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RESUMEN

Las modificaciones postraduccion de proteinas son importantes para la regulacion
de la fisiologia de la célula ya que contribuyen significativamente a la diversidad
estructural y funcional de las proteinas.

Una de estas modificaciones es la arginilacién, la cual consiste en la union
covalente de un residuo de arginina en el extremo NH, de proteinas aceptoras,
especificamente sobre acido aspartico, acido glutamico, o cisteina. Esta reaccion es
catalizada por la enzima arginil-ARNt transferasa (Ate1) tanto en el citosol como en el
nucleo celular. En nuestro laboratorio se ha establecido previamente que calreticulina
(CRT), una proteina mayoritariamente residente del reticulo endoplasmico (RE), se
retrotransloca al citoplasma donde es uno de los sustratos de la arginilacion. Ademas,
se demostré que en condiciones de estrés que conducen a una disminucion de los
niveles intracelulares de Ca?*, CRT arginilada (R-CRT) se asocia a granulos de estrés
(GSs) que son complejos de ARNm y cuya funcion se correlaciona con una reduccion
selectiva de la traduccion proteica.

En el presente trabajo se describe la funcion de la arginilacion de CRT en relacion
ala tasa de recambio ("turnover") de CRT citoplasmatica, la cual modularia la estabilidad
de la proteina. Ademas, se establece la via de degradacion de R-CRT en relacion al rol
que desempenia la arginilacién.

En este estudio se demuestra que tanto R-CRT como CRT se degradan por la via
proteosomal, aunque R-CRT tiene menor susceptibilidad que CRT a ser degradada por
el proteosoma. Se determind que la vida media de R-CRT es el doble que la de CRT
citoplasmatica sin arginilar. Cuando se sobre expresaron ambas proteinas en células
knockout para la enzima Ate1 (células ATE17"), se confirmé que R-CRT es degradada
de manera menos eficaz que CRT por el proteosoma. También, se encontré que CRT
es degradada por una via independiente de ubiquitina (Ub), mientras que la degradacion
de R-CRT es via dependiente de Ub. En nuestro laboratorio recientemente se demostrd
que la arginilacion de CRT promueve un alto grado de dimerizacién. En este sentido, la
sobre expresion de una mutante de CRT (C146A-CRT-EGFP) que impide la formacion
de homodimeros, muestra niveles menores de R-CRT respecto de los encontrados
cuando se sobre expresa CRT de tipo salvaje (wt), indicando que la dimerizacién de R-
CRT es en parte responsable de su estabilizacién. Por ultimo, se encontré que tanto la
expresion citoplasmatica de R-CRT como la inhibicién del proteosoma incrementan los
niveles de R-CRT en la superficie celular. En su conjunto, estos resultados indican que
una vez que CRT alcanza el citoplasma, la misma puede ser degradada por el

proteosoma a través de una via independiente de Ub o puede ser modificada por la



enzima Ate1 formando R-CRT, la cual también es susceptible a la degradacion
proteosomal pero por via dependiente de Ub, mostrando una vida media mas larga que
la CRT no modificada. Por otra parte, la estabilizacion de CRT por medio de su
arginilacion y dimerizacion, le permitiria a CRT participar en diferentes funciones en el
citoplasma e incluso en otros compartimientos subcelulares a los que podria acceder

desde el citoplasma.



SUMMARY

Post-translational modifications of proteins are important events for the regulation
of cell biology and may contribute significantly to the structural and functional diversity of
proteins.

One such modification is the post-translational arginylation, which consists of the
covalent attachment of an Arg at the N-terminal residue of acceptor proteins in the
cytosol, more specifically on Asp, Glu, oxidized Cys. This reaction is mediated by the
enzyme arginyl-tRNA protein transferase (Ate1), which catalyzed the arginylation of
proteins in the cytosol and in the nucleus. In our laboratory, we have previously
established that calreticulin (CRT), an endoplasmic reticulum resident protein, is one of
the substrates of arginylation within the cytoplasm. Furthermore it was shown that under
stress conditions that lead to reduced intracellular Ca2+ levels, arginylated CRT (R-CRT)
was associated with mRNA complexes silencing loci called stress granules (SGs).

In the present study we describe the role of arginylation of CRT in modulating the
turnover rate of cytoplasmic CRT. Moreover, we established the degradation pathway of
R-CRT according to the function of the post-translational arginylation.

These studies demonstrates that both isoforms, R-CRT and CRT, are degraded
by the proteosomal pathway, although the half-life of R-CRT is longer than that of CRT.
We determined that the half-life of R-CRT is twice than that of non-arginylated CRT.
When both proteins were expressed in Ate1 knockout cells (ATE1~~ cells), we confirmed
that R-CRT is degraded less efficiently than CRT. We also found that CRT is degraded
by a ubiquitin (Ub)-independent pathway, whereas R-CRT is degraded by a Ub-
dependent pathway. Recently, It was demonstrated that arginylation of CRT promotes a
higher degree of dimerization compared to the non-arginylated protein. Thus, the
expression of a CRT mutant (CRT-C146A-EGFP), which cannot form dimers, showed
lower levels of R-CRT compared to those cells expressing CRT is overexpressed wild-
type (wt), indicating that dimerization of R-CRT is partly responsible for its stabilization.
Finally, we found that the levels of R-CRT on the cell surface increased upon cytoplasmic
expression of R-CRT or proteasome inhibition treatment. These results indicate that
once CRT retrotranslocates to the cytoplasm, it can be degraded by the proteasome in
a Ub-independent pathway or it can be arginylated by Ate1, and this isoform is able to
be ubiquitinated and degraded by the proteasome or can escape from degradation
through SGs association, dimer formation or cell surface dislocation. This means that
after CRT stabilization through its arginylation, this post-translational modification can
determine different functions in the cytoplasm other subcellular compartments that could

be accessed from the cytoplasm.



ABREVIATURAS

ADN
ADNc
arginil-ARNt
ARN
ARNm
ARNt
Asp

Ard1

Arg

Ate1
ATP
Ca2+
CHX
CRQ
CUGBP1
Cys

CRT
DMEM

DTT

DUBs
EDTA
E.E.

EGFP
EGTA
ERAD

ERp57
EYFP
FTC
Glu
Grp94
GSs
HA

Acido desoxiribonucleico

Acido desoxiribonucleico copia

Acido ribonucleico de transferencia cargado con el aminoacido Arg.
Acido ribonucleico

Acido ribonucleico mensajero

Acido ribonucleico de transferencia

Aminoacido acido aspartico

“ADP-ribosylation factor domain protein 1”

Aminoacido acido arginina

Enzima transferasa: “arginyl-tRNA protein transferase”

Trifosfato de adenosina: “adenosin triphosphate”

I6n calcio

Cicloheximida: “cycloheximide”

Cloroquina: “Chloroquine”

“CUG-binding protein 1”

Aminoécido cisteina

Calreticulina

Medio esencial minimo de Eagle modificado por Dulbecco/Vogt:
“DMEM-Dulbecco's Modified Eagle Medium”

“ditiotreitol”

“Deubiquitinating enzymes”

Quelante de calcio y magnesio: “Ethylenediaminetetraacetic acid”
Error estandar

Proteina fluorescente verde: “enhanced green fluorescence protein”
Agente quelante de calcio: “ethylene glycol tetraacetic acid”
Degradacion asociada al reticulo endoplasmico: “endoplasmic reticulum
associated degradation”

“Endoplasmic reticulum protein 57”

Proteina fluorescente amarilla: “enhanced yellow fluorescence protein”
Fluorescencia total por célula

Aminoacido acido glutamico

Proteina chaperona de 94 KDa

Granulos de estrés.

“‘Hemagglutinin”
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HIF
HEPES
HSP90
IDPs

IFN
kDa
LACTA
Leu
Lys

K*
KDEL
LRP1

Mg?
MHC-I

mTOR
oDC
PAGE

PBS
PDB
PEST
PKC
PS
RAPA
R-CRT
RE
RGS4
Rpn4
SDS
SERCA

SRC3
TCR
TG

“Hypoxia-inducible factors”
“4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid”

“Heat shock protein” 90

Proteina o motivo intrinsecamente desordenado: “intrinsecally disorder
proteins”

Interferén

Unidad de masa atdmica Dalton (Da) 1000Da = 1kDa

Lactacistina: “lactacystin”

Aminoacido leucina

Aminoacido lisina

I16n potasio.

Secuencia de retencion en el reticulo endoplasmico.

Proteina relacionada al receptor de lipoproteinas de baja densidad: “low
density lipoprotein receptor-related protein 1”

I6n magnesio

Complejo mayor de histocompatibilidad clase I: “major histocompatibility
complex class I”

Blanco mamifero de rapamicina: “mammalian target of rapamycin”
Ornitina decarboxilasa: “ornithine decarboxylase”

Electroforesis en geles de poliacrilamida: “polyacrilamide gel
electrophoresis”

Buffer fosfato salino: “Phosphate buffered saline”

Banco de datos de proteinas: “protein data bank”

Secuencia rica en los aminoacidos prolina, glutamico, serina y treonina
Proteina quinasa C: Protein kinase C)

Péptido senal

Rapamicina: “rapamycin”

Calreticulina arginilada

Reticulo endoplasmico

Proteina de la familia RGS: “ Regulator of G protein signaling”

Particula regulatoria no ATPasa 4: “ Regulatory particle non-ATPase 4”
Dodecil sulfato de sodio: “sodium dodecyl sulfate”

Bomba de calcio en el reticulo endoplasmico: “sarcoplasmic/endoplasmic
reticulum Ca2+-ATPase”

“steroid receptor coactivator-3”

Receptor de células T “T cell receptor”

Tapsigargina: “Thapsigargin”
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TIA-1

TIAR

Tris

TS
Ub
UBA
UPS
uv
WB

wt

Proteina de unién a ARNm, marcador de granulos de estrés: T-cell
intracytoplasmic antigen-1”

Proteina de unién a ARNm: “TIA-1 related protein”

Tris (hidroximetil) aminometano (nombre IUPAC: 2-Amino-2-hidroximetil-
propano-1,3-diol)

Timidilato sintetasa: “Thymidylate synthetase”

Ubiquitina: “Ubiquitin”

“Ubiquitin-like modifier activating enzyme”

“Ubiquitin proteasome system”

Radiacion Ultravioleta

“Western Blot”

“wild type”
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INTRODUCCION

En el presente trabajo de tesis se expondran resultados concernientes a la
degradacion de la isoforma arginilada de calreticulina (CRT). Tanto CRT citoplasmatica
como calreticulina arginilada (R-CRT), también citoplasmatica, son degradadas por el
sistema proteosomal. Sin embargo, la arginilacion postraduccion incrementa el tiempo
de vida media de CRT y es necesaria para su ubiquitinacion. La arginilacion le confiere
a CRT diferentes localizaciones subcelulares en circunstancias de estrés celular y un
comportamiento diferente frente a la homodimerizacion, lo cual le proporciona mayor
estabilidad metabdlica.

A continuacion seran introducidos varios conceptos en relacién a la arginilacion
postraduccion de proteinas, la degradacion de proteinas y las caracteristicas de CRT,
los cuales seran fundamentales para la comprension de los resultados y discusion de

este trabajo.

Modificacion postraduccidon de proteinas

Las modificaciones postraduccion de las proteinas imparten una gran complejidad
a los proteomas eucariotas, en los cuales el numero de isoformas puede ser varios
6rdenes de magnitud mayor que el nimero de genes en los genomas. La modificacion
de la secuencia de aminoacidos o de sus cadenas laterales son mecanismos esenciales
de las células eucariotas para diversificar la funcion de sus proteinas y coordinar
dindmicamente sus redes de sefalizacién. Las modificaciones postraduccion pueden
cambiar las propiedades fisico quimicas de una proteina, influir en la actividad de una
enzima, en su localizacién subcelular, en las interacciones con otras moléculas, en la
modulacién de cascadas de sefializacion e incluso en su estabilidad. De esta manera,
las modificaciones postraduccion juegan un papel critico en la regulacion de la fisiologia
de célula.

Las modificaciones mas comunes incluyen la fosforilacion (Morandell, Stasyk et
al. 2006), acetilacion (Polevoda and Sherman 2002), glicosilacion (Harvey 2005),
acilacién (Mcllhinney 1990), aminoacilacion (Kaji, Kaji et al. 1963), nitrosilacion (Kim,
Kim et al. 2002), tirosinacion y detirosinacion (Barra, Arce et al. 1973; Hallak, Rodriguez
et al. 1977), algunas de las cuales pueden establecerse y/o ser removidas de forma
dinamica como un mecanismo para el control de la funcion de las proteinas. El estudio
de las modificaciones postraduccion comprende un campo de significancia bioldgica
creciente ya que la evidencia sugiere que gobiernan diversos procesos fisioldégicos que

son usados para regular dinamicamente la funcion de las proteinas.
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Arginilacion postraduccion de proteinas: una modificacion

multi-funcion

Entre las modificaciones postraduccidn se encuentra la arginilacion de proteinas,
la cual consiste en la adicion de una Arg, mediante union peptidica en el extremo NH;
de varias proteinas aceptoras en el citosol, sobre los aminoacidos Asp, Glu, o Cys
(Soffer 1971; Kaji 1976; Hallak, Bongiovanni et al. 1991; Eriste, Norberg et al. 2005).
Varios analisis bioquimicos sugieren que el aminoacido Cys en la posicion NH; terminal
no es un sustrato directo de la arginilacion sino que primero es oxidado en acido sulfinico
Cys [CysO2(H)] o acido sulfénico Cys [Cys O3(H)], generando una estructura que imita
al Asp (Kwon, Kashina et al. 2002). La Arg que va a ser transferida es activada bajo la
forma de arginil-ARNt por accién de la arginil-ARNt sintetasa, usando ATP, Mg?* y K*,
como co-factores (Barra, Rodriguez et al. 1973; Hallak, Barra et al. 1985; Ciechanover,
Ferber et al. 1988). Luego, en una segunda etapa, Arg es transferida a la proteina
aceptora desde el arginil-ARNt por accion de la enzima arginil-ARNt transferasa (Ate1)

(Esquema 1).

Arg-ARNt

(Arg-ARNt transferasa)

NH,: Asp, Glu, Cys

Esquema 1. Incorporacién postraduccion de Arg en proteinas.
El aminoécido Arg es transferido desde el arginil-ARNt a la proteina aceptora que posea en la posiciéon NH2
terminal un residuo Asp, Glu, o Cys. Esta reaccién es catalizada por la enzima arginil-ARNt transferasa

(Ate1 empleando como co-factores ATP, Mg?*y K*).

La enzima Ate1 se encuentra presente en todas las especies eucariotas, desde
levaduras hasta humanos, y contienen un sélo gen que la codifica (Manahan and App
1973; Balzi, Choder et al. 1990; Kwon, Kashina et al. 1999; Rai and Kashina 2005). En
procariotas, existe una modificacion similar donde una enzima homologa, la transferasa
L/F, modifica a las proteinas por adicion de los aminoacidos Leu y Phe (Graciet, Hu et

al. 2006). Por lo tanto, la adicion postraduccién de aminoacidos a las proteinas se halla
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altamente conservada por la evolucion. El gen ATE1 de raton y humano codifica al
menos seis isoformas generadas por “splicing” alternativo (Kwon, Kashina et al. 1999;
Rai and Kashina 2005; Hu, Brower et al. 2006). Aunque estas isoformas tienen diferente
actividad, niveles de expresion en tejidos y especificidad de sustrato, la diferencia
funcional in vivo entre ellas no se conoce. En experimentos de fusién de Ate1 con la
proteina fluorescente verde, se la ha localizado tanto en el citoplasma como en el ndcleo
y no posee secuencias de translocacion al reticulo endoplasmico (RE) (Kwon, Kashina
et al. 1999). Por un lado la enzima Ate1 es esencial para la embriogénesis en mamiferos
ya que ratones deficientes en esta enzima presentan letalidad embrionaria y defectos
graves en el desarrollo cardiovascular, gametogénesis y morfologia craneofacial (Kwon,
Kashina et al. 2002; Rai, Wong et al. 2008; Leu, Kurosaka et al. 2009; Kurosaka, Leu et
al. 2010). Por otro lado, la delecion postnatal de ATE71 afecta a varios sistemas
fisioloégicos, ocasionando pérdida de peso, retardo mental e infertilidad (Brower and
Varshavsky 2009). En consecuencia, resulta claro la importancia fisiologica de Ate1, ya
que su funcién en procesos de desarrollo es requerida para la supervivencia.

Respecto a los sustratos de Ate1, la evidencia demuestra que proteinas de
diversos organismos, tipos celulares y fracciones subcelulares pueden servir como
aceptores postraducciéon de Arg. Proteinas y péptidos tales como angiotensina I,
neurotensina-B-melanocito, albumina, a-lactoalbumina, tiroglobulina, insulina, y RGS4,
entre otros, son sustrato de la reaccion de arginilacion (Soffer 1971; Soffer 1975;
Ciechanover, Ferber et al. 1988; Zhang and Salter 1998; Davydov and Varshavsky 2000;
Eriste, Norberg et al. 2005), sugiriendo que esta modificacion constituye un mecanismo
regulatorio elemental para su procesamiento intracelular previo a la secrecion. Estas
proteinas son arginiladas en el NH; terminal luego de la remocion del péptido sefial
(Soffer 1971; Ciechanover, Ferber et al. 1988). Ademas, numerosas proteinas solubles
pueden incorporar Arg en diversos tejidos incluyendo el cerebro, rifidén, higado y células
en cultivo (Barra, Arce et al. 1973; Rao and Kaji 1977; Hallak, Bongiovanni et al. 1991;
Fissolo, Bongiovanni et al. 2000). Mediante electroforesis bidimensional vy
espectrometria de masas, distintas proteinas fueron identificadas como sustratos de la
arginilacion postraduccién in vitro e in vivo (Fissolo, Bongiovanni et al. 2000; Lee, Tasaki
et al. 2005; Decca, Bosc et al. 2006; Decca, Carpio et al. 2007; Wong, Xu et al. 2007;
Xu, Wu et al. 2007). Entre estas proteinas se encontraron proteinas citosdlicas, de la
via secretoria, factores de transcripcion, genes relacionados a tumores, etc. En nuestro
laboratorio se realizaron estudios sobre uno de los sustratos identificados: CRT (Decca,
Bosc et al. 2006).

A través de los anos, diversos estudios han reportado que procesos tales como

envejecimiento, estrés, regeneracion, sensibilidad a la temperatura, etc. se
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correlacionan con los niveles de arginilacion intracelular (Tanaka and Kaji 1974; Rao
and Kaji 1977; Kaji, Hara et al. 1980; Lamon and Kaiji 1980; Lamon, Vogel et al. 1980;
Bongiovanni, Fissolo et al. 1999; Freitas Junior, Berti et al. 1999). Por lo tanto, la funcion
de la arginilacion in vivo parece ser altamente diversa e incluye la regulacién de una
gran variedad de proteinas y procesos fisiolégicos probablemente relacionados con el
desarrollo cardiovascular, angiogénesis y otros importantes procesos biologicos tanto

en el periodo embrionario como en la adultez.

La arginilacién y su relacion con la degradacion de proteinas

Se ha postulado que una de las funciones de la arginilacion postraduccién es
inducir la degradacién de proteinas por la via proteosomal dependiente de ubiquitina
(Ub) siguiendo la denominada regla de la N (Esquema 2) (Bachmair, Finley et al. 1986;
Ciechanover, Gonen et al. 1990). Esta regla establece que el tiempo de vida media de
las proteinas depende de la naturaleza del aminoacido en la posicion NH; terminal. En
eucariotas, hay dos ramas en la via de la regla de la N, una dependiente de la
arginilacion del sustrato y la otra dependiente de la acetilacion. De aqui en mas nos

referiremos Unicamente a la regla de la N via arginilacion.

M[C-€
MetAPs Desestabilizadores
secundarios Desestabiizad Proteosoma
esesiablizador
- @5 @ primario -
.—l—.c‘ ’-:JQ
NTAN1 ila &
N-@———— @ FE —R —"E)
@ 2. g @) 7 T
Desestabilizadores ) R-ARNil - ARNt Péptidos cortos
terciarios sintetasa
R

Esquema 2. Regla de la N en organismos eucariotas.

Las enzimas Met amino peptidasas se encargan de remover en la mayoria de las proteinas el primer
aminoacido Met con el que son sintetizadas. Los aminoécidos Cys, Asn o GIn son denomindados
desestabilizadores terciarios cuando se encuentran en el NH2 terminal de una proteina. Cada uno de estos
aminoacidos puede transformarse en un desestabilizador secundario: Cys oxidada ([C*] por oxidacién), Asp
y Glu (deamidacién mediada por NTAN1 o NTAQ1) respectivamente. A su vez estos aminoacidos son
reconocidos por la enzima Ate1 que incorpora el residuo Arg (desestabilizador primario) en el NH2 terminal,
permitiendo el reconocimiento por el sistema de poliubiquitinaciéon de proteinas. Esta ultima modificacion
postraduccion permite que la proteina blanco sea reconocida por el proteosoma 26S que se encarga de

degradarla.

Los estudios iniciales modificando el extremo NH. terminal de la proteina

B-galactosidasa mediante la técnica de fusion de Ub fueron llevados a cabo por el grupo
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de Varshavsky (Bachmair, Finley et al. 1986; Levy, Johnsson et al. 1996). Esta técnica
genera proteinas con un aminoacido en el NH, terminal distinto a Met (residuo con el
cual comienzan todas las proteinas al inicio de la traduccion) a través del clivaje
co-traduccional de la quimera Ub-X-péptido en la unién Ub-X por medio de una enzima
deubiquitinasa, dejando expuesto el residuo NH> terminal de interés en la proteina.
Empleando esta técnica, se determind el tiempo de vida media in vivo para distintas
isoformas de B-galactosidasa expresadas en S. cerevivisiae. Asi es como determinaron
que el aminoacido Arg induce una protedlisis rapida de p-galactosidasa, disminuyendo
su vida media de 20 h a 2 min aproximadamente. Esta estrategia también se empled
para controlar la concentracion de la proteina de dominio de factor de ribosilacion de
ADP (Ard1) expresada en S. cerevisiae obteniéndose resultados similares (Park, Finley
et al. 1992). También se empled la técnica de fusion de Ub para desarrollar proteinas
fluorescentes de vida media corta (10 min-2 h) (Dantuma, Lindsten et al. 2000). En base
a estos experimentos, se concluyo que los residuos basicos e hidrofobicos en el extremo
NH: terminal son los que confieren el menor tiempo de vida media a la proteina y los
denominaron aminoacidos desestabilizantes primarios. Los aminoacidos terminales Glu
y Asp (sustratos de la arginilacion) han sido denominados desestabilizantes secundarios
porque son arginilados y las proteinas se tornan metabdlicamente inestables (Gonda,
Bachmair et al. 1989; Varshavsky 1992; Varshavsky 1995). Los aminoacidos GIn y Asn
son desestabilizantes terciarios ya que por su deamidacion dan lugar a la formacion de
aminoacidos desestabilizantes secundarios. De esta manera se constituyd la
denominada regla de la N, que establece que el tiempo de vida media de una proteina
esta determinado por la naturaleza de su extremo NH; terminal (Varshavsky, Bachmair
et al. 1987; Varshavsky 1996; Tasaki, Sriram et al. 2012).

Asimismo, se determiné que la arginilacidon postraduccion facilita la conjugacion
de Ub con la proteina, causando su posterior degradacion via proteosomal (Elias and
Ciechanover 1990). El reconocimiento de sustratos que van a ser degradados por el
proteosoma, requiere que los mismos tengan una cadena de poli-Ub formada por mas
de cinco unidades de Ub (Hicke 1999). En cambio, la adicién de una sola unidad de Ub
ha sido vinculada con la endocitosis y posterior degradacién via lisosoma de algunos
receptores de membrana (Helliwell, Losko et al. 2001; Hicke and Dunn 2003).

La Ub es un péptido de 76 aminoacidos presente en todas las células eucariotas.
La secuencia de esta molécula es muy conservada desde insectos a humanos (Hershko
and Ciechanover 1986; Jentsch, Seufert et al. 1991). La funcién mas conocida de la Ub
es la de dirigir a las proteinas al complejo multicatalitico proteosoma para su
degradacion (Hershko, Ciechanover et al. 1980). Numerosos procesos celulares tales

como proliferacion, diferenciacion, respuesta a estrés, apoptosis y ciclo celular son
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regulados por la degradacion de proteinas ubiquitinadas (Joazeiro and Hunter 2000;
Sriram, Kim et al. 2011).

Esquema 3. Cascada de ubiquitinacion.

(A) La enzima E1 se une a Ub a través del grupo sulfidrilo (SH) de un residuo Cys. (B) Por medio de una
reaccion de transtioesterificacion, la enzima E1 transfiere Ub a la enzima E2. (C) La Enzima E2 en forma
concertada con la enzima E3 transfiere Ub al grupo NH2 de la cadena lateral de una Lys interna del sustrato.

(D) Elongacién de la cadena de Ub.

En la ubiquitinacién postraduccion de proteinas, Ub se une a una Lys interna de
la proteina mediante union covalente entre el grupo g-amino de la Lys y el acido
carboxilico de la Gly terminal de Ub, formando un enlace amida isopeptidico (Pickart
2001). En esta reaccion intervienen al menos tres componentes enzimaticos (Neutzner
and Neutzner 2012) (Esquema 3). La primera enzima en la cascada se denomina E1y
activa Ub ligandola a un residuo Cys de la enzima, proceso que es dependiente de ATP
(Esquema 3A). Uba1 y Uba6 son las enzimas activadoras E1, de las cuales Uba1 es la
principal enzima responsable de la conjugacion de Ub, mientras que Uba6 es una
enzima alternativa que representa el 5-10 % de Uba1 (Jin, Li et al. 2007). La enzima E1
transfiere Ub a la enzima E2 (se han descripto entre 10 y 20 enzimas E2 en una
determinada especie) a través de una reaccion de transtioesterificacion (Esquema 3B),
la cual por si misma o en forma concertada con la enzima E3 ligasa, adiciona Ub al
sustrato (Esquema 3C). A diferencia de Uba1 que interviene con una gran variedad de
enzimas E2, Ubab lo hace solo con una de ellas, Use1 (Jin, Li et al. 2007). Dada la gran
variedad de enzimas E3 ligasas, se cree que son las que proveen especificidad en el
momento de determinar qué sustratos deben ser ubiquitinados y aceleran la

transferencia de Ub desde una enzima E2 al sustrato. Una vez unida la primera molécula
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de Ub al sustrato, otras unidades de Ub se adicionan a una lisina interna de la primera
formando una cadena de poli-Ub (Esquema 3D) que es reconocida por el complejo
multicatalitico proteosoma (Hershko and Ciechanover 1998; Neutzner and Neutzner
2012).

Existen varias formas por las cuales se reconocen los sustratos que han de ser
ubiquitinados; entre ellas: la naturaleza del aminoacido NH- terminal, la fosforilacién, el
plegamiento incorrecto (“misfolding”) de la proteina, etc. Para algunos sustratos, la
ubiquitinacion esta determinada por alguna modificacién en la E3 ligasa, que la convierte
a una forma activada capaz de reconocer al sustrato. Al parecer, cada sustrato que va
a ser degradado sigue una via propia, temporalmente regulada por el estado fisiolégico
de la célula, con una combinacion particular de enzimas E2 y E3 (de Bie and
Ciechanover 2011).

Entre las enzimas E3 ligasas, Ubr1, Ubr2, Ubr4d y Ubr5 son las que estan
involucradas en el reconocimiento de proteinas dependiendo de la naturaleza del
extremo NH; terminal (Tasaki, Mulder et al. 2005; Tasaki, Zakrzewska et al. 2009). Estas
E3 ligasas reconocen en el NH, terminal de las proteinas sustratos a los aminoacidos
basicos Arg, Lys e His, denominados desestabilizadores primarios tipo |, y a los
aminoacidos hidrofébicos Leu, Phe, Tyr, Trp e lle, llamados desestabilizadores primarios
tipo Il (Bartel, Wunning et al. 1990). En las E3 ligasas Ubr1 y Ubr2, el mecanismo de la
selectividad de sustrato viene dado por el dominio UBR box, el cual consta de un motivo
dedos de zinc que actua como un dominio de reconocimiento de sustrato tipo | (Tasaki,
Mulder et al. 2005; Xia, Webster et al. 2008; Tasaki, Zakrzewska et al. 2009). Las E3
ligasas mencionadas también requieren un residuo de Lys interno (sitio de la
poliubiquitinacion) y una extensiéon desestructurada del NHz terminal. Una vez que la E3
ligasa se une al residuo desestabilizador primario, media la ubiquitinacion de las
proteinas junto con Uba1 (E1) y UbeZ2 activada (E2) o Uba6 (E1) y Use activada (E2), y
su degradacién subsecuente por el proteosoma. En consecuencia, el aminoacido basico
Arg es el principal sefializador de degradacién en eucariotas a través de la arginilacion
postraduccion de proteinas, ya que el agregado de Arg en el extremo NH, terminal
posibilitaria el reconocimiento por alguna de las enzimas E3 ligasas mencionadas
anteriormente. Ademas, los NH; terminales Asn, GIn, Asp y Glu, asi como también Cys
bajo determinadas condiciones metabdlicas, son desestabilizadores debido a sus
modificaciones previas, las cuales incluyen la deamidacion y la arginilacion del NH;
terminal.

Numerosos investigadores han observado en diversos tipos celulares la
degradacion de proteinas en el citosol (Bohley, Kopitz et al. 1988; Bohley, Kopitz et al.

1988; Bischoff, Bischoff et al. 1998) y lograron identificar proteinas blancos para la
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degradacion por una via dependiente de arginilacion (Ciechanover, Ferber et al. 1988).
Elias y Ciechanover demostraron que a-lactalbumina, el inhibidor de la tripsina de soja
y la cadena liviana f de la molécula de inmunoglobulina G humana, requieren la
incorporacion de Arg para ser reconocidas por Ubr1 (Elias and Ciechanover 1990).
Todas estas proteinas poseen Glu en su extremo NH; terminal. También se demostro
que la arginilacion de RGS4, RGS5 y RGS16 torna a estas proteinas metabdlicamente
inestables (Davydov and Varshavsky 2000; Lee, Tasaki et al. 2005). La degradacion de
estos sustratos incluye la escision de Met en el NH, terminal exponiendo asi un residuo
Cys el cual es arginilado generando un desestabilizante primario. También, se ha
demostrado que los niveles de incorporaciéon de Arg aumentan en condiciones en las
que se incrementan el plegamiento incorrecto y la degradacién de proteinas. Por
ejemplo, luego de producirse una injuria por el pinzado del nervio ciatico de rata, los
niveles de incorporacion de arginina se incrementan en diez veces (Shyne-Athwal,
Riccio et al. 1986). Este resultado se interpreté como un mecanismo relacionado con la
remocion de las proteinas dafiadas durante la injuria. En este sentido, se descubrieron
fragmentos naturales asociados a la neurodegeneracion que son selectivamente
destruidos previa arginilacion y siguiendo la regla de la N, sugiriendo que esta via
contrarresta la neurodegeneracion (Brower, Piatkov et al. 2013). Los fragmentos
peptidicos corresponden a la porcion COOH terminal de las proteinas Tau, TDP43 y
a-sinucleina y se demostré que son estabilizados metabdlicamente en fibroblastos
ATE17- produciéndose acumulacién y agregacion de estos fragmentos. Analogamente,
se determiné que una fraccion del péptido AB42, derivado de la proteina precursora
amiloide asociada con la enfermedad de Alzheimer, se arginila y es degradado por la
via de la regla de la N (Bongiovanni, Fidelio et al. 1995; Brower, Piatkov et al. 2013).

Por otra parte, la arginilaciéon podria estar involucrada en la regulacion de la
estabilidad gendémica a través del control de la degradacién de la enzima deubiquitinasa
Usp1, que se arginila luego de la deamidacion del residuo GIn en el NH; terminal
(Piatkov, Colnaghi et al. 2012). Ademas, se descubridé que fragmentos proapoptoticos
tales como Cys-RIPK1, Cys-TRAF1, Asp-BRCA1, Leu-LIMK1, Tyr-NEDD9, Arg-BID,
Asp-BCL, Arg-BIM, Asp-EPHA4 y Tyr-MET son regulados via regla de la N a través de
su degradacion selectiva (Piatkov, Brower et al. 2012). Inclusive, la caracteristica
desestabilizadora de los residuos del NH; terminal de estos fragmentos se encuentra
altamente conservada por la evolucion, sugiriendo que la arginilacién podria estar
contribuyendo a establecer los umbrales que impiden a una sefial proapoptética, débil
o transitoria, determinar un punto de compromiso con la apoptosis (Piatkov, Brower et
al. 2012).
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No obstante, se demostré que en algunos casos la arginilacion y el destino
metabdlico de las proteinas arginiladas, no estaria vinculada con su degradacion (Saha
and Kashina 2011). En conjunto, estas evidencias indican que, aun cuando la
degradacion de proteinas juega un rol importante en determinar la estabilidad
intracelular de ciertas proteinas arginiladas, el efecto global de la arginilacion parece ser
mas complejo y se extiende a mecanismos de regulacién de proteinas que afectan su
estructura, las interacciones moleculares y las funciones in vivo. En este sentido,
recientemente se ha demostrado que la arginilaciéon de un fragmento proteolitico de
talina, proteina importante en la adhesién célula-matriz dependiente de integrina, tiene
funcion en la adhesion célula-célula (Zhang, Saha et al. 2012). Por otro lado, la
arginilacion de miosina en plaquetas afecta su regulacion por fosforilacion y su
contractilidad normal (Lian, Suzuki et al. 2013). También, la arginilacion de B-actina in
vivo facilita la migracion celular (Karakozova, Kozak et al. 2006) y la correcta
polimerizacion de la misma (Saha, Mundia et al. 2010). Sin embargo, en este caso hay
un vinculo con la degradacion dependiente de arginilacion, ya que la arginilacion de
y-actina es responsable de su degradacién. Esta seleccion de destinos muy diferentes
entre  homologos cercanos por medio de su arginilacion ocurre a través de un
mecanismo no convencional que relaciona la secuencia codificante del ARNm, la
estabilidad de la proteina y la velocidad de traduccion (Zhang, Saha et al. 2010). Por lo
tanto, hay efectos de la arginilacion que son dependientes y otros independientes de
degradacién y probablemente ambos jueguen un papel importante en la regulacién de

proteinas por arginilacion in vivo.

Estructura, localizacion subcelular y degradacion de CRT

CRT es una proteina multifuncional de 46 kDa que se encuentra mayoritariamente
en el lumen del RE, donde conjuntamente con otras proteinas residentes de este
compartimiento subcelular como calnexina y ERp57 (disulfuro isomerasa), cumple
funciones de chaperona involucrada en el acompafiamiento y plegamiento de
polipéptidos nacientes, proteinas y glicoproteinas que transitan el RE (Hebert and
Molinari 2007; Caramelo and Parodi 2008; Labriola, Giraldo et al. 2011). Ademas, CRT
es la principal almacenadora de Ca?* y participa en la regulacién del metabolismo de
este ion afectando una gran variedad de funciones celulares, participando en la

sefializacion intracelular (Kwon, Park et al. 2000; Arnaudeau, Frieden et al. 2002).
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Esquema 4. Representacion de los dominios de CRT.

La proteina contiene una secuencia sefial N-terminal (regién negra), dominio-N (regién celeste), dominio-P
(region roja), dominio-C (regién verde) y una secuencia KDEL C-terminal de retencion en el RE. Los
aminoacidos que participan en la formacion del puente disulfuro se indican como S-S. La secuencia
correspondiente a los primeros 13 aminoacidos del dominio-N es reconocida por el anticuerpo Anti-R-CRT

unicamente cuando se encuentra arginilada.

CRT se muestra dividida en tres dominios (Esquema 4): el dominio N-terminal,
correspondiente a la region mas conservada de CRT; el dominio P, que se localiza en
la regién central; y el dominio C-terminal, el cual posee baja afinidad y alta capacidad
de unién a Ca?". El dominio N-terminal y parte del C-terminal forman una estructura
globular tipo lectina. En cambio, el dominio P consiste de una estructura tipo lazo que
interrumpe el dominio globular y contiene dos motivos de secuencia ricas en Pro que se
repiten en tandem tres veces. Hasta el momento solo se ha logrado cristalizar el dominio
globular de CRT determinandose su estructura por cristalografia de rayos-X (Kozlov,
Pocanschi et al. 2010; Pocanschi, Kozlov et al. 2011), mientras que el dominio de lazo
se ha determinado por resonancia magnética nuclear (RMN) (Ellgaard, Riek et al.). Por
una lado, el dominio N-terminal de CRT contiene una secuencia escindible o péptido
senal N-terminal que la dirige al RE e incluye los sitios de unidon a polipéptidos y
carbohidratos (Leach, Cohen-Doyle et al. 2002; Kapoor, Ellgaard et al. 2004), un sitio de
union a Zn?* (Baksh, Spamer et al. 1995) y un puente disulfuro entre las Cys88 y Cys120
(Andrin, Corbett et al. 2000). Ademas, la presencia de un sitio de alta afinidad por Ca?*
en este dominio le confiere estabilidad estructural a esta chaperona (Li, Stafford et al.
2001; Brockmeier, Brockmeier et al. 2009; Kozlov, Pocanschi et al. 2010), de tal modo

que en presencia de Ca?" es resistente a la accién de enzimas proteoliticas (Corbett
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2000). El dominio P contiene los sitios de interaccion con otras proteinas del RE, tales
como ERp57 (Frickel, Riek et al. 2002; Leach, Cohen-Doyle et al. 2002) y ciclofilina-B
(peptidil prolil isomerasa) (Kozlov, Bastos-Aristizabal et al. 2010), y presenta cierta
flexibilidad que puede ser importante durante el plegamiento de otras proteinas. Tanto
el dominio-N como el dominio-P son requeridos para la actividad chaperona de CRT
(Leach, Cohen-Doyle et al. ; Kozlov, Pocanschi et al. 2010). Finalmente, el dominio-C
es de especial interés porque contiene un gran numero de residuos cargados
negativamente que son responsables de la funcién de almacenamiento y regulacion del
Ca?" (Baksh and Michalak 1991; Nakamura, Zuppini et al. 2001; Wijeyesakere, Gafni et
al. 2011). Este dominio une alrededor del 50% del Ca?* contenido en el lumen del RE
(Nakamura, Zuppini et al. 2001). Células deficientes en CRT tienen disminuida su
capacidad de almacenamiento de Ca?* en el RE (Nakamura, Zuppini et al.). En ratones,
el déficit de CRT es letal durante el estadio embrionario debido a las alteraciones en la
homeostasis del Ca?* (Mesaeli, Nakamura et al. ; Guo, Nakamura et al. 2002). La region
altamente acida del dominio C-terminal también es responsable de la migracion anémala
de CRT a 60 kDa en ensayos de SDS-PAGE, en lugar de a 46 kDa correspondiente con
su peso molecular. Ademas, la presencia del motivo KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) en este
dominio especifica su unién al receptor KDEL, el cual recicla hacia el RE a proteinas
que contienen KDEL y escapan hacia el complejo de Golgi (Dancourt and Barlowe
2010). El dominio C-terminal también es importante para la retrotranslocacion de CRT
desde el RE hacia citoplasma (Afshar, Black et al. 2005; Labriola, Conte et al. 2010),
proceso que ocurre normalmente con proteinas mal plegadas destinadas a su
degradacion.

Como se menciond previamente, CRT contiene una secuencia sefial N-terminal
escindible que la dirige al RE y una sefial de KDEL de retencion en este compartimiento
(Denning, Leidal et al. 1997). Si bien, estas secuencias de aminoacidos son las
responsables de su retencion en el lumen del RE, desde su descubrimiento hace mas
de 35 anos (Ostwald and MacLennan 1974), CRT sigue estando involucrada en una
gran variedad de procesos que tienen lugar fuera del RE (Gold, Eggleton et al. 2010).
En este sentido, se ha demostrado que CRT retrotransloca desde el RE hacia el
citoplasma (Afshar, Black et al. 2005; Carpio, Lopez Sambrooks et al. 2010; Petris,
Vecchi et al. 2011), proceso que se ve exacerbado cuando existe una disminucién de
Ca?" en el RE. El hallazgo de R-CRT en las células constituyé uno de los primeros
indicios de la retrotranslocacion de CRT (Decca, Carpio et al. 2007), ya que esta
proteina solo se arginila si escapa hacia el citoplasma donde se encuentra la enzima
Ate1. En cuanto a las funciones de CRT en el citoplasma, se ha descripto que esta

proteina se une a la secuencia KXGFFKR del tallo citoplasmatico de a-integrina (Rojiani,
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Finlay et al. 1991). Como resultado de esto, CRT ha sido propuesta como un activador
de integrinas y un transductor de sefial entre integrinas y canales de Ca? en la
membrana plasmatica, mediando el acoplamiento entre la liberacion y el influjo de Ca?*
(Kwon, Park et al. 2000). Otros estudios determinaron que CRT puede interactuar
directamente con los receptores hormonales, tales como el receptor de glucocorticoides
y andrégenos, y podria actuar como un antagonista inhibiendo la transcripcion de genes
sensibles a esteroides (Burns, Duggan et al. 1994; Dedhar, Rennie et al. 1994).
Independientemente de este Ultimo trabajo, ha sido propuesto también que CRT
participa en la exportacion nuclear (Holaska, Black et al. 2001; Holaska, Black et al.
2002).

Ademas de la localizacion citoplasmatica de CRT, también se ha encontrado a
esta proteina en el nucleo, incluso en la superficie celular y la matriz extracelular
(Roderick, Campbell et al. 1997; Ogden, deCathelineau et al. 2001; Goicoechea, Pallero
et al. 2002; Somogyi, Petersson et al. 2003). En el niucleo, CRT es un componente de
la matriz nuclear (Perrone, Tell et al. 1999; Yoon, Lee et al. 2000) y se une a histonas
(Kobayashi, Uchiyama et al. 2006). En la superficie celular, CRT participaria en la
presentacion del antigeno y activacion del complemento (Gao, Adhikari et al. 2002;
Ghebrehiwet, Jesty et al. 2002; Donnelly, Roake et al. 2006), remocién de células
apoptéticas (Gardai, McPhillips et al. 2005), inmunogenicidad de muerte celular en
tumores (Obeid, Tesniere et al. 2007), cicatrizacion de heridas (Gold, Rahman et al.
2006; Nanney, Woodrell et al. 2008) y en adhesion y migracion celular a través de
senalizacion mediada por trombospondina y la proteina relacionada al receptor de
lipoproteinas de baja densidad (LRP1) (Goicoechea, Pallero et al. 2002; Orr, Elzie et al.
2003; Orr, Pedraza et al. 2003). Debido al papel de CRT en estas actividades bioldgicas,
esta proteina clasicamente residente del RE esta siendo considerada un mediador
critico de procesos fisioldgicos y patolégicos, tales como la cicatrizacion de heridas, la
respuesta inmune y el cancer. Sin embargo, la regulacion de procesos celulares
mediada por CRT localizada en un determinado compartimiento celular, ya sea dentro
del RE, o el citoplasma, o la superficie celular o la matriz extracelular, sigue siendo poco
conocida.

Esta bien establecido que CRT se expresa de manera diferente en los distintos
tejidos, asi como en una variedad de condiciones fisioldgicas y patoldgicas (Qiu and
Michalak 2009). Por ejemplo, condiciones de estrés del RE incrementan la expresion de
CRT (Zhang, Szabo et al. 2007). Sin embargo, existen escasas evidencias acerca de la
regulacién proteolitica de CRT. En células mieloides humanas HL-60, CRT presenta una
vida media de 4,5 dias (Clark, Li et al. 2002), mientras que en la linea celular hibrida de

neuroblastoma y glioma de ratas NG108-15 es de apenas 40 h (Xiao, Chung et al. 1999).
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Estos valores de vida media corresponden al total de CRT en la célula sin hacer mencién
a ningun compartimiento subcelular. Dado que la mayor parte de CRT se encuentra en
el RE se deberia suponer que los tiempos de vida media determinados reflejan en mayor
medida la estabilidad de la proteina en este compartimiento. En células NG108-15, se
determiné que la vida media de CRT en la membrana plasmatica es sustancialmente
menor a la vida media de CRT interna, siendo de 12 h y 40 h respectivamente (Xiao,
Chung et al. 1999). El sistema lisosomal es el responsable de la protedlisis de CRT de
membrana ya que la inhibicién lisosomal impide la degradacion de CRT de membrana
mientras que los inhibidores proteosomales no fueron capaces de bloquear su
degradacion. De modo similar, la vida media de CRT citoplasmatica también podria ser
diferente a la de CRT del RE. En este caso, es controversial si CRT es un sustrato del
proteosoma (Afshar, Black et al. 2005; Labriola, Conte et al. 2010). Dada la importancia
de CRT a nivel biologico y las funciones que desempefia, es relevante conocer su
regulacién metabdlica en las diferentes localizaciones subcelulares en que se encuentra

la proteina.

Dimerizacién y oligomerizacién de CRT

CRT contiene en su secuencia tres cisteinas, de las cuales Cys 88 y Cys 120
forman un puente disulfuro intramolecular, mientras que la tercera Cys 146 esta libre
(Hojrup, Roepstorff et al. 2001). Este grupo SH puede quedar expuesto y ser capaz de
formar dimeros en condiciones que favorecen un desplegamiento parcial de la proteina
tales como urea en concentraciones por encima de 2,6 M o dodecil sulfato de sodio
(SDS) en concentraciones mayores a 0,025% (Jorgensen, Ryder et al. 2003). CRT
también posee la capacidad de formar oligdbmeros a través de interacciones no
covalentes, tal como se ha descripto para otras chaperonas como Grp94, Hsp90
(Wearsch and Nicchitta 1996; Yonehara, Minami et al. 1996; Nemoto, Ono et al. 2001)
y calnexina (Ou, Bergeron et al. 1995; Zapun, Darby et al. 1998; Ihara, Cohen-Doyle et
al. 1999). Aunque la formacion de puentes disulfuros en CRT no parece ser necesaria
para el proceso de oligomerizacion, no se descarta la posibilidad de que el dimero
conteniendo puente disulfuro pueda participar en la estabilidad de los oligébmeros
(Jorgensen, Ryder et al. 2003). Los oligdbmeros de CRT son bastante estables, pero
pueden ser disociados por la adicion de agentes desnaturalizantes tales como urea 8 M
0 SDS 1%.

Funcionalmente, los dimeros de CRT, al igual que los oligdbmeros, muestran un
incremento en su actividad chaperona en relacion al monémero, reconociendo mas

eficientemente a las proteinas desnaturalizadas (Jorgensen, Ryder et al. 2003).
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Ademas, se ha demostrado que los oligdmeros de CRT son activadores de macrofagos

mas potentes que el monémero de CRT (Huang, Zhao et al. 2013).

Granulos de estrés (GSs)

Las células eucariotas responden a los estimulos de estrés interrumpiendo la
sintesis de proteinas para redirigir la energia anabdlica hacia la reparacion del dafo
inducido. Este arresto en la traduccién es selectivo, ya que la traduccién de algunos
transcriptos se reprime mientras que la de otros se mantiene o incluso aumenta
(Williams 2001). Los ARNm que presentan un incremento en la traduccion,
corresponden especialmente a factores de transcripcion y proteinas chaperonas del tipo
“heat shock proteins” (Kawai, Fan et al. 2004).

Los GSs son complejos de ribonucleoproteinas (RNPs) que se forman como
respuesta a una injuria celular como por ejemplo, estrés térmico, estrés oxidativo, estrés
del RE, deprivacion de nutrientes, etc. Los GSs estan constituidos por subunidades
ribosomales pequenas, factores de iniciacién de la traduccién y proteinas de uniéon a
ARNmMm vinculados al silenciamiento de la traduccion o estabilidad de los ARNm. Aunque
los GSs son represores de la traduccion y su formacién se correlaciona con la
disminucion de la traduccion de proteinas (Kedersha, lvanov et al. 2013), no conllevan
necesariamente a una represion global de la traduccion (Buchan and Parker 2009;
Mokas, Mills et al. 2009). Durante esta respuesta al dafio, muchas proteinas que
participan normalmente en la traduccion de ARNm asumen funciones diferentes
determinando el destino (almacenamiento, degradacion o reiniciacion de la traduccion)
de los transcriptos segun la severidad del estrés generado (Anderson and Kedersha
2002; Anderson and Kedersha 2006). De esta forma las células pueden activar
mecanismos de defensa para sobrevivir o bien, si esta activacién no alcanza para
revertir el dafio, se inicia el proceso de muerte celular programada (apoptosis). Esto
depende del tipo, duracion y severidad del dafio ocasionado por el estrés. Luego de la
supresion del estrés, y siempre que no se haya sobrepasado un umbral de dafio que
determine apoptosis, los GSs se dispersan rapidamente luego de fusionarse en
pequefios agregados (Kedersha, Cho et al. 2000). Por lo tanto, la formacién de GSs
tiene un rol importante en determinar el destino de la célula, estableciendo si es capaz
de recuperarse o inducir apoptosis.

La composicion de los GSs es muy variable y dependiente del inductor de estrés
(Baez and Boccaccio 2005; Kedersha, Stoecklin et al. ; Leung, Calabrese et al. 2006).
Ademas, la formacién de los GSs puede estar inducida por la sobreexpresion de
multiples factores e inhibida por la deplecion de otros (Ohn, Kedersha et al.). Otra

caracteristica de estas estructuras transitorias citoplasmaticas es que su forma y tamafno
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varian con el tiempo y carecen de organizacion estructural (Gilks, Kedersha et al. 2004).
Algunas de las proteinas asociadas a los GSs funcionan como andamiajes moleculares
definiendo los dominios estructurales de los GSs (Anderson and Kedersha 2008). Entre
las proteinas requeridas para el ensamblaje de los GSs se encuentran las proteinas de
union a ARNm TIA1 y TIAR (Kedersha, Gupta et al. 1999; Kedersha, Cho et al. 2000;
Kedersha, Chen et al. 2002). Se postula que las modificaciones postraduccion de las
proteinas integrantes de los GSs serian importantes para modular la funcion del ARNm
durante el estrés, ya que modificaciones rapidas y reversibles, en algunos casos,
permiten la adaptacion al mismo sin necesidad de sintetizar nuevas proteinas (Ceman,
O'Donnell et al. 2003; Ohn and Anderson 2010). Por lo tanto, el estudio de los sustratos
de varias modificaciones postraduccion y de los mecanismos subyacentes a sus efectos
es importante para comprender el origen, ensamblaje y funcion de estos agregados

citoplasmaticos.

El proteosoma, un complejo multi-proteico y multi-catalitico

La naturaleza ha desarrollado una variedad de mecanismos de control de calidad
de proteinas para mantener la proteostasis, minimizando el dafio que las proteinas mal
plegadas le pueden ocasionar a la célula. En las células hay dos sistemas de
degradacion de proteinas que desempefian un rol central en esta funcién, uno es el
proteosomal y el otro es el autofagico-lisosomal.

El sistema proteosomal esta constituido por un complejo multi-proteico y multi-
catalitico denominado proteosoma 20S al que se asocian diferentes clases de proteinas
reguladoras que da origen a diferentes formas de proteosomas (Tanahashi, Murakami
et al. 2000). Este complejo proteosomal es de 700 kDa, tiene actividad proteasa y se
encuentra tanto en las bacterias archaea como en las células de animales y plantas
(Lowe, Stock et al. 1995; Stock, Ditzel et al. 1995). La estructura del proteosoma 20S
(Esquema 5) es cilindrica, constituida por cuatro anillos dispuestos en un arreglo
a—B—P—a (Groll, Ditzel et al. 1997; Unno, Mizushima et al. 2002), donde cada anillo o o
B esta formado por siete subunidades diferentes, de las cuales solo tres subunidades 3
(B1, B2 y Bs) presentan actividad proteolitica: 3+ presenta una actividad del tipo caspasa
(escinde luego de un aminoacido acido); B2 presenta una actividad del tipo tripsina
(escinde luego de un aminoacido basico); y Bs presenta una actividad del tipo

quimotripsina (escinde luego de un aminoacido neutro) (Groll and Huber 2004).
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Proteosoma 208
(20S libre)

20S + PA200
|193+20$+ 11S| 20S + 19S

Inmunoproteosoma

Proteosoma Proteosoma
hibrido 26S

Esquema 5. El proteosoma eucariota y sus diferentes formas.
Las distintas clases de proteosomas se encuentran formadas por el complejo 20S y uno o dos complejos
reguladores (11S, 19S, PA200) que lo hace distintivo.

En estado “inactivo”, el proteosoma presenta baja actividad debido a que los
dominios NH> terminales de las subunidades o bloquean la entrada de los sustratos a
la camara proteolitica. Sin embargo, estos NH; terminales tienen un motivo comun YDR
(Tyr8-Asp9-Arg10) que puede actuar como una “junta” curvando hacia afuera los
extremos terminales que bloquean la entrada a la camara proteolitica, permitiendo el
ingreso de los sustratos a la misma (Groll, Bajorek et al. 2000). La entrada del
proteosoma 20S “inactivo” tiene un diametro de 0,9 nm mientras que en estado activado
se extiende a 1,3-2,0 nm, lo cual es suficiente para el ingreso de una cadena
polipeptidica (Kohler, Cascio et al. 2001). Asi el proteosoma puede degradar proteinas
desplegadas que exponen regiones hidrofébicas, las cuales son reconocidas por las
subunidades a. Si bien no se conoce el mecanismo de reconocimiento de estos
sustratos, se postula que hay un cambio conformacional en las subunidades o inducido

por la unidn de residuos hidrofébicos (Pratt, Morishima et al. 2010). Por otra parte, el
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desplegamiento de las cadenas polipeptidicas de los sustratos proteosomales puede
ser promovida por la disrupcion de los enlaces disulfuro, por ejemplo, la ausencia de
puentes disulfuro en a-lactalbumina es un prerrequisito para su degradacién mediada
por proteosoma (Wenzel and Baumeister 1995).

El proteosoma participa en la mayoria de los procesos celulares basicos
degradando proteinas regulatorias o estructuralmente dafiadas. De esta manera el
sistema proteosomal desempefia funciones claves en la transduccion de sefiales, la
progresién del ciclo celular, la muerte celular, la respuesta inmune, el metabolismo, el
control de calidad de las proteinas, etc. (Glickman and Ciechanover 2002; Varshavsky
2005; Finley 2009). En las células eucariotas, las proteinas reguladoras y las
modificaciones postraduccion le agregan un grado mas de complejidad al sistema
proteosomal y los procesos que controla, por lo que resulta importante entender como

se entrelazan y se desempefian en la célula.

Complejos proteosomales y mecanismos de degradacion

Durante la evolucion, el proteosoma fue ganando funciones gracias al desarrollo
de proteinas reguladoras. Estos complejos reguladores se unen al proteosoma 20S
modificando su afinidad por los sustratos y sus actividades proteoliticas (Esquema 5).
En las células de mamiferos existen muchos reguladores e inhibidores del proteosoma
208, el cual esta involucrado en casi todas las funciones celulares asi como también en
el mantenimiento del funcionamiento celular.

El complejo regulador que mejor se conoce es el PA700 de 700 kDa (19S), el cual
forma el proteosoma 26S (19S+20S) y el proteosoma 30S (19S+20S+19S), también
llamado 26S, constituyendo de esta manera la principal proteasa del sistema
Ub-proteosoma (UPS) (DeMartino, Moomaw et al. 1994; Liu, Millen et al. 2002). Este
complejo regulador contiene al menos 19 subunidades diferentes, de las cuales 6
subunidades tienen actividad ATPasa (Rpt1-Rpt6) (Glickman, Rubin et al. 1998; Finley
2009). El complejo regulador PA700 se encarga de desplegar a las proteinas sustrato e
introducir la cadena polipeptidica en el complejo proteosomal 20S, en un proceso
dependiente de ATP, Mg?* y Ub (Tanaka, Waxman et al. 1983; Deveraux, Jensen et al.
1995). Mientras que el complejo proteosomal 20S sdlo reconoce y degrada proteinas
dafadas o desplegadas, el proteosoma 26S degrada proteinas nativas y funcionales
(Jung, Catalgol et al. 2009). En este caso, la poliubiquitinacion de los sustratos
constituye la sefial de degradacion para que el complejo regulador 19S los reconozca.
Luego del reconocimiento del sustrato, esta cadena de poliubiquitina es desensamblada
por enzimas deubiquitinasas (DUBs) para regenerar los monémeros de Ub que seran
reutilizados en nuevos ciclos de ubiquitinacidon (Verma, Aravind et al. 2002; Yao and
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Cohen 2002). Las DUBs producen un balance dinamico entre poliubiquitinacion y
deubiquitinacion ayudando a mantener el estado estacionario del “pool” de proteinas de
la célula. Ademas de degradar proteinas nativas y funcionales, el UPS también participa
del control de calidad de proteinas mal plegadas y la degradacion asociada al reticulo
endoplasmico (ERAD) (Raasi and Wolf 2007).

Otro tipo de proteosoma es el inmunoproteosoma inducible por IFN-a, IFN-y, o
lipopolisacaridos que se encuentra formado por el complejo regulador 11S (también
llamado PA28 o REG) (Piccinini, Mostert et al. 2003; Stratford, Chondrogianni et al.
2006). Esta forma de proteosoma desempefia funciones especificas en la presentacion
de antigenos mediada por el complejo mayor de histocompatibilidad clase | (MHC-I)
durante la respuesta inmune, aunque no se descarta que pueda tener funciones no
relacionadas a la respuesta inmune (Nelson, Loukissa et al. 2000). También se han
hallado otros tipos de proteosomas en las células, tales como el proteosoma hibrido
(19S-20S-11S) y el proteosoma formado por el complejo regulador PA200 (Tanahashi,
Murakami et al. 2000). Sin embargo, no se conoce con exactitud la funcion de estos
proteosomas, aunque se cree que el proteosoma formado por PA200 podria estar
vinculado a la reparacién del DNA (Ustrell, Hoffman et al. 2002) y a la espermatogénesis
(Khor, Bredemeyer et al. 2006), ya que este complejo regulador solo se encuentra en
nucleo. En células Hela, se han determinado las cantidades relativas de cada tipo de
proteosoma, siendo el proteosoma 20S libre un 41%, el inmunoproteosoma un 20%, el
proteosoma hibrido un 24% y solo un 15% corresponderia al proteosoma 26S
(Tanahashi, Murakami et al. 2000). A pesar que mas del 60% de los proteosomas
participarian en vias independientes de Ub, son pocos los sustratos identificados que
seguirian esta via de degradacion en comparacion con la cantidad de sustratos de UPS
identificados. De manera similar, la baja representatividad del proteosoma 26S en la
degradacion proteosomal contrasta con el hecho de que es el que mejor se conoce
actualmente.

Estudios protedomicos sugieren que el 20% de los sustratos proteosomales se
degradan por via independiente de Ub indicando que todavia resta identificar muchos
sustratos de esta via degradativa (Baugh, Viktorova et al. 2009). Entre los sustratos del
proteosoma que se degradan de manera independiente de Ub se encuentra la ornitina
decarboxilasa (ODC) (Kopitz, Rist et al. 1990; Murakami, Matsufuji et al. 1992). Esta
proteina puede ser degradada el proteosoma 26S en forma dependiente de ATP y
antienzima (AZ) (Murakami, Matsufuji et al. 1992). Un dominio COOH terminal de AZ
promueve su unién a ODC, y un dominio NH2 terminal estimula su degradacién por
proteosoma (Li and Coffino 1994). Ademas, ODC también es degradada por el

proteosoma 20S, siendo inhibida esta degradacion por la unién de la oxidoreductasa

31



NAD(P)H quinona 1 (NQO1) (Asher, Bercovich et al. 2005). Otra proteina que es
degradada por ambos proteosomas (20S y 26S) de manera independiente de Ub es
calmodulina (Tarcsa, Szymanska et al. 2000). Se ha descripto que la oxidacién de la
region NHz terminal de calmodulina induce un desplegamiento en la molécula que es
esencial para la degradacion mediada por el proteosoma 20S (Balog, Lockamy et al.
2009). Otras proteinas que se han descripto como sustratos proteosomales
independientes de Ub incluyen: a-synucleina, la fosfoproteina NS2 codificada por el
parvovirus, LC-3, timidilato sintetasa (TS), Fra-1, y TCRa (Yu, Kaung et al. 1997; Miller
and Pintel 2001; Tofaris, Layfield et al. 2001; Gao, Gammoh et al. 2010; Melo, Yoshida
et al. 2010). La degradacion de esta ultima, como consecuencia de su mal plegamiento
en el RE, es catalizada por el proteosoma de manera independiente de Ub luego de su
translocacion al citosol.

Existen otras proteinas que son sustratos de ambos sistemas proteosomales, 26S
dependiente de Ub y 20S independiente de Ub. Los sustratos mixtos mas difundidos
son p21, c-Fos, c-Jun y p53, aunque también se ha descripto a la particula regulatoria
no-ATPasa 4 (Rpn4), el coactivador de los receptores esteroideos 3 (SRC3), el factor
inducible por hipoxia HIF-1a, tau y a un grupo de proteinas (p105, p107 y p130) que
pertenecen a la familia de supresores de tumor de retinoblastoma (Rb) (Orlowski and
Wilk 2003; Jariel-Encontre, Bossis et al. 2008; Erales and Coffino 2013). En estos casos
cada sistema proteosomal contribuiria de forma diferente al control de la tasa de
recambio de la proteina dependiendo del contexto en el que se encuentre. Por ejemplo,
la regién NH terminal de c-FOS controla su degradacion dependiente de Ub cuando la
proteina es citoplasmatica y la degradacion es independiente de Ub cuando la proteina
es nuclear como en la fase G0/G1, mientras que la region COOH terminal de c-FOS
solo se ha visto involucrada en la degradacion via independiente de Ub (Bossis, Ferrara
et al. 2003; Sasaki, Kojima et al. 2006). Otro ejemplo, es HIF-1a que en condiciones de
normoxia es degradada rapidamente por el proteosoma de manera dependiente de Ub
y en condiciones de hipoxia es estabilizada, pero se degrada por la via independiente
de Ub en presencia de inhibidores de la histona acetil transferasa o en condiciones de
hipoxia crénica (Bardos and Ashcroft 2005; Kong, Lin et al. 2006). Sin embargo, en la
mayoria de las proteinas no se conoce cudl seria el determinante bioquimico o
estructural que las direcciona a uno u otro sistema proteosomal para su degradacion.

La sefalizacion de un sustrato del proteosoma podria ser llevada a cabo por una
molécula accesoria 0 por una secuencia dentro del mismo sustrato. Ejemplo de lo
primero son la antienzima AZ que promueve la degradacién de ODC (Li and Coffino
1994); la proteina pp71 que induce la degradacién de las proteinas Rb (Kalejta, Bechtel

et al. 2003). Ejemplo de lo segundo es LC-3 en donde las hélices de su NH, terminal
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actuan como sefiales para su degradacion (Gao, Gammoh et al. 2010); Rpn4 requiere
los residuos 1-80 (Ju and Xie 2004); TS necesita del residuo Pro en la posicion 2 asi
como también la region NH; terminal (Pena, Melo et al. 2009); en Fra-1 son necesarios
los ultimos 30-40 aminoacidos (Basbous, Chalbos et al. 2007); etc. También, la mayoria
de las proteinas que son degradadas por el proteosoma via independiente de Ub
pertenecen a la familia de proteinas intrinsecamente desordenadas (IDPs), las cuales
son desestructuradas en toda su extension o parcialmente en una region de la molécula
(Jariel-Encontre, Bossis et al. 2008). Ejemplo de proteinas sustratos del proteosoma que
poseen regiones intrinsecamente desordenadas son ODC, Rpn4, TS, p21, p53, c-Jun,
a-synucleina, etc. Una caracteristica particular de las regiones desordenadas es que le
confieren a las proteinas funcion bioldgica cuando interaccionan con otras proteinas,
adquiriendo una estructura particular en ese proceso y permaneciendo desordenadas
cuando no participan de una interaccién (Tompa, Szasz et al. 2005). Ademas, se ha
descripto que las proteinas dafadas por estrés oxidativo serian degradadas
principalmente por el proteosoma 20S, ya que el proteosoma 26S no puede hacerlo
eficientemente (Jung and Grune 2008). En concordancia, esta degradacion de proteinas
oxidadas no requiere hidrdlisis de ATP ni poliubiquitinacién del sustrato (Davies 2001).
Por otra parte, las modificaciones postraduccionales también pueden modificar el
reconocimiento de los sustratos tal como lo hace la arginilacion de proteinas (ver
Introduccion-La arginilacion y su relacion con la degradacion de proteinas).

Como se puede deducir de este recopilado de proteinas degradadas por
diferentes mecanismos proteosomales, la degradacién proteosomal de proteinas es
compleja y variada, ya que una misma proteina puede degradarse por mas de una via
proteosomal, posiblemente dependiendo de modificaciones postraduccion que tengan

lugar en la molécula.

Arginilacién de CRT

En nuestro laboratorio se identificaron varios sustratos de arginilacion in vitro
(Decca, Bosc et al. 2006), entre ellos CRT, el cual se demostro in vivo que es un sustrato
de Ate1 en el citoplasma celular (Decca, Carpio et al. 2007; Carpio, Lopez Sambrooks
et al. 2010). CRT de rata y raton exponen en la proteina madura dentro del RE un
residuo Asp luego del clivaje del péptido sefial del extremo NH, terminal, mientras que
CRT humana expone un residuo Glu, siendo ambos residuos blancos de arginilacion.
Una vez que CRT retrotransloca desde el RE al citosol, se arginila por la enzima Ate1
(Carpio, Lopez Sambrooks et al. 2010). Células ATE1~~, no presentan CRT arginilada
(R-CRT), demostrando que la arginilacién de CRT se lleva a cabo con la intervencion

de la enzima Ate1 en células en cultivo. En concordancia con estos resultados, se ha
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postulado que la arginilacion postraducciéon de CRT dentro del RE no es posible debido
a la localizacion citoplasmatica y nuclear de la enzima Ate1 (Kwon, Kashina et al. 1999).
Ademas, el alto contenido de Ca?* dentro del RE impediria la arginilacién, ya que se
demostré que en presencia de Ca?* la misma se encuentra inhibida (Decca, Carpio et
al. 2007). Estas evidencias indican que la arginilacion debe ocurrir en el citoplasma
donde reside la maquinaria enzimatica que lleva a cabo esta modificacion.

Los cambios en la homeostasis de Ca?* pueden establecer un estrés celular y
estimular la retrotranslocacion de CRT (Carpio, Lopez Sambrooks et al. 2010). Del
mismo modo, condiciones de estrés oxidativo, "shock" térmico y estrés de RE generan
una alteracion en los niveles de Ca?* citosdlicos (Carpio, Lopez Sambrooks et al. 2010)
y como consecuencia se induce la formacién de GSs (Anderson and Kedersha 2008).
Se determind que en estas condiciones R-CRT se asocia a los GSs (Decca, Carpio et
al. 2007), mientras que cuando no se genera una alteracion en los niveles de Ca?
citosodlicos, como ocurre en el estrés inducido por radiacion UV, R-CRT permanece con
una distribuciéon homogénea similar a lo observado en situacion control, indicando que
no hay asociacion a los GSs por mas que haya formacion de los mismos (Carpio, Lopez
Sambrooks et al. 2010). Por lo tanto, la arginilacién de CRT es esencial para su
asociacion a los GSs.

Se ha demostrado que la arginilacion de CRT provoca un cambio conformacional
o al menos un re-arreglo local en la proteina, que se potencia cuando CRT se encuentra
en un entorno de baja concentracion de Ca?* (similar a la del citoplasma celular),
induciendo un incremento en la dimerizacion y oligomerizacién de R-CRT (Carpio,
Decca et al. 2013). Ademas, se determind que la dimerizacion de R-CRT es fundamental
para el andamiaje de los GSs en condiciones de estrés térmico, quizas reclutando
proteinas que participan en la integridad de los GSs (Carpio, Decca et al. 2013).

Por ultimo, se ha demostrado que R-CRT se une a la membrana plasmastica
donde cumpliria un rol preapoptético, ya que el agregado exdégeno de R-CRT aumenta
el nimero de células apoptoticas tanto en células ATE1** como en células ATE1-
(Lopez Sambrooks, Carpio et al. 2012). Ademas, se determind que en condiciones de
estrés oxidativo las células ATE1~~ son menos susceptibles a apoptosis que las células
ATE1*"* (Lopez Sambrooks, Carpio et al. 2012). La localizacion subcelular de R-CRT
varia segun la duracién del estrés oxidativo: a tiempos cortos R-CRT se localiza
mayoritariamente en los GSs, mientras que a tiempos mas prolongados, cuando se ven
signos de apoptosis, R-CRT incrementa en la membrana plasmatica (Lopez Sambrooks,
Carpio et al. 2012). Por lo tanto, la arginilacion de CRT podria estar involucrada en la
regulacion de su localizacion subcelular y de varias funciones celulares, entre ellas la

sobrevida. Estos hallazgos se encuentran resumidos en siguiente esquema:
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Esquema 6. Trafico de CRT desde el RE alos GSs y la membrana plasmatica.

CRT se sintetiza en el RE. La deplecion de Ca2+, como consecuencia del estrés, induce la
retrotranslocacion de CRT. CRT citosdlica se arginila por accion de Ate1. Una vez que CRT se encuentra
arginilada, adquiere la capacidad de asociarse con los GSs en su forma dimérica y monomérica. R-CRT
participa en el andamiaje de los GSs de gran tamano durante el ensamblado. Si el estrés persiste, los GSs
se desensamblan, R-CRT se libera de estos agregados y se dirige a la membrana plasmatica (MP) desde

donde, actia como una sefial de apoptosis temprana.
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OBJETIVOS

Objetivos generales

La degradacion intracelular de las proteinas es fundamental para la regulacion de
una variedad de procesos celulares, tales como el ciclo y la divisién celular, la regulacion
de factores de transcripcion y garantizar el control de calidad de las proteinas.
Considerando el rol de la arginilacién postraduccion en la degradacion de proteinas,
este trabajo de tesis tiene como objetivo general determinar y ampliar las implicancias
funcionales de R-CRT a fin de poder dilucidar el rol fisiologico de esta modificacion en

relacién a la protedlisis de CRT.

Objetivos especificos

Nuestros objetivos estan orientados a determinar la relevancia que tendria la
arginilacion postraduccion sobre el recambio proteico de CRT a nivel citoplasmatico.
Estos estudios estan dirigidos a:

1. Establecer si el sistema proteosomal y/o autofagico-lisosomal estan implicados en

la regulacion proteolitica R-CRT intracelular.

2. Estudiar el rol de la arginilacién postraduccion sobre su participacion en la

degradacion proteosomal de CRT.

3. Evaluar la ubiquitinacion de R-CRT y establecer si la arginilacion de CRT es

necesaria para su ubiquitinacion.

4. Establecer si la arginilacion de CRT que facilita la formacion de dimeros influye
sobre el recambio de esta proteina a nivel citoplasmatico.

5. Determinar si la inhibicién proteosomal afecta la distribucién citoplasméatica de
R-CRT en la membrana plasmatica.
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RESULTADOS

Capitulo 1: Degradacién de R-CRT enddgena

Efecto del inhibidor proteosomal en los niveles intracelulares de R-CRT

El estudio de la funcidn de la arginilacion de CRT en su regulacion proteolitica,
surge de considerar el residuo NH, terminal Arg como un desestabilizante primario de
acuerdo a lo postulado en la regla de la N (Bachmair, Finley et al. 1986), por lo que
evaluamos los niveles citoplasmaticos de R-CRT en células tratadas con un inhibidor
proteosomal. Las células NIH 3T3 se trataron con el inhibidor reversible MG132 y se
examind mediante inmunofluorescencia el contenido celular de R-CRT enddgena
empleando un anticuerpo contra R-CRT (Figura 1A). Por analisis de microscopia
confocal, se observa que las células NIH 3T3 tratadas durante 1 h con MG132 presentan
un incremento de dos veces en los niveles de R-CRT relativos a los de las células control
(no tratadas) (p<0,001) (Figura 1B). Después de 2 h de tratamiento con MG132, el
contenido celular de R-CRT aumenta ligeramente respecto a los de 1 h de tratamiento
(p<0,05) (Figura 1B).
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Figura 1. La inhibicién proteosomal en células NIH 3T3 y COS-7 induce acumulaciéon de R-CRT.
(A) Las células NIH 3T3 o (C) COS-7 se incubaron en presencia de MG132 (10 uM) durante 1y 2 h (control:
0 h MG132). El analisis se llevé a cabo mediante inmunofluorescencia empleando el anticuerpo anti-R-CRT

y microscopia confocal. Barra de escala, 40 um. (B, D) Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia en
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los datos mostrados en A y C. La fluorescencia total por célula (FTC) se expresé en unidades arbitrarias
(U.A.) relativas al control (0 h). Se cuantificaron 200 células por cada condicion. Los valores mostrados son
representativos de tres experimentos independientes y corresponden a la media + EE. . ¥, P<0.05; ***,

P<0.001 para las comparaciones respecto al control.

Teniendo en cuenta que la retrotranslocacion de CRT fue descripta inicialmente
en la linea celular COS-7, también fue de interés determinar en esta linea celular el
contenido citoplasmatico de R-CRT en presencia del inhibidor MG132 (Figura 1C,D).
En este caso, se observaron resultados similares a los obtenidos en las células NIH 3T3
(Figura 1A,B).

Se ha descripto que el MG132 también podria inhibir a las cistein-proteasas
(Bogyo and Wang 2002), caracterizadas por presentar un residuo de Cys que media la
ruptura de otras proteinas, por lo que realizamos un estudio similar empleando un
inhibidor especifico para el proteosoma, lactacistina (LACTA), que no afecta las
cistein-proteasas y se une de manera irreversible al proteosoma (Bush, Goldberg et al.
1997; Goll, Thompson et al. 2003). Se obtuvieron resultados similares (Figura 2A, B) a
los obtenidos mediante inhibicion proteosomal con MG132 (Figura 1), indicando que
esta acumulacion se debe a la inhibicion proteosomal y no a la inhibicion de las

cistein-proteasas.

A CONTROL 1 h LACTA 2 h LACTA B

R-CRT (U.A.)
(FTC)

0
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Figura 2. Lactacistina también induce acumulacion de R-CRT.

(A) Las células NIH 3T3 se incubaron en presencia de lactacistina (LACTA [10 uM]) durante 1y 2 h (control:
0 h lactacistina). El anélisis se llevo a cabo de igual forma que en la figura 1. Barra de escala, 10 um. (B)
Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia en los datos mostrados en (A). La fluorescencia total por
célula (FTC) se expreso en unidades arbitraria (U.A.) relativas al control (0 h). Se cuantificaron 200 células
por cada condicién. Los valores mostrados son representativos de tres experimentos independientes y

corresponden a la media + EE. . *, P<0.05; ***, P<0.001 para las comparaciones respecto al control.

Adicionalmente, se ha descripto que la inhibicion proteosomal gatilla la respuesta
a estrés térmico, produciendo un incremento en la sintesis de proteinas de ER, entre
ellas CRT (Bush, Goldberg et al. 1997). Por otra parte, no se conocen los efectos del
MG132 en la retrotranslocacién de proteinas desde el RE hacia el citoplasma, si bien

Afshar y colaboradores exponen que el MG132 no produciria un aumento en la
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retrotranslocacién de CRT (Afshar, Black et al. 2005). Por consiguiente, el incremento
del contenido celular de R-CRT observado luego de la inhibiciéon del proteosoma podria
deberse a un aumento de la sintesis y la retrotranslocacion de CRT. En base a ello,
realizamos experimentos con diferentes enfoques a fin de distinguir entre estas
posibilidades: (i) acumulacion de R-CRT por inhibiciéon de su degradacion proteosomal,
y (ii) aumento del contenido de R-CRT por aumento de la sintesis y retrotranslocacién
de CRT.

R-CRT enddgena es sustrato del sistema proteolitico proteosomal

El proceso por el cual una proteina sale del RE hacia el citoplasma se conoce
como retrotranslocaciéon o dislocacién (Hampton and Sommer 2012). Aun no se ha
dilucidado el mecanismo de retrotranslocacion, por lo que existe escasa informacion
acerca de su regulacion. Se ha demostrado previamente que la droga tapsigargina ([Tg];
inhibidor de la bomba SERCA del RE), normalmente empleado como estresor del RE,
induce la retrotranslocacion de CRT y produce un aumento del contenido de R-CRT
(Decca, Carpio et al. 2007; Carpio, Lopez Sambrooks et al. 2010). Con el fin de
determinar si este incremento de R-CRT se ve afectado por la inhibiciéon proteosomal,
evaluamos el contenido celular de R-CRT en células NIH 3T3 tratadas con Tg en
presencia y ausencia de MG132.

Para ello utilizamos una metodologia similar al caso anterior, realizando
experimentos de inmunocitoquimica empleando el anticuerpo anti-R-CRT. El contenido
de R-CRT en las células tratadas con Tg aumento en similar grado, independientemente
de la presencia o ausencia de MG132 (Figura 3A, B). Sin embargo, cuando se removio
el Tg después de 20 min de tratamiento, el incremento de R-CRT se mantuvo durante
40 y 60 min solo en las células tratadas con MG132 (Figura 3A, B). El contenido de
R-CRT en células tratadas solamente con Tg no aumenta mediante el agregado de
MG132 (Figura 3B, 20’ Tg, barra blanca vs barra negra), indicando que MG132 no
activa la retrotranslocacion de CRT. Por lo tanto, los niveles de R-CRT incrementados
por el tratamiento con Tg y mantenidos por la presencia de MG132 luego de la remocién
del Tg del medio de cultivo, se debiod al bloqueo de la degradacion proteosomal. Como
la presencia de CRT en el citoplasma es producto de la retrotranslocacién de un “pool”
de CRT almacenada en el ER, no es posible evaluar la degradacion de CRT utilizando
solo inhibidores de sintesis. Ademas de inhibir la sintesis de proteinas, se deberia inhibir
la retrotranslocacion de CRT, pero no se conocen hasta el momento inhibidores de este
proceso. Teniendo en cuenta los resultados expuestos, inferimos que CRT se arginila

luego de su paso por el RE y se degrada por el sistema de degradacion proteosomal.
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Figura 3. Lainhibicion proteosomal previene la remocion de R-CRT luego de estrés del RE.

(A) Las células NIH 3T3 incubadas en presencia o ausencia de MG132 (10 uM) y tratadas con Tg (2 uM)
durante 20 min (20’ TG) se analizaron 40 y 60 min después de haber removido el Tg (40’ POST-TG y 60’
POST-TG). El anélisis se llevé a cabo mediante inmunofluorescencia empleando el anticuerpo anti-R-CRT
y microscopia confocal. Barra de escala, 20 um. (B) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia. La
fluorescencia total por célula (FTC) se expreso en unidades arbitrarias (U.A.) relativas al control en ausencia
de MG132. Se cuantificaron 200 células por cada condicién. Los valores mostrados son representativos de
tres experimentos independientes y corresponden a la media + EE. ***, P<0,001 para las comparaciones
intragrupo (columna negra vs columna blanca dentro de cada uno de los cuatro grupos experimentales);
##H#, P<0,001 para las comparaciones intergrupo respecto al grupo Control (columnas blancas o negras
correspondientes a los grupos 20’ TG, 40’ POST-TG, o 60’ POST-TG vs. la correspondiente columna del
grupo Control).

La degradacién de R-CRT es independiente de la via autofagica

Otra via de degradacion posible para R-CRT es la autofagica-lisosomal (Ding and
Yin 2008; Vicencio, Lavandero et al. 2010; Wang and Mandelkow 2012), inclusive Petris

y colaboradores habian sugerido que CRT podria seguir esa ruta de degradacién luego
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de su retrotranslocacion (Petris, Vecchi et al. 2011). Durante la autofagia, los
autofagosomas engullen componentes citoplasmaticos, incluyendo desde proteinas
citoplasmaticas hasta organelas enteras. Los autofagosomas se fusionan luego con los
lisosomas y forman los autofagolisosomas, donde el contenido de los autofagosomas
es degradado por hidrolasas lisosomales (Tanida 2011).

Con el fin de averiguar si R-CRT es degradada por la via autofagica se realizaron
experimentos de inmunocitoquimica empleando el anticuerpo anti-R-CRT en una linea
celular estable CHO que expresa GFP-LC-3. LC-3 es una proteina que se presenta en
dos formas diferentes, una con distribucion citosdlica y nuclear (LC-3 ) y otra que se
forma por clivaje protedlitico de la primera y se conjuga con fosfatidiletanolamina (LC-3
), la cual es reclutada a la membrana de los autofagosomas (Kabeya, Mizushima et al.
2000). De esta manera, LC-3 constituye un marcador de autofagosomas (Kabeya,
Mizushima et al. 2000). Si bien la actividad autofagica en las células es usualmente baja
en condiciones fisioldgicas normales (autofagia constitutiva), se conoce que puede ser
inducida por privacién de nutrientes e inhibidores de mTOR entre otros inductores
(Sarkar, Ravikumar et al. 2009). Por lo tanto, se incubaron las células que expresan
GFP-LC3 en medio sin nutrientes (ayuno) o en presencia de rapamicina (inhibidor de
MmTOR [RAPA]) para inducir la via autofagica, y a su vez se emplearon estos
tratamientos en presencia de cloroquina (inhibidor lisosomal [CRQ]), el cual bloquea la
fusion de los autofagosomas con los lisosomas. En todos los casos examinamos por
inmunofluorescencia el contenido de R-CRT y su colocalizacion con GFP-LC-3. Por
analisis de microscopia confocal se observa la induccion de autofagia mediante el
cambio de distribuciéon de LC-3, de homogénea y citosdlica en células control a punteada
en células tratadas (Figura 4A, AYUNO y RAPA). Si R-CRT fuera degradada por la via
autofagica se esperaria una disminucion de sus niveles al inducir autofagia en ausencia
de CRQ, y colocalizacion con LC-3 en presencia de CRQ con o sin aumento del
contenido de R-CRT en comparacion a células sin tratamiento. Sin embargo, no se
observaron cambios en los niveles de R-CRT cuando se indujo autofagia en
comparacion a células control (Figura 4B), como asi tampoco colocalizacion entre la
marca de R-CRT y LC-3, ni aun en células tratadas con CRQ (Figura 4A, AYUNO+CRQ
y RAPA+CRQ). Por otro lado, se evalud la induccion de autofagia en las mismas células
tratadas con Tg durante 20 min, el cual genera un estrés del RE que induce mayor
retrotranslocacién de CRT y por lo tanto un aumento del contenido de R-CRT (Decca,
Carpio et al. 2007; Carpio, Lopez Sambrooks et al. 2010). EI analisis por
inmunofluorescencia de GFP-LC-3 muestra una distribucion homogénea, por lo que el
estrés generado de ese modo no induce autofagia (Figura 4A, TG). En este caso, la
colocalizacion parcial entre R-CRT y LC-3 (Figura 4A, TG [MERGE]) se debe a la
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localizacion citoplasmatica de ambas proteinas. Estos hallazgos indican que la via

autofagica-lisosomal no esta involucrada en la degradacion de R-CRT citoplasmatica.
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Figura 4. La induccién de la via autofagica no altera el contenido celular de R-CRT.

(A) Las células CHO estables que expresan LC-3 se incubaron durante 2 h en medio sin nutrientes (ayuno),
0 en presencia de rapamicina (RAPA [60 ug/mL]), y en presencia o ausencia de cloroquina (CRQ [50 uM].
El analisis se llevé a cabo mediante inmunofluorescencia empleando el anticuerpo anti-R-CRT y
microscopia confocal. Barra de escala, 20 um. (B) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia. La
fluorescencia total por célula (FTC) se expresé en unidades arbitrarias (U.A.) relativas al control sin
tratamiento. Se cuantificaron 150 células por cada condicién. Los valores mostrados son representativos
de tres experimentos independientes y corresponden a la media + EE. ***, P<0,001 para las comparaciones

respecto a células no tratadas; N.S., no significativo.
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Capitulo 2: Expresion citoplasmatica de CRT, R-CRT y CRT no

arginilable fusionadas a EGFP y degradacion proteosomal

Numerosos estudios proporcionan evidencias de que la arginilacion funciona
como un sefializador para la degradacién proteosomal de proteinas (Bachmair, Finley
et al. 1986; Levy, Johnsson et al. 1996). Sin embargo, multiples evidencias utilizando
ensayos bioquimicos, protedmicos y funcionales indican que la arginilacion tendria otras
funciones ademas de sefializar a proteinas para su degradacion (Wong, Xu et al. 2007).
Por ejemplo, la arginilacion de la proteina B-amiloidea facilita su conformacion de alfa
hélice previniendo su mal plegamiento y acumulacion patolégica (Bongiovanni, Fidelio
et al. 1995). La arginilacion de un fragmento proteolitico de talina es importante en la
adhesion célula-célula (Zhang, Saha et al. 2012). En plaquetas, la arginilacién de
miosina afecta su regulacion por fosforilacion y la contractilidad normal (Lian, Suzuki et
al. 2013). La arginilacion de B-actina facilita la migracién celular y la polimerizacién de
actina (Karakozova, Kozak et al. 2006; Saha, Mundia et al. 2010). Sin embargo, en este
caso se describidé que la arginilacion de su homologo cercano y-actina es responsable
de su degradaciéon proteosomal a través de un mecanismo no convencional que
relaciona la secuencia de ARNm con la velocidad de traduccion y la estabilidad de la
proteina (Zhang, Saha et al. 2010). Por lo tanto, se postula que habria un pool de
proteinas sustratos cuya arginilacion serviria como senalizacion para la degradacion,
mientras que en otro grupo de sustratos la arginilacion tendria funciones no relacionadas
a la degradacion. En el caso de CRT, se demostré que su arginilacion es necesaria en
condiciones de estrés para su union a los GSs y en el capitulo 1 demostramos que
R-CRT es sustrato del proteosoma. Para determinar si la arginilacion de CRT tiene
alguna influencia en la degradacion proteosomal de R-CRT se compard su
susceptibilidad a la degradacion con la de CRT sin arginilar. Con el fin de llevar a cabo
esta comparacion entre las isoformas de CRT respecto a la degradacion proteosomal,
generamos lineas estables CHO que expresan CRT, o R-CRT o una mutante no
arginilable en la cual se sustituy6é el aminoacido Glu por Val (E1V-CRT), todas ellas
fusionadas a EGFP. Alternativamente, CRT-EGFP o R-CRT-EGFP se expresaron en el
citoplasma de células ATE1~-.

Obtencion de lineas celulares estables

La obtencion de lineas estables que expresan constitutivamente en el citoplasma
CRT, R-CRT o E1V-CRT fusionadas a EGFP permite comparar la degradacion
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proteosomal in vivo de las isoformas de CRT y constituye una herramienta util para el
estudio de las funciones de CRT y R-CRT a nivel citoplasmatico. Ademas, al evitarse de
este modo el transito de CRT por el RE, el estudio se enfoca exclusivamente en el
destino metabdlico que tienen las variantes de CRT en el citoplasma sin que el
fendmeno de retrotranslocacion interfiera en los resultados. En las lineas estables los
niveles de expresion de las variantes de CRT se mantienen por debajo de aquellos
alcanzados mediante transfeccion transiente, pero por encima de los niveles de CRT
endogena que se genera en el citoplasma por retrotranslocacion de CRT del RE. Esto
ultimo permite medir los niveles de esta proteina en el citoplasma mediante “Western
Blot” (WB) ademas de con microscopia confocal. Otra ventaja de la expresion
citoplasmatica de CRT, es que se evita emplear métodos de semipermeabilizacién con
detergentes para separar CRT del RE de la citoplasmatica que facilmente conllevan a
artefactos técnicos.

Las lineas estables se prepararon a partir de células CHO, las cuales se eligieron
por que presentan una eficiencia de transfeccion elevada en comparacion a otras lineas
celulares. Estas células se transfectaron con los constructos que codifican para la
expresion de las proteinas de fusion Ub-CRT-EGFP, Ub-R-CRT-EGFP o
Ub-E1V-CRT-EGFP. EI motivo de Ub dirige la sintesis de la proteina de interés en el
citoplasma y enzimas C-terminal hidrolasas presentes alli se encargan de remover a Ub
de la proteina de estudio que contiene el aminoacido de eleccién en la posicion NH2
terminal (Dantuma, Lindsten et al. 2000). Las células estables se seleccionaron
mediante la resistencia a geneticina (G418) seguido de “cell sorting” detectando la
fluorescencia de EGFP. Sin embargo, a menos que las células fueran tratadas
previamente con MG132, no se observé fluorescencia en las células (Figura 5A). Este
hecho sugiere que las tres variantes de CRT son sustratos del proteosoma. Las células
estables que presentaron fluorescencia en presencia del inhibidor reversible MG132
fueron aisladas por cell sorting y recuperadas en medio libre de MG132 para los estudios
posteriores. El clivaje del motivo de Ub se confirmd por inmunoprecipitacion de
CRT-EGFP con un anticuerpo anti-GFP y posterior WB empleando el mismo anticuerpo.
La mayor parte de la proteina de fusion se encuentra como CRT-EGFP mientras que el
precursor Ub-CRT-EGFP solo se puede observar en “blots” revelados por exposiciéon
prolongada (Figura 5B). A continuacién se emplearon estas células para estudiar el
comportamiento de las diferentes variantes de CRT en presencia de inhibidor

proteosomal.
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Figura 5. Células estables que expresan CRT-EGFP, R-CRT-EGFP o E1V-CRT-EGFP en el citoplasma.
(A) Las células CHO transfectadas de manera estable con Ub-CRT-EGFP, Ub-R-CRT-EGFP o
Ub-E1V-CRT-EGFP, se seleccionaron en presencia de G418 (5600 ug/mL) durante 15 dias, y se trataron
con MG132 (10 uM) durante toda la noche. El analisis se llevé a cabo mediante “cell sorting” detectando la
emision de fluorescencia de EGFP. Las células con similar niveles de EGFP en todos los casos se aislaron
por “cell sorting” y se recuperaron en medio libre de MG132. Este procedimiento se repitié dos veces para
aumentar el enriquecimiento de células estables. (B) Células CHO estables que expresan CRT-EGFP se
incubaron en presencia de MG132 (10 uM) durante toda la noche. A partir de lisados de estas células, se
inmunoprecipitd CRT-EGFP empleando el anticuerpo anti-GFP y se analizaron las proteinas mediante WB

usando el mismo anticuerpo y alta exposicion de la membrana en el revelado. Se indican los tamafios

correspondientes a la proteina procesada (CRT-EGFP) y a la proteina precursora (Ub-CRT-EGFP).
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Ladegradacion de CRT en el citoplasma es independiente de la arginilacion

Con el fin de determinar si la arginilacion de CRT es requerida para su degradacion
proteosomal, evaluamos la degradacion de CRT en condiciones que impiden la
arginilaciéon postraduccion del aminoacido NH: terminal. Para ello, analizamos la
degradacion proteosomal de CRT, R-CRT y CRT no arginilable (E1V-CRT) expresadas
directamente en el citoplasma.

Se emplearon las lineas estables expresando CRT-EGFP, R-CRT-EGFP o
E1V-CRT-EGFP obtenidas anteriormente (Figura 5) y se analizé la fluorescencia de
EGFP por microscopia confocal. Las tres lineas estables mostraron ausencia de EGFP,
probablemente debido a la rapida degradacién de las tres isoformas de CRT (Figura
6A-C). En las células tratadas con MG132, el contenido celular de CRT-EGFP,
R-CRT-EGFP y E1V-CRT-EGFP incrementé de manera dependiente con el tiempo del
tratamiento (Figura 6D). El analisis mediante inmunocitoquimica de las células que
expresan CRT-EGFP y R-CRT-EGFP empleando el anticuerpo anti-R-CRT, revel6 una
acumulacion similar de R-CRT (Figura 6E). En cambio, no se detectd6 R-CRT en las
células que expresan E1V-CRT-EGFP, lo cual esta de acuerdo con el supuesto que el
residuo Val en la posicion NH; terminal no incorpora Arg (Figura 6C,E). Las células que
expresan CRT-EGFP también presentan R-CRT-EGFP, la cual se genera por accion de
la enzima enddgena Ate1 sobre CRT-EGFP (Figura 6A,E). Al analizar en estas células
la relacion entre R-CRT detectado por el anticuerpo anti-R-CRT vy la fluorescencia de
EGFP, se encontrd que a 6 h de tratamiento con MG132 la mayor parte de CRT-EGFP
esta arginilada (~80%), llegando a ser ~100% para las 12 h (Figura 6F). Para descartar
que la acumulacion en presencia de MG132 de la variante no arginilada de CRT se deba
a la inhibicion de otras proteasas, se incubaron células estables que expresan
E1V-CRT-EGFP en presencia de LACTA (inhibidor irreversible especifico del
proteosoma) o de un céctel de inhibidores de proteasas que incluye a dos inhibidores
de las cistein-proteasas: E-64 y leupeptin. Se analiz6 la presencia de E1V-CRT-EGFP
mediante WB usando el anticuerpo anti-GFP y se detectd esta proteina Unicamente en
presencia de LACTA y no en presencia del coctel de proteasas, confirmando que es la
inhibicion del proteosoma la responsable de su acumulacion (Figura 7).

Aunque las tres variantes de CRT se acumularon en presencia de MG132, el
analisis por WB usando el anticuerpo anti-GFP revelé diferencias en su velocidad de
acumulacion (Figura 8A-C). Se observo un incremento de los niveles de R-CRT-EGFP
luego de 2 h de tratamiento con MG132, mientras que las células que expresan
E1V-CRT-EGFP (no arginilable) o CRT-EGFP (arginilable), requirieron 4 y 6 h de

tratamiento con MG132 respectivamente (Figura 8A-C, fila EGFP). En las células que
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expresan CRT-EGFP tratadas con MG132, su acumulacion se detecté con el anticuerpo
anti-GFP practicamente al mismo tiempo en que se observa la aparicion de R-CRT con
el anticuerpo anti-R-CRT mediante WB (Figura 8A). Al igual que en los ensayos de
inmunocitoquimica, no se detecté R-CRT en las células que expresan E1V-CRT-EGFP,
confirmando que el residuo Val en la posiciéon NH; terminal no incorpora Arg (Figura
8C). Este resultado podria deberse a una diferencia de estabilidad entre las isoformas
arginiladas y no arginiladas, siendo R-CRT mas estable, o a diferencias en sus
velocidades de sintesis. Teniendo en cuenta los resultados expuestos, los mismos
indican que la inhibicién proteosomal provoca la acumulacion de CRT-EGFP,
R-CRT-EGFP y E1V-CRT-EGFP, y sugieren que la arginilacién de CRT no es esencial
para su degradacion.

Interesantemente, durante la acumulacion de las diferentes variantes de CRT por
efecto del MG132, se observan a partir de las 6 h de tratamiento pequefios agregados
que se localizan mayoritariamente en la regién perinuclear (Figura 9A-C, 6 h MG132).
A tiempos mas prolongados de tratamiento (18 h) con MG132, gran parte de la marca
de EGFP de las tres variantes de CRT se concentra en la region perinuclear (Figura
9A-C, 18 h MG132). Dada la ausencia de una distribucion homogénea y uniforme
esperable de una proteina citoplasmatica y la presencia de agregados, se llevé a cabo
un ensayo de solubilidad en células tratadas con MG132, lisadas en PBS suplementado
con Triton X-100 1% y centrifugadas a 12000 xg durante 10 min. Las fracciones de
sobrenadante y precipitado se analizaron por SDS-PAGE y WB utilizando el anticuerpo
anti-GFP. Las tres variantes de CRT se distribuyeron en ambas fracciones, Triton
X-100-soluble y Triton X-100-insoluble, sugiriendo que estas proteinas estarian
asociadas a alguna estructura resistente a la solubilizacién con Triton X-100. En su
conjunto, estos resultados indican que la formacion de agregados de cyt-CRT en

presencia de MG132 es independiente de su estado de arginilacion.
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Figura 6. Cyt-CRT con diferentes NHz terminales se degrada rapidamente via proteosomal.

(A) Las células estables que expresan CRT-EGFP, (B) R-CRT-EGFP, o (C) E1V-CRT-EGFP se trataron
con MG132 (10 uM) a distintos tiempos. El analisis se llevé a cabo mediante triple inmunofluorescencia
empleando el anticuerpo anti-R-CRT, DAPI y deteccién de la emisiéon de EGFP. La colocalizacion entre la
marca de EGFP y el anticuerpo anti-R-CRT fue monitoreada por microscopia confocal y esta representada
en amarillo en las imagenes fusionadas. Barra de escala, 20 um. Cuantificacién de la intensidad de
fluorescencia del set de datos de (D) EGFP o (E) anti-R-CRT. La fluorescencia total por célula (FTC) se
expreso en unidades de fluorescencia arbitrarias (U.F.A.). Se cuantificaron 180 células por cada condicion.
(F) Relacion entre la UFA de anti-R-CRT y EGFP. Los valores mostrados son representativos de tres
experimentos independientes y corresponden a la media + EE. **, P<0,01; *** P<0,001 para las

comparaciones intragrupo, es decir, columna gris (o0 negra) vs columna blanca dentro de cada uno de los
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tres grupos experimentales; ###, P<0,001 para las comparaciones intergrupo respecto al grupo control en
ausencia de MG132, es decir, columnas blancas, grises o negras vs la correspondiente columna del grupo

Control; N.S., diferencia no significativa.
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E1V-CRT-EGFP  se trataron  con
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Figura 8. R-CRT-EGFP se acumula més rapidamente en presencia de MG132.
(A) Las células estables que expresan CRT-EGFP, (B) R-CRT-EGFP, o (C) E1V-CRT-EGFP se trataron
con MG132 (10 uM) a distintos tiempos. El analisis se llevé a cabo mediante WB empleando los anticuerpos

anti-R-CRT, anti-GFP y anti--Actina. Resultado representativo de cuatro experimentos independientes.
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Figura 9. Distribucidn perinuclear y formacion de agregados de Cyt-CRT en presencia de MG132.
(A) Las células estables que expresan CRT-EGFP, (B) R-CRT-EGFP, o (C) E1V-CRT-EGFP se trataron

con MG132 (10 uM) durante 6 y 18 h. El analisis se llevd a cabo mediante doble inmunofluorescencia
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detectando la emision de EGFP y tifiendo los nucleos con DAPI. La localizacién de la marca de EGFP fue
monitoreada por microscopia confocal. La distribucion perinuclear observada y los agregados se
encuentran resaltados en las regiones con zoom de interés (inserciones). Resultados representativos de

tres experimentos independientes. Barra de escala, 20 um.

FP Figura 10. Una fraccion de Cyt-CRT es
GRT'E'GF‘:Q.-CRT’ G;&'GRT.EG resistente a la solubilizacién con Titon X-100.
SN P SN P SN P Ensayo de solubilidad en Triton X-100 de
CRT-EGFP, R-CRT-EGFP, o E1V-CRT-EGFP
expresadas por lineas estables CHO tratadas con
EGFP == mor et i s MG132 (10 uM) durante 8 h. El anélisis se llevé a

cabo mediante WB de las fracciones precipitado (P)

y sobrenadante (SN) empleando los anticuerpos

B-Actina =——
anti-GFP y anti-p-actina (Se usé actina como

control de proteina que se distribuye en ambas

fracciones).

Si bien la arginilacién de CRT no es esencial para su degradacion proteosomal, la
misma podria alterar el tiempo de vida media de la proteina. Para elucidar esta
posibilidad, realizamos determinaciones del tiempo de vida media de las tres variantes

de CRT expresadas en el citoplasma de células CHO.

Efecto del aminoacido NH2 terminal en la vida media de CRT

La acumulacion observada de CRT-EGFP, R-RCRT-EGFP y E1V-CRT-EGFP
observada por efecto del inhibidor de proteosoma MG132 se podria deber a diferencias
en sus velocidades de sintesis (Alvarez-Castelao, Martin-Guerrero et al. 2009). Para
descartar esta posibilidad y evaluar si el terminal NH; altera la tasa de recambio de CRT
en el citoplasma, determinamos la vida media de cada una de estas proteinas en
presencia del inhibidor de sintesis cicloheximida (CHX). Las lineas estables descriptas
anteriormente (ver pagina 41) se incubaron en presencia MG132 para permitir la
acumulacion de las proteinas correspondientes (CRT-EGFP, R-CRT-EGFP, E1V-CRT-
EGFP), y después se removio este inhibidor del medio de cultivo. Luego, las células se
trataron con CHX y se determinaron los niveles de EGFP a distintos tiempos mediante
WB empleando el anticuerpo anti-GFP (Figura 11A). La degradacion fue mas
pronunciada para CRT-EGFP que para R-CRT-EGFP o E1V-CRT-EGFP (Figura

11A,C). No se observaron cambios en los niveles de las tres variantes cuando las
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células fueron tratadas con CHX 'y MG132 (Figura 11B,D), indicando que el proteosoma
es el responsable de la degradacion de dichas proteinas cuando las células estan en
presencia de CHX. La vida media en presencia de CHX fue de ~1,2 h para CRT-EGFP,
~3,6 h para R-CRT-EGFP y ~6.1 h para E1V-CRT-EGFP (Figura 11E); en ofras
palabras, la vida media de CRT-EGFP es 60% mas corta que la de R-CRT-EGFP y 80%
mas corta que la de E1V-CRT-EGFP.
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Figura 11. CRT arginilable tiene una vida media méas corta que R-CRT y E1V-CRT.

Las células estables que expresan CRT-EGFP, R-CRT-EGFP, o E1V-CRT-EGFP se trataron con MG132
para acumular estas proteinas. Luego de remover el MG132, las células se incubaron en presencia de (A)
CHX o (B) CHX+MG132 a distintos tiempos. Para determinar el tiempo de vida media, se analizaron los
niveles de CRT-EGFP, R-CRT-EGFP, o E1V-CRT-EGFP mediante WB utilizando los anticuerpos anti-GFP,
anti-R-CRT y anti-f-actina. (C,D) Se determinaron las intensidades de las bandas correspondientes a la
marca de EGFP relativas a las de f-actina, se expresaron en unidades arbitrarias (U.A.) y se representaron
como una fraccién de la intensidad de la banda a tiempo inicial (O h). Los datos del grafico C se ajustaron a
una curva de decaimiento exponencial. (E) Los tiempos de vida media estimados de CRT-EGFP,
R-CRT-EGFP, y E1V-CRT-EGFP se extrapolaron de las curvas de decaimiento exponencial del grafico C
por regresion no lineal. Los valores mostrados son representativos de cinco experimentos independientes
y corresponden a la media + EE. *, P<0,05; **, P<0,01.

Se ha descripto que el MG132 puede inducir apoptosis a tiempos prolongados o

dosis elevadas (Guo and Peng 2013), por lo que este inhibidor podria afectar
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indirectamente los niveles de CRT por medio de algun mecanismo relacionado a la
apoptosis. Para descartar esta posibilidad, se incubaron células CHO expresando
CRT-EGFP o R-CRT-EGFP en presencia de MG132 y se analizé la muerte celular por
citometria de flujo tinendo las células con ioduro de propidio. Bajo estas condiciones, no
se observo una diferencia significativa en la poblaciéon de células apoptoticas tratadas
con MG132 vs las células control (Figura 12A,B). La induccién leve de apoptosis en las
células R-CRT-EGFP a 24 h de tratamiento con MG132 puede ser causado por una
mayor acumulacion de R-CRT en la membrana plasmatica (ver Figura 21, capitulo 3),

la cual es una sefal proapoptotica (Lopez Sambrooks, Carpio et al. 2012).
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Figura 12. Los tratamientos ensayados de MG132 no inducen apoptosis.

Las células estables que expresan (A) R-CRT-EGFP, o (B) CRT-EGFP se trataron con MG132 (10 uM) a
diferentes tiempos (12, 18 y 24 h). Se analiz6 la muerte celular mediante citometria de flujo de células
marcadas con ioduro de propidio. El porcentaje de células apoptoticas hallado en cada caso se indica en
los histogramas correspondientes. Los resultados mostrados son representativos de tres experimentos
independientes, el 100% de los valores corresponden a 50.000 células.

En su conjunto, estos hallazgos demuestran fehacientemente que las tres
variantes, CRT-EGFP, R-CRT-EGFP, y E1V-CRT-EGFP se degradan por la via
proteosomal. Ademas, la arginilacion de CRT no es esencial para esta protedlisis.
Debido a que parte de CRT-EGFP es arginilada por Ate1 enddgena, y otra parte podria
permanecer sin arginilar, se esperaba que su vida media estuviera comprendida entre
la de R-CRT-EGFP y E1V-CRT-EGFP. Sin embargo, el tiempo de vida media de
CRT-EGFP es mas corto que el de R-CRT-EGFP o E1V-CRT-EGFP (Figura 11E),
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sugiriendo que las variantes arginiladas y no arginiladas de CRT podrian seguir
mecanismos de degradacion diferentes con poblaciones de proteosomas distintas
involucradas en cada caso. De esta manera, en células que expresan CRT-EGFP,
donde estan presentes ambas isoformas (arginilada y no arginilada), el efecto global
seria un tiempo de vida media mas corto, ya que ambas proteinas se degradarian
independientemente. Otra posibilidad es que la mutacion introducida en CRT para la
preparacion de E1V-CRT podria, ademas de prevenir su arginilacion, afectar la
susceptibilidad a la degradacion proteosomal ya sea por cambios conformacionales
inducidos en la proteina, o por modificacion de interacciones con proteinas de
reconocimiento de sustratos proteosomales, entre otros mecanismos. A continuacion se
emplearon células ATE1~~ (Kwon, Kashina et al. 2002; Karakozova, Kozak et al. 2006)

para estudiar la degradacién de CRT no arginilada.

Degradacion de CRT-EGFP y R-CRT-EGFP en células ATE1 -

Con el objetivo de comparar la degradacion proteosomal entre R-CRT y CRT no
arginilada, decidimos emplear una segunda estrategia, examinando la degradacién de
CRT-EGFP en células ATE1~~. Estas células fueron transfectadas con Ub-CRT-EGFP
0 Ub-R-CRT-EGFP y se trataron con MG132 durante 18 h para permitir la acumulacion
de CRT-EGFP o R-CRT-EGFP en el citoplasma. Luego se removié el inhibidor
proteosomal y las células se cultivaron en presencia de CHX por 2 h. Los niveles de
CRT-EGFP y R-CRT-EGFP se analizaron mediante WB empleando los anticuerpos
anti-GFP y anti-R-CRT. En concordancia con los resultados mostrados en la figura 12,
el contenido de CRT-EGFP y R-CRT-EGFP disminuy6 cuando se inhibio la sintesis de
proteinas usando CHX, y no se modificé en presencia de CHXy MG132 (Figura 13A,B).
Luego de 2 h en presencia de CHX, los niveles de R-CRT disminuyeron en menor
medida que los de CRT, existiendo una diferencia de al menos 40% entre ellos (p<0.05)
(Figura 13B). La interpretacion mas simple de estos hallazgos es que la arginilacion de
CRT altera su degradacioén y que diferentes vias proteosomales estarian involucradas
en la degradacion de CRT y R-CRT. En este caso CRT-EGFP no se arginila ya que en
estas células la enzima Ate1 no esta presente, y aun asi CRT-EGFP es mas susceptible
a la degradacion proteosomal que R-CRT-EGFP. En cambio, en las células CHO la
variante no arginilable E1V-CRT-EGFP presenta mayor tiempo de vida media que
R-CRT-EGFP. Esto indica que la mutacion puntual sustituyendo Glu por Val, con el fin
de que CRT no incorpore Arg, podria alterar de alguna forma la vida media de la

proteina.
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Figura 13. CRT no arginilada es mas susceptible que R-CRT a la degradacion proteosomal.

Células ATE1”-fueron transfectadas con Ub-CRT-EGFP o Ub—R-CRT-EGFP, y se trataron con MG132 (10
uM) durante 18 h para acumular CRT-EGFP o R-CRT-EGFP. Luego de remover el inhibidor proteosomal,
las células se incubaron en ausencia o presencia de cicloheximida (CHX) o CHX+MG132 durante 2 h. (A)
WB empleando los anticuerpos anti-GFP, anti-R-CRT y anti-f-Actina. (B) Intensidades de las bandas de
EGFP representadas como un porcentaje respecto de la intensidad de la banda inicial (control: Oh). Los
valores mostrados son representativos de tres experimentos independientes y corresponden a la media +
EE. *, P<0,05.

La arginilacién es esencial para la ubiquitinacién de R-CRT

El hallazgo de que CRT-EGFP arginilable tiene un tiempo de vida media mas corto
que el de R-CRT-EGFP o E1V-CRT-EGFP (Figura 11) indica que estas variantes
podrian estar sujetas a diferentes mecanismos de degradacion proteosomal. Por lo
tanto, se examind la participacion del sistema Ub-proteosoma en el proceso se
degradacion de R-CRT-EGFP y E1V-CRT-EGFP. Se llevd a cabo un ensayo de
ubiquitinacion en células CHO co-transfectadas con HA-Ub y Ub-R-CRT-EGFP o
Ub-E1V-CRT-EGFP para aumentar la expresion de Ub y generar las variantes arginilada
y no arginilable de CRT en el citoplasma. Seis horas después de la co-transfeccion, las
células se incubaron con MG132 durante 18 h para permitir la acumulacién de los
conjugados de Ub. Luego, se inmunoprecipitaron R-CRT-EGFP y E1V-CRT-EGFP de
los lisados celulares empleando el anticuerpo anti-GFP (Figura 14A). El estado de
ubiquitinacion de ambas variantes de CRT se examiné por WB con un anticuerpo
anti-HA que reconoce el epitope de HA fusionado a Ub. Los conjugados con Ub se
detectaron solamente para R-CRT (Figura 14B), indicando que la arginilacion es
necesaria para la ubiquitinacion de R-CRT y que una via proteosomal independiente de

Ub es responsable de la degradaciéon de CRT no arginilable. El aspecto “chorreado” de
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las bandas conteniendo los conjugados ubiquitinados de R-CRT-EGFP sugiere que se
trataria de poliubiquitinacion, siendo probable que constituyan intermediarios en el

proceso de degradacién proteosomal.
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Figura 14. La arginilacion es necesaria para la ubiquitinacion de CRT.

Células CHO fueron co-transfectadas con Ub fusionada al epitope HA y Ub-R-CRT-EGFP o
Ub-E1V-CRT-EGFP. Como control, las células fueron transfectadas con Ub-HA o co-transfectadas con
Ub-HA y EGFP. Las células transfectadas se trataron con MG132 (10 pM) durante 18 h para acumular los
conjugados de Ub, R-CRT-EGFP o E1V-CRT-EGFP. Los lisados de estas células fueron
inmunoprecipitadas con un anticuerpo anti-GFP (aGFP) y se analizaron por WB empleando los anticuerpos
(A) anti-GFP (aGFP) y (B) anti-HA (aHA). Los carriles 3, 6, 9 y 12 corresponden a las proteinas
inmunoprecipitadas (IP). Los carriles 1, 4, 7 y 10 corresponden al total de los lisados celulares (input). Los
carriles 2, 4, 8, y 11 corresponden a la fraccion no inmunoprecipitada (no unido). Los resultados mostrados

son representativos de tres experimentos independientes.
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Si bien CRT se caracteriza por ser una proteina con predominio de los
aminoacidos acidos, también posee 57 residuos basicos distribuidos en toda su
secuencia, de los cuales 42 corresponden a Lys que es el aminoacido donde se puede
unir Ub. Para predecir los sitios de ubiquitinacién mas probables entre todas las Lys que
contiene la secuencia de CRT, se emplearon dos predictores informaticos: UbPred
(http://ubpred.org/) (Radivojac, Vacic et al. 2010) y BDM-PUB
(http://fbdmpub.biocuckoo.org) (publicacion en curso). El primero, se basa en la técnica
de bosques aleatorios y fue entrenado con un conjunto combinado de 266 sitios de
ubiquitinacion no redundantes verificados experimentalmente (Hitchcock, Auld et al.
2003; Peng, Schwartz et al. 2003). Este predictor identifico 13 residuos Lys probables
de ubiquitinacion en la secuencia de CRT, los cuales fueron clasificados en residuos de
confianza baja (6) y de confianza media (7), segun el umbral establecido (Figura 15A).
Los residuos identificados mapean en los 3 dominios de CRT, pero los de mayor
probabilidad (Lys: 207, 215, 221, 231, 232, 338 y 397) se encuentran en los dominios P
y C (Figura 15B). El segundo método, se basa en el método de discriminacion
bayesiano (BDM) y fue entrenado con un conjunto de 260 sitios de ubiquitinacién no
redundantes que provienen de 154 sustratos (Xue, Li et al. 2006). Este predictor
identificé 8 aminoacidos Lys probables de ubiquitinacién, de los cuales 3 tuvieron una
puntuacién alta y 5 una puntuacién media (Figura 15A). Los residuos identificados se
distribuyen en los 3 dominios de CRT, siendo los de mayor probabilidad Lys7, 338 y
397) que se encuentran en los dominios N y C (Figura 15B). Ambos predictores
coinciden en que los residuos Lys338 y 397 que se encuentran en el dominio C serian
sitios de ubiquitinacion (Figura 15A,B). Los residuos Lys de mayor puntuacion
predichos por ambos predictores como sitios de ubiquitinacion se encuentran

conservados en mamiferos (resultado no mostrado).
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Prediccion de sitios de ubiquitinacion
en la secuencia de CRT humana.

. . Nivel de
Posicién Puntaje Umbral confianza
45 0,66 0,62 Baja
47 0,68 0,62 Baja
198 0,62 0,62 Baja
207 0,76 0,62 Media
215 0,79 0,62 Media
221 0,80 0,62 Media
UbPred 23 0,73 0,62 Media
232 0,78 0,62 Media
255 0,66 0,62 Baja
259 0,68 0,62 Baja
334 0,63 0,62 Baja
338 0,70 0,62 Media
397 0,72 0,62 Media
7 1,89 1,00 Alta
3 1,33 1,00 Media
38 1,15 1,00 Baja
94 1,14 1,00 Baja
BDM-PUB 190 1,45 1.00 Media
192 1,45 1,00 Media
338 3,40 1,00 Alta
397 2,39 1,00 Alta
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Figura 15. Prediccidn de los sitios de ubiquitinacién en CRT.

(A) Tabla que resume los sitios putativos de ubiquitinaciéon predichos por los servicios informaticos de
UbPred (http://ubpred.org) y BDM-UB (http://bdmpub.biocuckoo.org), asi como los puntajes y umbrales
asignados por cada predictor. A cada sitio hallado se le asigna un nivel de confianza de acuerdo a cuan por
encima se encuentre del umbral establecido. (B) Representacion de los sitios putativos de ubiquitinaciadn
dentro de los distintos dominios de la secuencia de CRT. Los sitios con mayor puntaje (nivel de confianza
alta y media) se encuentran conservados en una variedad de especies de mamiferos (resultados no

mostrados).
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Posibles secuencias de CRT que podrian sefializar para su degradadacion

proteosomal por una via independiente de Ub

Aunque la arginilacion de CRT es necesaria para su ubiquitinacion, la misma no
lo es para su degradacion proteosomal ya que CRT no arginilable también es sustrato
del proteosoma (Figura 11). Por lo tanto, debe existir alguna otra sefal que dirija CRT
hacia la degradaciéon proteosomal, aun si la ubiquitinacion de R-CRT participa en la
sefializacion para su degradacion proteosomal.

Desde hace tiempo se tratan de encontrar los determinantes moleculares que se
exponen o conjugan para destinar a las proteinas a la degradacién. Ademas de la regla
de la N, otras secuencias han sido implicadas como sefiales de reconocimiento para la
degradacion de proteinas. Entre ellas se encuentra la secuencia PEST, la cual se trata
de un péptido rico en Pro, Glu, Ser y Thr (Rogers, Wells et al. 1986). La presencia de
motivos PEST en la secuencia de las proteinas ha sido asociado con una reduccién en
su tiempo de vida media metabdlico (Rogers, Wells et al. 1986). Para determinar estas
regiones en la estructura primaria de CRT se utilizd el servicio informatico Pestfind
(http://femboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/pestfind) y se encontraron 5 secuencias
putativas. La secuencia con mayor puntuacion se encontré en el dominio N-terminal de
CRT (169-190 aminoacidos) (Figura 16), sugiriendo que el reconocimiento por el

proteosoma es mediado por un péptido senal ubicado dentro de la secuencia de CRT.

CRT humana

Homo sapiens KIDNSQVESGSLEDDWDFLPPK
Mus musculus KIDNSQVESGSLEDDWDFLPPK
Rattus norvegicus KIDNSQVESGSLEDDWDFLPPK
Puntaje: +2.56 Oryctolagus cuniculus  KIDNSQVESGSLEDDWDFLPPK
Bos taurus KIDNSQVESGSLEDDWDFLPPK

Sus scrofa KIDNSQVESGSLEDDWDFLPPK
k% k kk k kkk k k%

KIDNSQVESGSLEDDWDFLPPK

Figura 16. Representacién de secuencias PEST predichas en CRT.
La secuencia PEST con mayor puntaje, identificada usando el servicio informatico PESTfind

(http://emboss.bioinformatics.nl/cqi-bin/femboss/pestfind), se representd en un esquema que muestra la

distribucién de los dominios de CRT. Tabla que resume los sitios putativos de ubiquitinacion predichos por

los servicios informaticos de UbPred (http://ubpred.org/) y BDM-UB (http://bdmpub.biocuckoo.org), asi como
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los puntajes y umbrales asignados por cada predictor. Esta secuencia PEST de CRT se encuentra

conservada en la variedad de especies de mamiferos mostrada.

Por otra parte, también se ha postulado que la presencia de regiones
desordenadas desempefia un rol impotante en la sefializacién para la degradacion
proteosomal de proteinas. Este es el caso de Rpn4, TS y ODC, las cuales presentan
regiones desordenadas (Erales and Coffino 2013). Ademas, se sugiere que las
proteinas intrinsecamente desordenadas (IDPs) que se degradan via proteosomal
pueden alcanzar los sitios cataliticos del proteosoma por difusion pasiva a través de la
entrada a la camara proteolitica (Liu, Li et al. 2006). Las IDPs son proteinas o dominios
en estado nativo que se encuentran completamente desordenados o contienen grandes
regiones desordenadas. Se conocen mas de 100 proteinas pertenecientes a esta
categoria, incluyendo Tau, priones, Bcl-2, p53, 4E-BP1 y EIF1A (Tompa 2002; Uversky
2002). Aunque existe escaso conocimiento acerca de la funcién de las IDPs, se postula
que se generaria orden en estas regiones mediante su unién a otra molécula
(Radhakrishnan, Perez-Alvarado et al. 1997) o por medio de cambios en el entorno
bioquimico (Dunker, Lawson et al. 2001; Dunker, Brown et al. 2002; Uversky 2002).
Debido a que estas regiones no son genéricas y no existe un mecanismo general de
degradacion para esta clase de proteinas, este tipo de sefalizacion para la degradacion
de proteinas se halla poco desarrollado.

Con el fin de determinar si la estructura primaria de CRT puede contener regiones
desordenadas, se utilizé el servicio informatico DisEMBL (http://dis.embl.de) (Linding,
Jensen et al. 2003). DisEMBL predice y muestra la probabilidad de segmentos
desordenados o desestructurados dentro de la secuencia de una proteina, pero como
no existe una definicion clara de desorden en la estructura de una molécula, el mismo
se determina midiendo parametros basados en varias definiciones alternativas. Este
predictor emplea tres criterios diferentes para asignar desorden en una secuencia: (i)
bucles y espirales (“loops and coils”) tal como lo define DSSP (Kabsch and Sander
1983), el cual constituye una definicion util pero algo promiscua para predecir regiones
desordenadas ya que los bucles y espirales no son necesariamente regiones
desordenadas, aunque estas Ultimas se encuentran solamente dentro de los bucles; (ii)
bucles calientes (“hot loops”), el cual constituye una categoria refinada de los anteriores,
siendo aquellos bucles con alto grado de movilidad determinados por factores de
temperatura del Ca (Smith, Radivojac et al. 2003); (iii) coordenadas que faltan en las
estructuras de rayos-X definidas por las entradas “remark465” en PDB, las cuales son
densidades de electrones no asignadas que generalmente refleja el desorden intrinseco

(Li, Obradovic et al. 2000). Esta ultima definicion determina regiones desordenadas con
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precision pero se limita a proteinas para las cuales se obtuvieron datos cristalograficos.
Mediante el predictor DisEML, se encontraron varias regiones desordendas en la
molécula de CRT (Figura 17A,B), de las cuales se destacaron dos que son comunes a
las tres aproximaciones empleadas por el predictor (“loops and coils”, “hot loops”
y‘remark465”) (Figura 17C). Una de estas regiones se encuentra sobre el dominio P de
CRT vy la otra sobre el dominio C, ambas en posiciones altamente flexibles de la
estructura de CRT (Figura 17C). De estas dos regiones, la que se encuentra sobre el
dominio P es la mas conservada entre varias especies de mamiferos (Figura 17D).
Aunque la region desordenada del dominio C presenta solo ~60% de homologia con la
de otras especies, mediante DisEMBL se determind que en todas ellas este fragmento
de CRT es una region desordena (resultado no mostrado).

Estos resultados muestran la presencia de secuencias PEST e IDPs en la
estructura primaria de CRT que podrian estar implicadas en el sefialamiento para su
degradacion proteosomal en el citoplasma. El desarrollo futuro de variantes de CRT con
sustituciones en los aminoacidos Pro, Glu y Ser del sitio PEST, y deleciones de las
regiones desordenadas, serviran para determinar experimentalmente la influencia de

estos sitios en la inestabilidad de CRT en el citoplasma.

A 1,0 I 1 1 1 | 1 1 1 1 1

Predictores:

——"Loops or coil”
7 “Remark-465" B
— “Hot loops”

Probabilidad de desorden

0 50 100 150 200 250 300 350
Residuo

Figura 17. Prediccion de regiones desordenadas (IDPs) en la estructura primaria de CRT.
Mediante los servicios informaticos de DisSEMBL () se buscaron regiones desordenadas en la estructura

primaria de CRT. (A) El grafico que representan la probabilidad de desorden de cada residuo en la
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B Dominios de CRT:  —— Dominio N Dominio P ---- Dominio C
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secuencia de aminioacidos de CRT madura (sin péptido sefial) segun tres definiciones diferentes de
desorden. La curva verde corresponde a la prediccion de coordenadas perdidas en cristalografia de rayos
X (“remark-4657); la curva roja, “hot loops”; y la curava azul, “loops and coil”. Las lineas de punto
horizontales corresponden al nivel de expectativa de aleatoriedad para cada predictor, los cuales deben ser
considerados como un minimo absoluto; para “coils” y “hot loops” se utilizaron las probabilidades a priori,
mientras que para ‘remark-465” se utiliza una puntuaciéon de “neural network” de 0,5. (B) Representacion
de las regiones desordenadas determinadas por cada predictor dentro de los distintos dominios de la
secuencia de CRT. (C) Representacion de las regiones deseordenadas dentro de cada dominio de CRT,

predecida por los tres predicores (verde) o dos de ellos (amarillo). (D) Homologia de las dos regiones
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desordenadas de mayor extension predichas por las tres aproximaciones; *, indica residuos conservados;

-, indica una brecha en la secuencia.
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Capitulo 3: ¢Por qué R-CRT no sigue laregla de la N?

Un residuo Arg en el terminal NH2 de una proteina es, segun la regla de la N, un
desestabilizador primario que dirige a las proteinas para su degradacion via el sistema
Ub-proteosoma (Varshavsky 2011; Tasaki, Sriram et al. 2012). Sin embargo, se
encontré que la vida media de CRT, la cual posee un residuo Glu en su posicion NH2
terminal, es mas corta que la de R-CRT ¢ Cual es la causa del mayor tiempo de vida
media de R-CRT?

A continuacién presentamos varios hallazgos que explicarian por qué la

arginilacion de CRT prolongaria su vida media.

La inhibicion proteosomal produce acumulacion de R-CRT en los GSs

Ha sido demostrado que la formacion de los GSs esta vinculado al silenciamiento
de la traduccién o estabilidad del ARNm (Anderson and Kedersha 2009). Los GSs
albergan diversos factores de regulacion apoptética, ofreciendo una funcién de
proteccién durante el estrés (Baguet, Degot et al. 2007; Kwon, Zhang et al. 2007;
Eisinger-Mathason, Andrade et al. 2008). Estos complejos de ribonucleoproteinas
también podrian funcionar como sitio de anclaje para proteinas y protegerlas de la
degradacién, aunque hasta el momento no se conoce ninguna proteina que por su
asociacion a los GSs haya evitado su degradacion.

En nuestro laboratorio se ha demostrado que CRT debe estar arginilada para
adquirir su capacidad de asociacion a los GSs bajo condiciones de estrés, ya que en las
células ATE1™~ CRT no se asocia a los GSs al inducir la formacion de los mismos
(Carpio, Lopez Sambrooks et al. 2010). Dado el rol proapoptético de R-CRT en la
membrana plasmatica (Lopez Sambrooks, Carpio et al. 2012), se ha postulado que los
GSs podrian secuestrar y/o anular factores proapoptéticos como una estrategia celular
para otorgarle la posibilidad a la célula de revertir los efectos generados por el estrés y
evitar asi la muerte celular. En el caso de reversion del estrés celular, la célula deberia
suprimir el efecto proapoptético de estos factores, siendo una alternativa su
degradacion. Teniendo en cuenta que R-CRT es un sustrato del proteosoma y en células
tratadas con el estresor Tg, R-CRT se asocia a los GSs (Decca, Carpio et al. 2007),
mientras que el proteosoma permanece activo (Menendez-Benito, Verhoef et al. 2005),
evaluamos si esta proteina también se acumula en los GSs cuando el proteosoma

permanece inactivo.
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Figura 18. R-CRT se acumula en los GSs en presencia de MG132.
(A) Las células NIH 3T3 incubadas en presencia o ausencia de MG132 (10 uM) y tratadas con Tg (2 uM)
durante 20 min (20’ TG) se analizaron 40 y 60 min después de haber removido el Tg (40’ POST-TG y 60’

POST-TG). El anélisis se llevo a cabo mediante inmunofluorescencia empleando los anticuerpos
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por cada condicion. Los valores mostrados son representativos de tres experimentos independientes y
corresponden a la media + DE. *, P<0,05; ***, P<0,001 para las comparaciones intragrupo (columna negra
vs columna blanca dentro de cada uno de los cuatro grupos experimentales); ###, P<0,001 para las
comparaciones intergrupo respecto al grupo Control (columnas blancas o negras correspondientes a los
grupos 20’ TG, 40’ POST-TG, o 60’ POST-TG vs. la correspondiente columna del grupo Control); N.S.,

diferencia no significativa.

Para evaluar esta hipétesis se emplearon células NIH en las cuales se analizo la
formacion de los GSs en presencia de MG132 y se determiné la colocalizacion entre
R-CRT y los GSs mediante doble inmunofluorescencia empleando el anticuerpo anti-R-
CRT y anti-TIA1, un marcador especifico de los GSs. Luego de la cuantificacion
encontramos que R-CRT es reclutada en los GSs a 1 h del tratamiento con MG132
(Figura 18A,B) donde ~60% de las células contienen GSs (Figura 18C). Por otra parte,
se estudio la formacion de GSs y su colocalizacion con R-CRT durante la reversion del
estrés inducido por Tg. Al cabo de 40 min de la remocién del Tg del medio de cultivo,
los GSs comienzan a desensamblarse y el ~50% de las células poseen GSs (Figura
18C). A los 60 min de haber removido el Tg, se observa que los niveles de R-CRT
comienzan a reducirse (Figura 3), y tanto el contenido celular de R-CRT como el
porcentaje de células que forman GSs, son comparables a los de las células sin
tratamiento, es decir, ~20% (Figura 18C y Figura 3). Estos hallazgos sugieren que
cuando el estrés se revierte y los GSs se desensamblan, R-CRT es liberada de dichos

agregados y degradada por el proteosoma.

La dimerizacion de R-CRT interfiere en su degradacion proteosomal

Ha sido demostrado que la dimerizacion de R-CRT a través de la Cys 146 es de
mayor magnitud que la de CRT (Carpio, Decca et al. 2013). Mas aun, los puentes
disulfuro son esenciales para el andaminaje de granulos de estrés de mayor tamafo

bajo shock térmico (Carpio, Decca et al. 2013). Por otro lado, se describié que la
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dimerizacion de C/EBP dificulta su degradacion proteosomal (Hattori, Ohoka et al.
2003). Estos antecedentes y los resultados expuestos en la presente tesis nos llevaron
a postular que la dimerizacién de R-CRT podria ser otra via de escape a la degradacion
proteosomal.

Para evaluar esta posibilidad, se emplearon dos estrategias: (i) imposibilitar la
dimerizacién de R-CRT por una mutacién puntual del sitio de dimerizacién en CRT; (ii)
emplear un agente reductor como el ditiotreitol (DTT) y examinar la acumulacion de
R-CRT en ausencia o presencia de MG132.

En la primer estrategia, se generd una mutante de CRT (C146A-CRT-EGFP) que
no puede dimerizar porque los homodimeros de CRT se forman bajo condiciones no
reductoras mediante la exposicion de SH-Cys146 libre (Jorgensen, Ryder et al. 2003;
Rizvi, Mancino et al. 2004; Carpio, Decca et al. 2013). Se transfectaron los fibroblastos
knockout en CRT (CRT™") con C146A-CRT-EGFP o CRT wild type (wt-CRT-EGFP), las
cuales poseen el péptido sefial para su translocacién al RE mientras son sintetizadas,
por lo que solo una pequefia fraccion de las mismas alcanzara el citoplasma por
retrotranslocacion. Las células transfectadas se analizaron por inmunocitoquimica
utilizando el anticuerpo anti-R-CRT (Figura 19). Las células transfectadas con C146A-
CRT e incubadas en ausencia de MG132 presentaron niveles de R-CRT 25% por debajo
de los hallados en células transfectadas con wt-CRT-EGFP (Figura 19A,B,E). Los
niveles de R-CRT en células tratadas con MG132 fueron 2 veces mayores a aquellos
encontrados en células no tratadas con MG132 (Figura 19E), independientemente de
la capacidad de dimerizacién de la proteina expresada. Este hallazgo es consistente
con la idea de que si R-CRT permanece en forma monomérica, es susceptible a la

degradacion proteosomal.
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Figura 19. R-CRT disminuye al mutar el sitio de dimerizacién sin alteraciéon de la respuesta al
inhibidor MG132.

Las células CRT* fueron transfectadas con (A,C) wt-CRT-EGFP o (B,D) C146A-CRT-EGFP e incubadas
(A,B) en ausencia o (C,D) presencia de MG132 (10 uM) durante 2 h. El analisis se llevd a cabo mediante
deteccion de la emision de fluorescencia de EGFP, inmunofluorescencia empleando el anticuerpo
anti-R-CRT, tincién con DAPI, y microscopia confocal. La colocalizacion entre la marca de EGFP y el
anticuerpo R-CRT fue monitoreada por microscopia confocal y estéa representada en amarillo en las
iméagenes fusionadas. Barra de escala, 10 um. (B) Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia. La

fluorescencia total por célula (FTC) se expreso en unidades arbitrarias (U.A.) relativas al control en ausencia
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de MG132 (wt-CRT-EGFP). Se cuantificaron 150 células por cada condicién. Los valores mostrados son
representativos de tres experimentos independientes y corresponden a la media + EE. ***, P<0,001 para
las comparaciones intragrupo (columna blanca vs columna negra dentro de los grupos wt-CRT-EGFP o
C146A-CRT-EGFP); ###, P<0,001 para las comparaciones intergrupo respecto al grupo wt-CRT-EGFP
(columnas blancas o negras correspondientes al grupo C146A-CRT-EGFP vs. la correspondiente columna
del grupo wt-CRT-EGFP).

En la segunda estrategia, se cultivaron células NIH-3T3 en presencia de DTT para
inducir la ruptura de los puentes disulfuro y los niveles de R-CRT se determinaron en
presencia o ausencia de MG132. EI DTT es un fuerte agente reductor, que cuando se
usa a concentraciones de hasta 2 mM, reduce notablemente la formacién de puentes
disulfuros en el citosol celular y no afecta las modificaciones postraduccién de proteinas,
ni altera la via secretoria normal (Lodish and Kong 1993). Las células se analizaron por
inmunocitoquimica utilizando el anticuerpo anti-R-CRT (Figura 20) y se obtuvieron
resultados similares a los de la Figura 20. Esto indicaria que la dimerizacién de R-CRT
dificulta su degradacién proteosomal y también explica su tiempo de vida media mas
prolongado que el de CRT (Figura 11).

En resumen, la capacidad de dimerizacion de las diferentes isoformas de CRT se
correlaciona con la susceptibilidad a la degradacion proteosomal. En contraste con la
regla de la N, la cual predice un mayor tiempo de vida media para CRT respecto a
R-CRT, estos resultados indicarian que la arginilaciéon de CRT es la responsable de

prologar su vida media, por mas que R-CRT sea un sustrato del UPS.
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Figura 20. DTT induce una
disminucion del contenido de R-CRT
sin alteraciéon de la respuesta al
inhibidor MG132.

Las células NIH 3T3 (A) sin tratamiento y
tratadas con (B) DTT (2 mM), (C) MG132
(10 uM) o (D) DTT y MG 132 durante 1 h,

se analizaron mediante
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inmunofluorescencia  empleando el
anticuerpo anti-R-CRT, tincion con DAPI
y microscopia confocal. Barra de escala,
25 um. (E) Cuantificacion de la intensidad
de fluorescencia. La fluorescencia total

por célula (FTC) se expresé en unidades

+ MG132

arbitrarias (U.A.) relativas al control sin
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Exposicién de R-CRT a la superficie celular

Estudios anteriores del laboratorio demuestran la presencia de R-CRT en la
membrana plasmatica (Lopez Sambrooks, Carpio et al. 2012). Mientras que a tiempos
cortos de estrés oxidativo R-CRT se localiza mayoritariamente en los GSs, a tiempos
prolongados que inducen apoptosis el contenido de R-CRT incrementa en la membrana
plasmatica (Lopez Sambrooks, Carpio et al. 2012). Por otra parte, las lineas estables
que expresan R-CRT-EGFP en el citoplasma presentaron una leve induccién de
apoptosis cuando fueron tratadas con MG132 durante 24 h, lo cual no se observo en las

otras lineas estables (Figura 11). Considerando estos antecedentes, se examiné si
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R-CRT también incrementa en la membrana plasmatica cuando MG132 induce la
acumulacion de las diferentes isoformas de CRT en el citoplasma.

Para ello, las células estables que expresan las diferentes variantes de CRT
(CRT-EGFP, R-CRT-EGFP y E1V-CRT-EGFP) en el citoplasma se incubaron en
presencia de MG132 por diferentes periodos de tiempo. Las células sin permeabilizar
se examinaron mediante citometria de flujo empleando el anticuerpo anti-R-CRT vy
detectando la emision de EGFP para determinar los niveles de R-CRT en la superficie
celular y monitorear el contenido total de EGFP (Figura 21A-H). De esta manera, la
marca del anticuerpo anti-R-CRT muestra tnicamente R-CRT presente en la superficie
celular y la fluorescencia proveniente de la emision de EGFP proporciona informacion
del contenido de CRT fusionada a EGFP en toda la célula (interna y de superficie celular)
e independientemente de su estado de arginilacion. El analisis de la citometria de flujo
muestra que en las tres lineas celulares el porcentaje de células que presentan
marcacion para R-CRT en la superficie celular aumenté en forma dependiente del
tiempo de incubacion en presencia de MG132 (Figura 21A-C). Ademas, se determino
que los niveles de R-CRT en la superficie celular también incrementaron con el tiempo
de exposicion al inhibidor proteosomal (Figura 21G). Si bien E1V-CRT-EGFP no puede
ser arginilada por Ate1 (ver Figura 8C), las células que expresan esta proteina también
presentan R-CRT enddgena que puede ser detectada en la superficie celular mediante
citometria de flujo. La deteccién de R-CRT enddgena se confirmé en las células de las
cuales derivan las lineas estables (células CHO parentales) tratadas con MG132
durante 13 h (Figura 21F). A 13 h de tratamiento con el inhibidor, el porcentaje de
células CHO parentales que presentaron marcacion para R-CRT en la superficie celular
(61% [Figura 21F, cuadrante R-CRT]) fue similar al de las células que expresan
E1V-CRT-EGFP (64% [Figura 21C, cuadrante R-CRT+ doble positivo]). Ademas,
cuando se analizaron los niveles de R-CRT en la superficie de las células que expresan
E1V-CRT-EGFP tratadas con MG132, se encontraron niveles de R-CRT mas bajos que
los de las células que expresan CRT-EGFP o R-CRT-EGFP (Figura 21G). Por otra
parte, en las tres lineas celulares se pudo observar que tanto el porcentaje de células
fluorescentes como las intensidades de fluorescencia de EGFP aumentaron con el
tiempo de incubacién en presencia de MG132 (Figura 21A-C,H), lo cual concuerda con
lo encontrado previamente mediante microscopia confocal y WB (Figuras 6 y 8).

Estos resultados demuestran que la exposicion de R-CRT a la superficie celular
aumenta con el tiempo de exposicion al inhibidor MG132, y que la expresion de R-CRT
en el citoplasma esta relacionada con el incremento de R-CRT en la membrana
plasmatica. Por lo tanto, estos hallazgos argumentan a favor de que R-CRT accede a la

membrana plasmatica desde un pool citoplasmatico. Ademas, los resultados expuestos
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en conjunto con los antecedentes previos (Decca, Carpio et al. 2007; Carpio, Lopez

Sambrooks et al. 2010; Lopez Sambrooks, Carpio et al. 2012; Carpio, Decca et al. 2013)

indican que la arginilacion de CRT podria estar involucrada en la regulacion de su

localizacion subcelular y de varias funciones celulares, entre ellas la sobrevida.
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Figura 21. La expresién de R-CRT en el citoplasma y la inhibicién del proteosoma producen un
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Las células estables que expresan (A) R-CRT-EGFP, (B) CRT-EGFP, o (C) E1V-CRT-EGFP se trataron
con MG132 (10 uM) a diferentes tiempos (4, 9 y 14 h). El analisis se llevé a cabo en las células intactas por
citometria de flujo detectando la emision de fluorescencia de EGFP y empleando un anticuerpo anti-R-CRT
seguido de marcacion con Cyb para su deteccion en la superficie celular. Los gréficos de puntos
representan la fluorescencia de células positivas para R-CRT (cuadrante superior izquierdo), para EGFP
(cuadrante inferior derecho) y para R-CRT y EGFP (cuadrante superior derecho [células doble positivas]).
Los porcentajes de células positivas se muestran en los cuadrantes correspondientes. (D) Células no
marcadas y (E) células incubadas sélo con el anticuerpo secundario (Cy5) (control de isotipo) se utilizaron
para establecer los umbrales de sefial positiva de fluorescencia. La sefial positiva se determiné como la
fluorescencia por encima de la observada con el anticuerpo secundario. EI 100% de los valores
corresponden a 50.000 células. (F) Control de R-CRT enddgena en la superficie de células CHO parentales
tratadas con MG132 durante 13 h. Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia del set de datos
correspondientes a la marca de (G) anti-R-CRT o (H) EGFP. La media ponderada de la intensidad de
fluorescencia de la sefial positiva de R-CRT o EGFP se expresé en unidades relativas (U.R.) al control en
ausencia de MG132 (0 h). Los valores mostrados son representativos de tres experimentos independientes

y corresponden a la media + EE.
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DISCUSION

Estudios realizados in vitro indican la existencia de varias proteinas que pueden
ser modificadas por la arginilacion postraducciéon en una gran variedad de tejidos (Kaji,
Novelli et al. 1963; Bohley, Kopitz et al. 1991; Hallak, Bongiovanni et al. 1991). Son
relativamente pocas las proteinas identificadas cuya arginilacién ha sido demostrada in
vivo: ODC (Kopitz, Rist et al. 1990), RGS4 (activadora de la subunidad alfa de proteina
G) (Lee, Tasaki et al. 2005), subunidad y-2 de la proteina G (Hamilton, Cook et al. 2003),
B-actina (Karakozova, Kozak et al. 2006), un fragmento de la proteina talina (Zhang,
Saha et al. 2012), miosina (Lian, Suzuki et al. 2013) y CRT (Decca, Carpio et al. 2007).

En nuestro laboratorio, se habia demostrado que CRT es sustrato de la
incorporacién de Arg tanto in vitro como en células en cultivo y que dicha arginilacién es
inhibida por Ca?*. En células NIH 3T3, se habia encontrado una escasa inmunotincion
citosolica de R-CRT con una distribuciéon de pequeinos agregados ocasionales (Decca,
Carpio et al. 2007). R-CRT carece del tipico aspecto reticular que muestra CRT y no
muestra co-localizacion con CRT en el RE (Decca, Carpio et al. 2007). Ademas, se
habia descripto que la exposicion de R-CRT a la membrana plasmatica incrementa
durante la induccion de apoptosis por estrés oxidativo a tiempos prolongados y que
dicha translocacioén se correlaciona con la externalizacion de fosfatidilserina. Estos
hallazgos implican que R-CRT actia como una proteina pro-apoptética desde la
superficie celular bajo estrés oxidativo. A pesar de todos estos antecedentes, hasta el
momento de realizacion de esta tesis no se habia descripto ninguin mecanismo de
degradacion de CRT mas que el de la via lisosomal para CRT de la membrana
plasmatica (Xiao, Chung et al. 1999).

A partir de estos antecedentes es que surgieron una serie de interrogantes
relacionados a la arginilacion postraduccion de CRT en las células y el rol clasico de la
arginilacién en la regla de la N, la cual participa en la sefializacion para la degradacion
de proteinas por el sistema Ub-proteosoma. Los resultados obtenidos en el presente
trabajo de tesis aportan evidencias concretas acerca de como afecta la arginilacion de
CRT a su degradaciéon proteosomal, como asi también aspectos bioquimicos del
mecanismo de degradacion proteosomal de ambas isoformas.

Si bien CRT es una proteina que clasicamente se ha descripto como residente del
RE, actualmente se acepta que es una proteina multi-funcional y multi-compartamental
(Michalak, Groenendyk et al. 2009). CRT ha sido involucrada en una gran variedad de
procesos que ocurren fuera del RE, incluyendo el citoplasma (Singh, Atreya et al. 1994;

Coppolino, Woodside et al. 1997; Timchenko, lakova et al. 2002; lakova, Wang et al.
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2004), el nucleo (Holaska, Black et al. 2001; Holaska, Black et al. 2002; Olkku and
Mahonen 2009), la membrana plasmatica y el espacio extracelular (Gao, Adhikari et al.
2002; Goicoechea, Pallero et al. 2002; Orr, Pallero et al. 2002; Orr, Elzie et al. 2003; Orr,
Pedraza et al. 2003; Gardai, McPhillips et al. 2005; Donnelly, Roake et al. 2006; Gold,
Rahman et al. 2006; Decca, Carpio et al. 2007; Nanney, Woodrell et al. 2008; Carpio,
Lopez Sambrooks et al. 2010; Lopez Sambrooks, Carpio et al. 2012). En este sentido
realizamos aportes importantes en referencia a que R-CRT, ademas de CRT, participa
en un numero creciente de funciones celulares, las cuales pueden ser claramente
explicadas con evidencias experimentales que demuestran su localizacion
citoplasmatica (Decca, Carpio et al. 2007). Asi demostramos la participacion que R-CRT
tendria en la estabilidad metabdlica de CRT, para lo cual esta modificacion
postraduccion seria necesaria para estabilizar a la proteina y desempefiar sus funciones
en el citoplasma y la membrana plasmatica durante los eventos de estrés celular. Estos
resultados extienden su implicancia a lo ya descripto en relaciéon a la degradacion
proteosomal de CRT en el citoplasma (Labriola, Conte et al. 2010). Si bien Labriola y
colaboradores le atribuyen un rol al proteosoma en la protedlisis de CRT, no explican
como CRT podria desempenar funciones en el citoplasma. En la presente tesis
demostramos que la degradacion proteosomal de CRT es independiente de arginilacion
y de ubiquitinacion (Figuras 6, 8, 11, 13, y 14), aunque su arginilacidon es necesaria para
su ubiquitinacion (Figura 15). Ademas, demostramos que R-CRT es un sustrato del
proteosoma (Figuras 3 y 11), y que la via autofagica-lisosomal no esta involucrada en la
degradacion de R-CRT citoplasmatica (Figura 4). Esto fue logrado mediante diferentes
enfoques experimentales basados en el reconocimiento de R-CRT enddgena (ver
capitulo 1) o en la expresion citoplasmatica de diferentes isoformas de CRT (arginilable
y arginilada) y una mutante no arginilable (ver capitulo 2).

En la primera estrategia, demostramos que R-CRT enddgena se degrada por el
proteosoma, ya que cuando tratamos células NIH 3T3 y COS-7 con MG132 o LACTA,
R-CRT se acumula en el citoplasma de las células y presenta una distribucion difusa en
forma de pequefios puntos (Figuras 1 y 2). Esto se determind mediante estudios de
inmunofluorescencia empleando un anticuerpo especifico contra la isoforma arginilada
de CRT y el posterior analisis con microscopia confocal. Ademas, evaluamos el
contenido de R-CRT enddgena durante el periodo de reversion del estrés generado con
Tg, en presencia o ausencia de MG132 (Figura 3). Al revertirse el estrés en ausencia de
MG132, los niveles de R-CRT retornan a los valores de las células sin tratamiento,
mientras que en presencia del inhibidor de proteosoma MG132, R-CRT se mantiene

incrementada (Figura 3). Nuestros resultados, muestran claramente que la acumulacion
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de R-CRT se debe al bloqueo de la actividad proteosomal mas que a un incremento de
la retrotranslocacion o la sintesis de CRT (Figura 3).

La segunda estrategia, ademas de corroborar que R-CRT es un sustrato del
proteosoma, nos permitio determinar su vida media en citoplasma y compararla con la
vida media de la isoforma no arginilada. Para ello, obtuvimos lineas estables CHO que
expresan en el citoplasma una de tres variantes de CRT (CRT-EGFP, R-CRT-EGFP o
EV1-CRT-EGFP). Todas ellas pudieron ser detectadas unicamente en presencia de un
inhibidor proteosomal, constituyendo el primer indicio de que son sustratos del
proteosoma (Figura 5). Realizamos estudios de inmunofluorescencia y WB en las
células tratadas con MG132 (Figuras 6 y 8) asi como también ensayos de degradacion
en presencia del inhibidor de sintesis de proteinas CHX (Figura 11). En los estudios de
inmunofluorescencia, medimos la emision de fluorescencia de EGFP de todas las
variantes de CRT y ademas detectamos R-CRT empleando un anticuerpo anti-R-CRT.
Para los analisis mediante WB, empleamos los anticuerpos anti-R-CRT, anti-GFP y
anti-B-Actina. Del analisis de los resultados, se concluye que todas las variantes de CRT
expresadas en las células fueron degradadas via proteosoma, pero se determinaron
diferencias en sus vidas medias, siendo de ~1,2 h para CRT, ~3,2 h para R-CRT, y ~6,1
h para E1V-CRT (Figura 11). Ademas, determinamos que la arginilacion de CRT es
esencial para la ubiquitinacién de CRT (Figura 14). Teniendo en cuenta estos hallazgos,
se podria interpretar que R-CRT sigue la regla de la N, ya que la arginilacion
postraduccion facilita el reconocimiento de los sustratos por las enzimas E3 ligasas
seguido de su degradacién via proteosomal (Varshavsky 2011; Tasaki, Sriram et al.
2012). Sin embargo, en este caso la ubiquitinacion no le confiere a R-CRT una vida
media mas corta tal como propone la regla de la N (Bachmair, Finley et al. 1986).

Estas evidencias son una clara demostracion de que “in vivo” la arginilacion de
proteinas es importante para la regulacion de la estabilidad metabdlica de las mismas,
ya que no solo puede disminuir la vida media de una proteina (Gonda, Bachmair et al.
1989; Varshavsky 1992; Varshavsky 1995) sino que también puede incrementarla
(Figura 11). Ademas, la arginilacion postraduccion puede conferir a las proteinas
diferentes funciones y localizaciones subcelulares (Hamilton, Cook et al. 2003;
Karakozova, Kozak et al. 2006; Decca, Carpio et al. 2007). En algunos casos, como el
de CRT, esta modificacion postraduccion regula su destino celular (Carpio, Lopez
Sambrooks et al. 2010; Lopez Sambrooks, Carpio et al. 2012) en diferentes condiciones
incluyendo el estrés. En relacion a ello, en el presente trabajo de tesis demostramos que
células NIH 3T3 tratadas con MG132 forman GSs, los cuales contienen R-CRT
acumulada por inhibicion de su degradacion (Figura 18). Mas aun, en células CRT~

transfectadas con una mutante de CRT que impide la formacion del dimero de esta
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proteina, la misma ve afectada su estabilidad metabdlica pero no su respuesta al
inhibidor proteosomal (Figura 19). Teniendo que R-CRT formando dimeros y/o asociada
alos GSs podria evadir al proteosoma, las diferencias de vida media entre CRT y R-CRT
pueden ser atribuidas tanto al incremento de formacion de dimeros (Carpio, Decca et
al. 2013) como a la asociacion con los GSs de la isoforma arginilada (Decca, Carpio et
al. 2007).

Por otra parte, descartamos experimentalmente que R-CRT recorra la via
autofagica-lisosomal (Figura 4). Tampoco el tratamiento con Tg usado para aumentar la
retrotranslocacién de CRT induce formacién de autofagosomas (Figura 4). Aunque se
ha descripto que Tg puede inducir la formacion de autofagosomas, la misma se observa
a tiempos mas prolongados de tratamiento (entre las 24 y 72 h) (Hoyer-Hansen,
Bastholm et al. 2007).
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Esquema 7. Modelo de eventos de CRT y R-CRT en la célula.

CRT residente del RE se retrotransloca al citoplasma celular. Esta dislocacion se ve incrementada por una
disminucién de los niveles intracelulares de Ca?*. Una vez en el citoplasma CRT es arginilada por Ate1 y si
queda exceso de CRT sin arginilar este se degrada por el proteosoma de manera independiente de Ub.
Una vez arginilada en el citoplasma y en ausencia de estrés celular, R-CRT es ubiquitinada y también es
degradada por el proteosoma. Sin embargo, el proteosoma no podria procesar dimeros de proteinas y por
experimentos in vitro sabemos que R-CRT tiene mayor capacidad de formar dimeros que CRT. En
condiciones de estrés que impliquen una disminucién del Ca®* intracelular, R-CRT se asocia a los GSs. Si
el estrés se revierte, R-CRT es liberada de los GSs y los monémeros de la misma se degradan por la via
Ub-proteosoma. En cambio, si el estrés persiste tal que la célula no puede reanudar sus funciones o en
condiciones de inhibicion proteosomal, R-CRT disloca hacia el la cara externa de la membrana plasmatica

(MP), desde donde actiia como una sefial de apoptosis temprana.

En resumen, en este trabajo de tesis se demuestra que R-CRT es degradada por

el proteosoma aunque presenta una vida media y un mecanismo de degradacion
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diferente al de CRT. Encontramos que CRT se degrada por una via proteosomal
independiente de arginilacion y ubiquitinacion, mientras que R-CRT es modificada con
Ub y se degrada via proteosomal. Nuestros resultados en conjunto con otros trabajos
pueden ser plasmados en un modelo (Esquema 7), que explicaria el posible trafico de
CRT desde el RE al citoplasma, desde donde seguiria diferentes destinos segun las

condiciones fisioldgicas.

Mecanismos de degradacion proteosomal de CRT y R-CRT

Para que el proteosoma pueda degradar a CRT, la misma debe escapar del RE y
transitar hacia el citoplasma. El mecanismo de retrotranslocacion todavia sigue siendo
tema de estudio, pero existen evidencias de que el dominio-N es inhibitorio, mientras
que el dominio-C es necesario y suficiente para la retrotranslocacion de CRT (Afshar,
Black et al. 2005). Estudios de nuestro grupo de investigacion demuestran que CRT
retrotransloca del RE al citoplasma donde esta proteina experimenta arginilacion
postraduccion y que este fendmeno se halla regulado por la disminucién de los niveles
intracelulares de Ca?* (Carpio, Lopez Sambrooks et al. 2010). Estos datos demuestran
la importancia del dominio-C, el cual es responsable de la funcion de almacenamiento y
regulacién del Ca?*, y sugieren que el mismo puede contener una sefial que es
reconocida para su retrotranslocacion desde el RE. En el presente trabajo, se demostro
que la inhibicién del proteosoma genera la acumulacion de R-CRT en el citoplasma sin
inducir un aumento de la retrotranslocacién basal (Figura 3). Esto se condice con lo
encontrado por otros autores que postulan que la retrotranslocacion de CRT es
independiente de la actividad proteosomal (Afshar, Black et al. 2005). Ademas, el estrés
del RE no parece que pueda promover la acumulacion de R-CRT evidenciada en
nuestros resultados (Figuras 1, 2 y 3), ya que el tratamiento de células con Tg produce
solo una leve acumulacion de sustratos proteosomales reporteros en el citoplasma
(Menendez-Benito, Verhoef et al. 2005).

Cuando se expresé CRT en el citoplasma con distintos grupos NH; terminales
evitando su paso por el RE, se encontr6 que la variante no arginilable (E1V-CRT)
también es sustrato del proteosoma (Figuras 5, 6, 8 y 11), lo cual indica que la
arginilacion no es necesaria para la degradacion proteosomal de CRT. Resultados
similares se obtuvieron en células ATE17~ transfectadas con Ub-CRT-EGFP,
confirmando que CRT no arginilada es sustrato del proteosoma (Figura 13). Sin
embargo, observamos que la arginilacién postraduccional incrementa el tiempo de vida

media de CRT en el citoplasma, lo cual es contrario a lo postulado en la regla de la N
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en cuanto a la participacion de la arginilacion en la degradacién de proteinas (Bachmair,
Finley et al. 1986).

Diferentes clases de proteosomas podrian participar en la degradacion de CRT y
R-CRT. La via proteosomal involucra a proteosomas de varios tipos coexistiendo, tales
como el 20S, 26S, inmunoproteosoma, etc. (Tanahashi, Murakami et al. 2000). La
degradacion de proteinas a través del proteosoma 26S ocurre principalmente de manera
dependiente de Ub, mientras que otras clases de proteosoma se postula que
degradarian proteinas de manera independiente de Ub (DeMartino, Moomaw et al.
1994; Erales and Coffino 2013). En el presente estudio, se ha demostrado que la
arginilacion de CRT es esencial para su ubiquitinacion, lo cual estaria de acuerdo con
que estas proteinas siguen distintos mecanismos de degradacion proteosomal. Un
interrogante que queda planteado es si la ubiquitinacion de R-CRT participa en su
degradacion proteosomal, ya que esta modificacion también esta involucrada en otras
funciones (Sun and Chen 2004). Sin embargo, el patron de las bandas de los
conjugados de R-CRT con Ub (Figura 14) sugiere que se trata de una poliubiquitinacion,
por lo que es probable que esta modificacion participe en la degradacion proteosomal
de R-CRT. CRT sigue la regla de la N en el sentido de que la arginilacion permite su
ubiquitinacion y posterior degradacion (Elias and Ciechanover 1990) aunque, a
diferencia de lo que predice la regla, en este caso este hecho no implica una disminucion
en el tiempo de vida media de la proteina. Otro interrogante es el sitio de ubiquitinacion
de R-CRT, mas especificamente cual o cudles residuos Lys son blancos de esta
modificacion. En el presente trabajo de tesis, se utilizé un algoritmo informatico para
evaluar los sitios mas probables entre las 57 Lys que posee la estructura primaria de
CRT y se encontrd que los residuos Lys207, 215, 221, 231, 232, 338 y 397 localizados
en el dominio P y C de la proteina como sitios putativos de ubiqutinacion (Figura 15).
Este resultado servira a futuro para disefiar variantes de R-CRT en los cuales se muten
esos residuos Lys y determinar experimentalmente el sitio de ubiquitinacion.

En resumen, E1V-CRT no puede ser arginilada en la célula, tiene una vida media
~6.1 h y algun sistema proteosomal la degrada de manera independiente de Ub; R-CRT
se sintetiza arginilada en la célula, se ubiquitina, tiene una vida media ~3.2 h y
probablemente el proteosoma 26S la degrada; CRT puede ser arginilada por la enzima
Ate1 presente en las células, por lo que podria seguir mas de un mecanismo de
degradacion proteosomal, uno dependiente y otro independiente de arginilacion y
ubiquitinacion, y presenta un tiempo de vida media de ~1.2 h (Figura 11) . Si los
proteosomas que degradan a R-CRT y E1V-CRT son de diferente clase, entonces
cuando se expresa CRT en las células, la fraccién de proteosomas que actian sobre

ella es mayor (esto es la fraccion de proteosomas que degradan a R-CRT mas la
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fraccion de proteosomas que degradan a E1V-CRT) lo que explicaria la disminucion en
su tiempo de vida media. En este sentido, ~40% del total de proteosomas en las células
HelLa corresponde al proteosoma 20S, ~15% el proteosoma 26S y el resto a otras
clases de proteosomas (Tanahashi, Murakami et al. 2000). Ademas, el hecho de que
CRT en las células ATE1~7~ no sigue un patron de degradacién semejante al de
E1V-CRT en la linea estable, y ademas presenta menor tiempo de vida media que
R-CRT, indica que la naturaleza del aminoacido en la posicion NH, terminal de CRT
afecta su degradacion independiente de Ub, tal que la modificacion del residuo Glu por
Val vuelve a la proteina mas estable (Figuras 11y 13).

Futuros estudios seran necesarios para profundizar en el conocimiento de los
mecanismos de degradacion proteosomal de R-CRT y CRT. Un interrogante interesante
sera descifrar cual es la sefial de degradacion de CRT no arginilada. Esta sefal podria
ser interna y estar codificada en su estructura primaria (Jariel-Encontre, Bossis et al.
2008; Takeuchi, Chen et al. 2008; Pena, Melo et al. 2009; Erales and Coffino 2013),
adquirida mediante una modificacion postraduccion (Leboucher, Tsai et al. 2012),
mediante la unién de CRT a otra proteina (Kettern, Dreiseidler et al. 2010; Stolz and
Wolf 2010), o por dafio oxidativo de la proteina (Ravid and Hochstrasser 2008; Erales
and Coffino 2013).

En cuanto a la primera posibilidad, se examinaron la presencia de secuencias
PEST e IDPs en la estructura primaria de CRT utilizando algoritmos especificos. Se
encontré una secuencia PEST entre los aminoacidos 168 y 189 de CRT madura entre
los dominios N y P (Figura 16), y al menos dos IDPs, una en el dominio P y otra en el
dominio C (Figura 17). Estos resultados serviran a futuro para disefar variantes de CRT
en los cuales se delecionen esos sitios y determinar experimentalmente como afectan
a la estabilidad de la proteina. Tanto el dominio C como el P de CRT se encuentran
expuestos en la molécula y presentan una gran flexibilidad (Chouquet, Paidassi et al.
2011), tal que dificultan la cristalizacion de la proteina, por lo que es probable que
participen en su sefalizacion para la degradacion proteosomal. Dado los resultados de
la influencia del aminoacido en la posicion NH; terminal de CRT en su tiempo de vida
media (Figuras 11y 13), no se deberia descartar que los primeros residuos de CRT en
el dominio N predichos como IDPs por solo dos de los tres algoritmos (Figura 17),
también participen en la sefalizacion para la degradacion proteosomal. Ademas, se
predice que la ultima porcion del dominio C estaria préximo a la region NH; terminal de
la molécula por lo que ambas regiones podrian estar involucradas en sefalizar a CRT
para la degradacion proteosomal.

En cuanto a la segunda posibilidad, es decir la sefalizacion de CRT para la

degradacion proteosomal mediante una modificacion postraduccion, la fosforilacion de
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CRT en el citoplasma es la mas probable (Leboucher, Tsai et al. 2012). Se ha descripto
que CRT es sustrato de la proteina quinasa C (Cristina Castaneda-Patlan, Razo-
Paredes et al. 2010). No sdélo sera interesante estudiar si esta modificacion esta
involucrada en sefalizar a CRT para su degradacion proteosomal, sino también
determinar si CRT puede ser fosforilada independientemente de su estado de
arginilacion o por el contrario, si excite un “cross-talk” entre estas modificaciones tanto
a nivel molecular como a nivel de la funcion. Tampoco se deberia descartar que otra
clase de modificacién postraduccion no descripta hasta el momento para CRT, pueda
estar involucrada en este proceso. Ejemplo de esto podria ser la conjugacién con una
proteina “Ub-like”, de las cuales comprenden una amplia variedad con multiples
funciones (Schulman 2011). En cuanto a la tercera posibilidad, es decir la sefializacién
de CRT para la degradacion proteosomal mediante su unién a otra proteina, sera
necesario determinar proteinas con las cuales CRT y/o R-CRT se asocian en el
citoplasma. Este tipo de degradaciéon también se conoce como degradacion

proteosomal asistida por chaperonas (CAP) (Kettern, Dreiseidler et al. 2010).

Implicancias de ladimerizacion, el reclutamiento en los GSs y la exposicion

ala membrana plasmatica de R-CRT en su degradacion proteosomal

En el presente trabajo de tesis ampliamos los conocimientos referidos a la
asociacion de R-CRT a los GSs y su implicancia en condiciones de estrés. Previamente
habia sido descripto que R-CRT se recluta a los GSs en diversas condiciones de estrés
tales como shock térmico, tratamiento con arsenito, TG o TG-EGTA (Carpio, Lopez
Sambrooks et al. 2010). En este estudio demostramos que R-CRT se asocia a los GSs
en respuesta a la inhibicién del proteosoma (Figura 18). CRT debe estar previamente
arginilada para adquirir su capacidad de asociacién a los GSs bajo condiciones de
estrés, ya que en las células ATE1™~ no se encontré CRT contenida en los GSs (Decca,
Carpio et al. 2007; Carpio, Lopez Sambrooks et al. 2010). Este hecho, nos lleva a
postular que la asociacion de R-CRT a los GSs dificulta su degradacion proteosomal
siendo responsable, al menos en parte, del tiempo de vida media mas largo de R-CRT
respecto a CRT, lo cual constituiria una funcion nueva de los GSs.

La arginilacion postraduccion podria también promover un re-arreglo molecular del
pool de cyt-CRT, por ejemplo, facilitando la formaciéon de homodimeros (Carpio, Decca
et al. 2013), y en consecuencia dificultar su degradacion proteosomal (Figuras 19 y 20).
CRT posee la capacidad de formar homodimeros mediante la unién covalente de sus
grupos SH libres de la Cys146 y de formar oligdmeros a través de interacciones no

covalentes en condiciones de alta temperatura, bajo pH (5-6) o bien otras que
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favorezcan un desplegamiento parcial de la proteina (Jorgensen, Ryder et al. 2003). En
este sentido existen evidencias de que proteinas tales como C/EBP son estabilizadas
por la formacion de homo y heterodimeros (Hattori, Ohoka et al. 2003). Por otra parte,
la dimerizacion de R-CRT es importante en el andamiaje de los GSs, ya que células
expuestas a calor forman GSs de un diametro mayor de los que se originan en
condiciones en las que ademas se impide la formacion de puentes disulfuro (Carpio,
Decca et al. 2013). Por lo tanto, la vida media mas larga de R-CRT (Figura 11) podria
estar causada por la interferencia de cualquiera de los mecanismos mencionados
anteriormente (ubiquitinacién, formacion de dimeros, asociacion con los GSs, etc) en
su degradacion proteosomal, probablemente de manera conjunta y relacionada.

Nuestros resultados también demuestran que la exposicion de R-CRT a la
superficie celular aumenta con el tiempo de exposicién al inhibidor MG132 (Figura 21).
Lopez Sambrooks y colaboradores, demuestran la presencia de R-CRT en la membrana
plasmatica y que a tiempos cortos de estrés oxidativo, R-CRT se localiza
mayoritariamente en los GSs, mientras que a tiempos prolongados, los cuales inducen
apoptosis, el contenido de R-CRT incrementa en la membrana plasmatica (Lopez
Sambrooks, Carpio et al. 2012). Nuestros hallazgos indican que el aumento de R-CRT
en la membrana plasmatica esta relacionada con el incremento de R-CRT en el
citoplasma, ya que por la sola expresion de R-CRT directamente en el citoplasma,
R-CRT incrementa en la superficie celular (Figura 21). Por lo tanto, estos hallazgos
argumentan a favor de que R-CRT acceda a la membrana plasmatica desde un “pool”
citoplasmatico.

En base a investigaciones previas del grupo de trabajo y teniendo en cuenta los
resultados aqui presentados, postulamos que CRT, luego de su retrotranslocacion de
desde el RE, deberia ser removido rapidamente del citoplasma ya que si se prolonga su
presencia en este compartimiento podria alterar la homeostasis del Ca?* reduciendo la
sobrevida de la célula (Lim, Chang et al. 2008). CRT esta involucrada en una amplia
variedad de procesos de injuria incluyendo el estrés celular, la apoptosis y la fagocitosis
(Lopez Sambrooks, Carpio et al. 2012; Wu, Han et al. 2013). Para que CRT desempefie
sus funciones normalmente en estos procesos deberia primero ser estabilizada en el
citoplasma. La arginilacion de CRT seria importante en esta estabilizacion asi como
también para la formacion de GSs, su translocacién a la cara externa de la membrana
plasmatica y el sefialamiento pro-apoptético. De manera que la regulacion de los niveles
de CRT en los distintos compartimientos subcelulares depende no solamente de su
sintesis (Nguyen, Capra et al. 1996), sino también de su degradacion. Es posible que el
control transcripcional y traduccional de CRT sea el principal regulador de su contenido

en el ER, ya que alli se concentra mas del 80% del contenido celular de CRT. Sin

85



embargo, en aquellas localizaciones subcelulares donde se encuentra en escasa
proporcion es mas probable que predomine la regulacion por la via de la degradacion
proteosomal de CRT, tal como lo demostramos para el citoplasma. Este seria el caso
también para CRT en la membrana plasmatica, ya que se ha demostrado que la
inhibicion de la via lisosomal reduce el contenido de CRT en esta localizacion (Xiao,
Chung et al. 1999). Por ultimo, también podria existir una regulacion de los niveles de
CRT mediante degradacion en el nucleo, donde se encuentran presentes proteosomas
en especial aquellos formados por el complejo regulador PA200 (Khor, Bredemeyer et
al. 2006).

El presente trabajo da cuenta de la interrelacion entre diferentes eventos que
puede acontecer a CRT: retrotranslocacion, arginilacion postraduccién, ubiquitinacion y
formacion de homodimeros. Estudios futuros deberan dilucidar como interactuan las

diferentes modificaciones postraduccion que modulan el destino y las funciones de CRT.

Respuesta al estrés y suimplicanciaen lareparacion al dafio y reanudacion

de funciones.

Las células eucariotas deben adaptarse continuamente a las condiciones
externas, incluyendo parametros fisicos tales como la temperatura y la radiacion UV, o
quimicos como cambios en el pH, en el potencial redox, en la concentracion de
metabolitos y en sefiales extracelulares de hormonas, citoquinas, y neurotransmisores,
entre otras. Asi, cuando las células son confrontadas a estrés quimico o fisico, pueden
reaccionar en dos formas opuestas. Por un lado, pueden activar la maquinaria suicida
conduciendo a la muerte por apoptosis, o bien por otro lado, pueden activar mecanismos
de defensa especialmente disefiados para adaptarse a las condiciones estresantes,
reparar el dafio y reanudar las funciones celulares normales mediante la induccion del
ensamblaje de los GSs (Anderson and Kedersha 2008; Buchan and Parker 2009;
Thomas, Loschi et al. 2011). Es decir que ante una situacion adversa, las células tienen
que tomar decisiones cruciales, como, por ejemplo, dejar de producir las proteinas que
normalmente sintetizan, reducir el gasto metabdlico y utilizar la energia para fabricar las
proteinas especializadas en la contencion y en la reparacion del dano fisico o quimico.
En pocas palabras, la célula silencia todo lo que tiene que ver con la vida normal y activa
lo que necesita para sobrevivir. Esto se consigue mediante un programa celular multi
facético que implica la accion concertada de las diversas vias activadas en respuesta al
estrés y que involucra el ensamble de los GSs. Si este estrés no puede ser revertido, se
activa la maquinaria suicida de apoptosis. La elecciéon entre estas dos opciones esta

determinada por la intensidad y tipo del estrés, asi como también por parametros
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intrinsecos de las células como por ejemplo aquellos que establecen el umbral
apoptaético.

En la presente tesis, se demostré6 que cuando se revierten las condiciones de
estrés celular que inducen la acumulacién de R-CRT en el citoplasma asociada a los
GSs, R-CRT es degradada por el proteosoma y se restituyen sus niveles basales (Figura
18). Esta degradacion de R-CRT podria ser importante tanto para evitar una
desregulacion en la homeostasis del Ca?* como para impedir su translocacion a la cara
externa de la membrana plasmatica y la consecuente induccién de apoptosis. Asi la
degradacion de R-CRT seria importante para que la célula reanude sus funciones
normales cuando las condiciones de estrés han sido superadas.

En la clinica, la exposicidén a algunos regimenes quimioterapéuticos induce de
muerte celular inmunogénica con la exposicion temprana de CRT a la superficie celular
de células cancerosas (Obeid, Tesniere et al. 2007; Yang, Li et al. 2012; Raghavan,
Wijeyesakere et al. 2013; Wu, Han et al. 2013; Zamanian, Veerakumarasivam et al.
2013). Nuestros resultados muestran que el tratamiento con el inhibidor proteosomal
MG132 induce un incremento en la exposicion de R-CRT en la membrana plasmatica
(Figura 21), lo cual podria ser de utilidad en una terapia asociada a la respuesta inmune
contra el cancer. En relaciéon a los aportes aqui realizados, un desafio importante
consistirda en determinar si R-CRT al igual que CRT puede disparar una respuesta
inmunogénica en presencia de agentes quimioterapéuticos.

El bortezomib, es el primer inhibidor proteosomal empleado como agente
quimioterapéutico luego de demostrarse que induce la apoptosis en lineas celulares de
mieloma y linfoma (Richardson, Mitsiades et al. 2008). Esta investigacion, revela que la
formacion de los GSs puede constituir un mecanismo por el cual las células cancerosas
resisten a la apoptosis inducida por tratamiento con bortezomib (Fournier, Gareau et al.
2010). La formacion de GSs (Kwon, Zhang et al. 2007; Arimoto, Fukuda et al. 2008)
conduce a la resistencia a apoptosis de células tumorales por un mecanismo que
involucra el secuestro y la inactivacion de proteinas proapoptéticas en los GSs (Gareau,
Fournier et al. 2011). Un mecanismo clave por el cual se inhibe la apoptosis puede
implicar la regulacion del ARNm de p21 en los GSs a través de la proteina 1 de union a
CUG (CUGBP1) (Gareau, Fournier et al. 2011) o CRT (lakova, Wang et al. 2004). Por
lo tanto, R-CRT también podria actuar como una proteina de uniéon al ARNm para
reclutar o estabilizar ciertos transcriptos relacionados con la apoptosis en los GSs. Para
evitar que células cancerosas sobrevivan al estrés causado por las terapias
farmacoldgicas, por ejemplo, se podria interferir con su capacidad de defensa. En

enfermedades neurodegenerativas, como el Alzheimer, o autoinmunes, como la
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esclerosis multiple, se podria mejorar la respuesta defensiva para mejorar la sobrevida
de las neuronas.

En el futuro, el manejo de estos factores, mediante la regulacién de R-CRT asi
como la formacioén de los GSs, permitiria controlar la vida o la muerte celular en diversas
patologias y quizas la arginilacion de CRT sea una pieza clave en el destino celular en
algunas de estas condiciones. En consecuencia R-CRT estd emergiendo como una
nueva proteina cuya regulacion esta influenciada por su degradacion proteosomal y su
compartimentalizacion subcelular. Se puede prever que un papel importante en muchos
procesos fisioldgicos y patologicos se describira en el futuro proximo para R-CRT.

Por consiguiente, el analisis de las proteinas y sus modificaciones posteriores a la
traduccion es particularmente importante para el estudio de enfermedades cardiacas,
cancer, patologias neurodegenerativas y diabetes. La caracterizacion de las
modificaciones postraduccion, aunque desafiante, proporciona valiosa informacién

sobre las funciones celulares.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo de células

Las diferentes lineas celulares empleadas fueron crecidas en placas de Petri de
100 mm de diametro con DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) (Gibco), que
contiene 4,5 g/l de glucosa, 4 mM de L-glutamina y 25 mmol/l Hepes, y complementado
con 1mM de piruvato de sodio, 0,25 ug/ml de anfotericina B (Sigma-Aldrich), 200
unidades/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina (Invitrogen) y 10% suero fetal
bovino (Gibco). Medio de ayuno para la induccién de autofagia (pH 7,4): 0,0265% CaCl,,
0,0098% MgS04.H-0, 0,04% KCI, 0,68% NaCl, 0,012% NaH>PO4, 0,1% Glucosa, 0,22%
NaHCO:;. Las lineas celulares de fibroblastos embrionarios de raton ATE17~y ATE1**
fueron proporcionados por la Dra. A. Kashina (Departamento de Biologia Animal /
Bioquimica, Universidad de Pennsylvania, Filadelfia, EE.UU.). Las lineas celulares de
fibroblastos embrionarios de raton CRT-/- y CRT+/+ fueron cedidas por el del Dr. M.
Michalak (Departamento de Bioquimica de la Universidad de Alberta, Edmonton,
Canada). La linea estable CHO LC-3-GFP fue provista por la Dra. M. |. Colombo
(Instituto de Histologia y Embriologia /
Facultad de Ciencias Médicas U.N.Cuyo-CONICET, Mendoza, Argentina).

Vectores de expresion

Clonado de la secuencia de Ub-CRT, Ub-R-CRT en pEGFP-N1

pUb-CRT-EGFP

6.16 kb

Para llevar a cabo estudios de CRT en el citoplasma celular en relacion con la
degradacion proteosomal hemos desarrollado vectores de expresion para obtener CRT,
R-CRT y la mutante E1V-CRT fusionadas a EGFP. Dado que nuestro estudio se basa
en una modificacion postraduccién que ocurre en el extremo NH, terminal de las

proteinas, es necesario que el aminoacido en dicha posicion sea: Glu en el caso de CRT
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arginilable, (aminoacido expuesto luego de la escisidon en el RE); Arg en el caso de
R-CRT; y Val en la mutante no arginilable E1V-CRT. Teniendo en cuenta esta
caracteristica se decidié utilizar la técnica de expresion de proteinas fusionadas a Ub
(Dantuma, Lindsten et al. 2000), que permiten expresar proteinas en el citoplasma
celular con cualquier aminoacido en su extremo NH.. Una vez sintetizada la proteina de
fusion en el citoplasma, la Ub escindida por la enzima Ub C-terminal hidrolasa presente
en células eucariotas, la cual reconoce el motivo diglicina presente en extremo COOH
terminal de Ub. Se ha descripto que la sustitucion de una Gly de este motivo por Val
impide la escision del motivo Ub (Dantuma, Lindsten et al. 2000).

El clonado de los ADNc Ub-CRT y Ub-R-CRT en el vector de expresion pEGFP-N1
(Clontech Laboratories, Palo Alto, CA, USA), se llevé a cabo amplificando por PCR las
secuencias codificantes de Ub-CRT y Ub-R-CRT a partir de los vectores de expresion
pHUE-CRT-FLAG y pHUE-R-CRT-FLAG respectivamente (Lopez Sambrooks, Carpio et
al. 2012). En ambas reacciones de amplificacion se utilizaron el mismo primer directo
conteniendo un sitio de restriccion para la enzima Eco RI (subrayado), la secuencia de
Kozak (en negrita) y la secuencia de Ub (en cursiva)
(5'-CCGGAATTCCCCGCCGCCACCATGCAGATCTTTGTGAAGACCCTCACTGG-3').
También se utilizé el mismo primer inverso en ambas reacciones de amplificacion. El
primer inverso contiene un sitio de restriccién para la enzima Kpn | (subrayado), y la
secuencia de CRT (en cursiva)
(5'-CGGGGTACCCCCAGCTCGTCCTTGGCCTGGCC-3'). Los productos de PCR
fueron digeridos con las endonucleasas Eco Rl y Knp | y clonados en el vector de

expresion pEGFP-N1. Los constructos se confirmaron mediante secuenciacion de ADN.

Clonado de la secuencia de Ub-E1V-CRT en pEGFP-N1

La mutante E1V-CRT fue producida mediante
mutagénesis sitio-especifica del constructo
Ub-CRT-EGFP empleando el método de extension de
solapamiento (Higuchi, Krummel et al. 1988; Ho, Hunt et
al. 1989). El procedimiento se llevd a cabo en tres
reacciones de amplificacion utilizando dos primers

mutagénicos y dos oligonucledtidos que flanquean el sitio

de mutacion. En la primera PCR se us6 un par de primers para amplificar el ADN
conteniendo la mutacion junto con las secuencias aguas arriba del sitio de mutacién. El
primer indirecto (PI) contiene la mutacién (subrayado y en negrita) introducida en el alelo
normal del templado Ub-CRT:
5-AAGTAGACGGCAGGCACTCCACCGCGGAGGCGCAACACC-3’; mientras que el
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primer directo (D2) es el mismo que el que se uso para el clonado de Ub-CRT-EGFP y
contiene un sitio de restriccion para la enzima Eco R, la secuencia Kozak y la secuencia
de Ub. En la segunda PCR se utilizé un par de primers para amplificar el ADN
conteniendo la mutacién unto con las secuencias aguas abajo del sitio de mutacion. El
primer directo (PD) contiene la mutacion (subrayado y en negrita) introducida en el alelo
normal del templado Ub-CRT y es complementario al primer PI:
5-GCCTCCGCGGTGGAGTGCCTGCCGTCTACTTCAAGGAGC-3’; mientras que el
primer indirecto (12) es el mismo que para el clonado de Ub-CRT-EGFP y contiene un
sitio de restriccion para la enzima Kpn | y parte de la secuencia de CRT. Los fragmentos
de ADN solapados fueron amplificados en dos PCR separadas empleando ambos sets
de primer. La mutacion se localiza en la region de solapamiento por lo que ambos
fragmentos amplificados contienen la mutacion. En la tercera PCR se obtuvo el
fragmento de ADN completo Ub-E1V-CRT mezclando los fragmentos de ADN
solapados y utilizando los primers D2 yl2 que se unen a los extremos 3’ y 5’ de los
fragmentos iniciales respectivamente. El producto de PCR fue digerido con las
endonucleasas Eco Rl y Kpn | y clonado en el vector de expresion pEGFP-N1. El

constructo fue confirmado mediante secuenciacion de ADN.

Clonado de la secuencia de CRT completa en pEGFP-N1

La secuencia de CRT completa (con péptido sefial [PS])
fue producida digiriendo el constructo CRT-EYFP (Carpio,
Lopez Sambrooks et al. 2010) con las endonucleasas Eco Rl y
Kpn I. El fragmento obtenido fue clonado en el vector de

expresion pEGFP-N1.

Clonado de la secuencia de C146A-CRT completa en pEGFP-N1

La mutante C146A-CRT-EGFP fue generada digiriendo
el constructo C146A-CRT-EYFP (Carpio, Decca et al. 2013)

con las endonucleasas Eco Rl y Kpnl. El fragmento obtenido

C146A-CRT
pC146A-CRT-EGFP

contiene la secuencia de ADN que codifica para C146-CRT
incluyendo el PS que dirige su sintesis en el RE. EI ADNc
C146A-CRT fue clonado en el vector de expresion pEGFP-N1.

Transfecciones

Las células CHO fueron sembradas en multi-well con medio Opti-MEM (Life

Technologies) y transfectadas con Lipofectamina 2000 (Life Technologies) de acuerdo
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a las recomendaciones del manufacturero. Las células ATE17~ y CRT™ fueron
transfectadas utilizando Lipofectamina LTX con el reactivo Plus (Life Technologies)

siguiendo las recomendaciones del manufacturero.

Tratamiento con inhibidores

Los siguiente inhibidores (Sigma-Aldrich) fueron agregados al medio de cultivo
cuando se indica (ver resultados): 10 yM MG132, 10 uM lactacistina (LACTA), 50 pug/ml
cycloheximida (CHX), 2 uM thapsigargina (Tg), 50 ug/ml rapamicina (RAPA), 50 yM
cloroquina (CRQ), 2mM ditiotreitol (DTT).

Anticuerpo especifico contra R-CRT

Para efectuar estos estudios se contdé con un anticuerpo anti-R-CRT policlonal
contra el péptido (RDPAIYFK) que contiene una Arg seguida de los 7 primeros
aminodacidos del extremo N-terminal de CRT de rata. Por lo tanto, el anticuerpo es
especifico para la isoespecie arginilada de CRT tanto en los ensayos de
inmunofluorescencia como de WB (Decca, Carpio et al. 2007). Si bien el anticuerpo
anti-R-CRT es 170 veces mas sensible relativo a un anticuerpo comercial anti-CRT, se
requieren grandes concentraciones de proteinas en los lisados celulares para la
deteccion de R-CRT endogena por WB ya que se estima que el total de R-CRT en la

células es solamente del 2,5% de la CRT citosélica (Decca, Carpio et al. 2007).

Establecimiento de lineas celulares CHO estables

Las células CHO fueron transfectadas con Ub-CRT-EGFP, Ub-R-CRT-EGFP, o
Ub-E1V-CRT-EGFP. Las células transfectadas fueron seleccionadas en presencia de
0,5 mg ml"' G418 (Phytotechnology Laboratories). Las células resistentes a G418 fueron
tratadas con MG132 durante 15 h y se analizé su fluorescencia mediante “cell sorting”
(BD FACS Ariallu). Se aislaron las poblaciones de células que expresaron
uniformemente CRT-EGFP, R-CRT-EGFP o E1V-CRT-EGFP, recuperandolas en
medio libre de MG132 para permitir la difusién del inhibidor. El procedimiento de cell

sorting se repitié dos veces para cada linea celular.

Inmunofluorescencia

Los cultivos celulares fueron crecidos en vidrios “cover-slip” a 60% de confluencia.
Las células se lavaron dos veces con PBS y se fijaron con formaldehido 3% (p/v) y al
4% plv de sacarosa en PBS por 30 min a temperatura ambiente. Después de lavar con

PBS, las células fueron permeabilizadas con Triton X-100 0,1% v/v en PBS durante 10
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minutos y después se bloqued con albumina sérica bovina 5% p/v durante 1 h previa a
la adicidn de los anticuerpos. Las células fueron incubadas durante toda la noche a 4°C
con los anticuerpos primarios y durante 2 h a temperatura ambiente con anticuerpos
secundarios. Todos los anticuerpos se diluyeron en PBS que contenia 1% p/v de
albumina sérica bovina. Los anticuerpos primarios que se utilizaron en los diferentes
experiemntos fueron: anti-R-CRT policlonal de conejo (1:100) (Eurogentec) para
detectar R-CRT (Decca, Carpio et al. 2007; Carpio, Lopez Sambrooks et al. 2010), anti-
TIA-1 (C20) policlonal de cabra (1:100) (Santa Cruz Biotechnology) para TIA-1. Los
anticuerpos secundarios utilizados fueron: Alexa Fluor 543-conjugado IgG anti-conejo
generado en burro (1:1000) (Molecular Probes) y Alexa Fluor 488-conjugados IgG anti-
cabra generado en burro (1:1000) (Molecular Probes). La sefial de entrecruzamiento de
fluorescencia de los anticuerpos fue insignificante. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI.

Ensayo de vida media en células

Células estables CHO expresando CRT-EGFP, R-CRT-EGFP o E1V-CRT-EGFP
fueron tratadas 12 h con MG132 para acumular dichas proteinas en el citoplasma.
Luego, las células fueron lavadas con PBS estéril cuatro veces y cultivadas durante 1 h
con medio completo libre de MG132 para permitir la difusion del inhibidor. Después de
un lavado adicional las células fueron cultivadas en presencia de CHX o MG132 y
cosechadas a diferentes tiempos para la preparacion de lisados celulares. Las proteinas
contenidas en el lisado celular fueron separadas mediante SDS-PAGE y posteriormente
analizadas por Western blot (WB) para la expresion de las proteinas de fusion
conteniendo EGFP. Alternativamente, se emplearon células ATE1~~ transfectadas
transientemente con Ub-CRT-EGFP o Ub-R-CRT-EGFP. Luego de 6 h post-
transfeccion, las células fueron cultivadas en presencia de MG132 durante 18 h para
acumular CRT-EGFP o R-CRT-EGFP.

Ensayo de ubiquitinacion in vivo

Con la finalidad de aumentar el contenido celular de Ub y la sensibilidad de su
deteccion, las células CHO se transfectaron con pcDNA3-HA-Ub. Las células CHO se
co-transfectaron con HA-Ub y Ub-R-CRT-EGFP o HA-Ub y Ub-E1V-CRT-EGFP. Como
control, las células se co-transtectaron con HA-Ub y EGFP o transfeccién simple con
HA-Ub. Luego de 6 h post-transfeccion las células fueron cultivadas en presencia de
MG132 durante 16-18 h. Se prepararon lisados celulares empleando buffer de lisis (50
mM Tris-HCI, pH 7,5, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0,1% deoxicolato de sodio)
suplementado con 5 mM iodoacetamida, 5 mM N-ethylmaleimida, 10 yM MG132 y un
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céctel de inhibidores de proteasas dilucion 1:100 (Calbiochem) para inhibir enzimas
deubiquitinasas, proteosomas, y proteasas respectivamente. Las muestras fueron
sonicadas brevemente mantenidas en hielo. El siguiente procedimiento fue realizado a
4°C. Los lisados celulares fueron centrifugados a 13000xg durante 10 min y los
sobrenadantes fueron sometidos a inmunoprecipitacién con el anticuerpo anti-GFP
monoclonal de ratén (IP, 1:400; WB, 1:2500) (Roche Applied Science). Las proteinas
fueron separadas por SDS-PAGE y posteriormente analizadas por WB con los
anticuerpos anti-GFP y anti-HA monoclonal de conejo (1:1500) (Cell Signalling) para la
deteccion de las proteinas de fusion inmunoprecipitadas y ubiquitinadas

respectivamente.

Inmunoprecipitacion

Todos los pasos fueron realizados a 4°C. Con el propdsito de reducir la union
inespecifica de las proteinas, los lisados celulares fueron incubados en un agitador
giratorio con 50 L de proteina G unida a perlas de sefarosa (GE Healthcare) durante 2
h. Las perlas de sefarosa fueron centrifugadas 23 s a 2300 rpm. Para inmunoprecipitar
las proteinas de fusion a EGFP, los sobrenadantes fueron incubados con 2 pL de
anticuerpo anti-GFP durante una hora. Luego se agregaron 50 uL de proteina G unida
a perlas de sefarosa y se incubo 1 h en un agitador giratorio. Los complejos de proteinas-
anticuerpo-proteina G unidos a las perlas fueron precipitados mediante centrifugacion y
lavados dos veces en el buffer de lisis y una vez en un buffer de lavado (50 mMTris-HCI,
pH 7,5, 250 mM NaCl, 0,1% NP-40, 0,05% deoxicolato de sodio). Luego, los complejos
fueron resuspendidos en buffer de muestra Laemmli 2x. Las proteinas contenidas en las
muestras de los lisados celulares totales, fracciones inmunoprecipitadas y no
inmunoprecipitadas, se separaron mediante SDS-PAGE y posteriormente fueron

transferidas a membranas de nitrocelulosa para analizarse por inmunoblot.

Electroforesis e inmunodeteccién de proteinas

La concentracién total de proteinas contenidas en los lisados celulares se
determiné mediante el kit de ensayo de proteinas BCA (Pierce). Las proteinas fueron
separadas por SDS-PAGE (Laemmli 1970) y transferidas a membranas de nitrocelulosa
(Potran BA 83, Whatman) (Towbin, Staehelin et al. 1979). Las membranas fueron
bloqueadas durante una hora a temperatura ambiente en PBS suplementados con 5%
de leche descremada. Luego, las membranas fueron incubadas durante toda la noche
a 4°C en un agitador giratorio con los anticuerpos primarios para detectad las proteinas
fusionadas a EGFP (anti-GFP monoclonal de raton, dilucion 1:2500), R-CRT
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(anti-R-CRT policlonal de conejo, dilucién 1:100), B-Actin (anti-B-Actina monoclonal de
raton, dilucién, 1:20000, Sigma-Aldrich), HA-Ub (anti-HA monoclonal de conejo, 1:1500,
Cell Signalling). Después, las membranas fueron lavadas e incubadas durante 1 h a
temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios: anticuerpo InfraRedDye-680
anti-raton de cabra (1:25000, LI-COR Biosciences) y anticuerpo IRD-800 anti-conejo de
cabra (1:15000, LI-CORBiosciences). Las proteinas inmunodetectadas fueron

visualizadas empleando el sistema de imagen Odyssey IR (LI-COR Biosciences).

Determinacidén de muerte celular

Brevemente, luego del tratamiento correspondiente, 1x108 células por condicion
fueron lavadas con buffer fosfato y posteriormente incubadas con buffer (10 mM de
HEPES / NaOH, pH 7,4, 140 mM NaCl, 2,5 mM de CaCl,) que contenia 1% de ioduro
de propidio, para identificar las células muertas. Las muestras se mantuvieron en la
oscuridad y se incubaron durante 15 min previos al analisis por citometria de flujo en un
citometro de FACSCantoll (BD Biosciences) utilizando software FlowJo version 5.7.2
(Tree Star Inc.). Un tubo de muestra se mantuvo sin adicion de enzimas como un control
negativo. Como control positivo, un tubo de muestra fue incubado con DNAsal

(300U/mL) por 10 min. Se recolectaron 50.000 células por condicion.

Analisis de citometria de flujo de R-CRT en la superficie celular

Mediante citometria de flujo se detectd la exposicion de R-CRT a la superficie
celular. Brevemente, 4x10° células fueron plaqueadas en placas de 3,5 mm y al dia
siguiente las células fueron tratadas con MG132 (10 uM) a diferentes tiempos. Las
células fueron cosechadas con EDTA 2 mM, lavadas con PBS frio e incubadas durante
1 hora a 4°C con el anticuerpo primario anti-R-CRT policlonal de conejo (1:100) en PBS
frio, seguido por el lavado e incubacién con el anticuerpo secundario IgG anti-conejo
generado en cabra conjugado con Cy5 (1:800) (Molecular Probes). Cada muestra se
analizé luego por FACSCantoll citémetro de flujo (BD Biosciences) para identificar las
poblaciones de células positivas para R-CRT en la superficie celular y EGFP total
(interna y de superficie). Células marcadas s6lo con anti-IgG se utilizaron como control
de isotipo. Un total de 50.000 células fueron contadas para cada condicion. Los datos
se registraron en una escala logaritmica y se analizaron por BD software FlowJo version
5.7.2 (Tree Star Inc.). Los resultados se muestran como graficos de puntos de
fluorescencia representativos de cada experimento, en los cuales se muestra el
porcentaje de células positivas s6lo para R-CRT, porcentaje de células positivas para

EGFP y porcentaje de células doble positivas tanto para R-CRT como para EGFP
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vinculante. Luego de la cuantificacion de la intensidad de fluorescencia media de cuatro
experimentos independientes estos valores fueron representados en graficos de lineas

como unidades relativas al control.

Adquisicion y andlisis de imagenes confocales

Las imagenes confocales fueron capturadas con un microscopio laser confocal
invertido (Olympus FluoView 1000), con objetivo 60x de inmersion en aceite, NA 1,42.
Ademas se establecié una resolucién axial nominal <0,6 um. La excitacion fue con un
laser de argon de que emite a 488 nm o con laser de helio/neén que tiene emision a 543
nm o con un laser que emite a 405 nm. Las emisiones fueron recolectadas a través de
un filtro de paso de 505 a 530 nm para la emisién de EGFP o un filtro de paso de 560 a
615 nm para la emisién del Alexa 543 o un filtro de paso de banda 450/50 nm para la
emision de DAPI. En la deteccion de la sefial de fluorescencia se empled el modo
“photoncounting”. Para garantizar la linealidad de las mediciones, las intensidades de
los laseres y las ganancias de los detectores fueron configuradas de tal modo que los
pixeles mas brillantes no saturen. Esta configuracion se mantuvo para la adquisicion de
todas las imagenes de un mismo experimento. Se incluyeron un minimo de 200 células
por condicion experimental. El software Fiji fue usado para medir intensidad de
fluorescencia y calcular la fluorescencia total por célula (FTC), con correcciones para el

“background” de fluorescencia.

Analisis estadistico

Donde se indica, las diferencias significativas fueron probadas mediante los test
estadisticos de ANOVA de una o dos vias segun corresponda el caso, utilizado los
programas de analisis estadisticos GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software) e
InfoStat (para la aplicacion de modelos lineales mixtos utilizando el motor de calculo de
R). Como test a posteriori en el analisis de ANOVA de una via se utilizé el test de
comparacion multiple de Newman-Keuls, mientras que para el analisis de ANOVA de
dos vias se uso el test de comparacion multiple de Bonferroni. Se consideré diferencia
significativa P<0,05. Las vidas medias de las proteinas fueron calculadas empleando un

modelo de regresion no-lineal: analisis de decaimiento de una fase.
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