections were recovered on commercial Superfrost Plus
glass slides (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA), dried 30-45 min at RT, washed 10
min with PBS and blocked for 1 h with Blocking Buffer (2% Sheep Serum and 0.3% Triton X-
100, in PBS 1x). Primary antibodies were incubated overnight at 4°C with Blocking Buffer.
After incubation, slides were washed with PBS (3 x 10 min) and treated with DAPI (Roche
Diagnostics, Indianapolis, IN) (1:300) and with secondary antibodies conjugated to either
Alexa Fluor 488 or 561 (Life Technologies, Grand Island, NY) (1:300). After secondary anti-
body incubation slides were washed again in PBS (3 x 10min). Sections were mounted in Fluo-
prep and analyzed by confocal microscope (SP2, Leica Microsystems).

Primary antibodies and dilutions used were: 1:50 Rabbit anti-JOSD2 (Aviva Systems Biol-
ogy); 1:50 Rabbit anti-JOSD3 (Aviva Systems Biology), 1: 50 Rabbit anti-ATXN3 (in house, a
gift from Dr. S. Todi); 1:20 Rabbit anti-BAP1 (Abcam); 1:100 Rabbit anti-OTUD4 (Abcam
ab106368), 1:100 Rabbit anti-PRPF8 (Abcam ab79237), 1:100 Rabbit anti-TNFAIP3 (Abcam
ab74037), 1:100 Rabbit anti-UCHL3 (Abcam ab126703), 1:100 Rabbit anti-USP9X (Abcam
ab19879), 1:100 Rabbit anti-USP13 (Abcam ab109264), 1:50 Rabbit anti-USP16 (Abcam
ab135509), 1:100 Rabbit anti-USP22 (Abcam ab4812), 1:300 Rabbit anti-USP25 (in house),
1:250 Rabbit anti-USP28 (ABGEN AP2152b).1:500 for Mouse anti-Rhodopsin (Abcam, Cam-
bridge, UK). Antibodies against AMSH (Biorbyt orb101007), JAB1 (Abcam ab12323), OTUBL1
(Abcam ab76648), OTUD1 (Abcam ab122481), POH1 (Abcam ab8040), USP5 (Abcam
ab154170) and USP45 (Novusbio H00085015) did not produce reproducible results.

Phylogenetic analyses

Protein sequences from each enzyme group were queried in complete genome sequences of 14
animal taxa (Homo sapiens, Mus musculus, Danio rerio, Petromyzon marinus, Branchiostoma
floridae, Saccoglossus kowalevskii, Strongylocentrotus purpuratus, Drosophila melanogaster,
Daphnia pulex, Caenorhabditis elegans, Lottia gigantea, Capitella teleta, Nematostella vectensis
and Acropora digitifera) using the HMMER 3.1 algorithm. For each analyzed enzyme family
(USP, UCH, OTU, MJD and JAMM) we searched all proteins containing the Hidden Markov
motifs of their catalytic region as defined in Pfam (UCH/UCH._1, Peptidase_C12, OTU/Pepti-
dase_C65, Josephin and JAB domains, respectively). Protein domain architectures of each
retrieved protein were then computed using Pfamscan 1.5 and Pfam 27 database [25] of protein
domains.

We aligned the catalytic region of each enzyme family using Maftt 7 L-INS-i [26](optimized
for local sequence homology), and inspected each alignment matrix manually. The most suit-
able evolutionary model for the analyses, selected with ProtTest 3.4 [27], was LG+ I'. We used
RaxML 8.1.1 [28] to infer Maximum Likelihood trees of each family, with 100 bootstrap repli-
cates as statistical supports. Complete sequences, alignments and phylogenies are provided in
S1-S3 Files. Manual inspection of the trees allowed us to identify subfamilies, named after their
human orthologs, based on their bootstrap support and conservation of protein domain
architectures.
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Results
Expression level of deubiquitinating enzymes in the mouse retina

A RT-qPCR was performed on mouse neuroretinas to assess the expression levels of the whole
set of 87 mouse genes that encode the deubiquitinating enzymes belonging to the five afore-
mentioned families (11 JAMM, 4 MJD, 15 OTU, 4 UCH, and 53 USP genes). Two reference
genes, Rhodopsin and Cerkl, were included in the analysis due to their previously reported high
and low levels of expression in the mouse retina, respectively [29]. The relative expression lev-
els have been normalized to the expression of Gapdh, and the Z-score was calculated for the
whole set of genes per each sample, so that they could be directly compared among them and
between different samples. The results (mean and standard deviation of the Z-scores per each
gene) are plotted in Fig 1, ordered by DUB family. A Z-score of zero indicates the mean value
of expression for all the DUBs analyzed in the retina. Thus, genes with positive values have an
expression above the mean, whereas genes with negative values show less expression than the
mean (e.g. most USP genes).

The results showed that Prpf8 was the highest expressed gene from the JAMM subfamily,
followed by Eif3h and Psmd7. Both Atxn3 and Josd2 rendered the highest expression levels
within the MJD subfamily. Concerning the OTU subfamily, OtublI and Tnfaip3 produced the
higher expression levels, followed by Otud7b, Vcpip1, Otud4 and Otud5; whereas the levels of
Otud6a were considered as negligible. Uchll was the most highly expressed gene from the
UCH family (and also with respect to all DUB genes), while Uchl3 and Uchl5 are lowly
expressed in the retina. Finally, the genes from the large USP subfamily showed the lowest level
of expression among all the DUB genes. Some USPs (20%) were highly expressed and showed
positive Z-scores (Usp5, Usp6, Usp10, Usp12, Usp19, Usp21, Usp22, Usp33, Usp47 and Usp52)
whereas 25% of the USPs showed lower levels than the mean (Usp8, Usp9Y, Usp17, Usp18,
Usp26, Usp27, Usp29, Usp35, Usp43, Usp44, Usp45,Usp50, and Usp51) (Fig 1).

Expression map of the DUBs in the mouse retina

Once the expression levels of all the DUB family members were assessed, we characterized and
compared their expression pattern within the different layers of the mouse retina. We first
decided to detect gene expression by mRNA localization using in situ hybridization (ISH) and
then performed fluorescent immunohistochemistry of selected proteins.

For ISH, antisense (AS) riboprobes against a large group of DUBs were used on mouse reti-
nal cryosections (Fig 2). As negative controls, the corresponding sense riboprobes (S) of each
gene were generated and hybridized in parallel using the same conditions (see S1 Fig). The
staining time was adjusted for each set of antisense/sense riboprobes so that a maximum signal
was obtained in the antisense retinal sections with minimum background in the sense counter-
parts (for instance, Prpf8 and Tnfaip3 in situs stained in much less time than Uchi5, Usp8 and
Usp18, which required half a day). Rhodopsin was used as a positive control because of the
reported high expression in the retina and its well-known localization in the inner segment of
the photoreceptors. The large USP subfamily contains 57 members in the mouse genome but
only a set of genes was considered for ISH. Representative ISH results are displayed in Fig 2.
Our selection criteria included genes with relevant ocular phenotypes in systematic knockdown
analyses of DUBs in Drosophila [9] and zebrafish [30].

Most DUBs are expressed ubiquitously throughout the layers of the murine retina, which
would be compatible with a general role in the neuronal cell metabolism and regulation and
thus, not restricted to particular retinal neurons. Nonetheless, specific patterns of expression
were detected for particular DUBs. For instance, a strong hybridization signal in the plexiform
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Fig 2. In situ hybridization of genes encoding DUB enzymes on retinal cryosections. Sections from wild-type C57BL/6J mouse retinas were hybridized
using digoxigenin-labelled antisense riboprobes. Their corresponding sense riboprobes (negative controls) stained for the same length of time (lower panels
in each row) are in the S1 Fig. The antisense Rhodopsin probe, which strongly labels the inner photoreceptor segment, was used as a positive control for the
assay. RPE- Retinal pigmented epithelium; Phr- Photoreceptor cell layer; ONL- Outer nuclear layer; OPL. Outer plexiform layer; INL- Inner nuclear layer,
IPL- Inner plexiform layer; GCL- Ganglion cell layer.

doi:10.1371/journal.pone.0150364.9002

layers was observed for Uchi3, Uchl5, Usp2, Usp9X, including in some cases the inner segment
of the photoreceptor layer, as detected for Amsh, Josd3, Atxn3 and Usp47. Some DUBs appear
to be highly expressed in the GCL (Csn5, Pohl, Prpf8, Josd2, Otudl, Vcpipl, Uspll, Usp5 and
Usp19) in contrast to the pattern generated by Usp8, Usp13, Usp30, Usp45 and Usp54, which
yielded virtually no mRNA localization signal in the ganglion cells.

Several DUB genes of the USP family (Usp5, Usp13, Usp19 and Usp34) were previously
reported to be differentially expressed in the Retinal Pigmented Epithelium (RPE) by transcrip-
tome analysis [31]. To assess their specific pattern of expression, and given that pigmented
cells mask positive hybridization signals, we also performed ISH on albino retinas from CD-1
mice (S2 Fig). Although these four genes are expressed in this non-neuronal layer, their expres-
sion is not restricted to the RPE. In fact, Usp5 and Usp19 are very highly expressed throughout
the retina (Fig 2). Comparison of the retinal expression pattern for these four genes did not
show any detectable difference between C57BL/6] (wild-type black) and CD-1 (albino) mice
strains.

Several genes, namely Amsh-like, Brcc36, Jamm2, Mysm1 and Psmd7 (JAMM group) and
Otud3, Yodl, Zranbl (OTU group), did not render reproducible and reliable ISHs, even though
several riboprobes spanning different gene regions were used. In most cases (e.g. Amsh-like,
Bree36, Jamm2, Mysm1, and Otud3) we obtained very low levels of expression and the signal
was too faint to be distinguished from the negative control (sense riboprobe), or the sense and
antisense riboprobes both produced signals of similar intensity. The ISH results of these genes
are not included here.

Taking the ISH results together, we drew an atlas of expression for DUBs in the retina of
adult mouse. In general, all analyzed genes except Otudl are expressed in the photoreceptors,
and their mRNAs are localized in a wide range of intensities in the inner segment (perinu-
clearly) and the outer plexiform layer. Among layers, the GCL showed the most different pat-
tern of gene expression. Notably, some DUBs, such as Usp45, Usp53 and Usp54, are only
detected in photoreceptors (PhR -inner segments, ONL (photoreceptor nuclei and perinuclei)
and OPL (photoreceptor synapsis), whereas nearly no hybridization could be detected in the
rest of retinal layers, which would suggest specific roles for these DUBs in this highly special-
ized photosensitive cells.

These ISH results prompted us to confirm and define more accurately protein localization
within the retinal cell layers by fluorescent immunohistochemistry, since in cells with a highly
specialized morphology, mRNA and protein localization might be different (e.g. the mRNA of
rhodopsin is localized in the ribosome-rich photoreceptor inner segment whereas the protein
is highly abundant in the membranous disks of the outer segment). We selected a group of
DUBs for immunohistochemistry based on: i) particular ISH patterns, ii) relevance for eye phe-
notype in animal models, iii) putative functional diversification in phylogenetically closely
related enzymes (see next section), and iv) antibody commercial availability and affinity. We
selected 21 DUBs (the list of genes is detailed in the Material and Methods), of which 14 immu-
nodetections rendered a reproducible and reliable signal (Fig 3 and S3 Fig).

Opverall, the immunodetection confirms the ISH results since protein is detected in the same
retinal cells than mRNA (Fig 3). Comparing RT-qPCR to ISH and immunohistochemistry
results, high levels of retinal expression correlated with a ubiquitous expression pattern.
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Fig 3. Comparison of mRNA and protein immunodetection of selected DUBs in mouse retinal cryosections. Most analyzed genes render a consistent
expression pattern when comparing mRNA and protein localization in the wild type mouse retina. The merge immunohistochemistry show DUBs
immunodetected in red, and nuclei counter-staining with DAPI (in blue). Details in S3 Fig. RPE- Retinal pigmented epithelium; Phr- Photoreceptor cell layer;
ONL- Outer nuclear layer; OPL. Outer plexiform layer; INL- Inner nuclear layer, IPL- Inner plexiform layer; GCL- Ganglion cell layer.

doi:10.1371/journal.pone.0150364.g003

Besides, some protein locations are worth mentioning as indicative of distinct functions in spe-
cific cellular compartments. For instance, OTUD4 is strongly detected in the axonal processes
of bipolar and other retinal cells, supporting its involvement in neurodegeneration in human
[32]. USP25 is mainly detected in the inner plexiform and ganglion cell layer; while USP9X
and TNFAIP3 are particularly detected (but not exclusively) at the outer photoreceptor seg-
ment. Besides, USP22 is localized in the nucleus of ganglion cells, and perinuclearly in the rest
of retinal neurons. For details, merge and separate immunodetection images, see S3 Fig.

DUB phylogenetic analysis, protein domain architecture and neuronal
phenotypes

To provide a rational framework for gene expression patterns in extended families, it is crucial
to have an understanding of the origin and phylogenetic closeness between the different DUB
genes. Therefore, we performed a bioinformatic survey of DUB protein sequences across ani-
mal taxa. A recent phylogenetic analysis of the ubiquitin system across eukaryotes already
showed that a massive expansion of ubiquitin ligases and proteases, which involves innovation
and incorporation of new protein domains, occurred at the origin of animal multicellularity
[24]. This was likely associated with the diversity of proteins and protein roles in different cell
types. We here provide a comprehensive picture of the DUB families during the diversification
of metazoans, related to previously described neuronal function, with an emphasis on eye and
retinal phenotype.

Completely sequenced genomes from 14 species (from cnidarians to vertebrates) were que-
ried with the catalytic region of each enzyme family (as defined in Pfam) in search of orthologs.
Phylogenetic trees were generated using the retrieved sequences, and the statistical support for
each node is also indicated (Fig 4A, 4B, 4C, 4D and 4E). For the sake of clarity, protein nomen-
clature is according to human DUBs. Highly similar sequences that expanded recently (during
the pre-vertebrate/vertebrate expansion) and clustered together appear collapsed. The presence
of an identified ortholog in each species/clade is represented with a black dot. Vertebrate spe-
cies that present all the paralogs in a collapsed branch are circled in black. White dots mark the
presence of homologs that could not be confidently assigned to a characterized DUB type,
either because they are sister-group to various known DUB paralogs (and therefore represent
the pre-duplication homolog), or because statistical support is too low to confidently cluster
them with a specific ortholog. Question marks represent statistically supported clades that can-
not be assigned to any known DUB (or group of paralogous DUBs). Protein motifs (as defined
in Pfam) including the catalytic domain are drawn next to each branch to illustrate the diver-
sity/conservation in protein architecture within each family. For detailed and complete phylo-
genetic trees, see S3 File.

Notably, the phylogenetic distribution of OTU DUBs reveals two different groups that
appeared at the origin of eukaryotes OTUs with peptidase C65 domains (OTUB1 and OTUB2
in animals) and those with OTU domain [24] (Fig 4D). Given that i) these two catalytic
domains diverged long before the origin of metazoans, ii) OTUB1/B2 protein domain architec-
tures are clearly different from the other OTUs, iii) OTUB homologs are present in all meta-
zoan clades, and iv) this split does not occur in any other family of DUBs, a new classification
might be in order to acknowledge a new subfamily of DUBs.
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Fig 4. Phylogenetic analysis of DUB genes and neuronal/retinal phenotype. Protein sequences from the catalytic region of each enzyme group were
queried in complete genome sequences of 14 animal taxa and aligned. The protein domain architectures including the catalytic and accessory domain motifs
are represented next to each DUB member (A, JAMM; B, MJD; C, OTU; D, UCH; and D, USP). Black dots indicate presence of the ortholog, whereas white
dots indicate homologs that cannot be confidently assigned to a DUB type (see Results). Question marks represent statistically supported clades of
uncharacterized DUBs. DUB sequences that are highly similar and cluster closely together appear collapsed under a common name. In general,
invertebrates have a single representative member of the collapsed branch, whereas vertebrate genomes show one member of each paralog (species
circled in black). Acropora digitifera USP homologs were excluded from the analysis as they impaired the resolution of the USP phylogeny. Genes reported
to produce an abnormal neuronal phenotype when mutated are circled in magenta, whilst genes producing abnormal eye or retinal phenotype are circled in
green. Genes whose mutation is lethal during developmental stages are circled in blue. An schematic summary of the DUB mRNA localization in the mouse
retina (from ISH) is also presented next to the corresponding family. The intensity of the color indicates hybridization signal intensity. Retinal layers appear
indicated as in Fig 2.

doi:10.1371/journal.pone.0150364.9004

The JAMM family has clear sequence assignment in all the analyzed animals, even though
some species have secondarily lost some DUB members, e.g. Acropora (cnidarian), C. elegans
(nematode), Drosophila (insect) Saccoglossus (hemichordate), and Petromyzon (sea lamprey,
an early-branching vertebrate). These species also show specific gene loss for other DUB fami-
lies, pointing to a divergent evolution in their lineages.

On the other hand, a clear expansion within each DUB family has occurred in the vertebrate
lineage (Figs 4 and 5). When these duplicated members have rapidly diverged, the DUB protein
sequences are in separate branches, but the common ancestry becomes evident since a single
ancestral ortholog is present in the rest of clades (white dots in Fig 4). This is the case within
the UCH (UCHLI and UCHL3) and MJD families (JOSD1 and JOSD2). When the duplicated
sequences have diverged but still branch closely together in the phylogenetic tree, the vertebrate
paralogs have been collapsed into a single branch (black circles in Fig 4). This is particularly
evident for USPs, where we can identify a single ancestral sequence in all invertebrate clades
whereas several members are present in vertebrates (e.g. USP4/11/15. . .). Note that in the case
of USP 18/41, a duplication event occurred only in the case of humans; as it is a single-species
case, we have not included any black box on the figure. The ATXN3 gene deserves specific
mention, since its close paralog, ATXN3L, is a retrogene, that is, a gene generated by a very late
retrotransposition event within the primate lineage.

The DUB gene expansion in animal phylogeny is visually summarized in the heat map of
Fig 5. Color intensity reflects the number of genes per genome. It becomes evident that a burst
of gene expansion within all DUB families was at the basis of the vertebrate lineage. Nonethe-
less, the innovation in the protein architectures with the acquisition of new domains accompa-
nying the DUB catalytic signatures, pre-dates the origin of vertebrates in all the analyzed
families, as vertebrate-like domain arrangements are often identified in other animal clades.

To complement our DUB expression study in the retina and in order to suggest relevant
genes for hereditary visual disorders, we have compared the reported DUB mutant phenotypes
of several animal models and human diseases, and viewed them under our new phylogenetic
framework. We have specifically searched for early developmental lethality, neuronal pheno-
type and retinal alterations when available (Fig 4A, 4B, 4C, 4D and 4E). In the cases of neuronal
phenotype, there is an accompanying alteration in the eye. However, most phenotypic assess-
ment in the eye report only gross alterations, but a detailed retinal study has not yet been
described for most animal models. For a detailed phenotypic trait list, see S2 Table and refer-
ences therein.

In general, we observe that families with ancestral genes that have not been expanded in ver-
tebrates (particularly the JAMMs) have a ubiquitous expression profile in the retina, suggesting
a basic cell function. Moreover, mutations of these real orthologs produce consistent pheno-
types through the analyzed taxa, arguing in favor of functional and evolutionary conservation.
In contrast, for close paralog DUB genes arisen by duplication events in the vertebrate lineage,
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different patterns of retinal gene expression are often observed. A good example is OTUD7A/B
(with one ancestral gene in most animals, and expanded in vertebrates), where OTUD7A is
more highly expressed in the GCL and plexiform layers, whereas OTUD7B is more expressed
in the photoreceptors. Similarly, UCHL3 and UCHLI (both specific to vertebrates and associ-
ated to neuronal phenotypes) are expressed differently. Notably, UCHL3 (detected in the GCL
and photoreceptors by ISH and immunodetection) produces eye specific retinal alterations,
supporting subfunctionalization of these two paralogs. Other examples are included in the
discussion.

Discussion

The ubiquitin-proteasome system (UPS) is currently viewed as one of the most dynamic and
versatile cell regulators in eukaryotes. Perturbations of this system are known to be at the basis
of many human disorders, particularly cancer and neurodegeneration [5,33]. Due to their abil-
ity to deconjugate ubiquitin, DUBs play a major regulatory role in the UPS. The disruption of
DUB genes has dramatic consequences for the animal taxa analyzed, either during develop-
ment or in adult stages, as shown by reports of the systematic DUB knockdown in zebrafish
embryos and flies [9,30].

In mammals, several comprehensive surveys of DUBs have been reported resulting in: in sil-
ico inventories of the DUBs in the human genome [22,34]; identification of protein interactors
by cell-based proteomics analysis [8]; studies of subcellular localization [1]; functional involve-
ment in maintaining genome integrity in cells [35]. A recent review reported the expression
levels of DUBs in human organs and the disease phenotypes associated to DUB mutations in
humans and animal models [23]. Despite their importance, detailed expression and functional
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analysis for most DUBs on particular tissues or organs, such as the retina, is still missing. We
here aimed to fill this gap and produced a descriptive landscape of the expression of the com-
plete set of DUBs in the mouse retina by combining mRNA and protein localization. We have
also delineated a detailed evolutionary history of the different DUB families using phylogenetic
analysis. We compared their protein domain architectures, and considered the neuronal and
retinal phenotypes associated to each gene mutation/knockdown. We thus provide a reference
framework for researchers interested in this visual tissue, either in physiological or in disease
conditions, and suggest new avenues of research in DUBs as excellent candidates for retinal/
visual hereditary disorders.

Differential levels of DUB gene expression in the adult mouse retina

Some genes that are barely expressed in the mouse retina (e.g. Brcc36, Pohl, Bapl, Otub2, and
Usp44) are reported to be induced in replicative cells instead, being recruited to DNA damage
sites where they regulate DNA repair and mitosis checkpoints [35]. These results are consistent
with the fact that the adult retina is mostly formed by differentiated cells.

Among the genes highly expressed in the adult retina, Uchll, Atxn3, Otubl, Uspé6, Usp22
and Usp33 are also highly expressed in the brain [23]. In fact, Uchll, Otubl and Atxn3 are
involved in neurodegenerative diseases in human, namely Parkinson's disease and cerebellar
ataxia [6,36], thus indicating a relevant role in neurodegeneration. Our ISH results showed
ubiquitous mRNA localization through all the retinal layers for these three genes, supporting a
possible basal function in the retina. On the other hand, other DUB genes that are highly
expressed in the brain [23], such as Mysm1, Usp26, Usp29, Usp35 and Usp51, were barely
expressed in the adult mouse retina; and genes that showed very low levels of expression when
analyzed by qPCR within this work such as Usp2, Usp25, Usp45, Usp53 and Usp54 rendered eye
phenotype when knocked-down in zebrafish [30]. Note that we performed RT-qPCR in whole
adult neuroretinas at P60, and the role of these genes during development might be more rele-
vant than in the adult stage. It is also worth noting that Usp45, Usp53 and Usp54 did show layer
specificity, as they were mainly expressed in the photoreceptors (PhR inner segment, ONL and
OPL), suggesting a specific role for these genes in photoreceptors and underscoring their role
as potential candidates for visual disorders.

Immunohistochemical localizations also point to specific functions for some DUBs, e.g.
OTUD4 is highly localized in axons; TNFAIP3 is highly expressed in the photoreceptor outer
segment and GCL, and USP22 protein localization is mainly nuclear and perinuclear, thus sug-
gesting that these genes may be good candidates for particular retinal phenotypes.

Phenotypic comparison of DUB mutants and gene expression profiles
under the new evolutionary framework

Animal models have been generated by gene disruption (mouse) or knockdown (Drosophila,
zebrafish) for some DUBs. When the DUB function is extremely relevant for cell cycle or cell
differentiation, a lethal/early and extensive neuronal phenotype is consistently apparent in dif-
ferent organisms, as it is the case for most JAMM s and several USPs (see Fig 4 and S2 Table).
In vertebrates, when some mutants show neuronal/brain affectation, a retinal/eye phenotype is
also one of the accompanying phenotypic traits (examples are found in all the families). In fact,
multiple vertebrate USP genes are present in paralogs (probably arising from the several
rounds of genome duplication at the base of their linage), whereas their invertebrate relatives
have a single homolog (black boxes in Fig 4). Therefore, it is not surprising that most USP
knockdowns are lethal in Drosophila (where only a single member is present), whereas in verte-
brates, the mutant phenotype mostly affect specific tissues, probably related to the larger
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panoply of USP members and a higher functional diversification. For instance, in zebrafish the
knockdown of Usp33 (whose close relative homolog is Usp20) alters the nervous system devel-
opment including the eye [9], which is consistent with a reported subcellular localization asso-
ciated to microtubules and centrosomes; whereas the knockdown of the only member USP20/
33 in Drosophila is lethal. Something very similar occurs with the knockdown of Usp53 (whose
close relative homolog is Usp54), which affects brain and eye development in zebrafish,
whereas the knockdown of the single USP53/54 member is lethal in Drosophila (Fig 4B and S2
Table). For all the DUB families, orthologs share both high sequence similarities and consistent
mutant phenotypes in vertebrates; overall, pointing to their functional conservation and sup-
porting mouse and zebrafish models for assessing DUB roles in the human retina.

The knockdown phenotypes in different species are sometimes partially overlapping
between neuronal and retinal alterations, probably due to subfunctionalization of different
paralogs due to duplication events. For instance, Usp5 and Usp13 (encoding enzymes that
expanded and diverged in the vertebrate lineage, and sharing 59.5% amino acid identities in
human) showed a distinct pattern of expression in the mouse retina, with Usp5 being highly
expressed in the GCL in contrast to Usp13, which is barely expressed in this layer and the pro-
tein is mostly localized in the inner plexiform layer, thus indicating different roles despite
sequence similarity. The knockdown of any of them severely alters zebrafish embryonic devel-
opment and causes neurodegeneration (even though only the Usp5 knockdown showed a clear
eye phenotype), whereas in Drosophila the disruption of the single member Usp5/13 alters eye
development by increasing photoreceptor apoptosis, thus recapitulating neurodegeneration
and retinal phenotype. Similarly, the close paralogs Usp16 and Usp45 have a contrasting
expression pattern, with the former in GCL and plexiform layers, and the latter restricted to
the photoreceptor cell layer, supporting again subfunctionalization or neofunctionalization of
the vertebrate paralogs. Of note, the knockdown of Usp45 in zebrafish shows reduced eyes.
Interestingly, fat facets (the ortholog of Usp9X, involved in endocytosis in the Notch pathway)
limits the number of photoreceptors in Drosophila [37], while the human homolog USP9X has
been involved in neurodegeneration, mental retardation, epilepsy and autism, as well as in can-
cer [38], but not yet in visual disorders. Nonetheless, the strong immunodetection in the outer
segment of photoreceptors would indicate that it is also a good candidate for retinal
dystrophies.

Finally, the only DUB-related gene that has been directly involved in human inherited reti-
nal degeneration and causative of autosomal dominant Retinitis Pigmentosa is PRPFS, the
JAMM-family member with the highest level of expression in the retina. Notably, PRPF8
(which is not properly a DUB since it is catalytically inactive) forms part of the splicing
machinery [39]. Even though PRPFS8 is a housekeeping gene, its haploinsufficiency might cause
a shift in the splicing patterns, which in turn alters the highly sensitive photoreceptors and trig-
gers their apoptosis. Knock-in mice bearing human missense mutations also display retinal
degeneration, thus strengthening the significance of this JAMM-gene in the retina [40].

Conclusions

In summary, our results show that data on the expression of the deubiquitinating enzyme gene
family cannot be directly extrapolated between tissues or organs since cell requirements might
be completely different, particularly in highly specialized and structured tissues, such as the ret-
ina. Therefore, in large families of seemingly redundant enzymes (such as DUBs) the integra-
tion of systematic expression maps together with a robust phylogenetic analysis and available
phenotypic information provides an insightful reference framework for further functional
characterization. This framework may be helpful for researchers working in the ubiquitin-
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related field as well as for those working in the molecular bases of neurological and retinal
disorders.
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