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ABREVIATURES

ACTAL: actina a-1

Ala: alanina

APC: complex promotor de lanafase (anaphase promoting factor)
Asn: asparagina

Asp: acid aspartic

BAP1: proteina associada a BRCA1-1 (BRCAl-associated proteinl)
CDK: quinasa depenent de ciclina (cyclin dependent kinase)
C-ter: carboxiterminal

CKI: inhibidor de CDK (cyclin dependent kinase inhibitor)

Cys: cisteina

DUB: enzim deubigtitinant (deubiquitinating enzyme)

El: enzim activador E1

E2: enzim conjugador E2

E3: lligasa E3 d'ubiqgitines

E4: factor delongacié de la cadena de poliubigtitina

EBNA-1: antigen nuclearl del virus de UEpstein-Barr (Epstein-Barr nuclear antigenl)
EGF: factor de creixement epidermic (epidermic growth factonr
EGFR: receptor de UEGF (epidermic growth factor receptor)

Faf: fat facets

FAS: sintasa d’acids grassos (fatty acid synthase)

FLNC: filamina C

GFP: proteina verda florescent (green fluorescent protein)
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HECT: homoleg al fragment C-ter d'E6-AP (homologues to E6-AP C-terminus)
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IR: radiacié ionitzant

JAMM: domini Jabl/MPN d’una metal-lo-proteasa (Jabl/MPN domain metalloenzyme)
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Lqf: liquid facets
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MJD: malaltia de Machado-Joseph (Machado-Joseph Disease)
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NMR: ressonancia magnetica nuclear (nuclear magnetic resonance)
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OTU: ovarian tumor

RING: really interesting new gene
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RTK: receptors tirosina quinasa

SCF: Skp/Cullin/F-box

SD: sindrome de Down

SUMO: small ubiquitin related modifier

TNF: factor de necrosi tumoral (tumor necrosis factor)
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UBA: domini associat a Ub (ubiguitin associated domain)
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YFP: proteina groga florescent (yellow fluorescent protein)
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LA UBIQUITINACIO

La ubiqiitinacié és una modificacié posttraduccional mitjangant la qual una o
varies molécules d'ubiquitina (Ub) s’enllacen covalentment a un substrat.
Generalment, 'aminoacid acceptor de la modificacié és una lisina (Lys) interna de la
proteina diana.

Actualment, resulta dificil aprofundir en qualsevol procés fisiologic sense
trobar-hi implicat algun tipus de senyalitzacié mitjancant Ub ja que, entre d’altres, la
ubiqiitinacié ha mostrat tenir importancia cabdal en la progressié del cicle cellular,
la diferenciacié, el control de qualitat al reticle endoplasmatic, el transport de
proteines, el processament d’antigen, la reparacié del DNA i la resposta a lestres.
Tanmateix, la degradacié de proteines ubiquitinades mitjangant el proteasoma és el
procés més ben caracteritzat, ja que va ser el primer que es va descriure.

Sovint s’ha comparat la ubiquitinacié amb la fosforilacié, atés que ambdues es
troben presents en infinitat de mecanismes i, a més, aquestes dues modificacions
posttraduccionals estan fintimament interconnectades, ja que la fosforilacié pot
facilitar o inhibir la ubiqiitinacié, bé modificant el substrat que ha de ser ubiqditinat,
o bé els enzims que catalitzen 'addici6 de monomers d’Ub.

Es podria dir que la ubiqglitinacié es troba present en tots els processos
cellulars eucariotes, i una regulacié defectiva d’aquests fendmens es manifesta en

patologies que van des d’anormalitats en el desenvolupament fins a autoimmunitat,
malalties neurodegeneratives o cancer.

8§

13






INTRODUCCIO

One could write a history of science in reverse
by assembling the solemn pronouncements

of highest authority

about what could not be done

and could never happen.

Robert Heinlein






INTRODUCCIO

1. LA UBIQUITINA

A mitjans dels anys setanta, Goldstein i collaboradors van descobrir la
molécula d'Ub mentre estudiaven la bioquimica de la myastenia gravis. A partir de
timocits de vedell van aillar una nova proteina i van creure que es tractava d’una
hormona no descrita. Posteriorment, es va veure que aquesta proteina es trobava en
nombrosos tipus cellulars i es va anomenar “ubiquitous immunopoietic polypeptide”,
UBIP. Aquest nom rapidament es va escurcar i en va resultar el nom d™“ubigtitina”
(Ub) (Schlesinger i col., 1975).

La Ub és una proteina globular de tan sols 76 aminoacids que es troba
altament conservada al llarg de lescala evolutiva eucariota, amb només tres canvis
aminoacidics entre llevats i humans (Glickman i Ciechanover, 2002). Esta codificada
per una familia multigénica i s’expressa com a precursor, ja sigui en forma d’un
multimer de repeticions en tandem o fusionada a proteines ribosomals (Jentsch i
col, 1991). Aquestes proteines precursores sén processades posttraduccionalment
mitjancant el tall de les proteases anomenades “hidrolases a C-terminal d’ubigtitina”
(UCHSs), que generen els monomers d’'Ub (Baek, 2003).

El fet de trobar diversos gens que codifiquen per la Ub, bé de cdpia Unica o
de copia mdltiple, conjuntament amb el reciclatge dels monomers d’'Ub alliberats
d’un substrat, asseguren que en tot moment hi hagi una elevada disponibilitat d’'Ub
a la céllula. Sorprenentment, la majoria dUb no esta en forma lliure siné conjugada
a substrats, tot i que es troba en un equilibri dinamic que és modulat en funcié
d’estimuls ambientals (Dantuma i col,, 2006).

Figura 1: Estructura terciaria d’un
mondmer d’ubiqiitina. En verd es
representen les cinc lamines B, i en blau
les helixs a. En vermell s’indiquen les dues
glicines a lextrem carboxi-terminal de la
proteina.
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La Ub presenta un plegament caracteristic, anomenat “Ub-fold’, que consta de
cinc lamines beta que flanquegen un nucli central dhélix alfa (Figura 1).
Posteriorment s’ha vist que aquest tipus de plegament és relativament abundant en
el proteoma, i que sovint es troba inclos en estructures més complexes.

La Ub és una proteina extremadament estable, i es caracteritza per tenir una
elevada resistencia a valors extrems de pH i de temperatura. Aquesta estabilitat és
deguda principalment a la preséncia de nombrosos ponts dhidrogen i a labséncia
de ponts disulfur, ions metallics coordinats o cofactors.

8§

2. LES PROTEINES UBIQUITIN-LIKE

Existeixen altres sistemes similars de marcatge proteic que han evolucionat al
llarg del procés de levolucié i que fan servir modificadors relacionats amb la Ub
(Ubiquitin Like proteins, UblLs) i components similars de les vies de conjugacié i
deconjugacié (Figura 2).

A c

Figura 2: Membres de la familia de la ubiquitina. (A) Ubiquitina, (B) Nedd8, (C) SUMO-1, (D)
ThiS. Tots ells presenten el plegament caracteristic de UUb-fold. Extret de (Pickart and Eddins,
2004).(E) Superposicié de la ubiqtitina (en blau), SUMO-1 (en verd) i Nedd8 (en vermell). Extret de
(Welchman i col., 2005).

Algun d’aquests sistemes de marcatge, com per exemple Smt3/Sumo, es va
descobrir abans de la era de la bioinformatica (Matunis i col, 1996), pero els
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cribratges a escala genomica han posat de manifest lexisténcia de fins a nou
sistemes de modificacié relacionats d’alguna manera amb la Ub (Taula 1).

Taulal: Modificadors proteics relacionats estructuralment amb la Ub

MODIFICADOR SUBSTRAT PROCES

Ubigqiitina Molts i diversos Degradacid, regulacié

Nedd8 (Rubl) Cullines Regulacié del complex SCF

SUMO (Smt3) Molts i diversos Transport nuclear, localitzacid, regulacié
ISG15 (UCRP) Statl, altres Resposta immune (Interferd)

Hubl Hbtl, Sbhl Morfogénesi pollaritzada

Fat10 Desconeguts Apoptosi, resposta a interferé

MNSF (FUBI, FAU) Bcl-G, altres? Activacié céllules T

Urm1l Ahpl Estrés, creixement invasiu (en llevats)
Apg8 (Atg8, Aut7) Fosfatidiletanolamina Autofagia

Apgl2 (Atgl2) Apg5 Autofagia

Alguns membres d’aquesta familia, com Nedd8 o SUMO, es troben presents en
tots els organismes eucariotes. Altres, com per exemple Fatl0, ISG15 o Ufml, van
aparéixer més recentment i es troben només en mamifers (Pickart, 2000; Komatsu i
col, 2004; Ritchie i Zhang, 2004). Tots ells es troben relacionats amb la Ub, pero
per alguns la homologia és molt subtil, i per obtenir alineaments productius es
requereixen, bé comparacions estructurals, o bé metodes bioinformatics basats en
sofisticades analisis de perfils aminoacidics.

Un dels trets comuns entre tots els membres de la familia és 'Ub-fold. Laltre
aspecte que comparteixen és el mecanisme bioquimic: en tots els casos es forma
un enllag isopeptidic entre la glicina (Gly) terminal del modificador i un grup amino
de la proteina diana. Fins a lactualitat, la Ub és lUnic modificador del qual es
coneix la formacié de cadenes (tot i que existeix certa controvérsia al voltant de la
possible formaci6 de cadenes de SUMO (Tatham i col, 2001)), perd existeixen
determinades peculiaritats entre certs membres de la familia com, per exemple,
ISG15. Aquest péptid modificador conté dos dominis d’homologia a Ub. Les proteines
“ISGilades”, per tant, sén modificades amb lequivalent de dos monomers d’Ub units
per un enllag¢ peptidic convencional (Kim i Zhang, 2003).

Encara no es coneixen els efectes funcionals de la majoria de modificacions
per UbLs, i la seva maquinaria de conjugacié resta encara per caracteritzar.

2.1. SUMO: I'UbL més ben caracteritzada

LU'Small ubiquitin-like modifier, SUMO, és una proteina de 97 aminoacids
estructuralment similar a la Ub (Figura 2), tot i que la homologia de seqiiencia
entre ambdues és tan sols del 20% (Seeler i Dejean, 2001). Parallelament al que
succeeix amb la Ub, SUMO s’enllaga covalentment a certs residus Lys d’un substrat
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especific (Melchior i col., 2003), perd contrariament a la ubiqiitinacié, la sumoilacié
no promou degradacié de proteines, sind que altera diversos parametres funcionals
de les proteines, com ara la localitzacié subcellular, les interaccions proteina-
proteina, la unié al DNA o la transactivacié dels factors de transcripcié (Schwartz i
Hochstrasser, 2003; Johnson, 2004).

En mamifers, existeixen tres isoformes codificades per diferents gens: SUMO-1,
SUMO-2 i SUMO-3, i la modificaci6 per SUMO es déna gairebé sempre en els llocs
consens WKXE (on W representa un aminoacid hidrofobic gran, i X representa
qualsevol aminoacid) (Schwartz i Hochstrasser, 2003; Johnson, 2004). Tal i com hem
esmentat anteriorment, és probable que SUMO formi cadenes similars a les de
poliubiqiitina, ja que SUMO-2 i SUMO-3 contenen llocs interns de sumoilacié
(Tatham i col, 2001), perd no esta clar que aquest fenomen es pugui produir
realment in vivo.

8§

3. LA PROTEOLISI PER MITJA DE LA UBIQUITINA | EL
PROTEASOMA

La proteolisi intracellular, a diferéncia de lextracellular -ja sigui extracorporea,
com al tracte intestinal, o intracorporea, com per exemple al sistema de coagulacié
de la sang-, és un procés termodinamicament desfavorable, és a dir, requereix
energia. Aquest fet és degut a que en la proteolisi intracellular s’ha d’assolir un
control acurat i un elevat grau despecificitat per evitar que es degradin errdoniament
determinades proteines.

Les dues funcions principals de la proteolisi intracellular sén el control de
qualitat de proteines mal plegades o aberrants, i el control desdeveniments
mitjancant la inhibici6 dun procés, accelerant la destruccié de determinades
proteines activadores, o activant-lo mitjancant la hidrolisi d’'una proteina inhibidora.

3.1. La historia

L’any 1955 Christian de Duve va descobrir el lisosoma, i el va definir com un
organul envoltat de membrana que contenia diverses activitats proteasiques.
Aleshores es va generalitzar la idea que el lisosoma era el lloc de proteolisi
intracel-lular, tant de proteines extracellulars, que eren conduides al lisosoma
mitjancant endocitosi, com de proteines intracellulars, que, mitjancant autofagia,
també acabaven al lumen lisosomal.
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A linici dels anys 70 es va comengar a questionar que el lisosoma fos [lnic
organul on s’hidrolitzaven les proteines intracellulars, en observar que existien
proteines relativament estables i amb diferencies de vida mitjana, que podia variar
en ordres de magnitud. Fins i tot, es va veure que lestabilitat d'una determinada
proteina podia oscillar ampliament en condicions patofisiologiques. Aquests fets eren
inexplicables si només es tenia en compte el mecanisme daccié dels lisosomes, ja
que lautofagia opera sobre una representacié equitativa de totes les proteines
cel-lulars.

Mitjancant experiments de marcatge diferencial de les proteines extracellulars i
intracel-lulars, Brian Poole va determinar Uany 1978 que les proteines exdgenes eren
hidrolitzades al lisosoma, mentre que les proteines intracellulars ho feien en un
altre lloc, i que aquest procés requeria energia. Pocs mesos després, Avram Hershko
i Aaron Ciechanover, cercant un sistema de proteolisi intracel-lular dependent d’ATP
que no fos lisosomal, van recérrer a una estrategia de fraccionaments cellulars a
partir d’eritrocits, ceéllules proteoliticament actives, perd mancades de lisosomes.
D’aquesta manera van descriure un sistema de proteolisi on, a més d’'una proteasa i
un substrat, eren necessaris altres components préviament no descrits. Un d’aquests
components va ser anomenat “ATP-dependent proteolysis factor | of rabbit
reticulocytes, APF-1” que, posteriorment, es va identificar com a la molécula d’'Ub.

Una gran part de la protedlisi intracellular citosolica té lloc mitjangant el
sistema de les ubiquitines i el proteasoma (ubiguitin-proteasome system, UPS).
Segons aquest, les proteines cellulars que han de ser degradades incorporen quatre
o més monomers dUb, i sén dirigides cap al 26S proteasoma, un complex
multiméric d’elevat pes molecular que funciona com a proteasa citosolica.

Actualment es coneix que el nombre de components del sistema de les
ubiquitines és de més dun miler i que, aproximadament, un 3-5% del genoma
codifica per proteines relacionades amb aquest procés.

3.2. Els senyals de degradacié

Quins son els esdeveniments inicials que especifiquen que una determinada
proteina sigui degradada mitjancant el proteasoma? Sembla que hi juguen molts
factors, que determinen la unié Ub-substrat. Shan descrit seqiiéncies especifiques
(com les sequéncies PEST o les “destruction box” de les ciclines) que sén senyals
de degradacio proteica. També s’ha proposat que les proteines, a mesura que
“envelleixen”, es tornarien més hidrofobiques degut a la seva progressiva
desnaturalitzaci6 i, per tant, més susceptibles d’ésser degradades en el proteasoma.
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Un altre element que en certs casos és considerat important en la
determinacié de la ubiqtitinacié d'una proteina és la naturalesa del seu aminoacid
aminoterminal (N-ter), ja que proteines amb un aminoacid basic a N-ter s6n menys
estables que aquelles que hi contenen aminoacids petits. En les primeres, la Ub
s’enllaga directament a laminoacid terminal, i el procés es coneix amb el nom d“N-
end rule”. Tot i que fins ara només s’han trobat com a maxim una desena de
substrats que seguirien aquest cami, alguns autors no descarten que sigui un
mecanisme relativament freqiient, malgrat que daltres fins i tot qiiestionen la seva
existéncia in vivo (Ciechanover i Ben-Saadon, 2004).

A més, s’ha de tenir en compte que els requeriments proteics poden variar al
llarg de la vida duna ceéllula, depenent del seu estat fisiologic. No és estrany,
doncs, que modificacions posttraduccionals -com ara la fosforilacié, oxidacio,
acetilacié...- o productes de resposta envers una varietat d’estimuls, afavoreixin
també la unié d’una o varies molécules dUb a un substrat (Varshavsky, 2005).

3.3. Els motius d’estabilitzacié

Certs motius contraresten lefecte dels senyals de degradacid, ja que diverses
proteines sén resistents al proteasoma, fins i tot en preséncia delements
desestabilitzadors.

S’han caracteritzat alguns d’aquests motius d'estabilitzacié com, per exemple,
les repeticions glicina-alanina (Gly-Ala) presents a lantigen nuclear 1 del virus de
lEpstein-Barr (EBNA1), que el protegeix de la seva degradacié (Levitskaya i col,
1995).

Recentment, s’ha demostrat que un dels dominis UBA (Ubiquitin associated
domain) de Rad23, proteina que interacciona de manera transitoria amb una de les
subunitats del proteasoma, evita que aquesta sigui degradada (Heessen i col., 2005),
i actua, per tant, com a motiu destabilitzacié.

Shan postulat dues funcions per als motius d’estabilitzacié: en primer lloc,
permetrien que una proteina dugués a terme la seva funcid, fins i tot estant
ubiqiitinada o interaccionant amb el proteasoma. En segon lloc, podrien constituir
un mecanisme general de regulacié de lestabilitat proteica, generant un factor de
regulacié addicional.

3.4. El proteasoma 26S

El proteasoma és una gran proteasa multicatalitica (aproximadament 2 MDa)
depenent d’ATP, que degrada proteines poliubiquitinades en petits péptids. Esta
format per dos subcomplexos; el 20S, que conté el nucli catalitic, on hi resideixen
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tres activitats proteolitiques diferents; i el 19S, que és el subcomplex regulador que
esta implicat en la unid, el desplegament i la translocacié d'un determinat substrat
fins a la cavitat del 20S (Glickman i Ciechanover, 2002). Els proteasomes funcionals
26S consten d’'un 20S unit a dos 19S, un a cada extrem (Figura 3).

ATPase

195 regqulator

265 proteasome

Figura 3: El proteasoma i les seves
subunitats. El nucli catalitic 20S esta format
per quatre anells amb 7 subunitats o i 7
subunitats B. Les subunitats cataliticament
actives estan marcades en vermell. El complex
regulador 19S esta format per una base amb
activitat ATPasa i una tapa (“/id"). Lacoblament
de 2 complexos 19S a cada extrem del nucli
20S forma el proteasoma 26S.

El proteasoma 26S és responsable de la degradacié de proteines aberrants o
malplegades, del manteniment d’'un pool d’aminoacids lliures, de la generacié de
peptids que tenen una funcid6 hormonal o antigénica, i de la degradacié de
proteines els nivells de les quals han d’estar finament regulats.

8§
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4. UNA MODIFICACIO, MOLTES SENYALITZACIONS

El marcatge de proteines que han de ser degradades mitjancant el
proteasoma és indubtablement una de les principals tasques de la Ub, pero moltes
altres funcions cellulars estan també controlades per aquest petit, i aparentment
simple, polipéptid.

4.1. Efecte en la localitzacié subcel-lular

Una de les funcions més estudiades de la ubiqiitinacié és la regulacié del
trafic de proteines localitzades a la membrana plasmatica. De fet, tant en llevat com
en céllules de mamifer, la ubiqiitinacié és un senyal necessari i suficient per a la
internalitzacié de molts receptors de membrana cap a la via endocitica. De la
mateixa manera, la ubiquitinacié és també un senyal pel reciclatge d’aquests
receptors, determinant la seva relocalitzacié a la membrana i evitant que siguin
degradats al lisosoma (revisat a Hicke i Dunn, 2003).

4.2. Modificacié de l'activitat

La ubiquitinacié6 modifica l'activitat de moltes proteines, com s’ha observat en
les proteines transreguladores de la via endocitica. En aquests casos, la ubiqtitinacié
del substrat pot conduir a la via degradativa mitjancant el proteasoma o el
lisosoma, depenent del tipus de cadena d’'Ub. En daltres, perd, la ubiquitinacié de
les mateixes proteines no genera degradacid, siné que, per mecanismes encara no
gaire coneguts, és un senyal de redireccionament de les vesicules dendocitosi
(revisat a Schnell i Hicke, 2003).

També s’ha demostrat que lenllag d'un monomer d'Ub a certs factors de
transcripcié és necessari per a lactivitat transactivadora. En canvi, el mateix factor
de transcripcié es pot inactivar rapidament quan s’afegeixen molécules addicionals
d’'Ub al monomer inicial (revisat a Muratani i Tansey, 2003).

4.3. Modulacié de les interaccions proteina-proteina

La ubiquitinacié modifica larquitectura molecular del substrat ja que, alhora
que crea canvis conformacionals, genera nous dominis dinteraccié. Aquest
mecanisme és clau per entendre com la Ub pot regular diversos processos cel-lulars,
influenciant Uhabilitat d'una proteina per interaccionar amb altres proteines

Fins ara s’han descrit setze dominis duni6 a Ub (que comentem més
endavant). Les interaccions dinamiques entre substrats ubiqtitinats i proteines amb
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dominis d’unié a Ub formen, enriqueixen i regulen les xarxes proteiques cellulars
(revisat a Haglund i Dikic, 2005).

8§

5. ELS DIFERENTS TIPUS D’ENLLAC: MONOUBIQUITINACIO VS
POLIUBIQUITINACIO

Inicialment, el descobriment de que els monomers d'Ub s’enllacaven entre ells
per generar cadenes de poliubiqlitina ancorades en un substrat va comportar un
aven¢ molt important en el camp de la ubiquitinacié (Chau i col.,, 1989).

Una questié important que restava encara per desxifrar tan sols fa deu anys
era com la Ub senyalitzava cap a degradacié mitjancant el proteasoma, mentre que
en daltres situacions podia conduir a efectes tan diferents com eren lactivacié de
la traduccié o el canvi de localitzacié subcel-lular.

Al llarg dels darrers anys s’ha demostrat que lespecificitat del sistema és
deguda en part als enzims que reconeixen els diversos substrats ubiqiitinats, i que
el desti de les proteines ubiquitinades ve determinat pel nombre de monomers d’Ub
i el tipus d’enllag mitjancant el qual s’uneix al substrat.

Els monomers d’'Ub formen enllagos amida (o isopeptidics) entre el grup e-
amino duna Lys de la Ub amb el grup carboxilic del segiient aminoacid
carboxiterminal (C-ter) de laltre molécula d’'Ub. Com que la molécula d'Ub conté set
lisines (Lys6, Lysll, Lys27, Lys29, Lys33, Lys48 i Lys63), tots aquests residus poden
servir potencialment com a lloc d’ancoratge per a la sintesi de poliubigtitina. De fet,
in vitro s’han pogut sintetitzar tots els possibles tipus de cadena.

Generalment, les cadenes de poliubigtitina senllacen per la Lys48, i
constitueixen el senyal canonic per a la proteolisi per mitja del proteasoma (Figura
4). Les cadenes formades mitjangant la Lys29, tot i que sén menys freqlients, també
s’han trobat in vivo com a senyalitzadores de degradacié en determinats substrats
(Johnson i col,, 1995; Lindsten i col, 2002).

Un altre tipus de cadenes de poliubigiitines que han estat vastament
estudiades sén aquelles formades mitjancant enllacos a la Lys63. Aquestes cadenes
s’han trobat en nombrosos processos fisiologics com ara lendocitosi (Galan i
Haguenauer-Tsapis, 1997), la reparaci6 del DNA (Hofmann i Pickart, 1999) o la
regulacié de la traduccié (Spence i col, 2000), perd en cap cas shan relacionat
amb la proteolisi (Figura 4).
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Lenllag d'un monomer d'Ub a una Lys interna d’un determinat substrat es
coneix com monoubiquitinacié (Figura 4). Els complexos Ub-substrat regulen una
gran diversitat de processos com ara lendocitosi, la reparacié del DNA, la meiosi
del llevat, i el desenvolupament embrionari, entre daltres. A més, la
monoubiqiitinacié dels receptors de membrana plasmatica contribueix a la seva
internalitzacié i posterior degradacié en el lisosoma. Per tant, com ja s’ha comentat
en lapartat 4.2, la senyalitzacié mitjangant Ub pot conduir no només a degradacié
proteasomal, siné també lisosomal (Hicke, 2001).

8§
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6. LA MAQUINARIA DE CONJUGACIO: UNA ESTRUCTURA
JERARQUICA

En un pas previ, la Ub reacciona amb una molécula d’ATP i s’enllaca a AMP,
alliberant dos fosfats. La reaccié d’ubiquitinacié continua amb lactivacié de la Ub-
AMP mitjangant la formacié d'un enllag tioéster entre la Gly C-ter i la cisteina (Cys)
del lloc actiu de l'enzim activador E1. Aquesta reaccié allibera AMP.

En el segiient pas, la Ub és transferida a la Cys de lenzim conjugador E2 i,
finalment, forma un enllag isopeptidic amb el grup e-amino d'una Lys del substrat.
Aquest (ltim pas és catalitzat per les E3, lligases d’'Ub especifiques de substrat
(Figura 5).

G b Figura 5: La reaccié
o=t o=t oy d’ubiqitinacié. La conjugacié de
§ "" oy~ Ub monomers dUb a wun substrat

|
AMP %" _Ub .
E1 \/ EZ substrate =gy~ Ub’ requereix una cascada
PP \ * : Ub‘Ub 265 multienzimatica. L'enzim activador

/Q"A'I:: /\ /\Es . "'fﬁ“‘"" El ‘in.iclia t?l prgcés mitjangént,la
ATP E1 E2 VA chain E Q hidrolisis d'ATP i la formacié d'un

+ ; coiher = enllag tioéster entre una cisteina
U,b =t Non- activa i la Ub. En el segiient pas
coont Ub proteasomal Ub (transesterificacié) la  Ub és
regulation + . . .. .
P transferida a la cisteina activa de
[ Ub = ubiquitin E2 = ubiquitin i ®®®®®®® lenzim E2. La lligasa E3 promou la
|E1-ublqumn activating enzyme E3 = ubiquitin ligase transferencia de la Ub al substrat,

directament (en el cas de les lligases amb RING fingers), o indirectament (en les lligases amb
dominis HECT). La formacié de la cadena de poliubigiitina es deu a cicles successius d’aquesta
cascada. Extret de Pray i col, 2002.

Un cop sha enllagat la primera Ub al substrat, el procés es repeteix
successivament i els monomers formen enllagos Gly-Lys intermoleculars que formen
les cadenes de poliubigtitina (Figures 4, 5) (per revisid, vegeu Glickman i
Ciechanover, 2002).

La complexitat dels mecanismes d’ubiquitinacié opera de forma piramidal. Un o
pocs enzims E1 activen i enllacen la Ub a aproximadament una dotzena denzims E2
que, a la vegada, transfereixen la Ub a nombroses lligases E3 per a la modificacié
dels substrats. D’aquesta manera, a cada pas en la reaccié d’ubigiitinacié augmenta
el nombre de proteines potencialment implicades. Slincrementa, aixi, lespecificitat
d’unié al proper component de la cascada i, per tant, els possibles punts de
regulacié (Figura 6).
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Figura 6: L'estructura piramidal de la cascada d’ubiqiiitinacié. (A) En una ceéllula
existeixen pocs enzims activadors E1, perd molts conjugadors E2 i lligases E3. (B) ElL gran nombre
d’E2 i E3 proporciona lespecificitat de substrat i explica la diversitat de processos en que intervé la
Ub. Extret de Hicke i col, 2005 (A) i Weissman, 2001 (B).

6.1. Lligases E3 d’ubiqiiitina: les responsables de
’especificitat

Les lligases E3 d'Ub poden ser proteines monomeériques o poden estar
formades per complexos multiproteics. Sén les responsables de lespecificitat del
sistema, ja que reconeixen els substrats gracies a senyals dubiquitinacié o de
degradaci6. Tenint en compte el gran nombre de substrats que s’ubiquitinen, no
resulta massa sorprenent que les analisis in silico de les bases de dades prediguin
centenars de lligases E3 d'Ub (Fang i Weissman, 2004).

Les E3 es divideixen en dos grans grups: les lligases amb dominis HECT
(Homologues to E6-AP C-Terminus) i les lligases de la familia dels RING (Really
Interesting New Gene) fingers (Figura 7). Tot i que lefecte final dels diferents tipus
dE3 és el mateix, existeixen algunes diferéncies fonamentals entre les seves
activitats enzimatiques.

Els dominis HECT, altament conservats, contenen aproximadament 350
aminoacids, i es troben invariablement localitzats a lextrem C-ter de la proteina.
L’aminoacid catalitic és un residu Cys que s’enllaca a la Ub préviament unida a UE2
que, posteriorment, sera transferida al substrat (Figura 7). Els segments N-ter
d’aquestes lligases E3 no sols serveixen per recongixer el substrat, sind que
determinen també la seva propia localitzacié subcellular (Weissman, 2001).

La familia de lligases E3 amb dominis RING finger constitueix, ara per ara, la
familia enzimatica amb més membres pel que fa als enzims relacionats amb
ubiqtitinacié i/o deubiquitinacié (Freemont, 2000). Els RING fingers es caracteritzen
per vuit cisteines i histidines molt conservades que coordinen dos ions de zinc amb
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una estructura creuada (Borden i Freemont, 1996). Contrariament al mecanisme
d’accié de les lligases tipus HECT, les lligases amb RING finger enllacen directament
la ubiquitina al substrat sense la necessitat de formar un enllag intermediari
(Joazeiro i Weissman, 2000), i sén susceptibles dautoubiquitinacié en una Lys
interna (Pickart, 2001) (Figura 7).

En alguns, casos les lligases de tipus RING finger formen complexos
multimérics, com ara els complexos Skpl/Cull/F-box (SCF) i el complex promotor
de lanafase (APC) (Figura 7).

A Figura 7: Les lligases E3
d’ubiqiitina. (A) Les lligases
E3 amb dominis RING finger
transfereixen directament la
ubiqlitina al substrat, mentre
que les de tipus HECT formen
intermediaris ubiquitinats. (B) En
alguns casos, les lligases E3
B estan constituides per
complexes multimérics, com ara
els complexes SCF, els VCB-
CUL2 o els APC. Modificat de
Hochstrasser, 2006 i Weissman,
2001.

RING E3 HECT E3

Actualment, nombroses dades apunten cap a lexisténcia d’'una nova familia
enzimatica: els factors d’elongacié E4. Aquests, contenen els dominis U-box, que
mostren una homologia distant amb els dominis RING finger (tot i que no contenen
els residus conservats de coordinacié de zinc). Els dominis U-box es van descriure
per primera vegada en la proteina UFDZ2, necessaria per a que es doni una eficient
poliubiquitinacié del substrat. Aquesta proteina requereix lactivitat d’'una altra lligasa
E3 per exercir la seva funcié (Hetz i col, 2003). Es per aquest motiu que es
classifica dins la familia enzimatica dels E4 (Ubiguitin chain elongation factors).

6.2. L’especificitat de substrat

Quins trets necessita una proteina per a ser reconeguda com a substrat
d’ubiqitinacié? En principi, qualsevol interaccié molecular que posicionés de manera
adient una lligasa E3 amb un lloc potencial d’ubigiitinacié podria generar una
interaccié productiva, resultant en la ubiqlitinacié del substrat. Pero per tal que es
doni la ubiqiitinacié en el substrat correcte, i en el moment adient, es requereixen
un gran nombre dlinteraccions proteina-proteina (revisat a Fang i Weissman, 2004)
freqlientment regulades per modificacions posttraduccionals del substrat,
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principalment, fosforilacié (particularment, en regulacié del cicle cellular), glicosilacid,
acetilacié i hidroxilacié.

Un bon exemple daquest fenomen és la regulacié6 d’aquelles proteines els
nivells de les quals han d’estar molt finament controlats en funcié de l'ambient, de
lestadi del desenvolupament o del cicle cellular. Aquestes generalment es fosforilen
en resposta a cascades de transduccié de senyal, i esdevenen substrats de les
lligases E3 de tipus SCF (Yaron i col, 1998; Laney i Hochstrasser, 1999).

Un altre exemple de la modulacié de la degradacié el trobem en proteines
que contenen superficies hidrofobiques que promouen el seu reconeixement
mitjangant les lligases E3. Aquestes regions només estan exposades en estat lliure,
mentre que déixen d’ésser accessibles en unir-se a una altra proteina. La modulacié
de les taxes de degradacié mitjancant plegament o interaccions proteina-proteina
generalment no té la mateixa precissi6 temporal que la regulacié mitjancant
fosforilacid, i és per aquest motiu que es creu que el reconeixement de senyals de
degradacié hidrofobics serveix primariament per el control de qualitat del plegament
de les proteines (Johnson i col, 1998; Laney i Hochstrasser, 1999).

8§
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7. ELS ENZIMS DEUBIQUITINANTS

Els conjugats proteina-ubiqiitina formen unes estructures altament dinamiques.
De la mateixa manera que existeixen un gran nombre d’enzims encarregats d’enllagar
un monomer d'Ub a un substrat, hi ha també centenars d’enzims deubiquitinants
(Deubiquitinating enzymes, DUBs), necessaris per catalitzar la reaccié contraria.

7.1. Les activitats bioquimiques dels enzims
deubiqiitinants

Tradicionalment, el focus d’estudi en el camp de la ubiquitinacié s’ha centrat
en la degradacié proteica mitjangant el proteasoma. Es per aixd que, actualment,
gran part del coneixement sobre les activitats bioquimiques dels enzims
deubiqiitinants es basa en els efectes en lestabilitat metabolica.

En general, els DUBs poden realitzar una o varies de les activitats seglients:
processament dels precursors d’'Ub, edicié i rescat de substrats, acoblament de la
deubiquitinacié i de la degradacié i hidrolisi dels oligomers d’Ub (Figura 8).
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Figura 8: Les activitats bioquimiques dels enzims deubiqiitinants.
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7.1.1. Processament dels precursors d’ubiqiitina

Com ja hem esmentat anteriorment, la Ub es sintetitza en forma de precursor.
Aquests precursors sén, bé fusions amb determinades proteines ribosomals, o bé
multimers enllacats de forma concatamérica que contenen un aminoacid addicional
després de lultim monomer d’Ub (Finley i Chau, 1991). Es va demostrar en llevat
que diversos DUBs hidrolitzaven in vitro Uenllag peptidic entre la Ub i les diferents
extensions a C-ter (Amerik i col, 2000a). Tot i aixd, s’ha verificat in vivo que
existeixen diferéncies en les eficiencies i en les afinitats entre els diferents membres
de la familia.

7.1.2. Edici6 i rescat de substrats ubiqliitinats

En el moment en que un substrat entra dins la cambra proteolitica del
proteasoma, aquest sera irreversiblement degradat. Es per aixd que lespecificitat del
sistema ha destar altament regulada i, abans darribar al proteasoma, diversos
enzims deubiquitinants que selectivament reconeixeran aquelles proteines que han
estat erroniament senyalitzades per ser degradats. Alguns dels DUBs que realitzen
aquesta funcié es poden trobar solubles al citoplasma, mentre que daltres es
troben ancorats al proteasoma.

Els DUBs intervenen, alhora, en els altres mecanismes de senyalitzacié
mitjancant Ub que no estan relacionats amb processos degradatius. Aixi, mitjancant
deubiquitinacié es poden revertir, i per tant regular, senyals d’endocitosi, reparacié
de DNA, transcripcié, etc.

7.1.3. Acoblament de la deubiqiitinacié i de la degradacié
mitjangant el proteasoma

Al proteasoma, les cadenes de poliubiquitina s’han d’alliberar del substrat per
evitar que també siguin degradades per la maquinaria proteasomal, o que impedeixin
la entrada correcta del substrat a la cambra proteolitica. Existeixen com a minim
quatre enzims deubiqlitinants que podrien realitzar aquesta funcié: Doa4,
Rpnl11/POH1, Ubp6/USP14 i UCH-L5 (Figura 9).

El primer DUB descrit associat al proteasoma és Doa4 (Papa i col, 1999).
Aquest enzim afavoreix el procés de proteolisi de determinats substrats mitjancant el
desacoblament de cadenes de poliubigiitina abans, o just després, de linici de la
proteolisi (Papa i Hochstrasser, 1993).
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La  metallo-proteasa  Rpnll
/POH1 sembla ser la responsable de
la principal activitat deubiqiitinant del
proteasoma, ja que la delecié 19s
d’aquest gen en llevat genera una
degradacié proteica defectuosa i és
letal  (Amerik i  col,  2000a).
Rpn11/POH1, de la mateixa manera 208
que Doa4, desacobla tota la cadena
de poliubiquitina del  substrat,
afavorint d’aquesta manera la
correcta degradacié del substrat.

Ubiquitin
o, oligomers

Ubiquitin

Ubp6/USP14  també inte- 295 protessome

racciona amb el roteasoma, i ) . -
P Figura 9: Els enzims deubiqiiitinants que

aquesta interaccié incrementa la seva coordinen la deubigiiitinacié de substrats
activitat deubiqiitinant en més de préeviament a la seva degradacié pel
dos ordres de magnitud (Leggett i ProJajSLOSma- Doad, RP”H/Pt?Hli Ubp6/USP14

s i - interaccionen amb el proteasoma.
col, _2002)' MOlt\ _recentment’ sha Rpn11/POH1 és wuna de les subunitats del
descrit que, contrariament a lefecte complex 19S. Ubp14/IsoT processa les cadenes
de RPN11/POH1 i Doa4, Ubp6/ de poliubigiiitina, generant ubiqiiitina lliure.
USP14 no facilita la degradacié sind Modificat d’Amerik i Hochstrasser, 2004.

que té la capacitat de retrassar-la
mitjancant un  mecanisme, encara desconegut, independent de [lactivitat
deubiqtitinant de l'enzim (Hanna i col, 2006).

UCH-L5, de la mateixa manera que Doa4, RPN11/POH1 i Ubp6/USP14, és
responsable de lactivitat isopeptidasa de la subunitat reguladora 19S. UCH-L5, pero,
hidrolitza, un a un, mondomers d’ubiquitina de cadenes de poliubigiitina a partir del
seu extrem distal, i s’ha postulat que tindria una funcié de “neteja” de substrats poc
ubiqiitinats o wunits de manera anomala al proteasoma, per evitar possibles
collapses (Yao i col, 2006).

7.1.4. Hidrolisi dels oligomers d’ubiqiitina

En la majoria de céllules eucariotes es troben nivells elevats no tan sols d’Ub
lliure, siné també de cadenes lliures de poliubiqiitina. Aquestes poden ser generades
de novo per lligases E3 d'Ub, o bé per hidrolisi de les cadenes a partir d'un
substrat poliubiquitinat (Pickart, 2000). Tot i aixd, lacumulacié en excés de cadenes
de poliubigtitina pot inhibir els processos dependents dUb, particularment, la
degradacié mitjangant el proteasoma (Amerik i col, 1997).
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Sorprenentment, un sol enzim deubiqiitinant és responsable de la hidrolisi de
les cadenes de poliubiglitina lliures. Aquest DUB, anomenat Ubpl4 en llevat i
isopeptidasa T en mamifers (Figura 9), és dels més ben caracteritzats
bioquimicament (Falquet i col, 1995). /n vitro, la isopeptidasa T actua exclusivament
sobre cadenes lliures de poliubiqiitina, i no en substrats poliubiqgiitinats.
Contrariament a la resta denzims deubiquitinants, Ubpl4 hidrolitza els oligomers
dUb a partir de lextrem proximal de la cadena, és a dir, lextrem amb la Gly 76
lliure (Falquet i col, 1995; Wilkinson i col, 1995).

7.2. Classificacié: la gran diversitat de la familia dels
enzims deubiqiitinants.

Els DUBs pertanyen a la superfamilia enzimatica de les proteases. En un gran
estudi a escala genomica es va estimar que existien 561 membres daquesta
superfamilia al genoma huma (Puente i Lopez-Otin, 2004). En funcié del mecanisme
de catalisi, les proteases es divideixen en cinc classes: aspartat-proteases, metal-lo-
proteases, serina-proteases, treonina-proteases i cisteina-proteases. Dues de les
classes de proteases contenen membres de la familia dels DUBs (cisteina-, metal-lo-).
Les cisteina-proteases tenen tres aminoacids claus per a la seva funcié, que
constitueixen la triada catalitica: cisteina, histidina i aspartic. La seva activitat
enzimatica recau en el grup tiol d’aquesta Cys.

Basant-se en [homologia de seqiéncia i en la similaritat de mecanismes
d’accié, els enzims deubiquitinants es divideixen en cinc subfamilies: i) proteases
especifiques d’Ub, ii) hidrolases a carboxiterminal d’Ub, iii) proteases amb dominis
OTU, iv) proteases amb dominis Machado-Joseph Disease (MJD), i v) proteases amb
dominis JAMM (Figura 10). Les quatre primeres subfamilies corresponen a tipus
especialitzats de cisteina-proteases, mentre que la cinquena esta formada per
metal-lo-proteases dependents de zinc. Lestructura tridimensional dels dominis
catalitics de cada subfamilia ha estat resolta, tant en la seva conformacié lliure com
conjugats amb un monomer dUb, i en alguns casos es revelen similaritats
sorprenents entre enzims de diferents subfamilies, com per exemple en el plegament
que adopen en unir la Ub (Figura 10).

Figura 10: Les cinc families d’enzims deubiqiiitinants. Estructures terciaries i
seqiiencies aminoacidiques dels dominis conservats de les cinc families d’enzims
deubiquitinants. Els aminoacids conservats responsables de la hidrolisi del substrat estan
indicats com a esferes de Van der Waals en lestructura terciaria i amb asteriscs en els
alineaments. Modificat d’Amerik i Hochstrasser, 2004 i Nijman i col.,, 2005.
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La gran varietat de conjugats ubiquitinats fa pensar que cada tipus de DUB
tindra especificitat per hidrolitzar compostos diferents, com ara precursors inactius
d’Ub, o bé Ub enllacada a un substrat mitjancant un enllag isopeptidic. S’ha pogut
veure que molts DUBs poden hidrolitzar diferents tipus d’enllag, tot i que no amb la
mateixa eficiencia (Mayer i Wilkinson, 1989).

LES CINC SUBFAMILIES D’ENZIMS DEUBIQUITINANTS

7.2.1. Proteases especifiques d’ubiquitina

Les funcions de les proteases especifiques d'ubiquitina (Ubiquitin Proteases,
UBPs) comprenen tots els tipus de reaccions que shan descrit fins ara per als
enzims deubiquitinants, des del processament de precursors dUb, fins al
desacoblament de les cadenes lliures de poliubigiitina. No és destranyar, doncs,
que aquestes proteases representin la subclasse més gran i diversa de la
superfamilia dels DUBs. De la mateixa manera que el nombre de lligases E3 d'Ub va
augmentar al llarg de levolucié, també ho va fer el nombre d'UBPs, fet que
suggereix una coevolucié entre els dos tipus enzimatics (Semple, 2003).

Degut a que el genoma huma conté el nombre més gran de seqiiéncies amb
dominis UBP, el Comité de Nomenclatura de [Organitzacié del Genoma Huma
(HUGO) va proposar una nomenclatura sistematica, fent servir labreviacié “USP” per
Ubiquitin Specific Protease (http://www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature). La numeracié és
essencialment arbitraria, i fins ara s’han descrit 58 USPs (Kay Hofmann, no publicat).

El domini catalitic de les UBPs esta format per dos motius curts i ben
conservats, anomenats caixa Cys i caixa His, que inclouen els tres residus critics per
a la catalisi (Figura 10). En estudis recents s’han caracteritzat algunes USPs que
no contenen algun d’aquests residus. Aquest és el cas d'USP30 i USP16, que tot i
que no tenen laspartic (Asp) de la triada catalitica retenen encara [lactivitat
enzimatica envers un substrat model artificial (Nijman i col,, 2005).

La longitud del domini complet pot variar entre 300 i 800 aminoacids,
aproximadament, degut a la diversitat de la seqiiencia que es troba entre els dos
motius. La funcié d’aquestes seqiiéncies internes roman encara incerta, tot i que
s’ha suggerit que podrien tenir un paper regulador en la funcié de la proteina,
similar a la contribucié de les extensions aminoacidiques dels extrems amino- i
carboxiterminals. Dites seqliéncies actuarien en collaboracié per determinar el
reconeixement de substrat, la localitzacié subcellular o les interaccions proteina-
proteina (Kim i col.,, 2003).
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7.2.2. Hidrolases a C-terminal d’ubiqiitina

Les “hidrolases a C-terminal d’ubiquitina”, (Ubiquitin carboxi-terminal hydrolases,
UCHs) constitueixen una familia de proteines relativament petites, amb pesos
moleculars que oscillen entre 20 i 30 kDa (amb comptades excepcions). El domini
catalitic, d’'aproximadament 230 aminoacids, conté els tres aminoacids de la triada
catalitica en posicions estructuralment conservades (Larsen i col., 1996). En humans
s’han trobat tan sols quatre representants d’aquesta subclasse, i tots ells presenten
una alta homologia en els seus dominis catalitics (Figura 10).

La majoria de les UCHs no poden hidrolitzar la Ub dels conjugats Ub-substrat
ni hidrolitzar cadenes de poliubigditina lliures. En canvi, tenen un paper en la sintesi
d’'Ub lliure monomeérica a partir dels seus precursors (Pickart i Rose, 1985).

UCH-L1 ha estat la proteasa més estudiada d’aquesta subfamilia. Lany 1998
es va descriure una correlacié entre la reduccié de la seva activitat i la malaltia de
Parkinson (Leroy i col, 1998). Posteriorment, es va observar que les variants d’'UCH-
L1 associades amb lelevada susceptibilitat a la malaltia causaven lacumulacié d’a-
sinucleina. Aquest efecte, que no podia ser explicat segons lactivitat d’hidrolasa d’'Ub
(la manca de deubiquitinacié hauria de promoure la degradacié del substrat), va
comportar la caracteritzaci6 d’'una segona activitat per aquest enzim, la de lligasa
E3 d'ubiquitines (Liu i col.,, 2002).

7.2.3. Proteases amb dominis OTU

Mitjangant analisis bioinformatiques per cercar proteines relacionades amb el
gen OTU (Ovarian Tumor) -implicat en la morfogenesi de loocit de Drosophila- es
va detectar un domini (anomenat OTU) de funcié desconeguda que contenia una
cisteina i una histidina i, en la majoria dels casos, també un aspartic, i mostrava els
trets caracteristics duna proteasa (Figura 10) (Makarova i col, 2000).
Posteriorment, es van aillar dues proteases que contenien el domini OTU (otubain-1
i otubain-2), i es va demostrar que eren capaces dhidrolitzar lenllag isopeptidic
d'una cadena de poliubiqtitina (Balakirev i col, 2003). Parallelament, en un assaig
de doble hibrid per trobar proteines interaccionants amb cadenes de poliubigiitina,
sailla Cezanne (cellular zinc finger anti-NF-xB), una altra de les proteines amb un
domini OTU, que també presentava activitat deubiqiitinant in vitro (Evans i col,,
2003).

A20, una proteina estructuralment similar a Cezanne, és un membre particular
de la familia dels DUBs, ja que hidrolitza enllagos isopeptidics formats per les Lys48
i Lys63 de la Ub. Conté, a més del domini OTU, un domini de dits de zinc que
confereix a la proteina lactivitat de lligasa E3. A20 exemplifica un cas de lelevada
coordinacié entre els processos regulats per Ub, on [lactivitat lligasa E3 i la
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deubiquitinasa cooperen per silenciar la senyalitzacié mitjangant NF-xB. (Figura 11)
(Wertz i col,, 2004).

Figura 11: A20 és un enzim
deubiqgiiitinant amb una funcié dual
d’edicié6 de conjugats ubigqiitinats. RIP
s'ubiquitina rapidament amb cadenes Lys63
en resposta a lestimulacié del receptor TNF-
R1 gracies a lacci6 de la lligasa E3
d’ubiguiitines  TRAF2. El domini N-ter d’A20,
també en resposta a TNF-R1, deubiqiitina
RIP, i el domini C-ter ubiqtitina RIP amb
cadenes de Lys48 que senyalitzen per
degradacié via proteasoma (Heyninck i
Beyaert, 2005).

Malgrat tot, resta encara per investigar el fet de si totes les proteines amb
dominis OTU sén realment enzims deubigiitinants, aixi com quina és la seva funcié
fisiologica.

7.2.4 Proteases amb dominis Machado-Joseph Disease

La quarta familia de DUBs esta formada fins ara per un sol membre: lataxina-
3 (proteina mutada en lataxia espinocerebellar de tipus tres, o malaltia de
Machado-Joseph). Aquesta proteina es caracteritza per la preséncia del domini
Josephin, que va ser identificat en cerques bioinformatiques que tractaven de trobar
noves classes de proteases especifiques d’Ub (Scheel i col, 2003). El domini catalitic
de lataxina-3 i el de les altres DUBs sén poc homolegs, perd estudis estructurals
recents de ressonancia magneética nuclear (NMR) mostren que lorganitzacié global
de les caixes Cys i His esta conservada (Figura 10) (Mao i col, 2005; Nicastro i
col., 2005).

7.2.5 Proteases amb dominis JAMM

El representant principal de la (ltima familia de DUBs és la subunitat del
proteasoma Rpnll/POH1. Es una metallo-proteasa especifica per proteines
conjugades a Ub, i el motiu JAMM (Jabl/MPN domain metalloenzyme) és el
responsable de la seva activitat bioquimica (Verma i col, 2002). Els bacteris no
contenen activitat proteasa d’'Ub (i per ara no s’ha descrit cap sistema analeg a la
conjugacié d’Ub), perd tenen proteines amb dominis JAMM. Aquest fet fa pensar que
els dominis JAMM han adquirit noves funcions durant l'evolucié i que encara podrien
contribuir a d’altres mecanismes no necessariament relacionats amb el processament
d’'Ub (Nijman i col, 2005).
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7.3. L’estructura

S’han descrit les estructures terciaries dels dominis catalitics dels cinc tipus de
DUBs, algunes delles en complex amb derivats d'Ub (Figura 10). Aquests estudis
han revelat una diversitat inesperada, perd també, algunes similituds sorprenents.
Entre aquestes, hem de destacar les semblances entre el nucli catalitic de les UCHs
i de les UBPs. De fet, les estructures terciaries d’'un representant de les UCHs i un
de les UBPs resulten practicament indistingibles, malgrat la manca d’homologia de
sequéncia (Johnston i col, 1999; Hu i col,
2002) (Figura 12), i so6n practicament
idéntiques a lestructura del nucli catalitic de
les cisteina-proteases classiques, com ara la
papaina.

C-terminus of
ubiquitin aldehyde

HAUSP
Fins ara, shan cristallitzat dos
membres de la familia de les USPs:
HAUSP/USP7 (HAUSP correspon a la

nomenclatura classica, USP7 correspon a la
nomenclatura sistematica) (Hu i col, 2002) i
USP14 (Hu i col, 2005), i s’han definit tres
elements estructurals del domini catalitic: el
“palmell’, els “dits” i el “polze” (Figura 13.
Palmell: P, dits: F, polze: T). Aquesta
nomenclatura és la mateixa que es fa servir
habitualment per definir lestructura de les

polimerases.
estructures

Figura 12: Les
terciaries dels dominis catalitics
de les USPs i de les UCHs sén

Els “dits” estan formats per lamines B
que es pleguen per coordinar el lligand. El
“polze” inclou la Cys activa i I'hélix central Diagrama de llagos que representa
catalitica, i el “palmell” conté l’ASp i la lestructura  terciaria  dels  dominis

practicament indistingibles.

Histidina (His) de la triada catalitica, aixi cataltics de la USP HAUSP/USP7 f(en
com la lamina B conservada del nucli de la
proteasa.

blau), i de la UCH Yuhl (en morat) en
combinacié amb Ub-aldehid. Extret d’
Amerik i Hochstrasser, 2004.
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Figura 13: La conformacié del lloc
actiu dels enzims deubiqiitinants
canvia en funcié de la unié a
ubiqiiitina. La unié de la ubigiitina al
lloc actiu de HAUSP/USP7 provoca un
canvi conformacional (en vermell) que
permet que els aminoacids catalitics
puguin dur a terme latac nucleofilic. (P)
palmell, (T) polze, (F) dits. Extret de
Lima, 2003.

HAUSP-Ub

Ub-Cterm and

active site\

L'estructura de HAUSP/USP7 conjugada a Ub-aldehid va mostrar diversos
canvis conformacionals importants respecte a lestructura de la forma lliure (Figura
13), el més important dels quals és que els elements necessaris per la catalisi es
localitzen en les posicions Optimes per realitzar atac nucleofilic. Aquesta és una de
les caracteristiques compartides entre les UBPs i les UCHs, ja que lavantatge de
lactivaci6 dependent dUb és que, daquesta manera, el enzims seran
proteoliticament inerts front la majoria de proteines cellulars, i només seran actius
quan els substrats estiguin ubiquitinats.

7.4. L’ especificitat de substrat

Potencialment, totes les proteines ubiquitinades podrien ser substrat per als
enzims deubiquitinants perd, evidentment, ha dexistir una especificitat per tal de
mantenir el correcte funcionament del sistema.

En els cas dels enzims deubiqiitinants, s’ha de tenir en compte que
lespecificitat es pot referir al monomer d’'Ub o al tipus de cadena de poliubiqitina,
o també a la proteina diana a la qual s’hi ha unit la Ub. Tanmateix, no és possible
separar ambdés tipus d’especificitat. Es probable que en la majoria de casos, la
combinatoria entre el substrat i el tipus de modificaci6 és la que determina
lespecificitat de lenzim.

Altres mecanismes, com la localitzacié subcel-lular, la interacci6 amb altres
proteines, lestructura de les proteines diana, 'abundancia relativa o les extensions
aminoacidiques que es troben a ambdés extrems del domini catalitic de lenzim,
poden contribuir a lespecificitat in vivo.
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d’assignar

El gran repte pel que fa a la recerca sobre els enzims deubiqiitinants és el

funcions

fisiologiques

especifiques

a cada membre de la familia.

Mitjancant estudis genétics shan pogut determinar unes quantes funcions per a
algun dels enzims pero, aixi i tot, encara no es coneixen gaire els seus veritables
substrats. En la majoria de casos aquests han estat identificats indirectament, és a
dir, en cribratges a gran escala per identificar complexos proteics.

CASOS CONEGUTS DE FUNCIO | D’ESPECIFICITAT DE SUBSTRAT DELS

DUBs: RELLEVANCIA BIOLOGICA | IMPLICACIO EN MALALTIES

En la seglent taula s’indiquen els casos coneguts de funcié i substrats
d’enzims deubigtitinants humans. Alguns d’ells es comenten més endavant.

Taula 2: Casos coneguts de funcié i especificitat de substrat

NOM SUBSTRAT(S) | PROCES/MALALTIA | PROPIETATS
UCH-L1 - Malaltia de L’homodimer té activitat lligasa E3. Mutants en ratoli
Parkinson presenten ataxia
BAP1 - - Suneix a BRCAL
UCH-L5 Edicié Ub, Unié al proteasoma
senialitzacié TGFR
CYLD TRAF2/6, Senyalitzacié NF- Supressor de tumors
NEMO kB i JNK
USP1 FANC2 Reparacié DNA
USP2 Fatty acid Senyalitzacié per Regulada de manera circadiana
synthase androgens
Apoptosi
USP4 - - Té activitat transformant
USP5 - - Uneix cadenes d’Ub per Lys29 i també ISG15
USP6 - Possible oncogen, Té activitat transformant. En cancer s’han trobat
remodelacié rearranjaments genics i fusions
d’actina
USP7 HDM2, p53, | Senyalitzacié per Suneix a la proteina Vmwl0 de I'HSV
H2B p53, silenciament
per Polycomb
USP8 NRDP1 Endocitosi Fusié oncogenica amb p85-PI3K
Creixement cel-lular
USPOX B-catenina, Senyalitzacié per
epsines, AF-6 Wnt i per Notch.
Endocitosi
USPOY - Espermatogenesi Mutants han estat associats amb azoospérmia
USP11 BRCA2 Reparacié DNA? Interacciona amb RanBPM
USP14 - Funcié sinaptica Ratolins mutants presenten ataxia. Suneix al proteasoma
USP15 RBX1 Signalosoma COP9
USP16 H2A? Condensacié
cromosomica?
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USP18 - Senyalitzacié Especifica per ISG15. Induida per interferd
JAK/STAT.
Immunitat
USP20 DIO2? Metabolisme de Interacciona amb pVHL
les hormones de
la tiroides.
Senyalitzacié per
hipoxia
USP21 - Aturada del cicle Hidrolitza Ub i Nedd8, per6 no SUMO
cel-lular
USP25 MyBPC1 - Existeix isoforma especifica de mascul.
També interacciona amb ACTAL i FLN2.
USP26 - Espermatogenesi Existeix isoforma especifica de testicle
USP28 Chk2, 53BP1 | Resposta al dany Existeix isoforma especifica de muscul
al DNA
USP33 HIF1-c, Senyalitzacié Interacciona amb pVHL
DIO2? d’hipoxia
| Ataxina3 | - | Malalia MJD____| Conté repeticions CAG______________________|
A20 RIP Senyalitzacié NF- També és lligasa E3
kB
VCIP135 - Desmuntatge de
l’aiarell de Golii
POH1 - Proteasoma
AMSH ECFR? Endocitosi
CSN5 Cullines Signalosoma COP9 | Majoritariament hidrolitza Nedd8
BRCC36 - Control transicié Potencia lactivitat lligasa E3 de BRCA1/BARD1
G2/M

7.4.1. Regulacié de l'activitat del proteasoma

La deubiqiiitinacié de les proteines que arriben al proteasoma és un procés
que ha estat estudiat de manera exhaustiva, i ja 'hem comentat anteriorment a
lapartat 7.1.

7.4.2. Creixement cel-lular i diferenciacié

Alguns enzims deubiqlitinants semblen estar involucrats en la divisié cellular i
la diferenciacié. Per exemple, la sobreexpressié d’UBP41, 'homoleg muri d’USP2,
indueix tots el trets caracteristics de lapoptosi en céllules en cultiu, incloent la
fragmentacié del DNA i lactivacié de la caspasa-3 (Gewies i Grimm, 2003). A partir
d’aquests resultats, s’ha proposat que UBP41 tindria una activitat proapoptotica
mitjancant lestabilitzacié de substrats implicats en lactivacié de lapoptosi. Aquestes
afirmacions sén bastant controvertides atés que en cellules de cancer de prostata,

42



INTRODUCCIO

en canvi, USP2 inhibeix lapoptosi mitjangant lestabilitzacié de FAS (Fatty acid
synthase) (Graner i col., 2004).

També s’ha descrit la contribuci6 d’'UBPY (USP8) en el control del creixement
cellular, ja que la inhibicié d’aquest enzim per RNAi impedeix que les céllules entrin
en fase S i queden aturades en Gl (Naviglio i col, 1998). USP21, en canvi,
promouria lefecte contrari, ja que és la seva sobreexpressié la que inhibeix el
creixement cel-lular en cellules en cultiu (Gong i col, 2000).

Un bon exemple denzims deubiquitinants implicats en la regulacié del
creixement cellular i la diferenciacié sén UBP45 i UBP69. Aquestes dues proteines
de rata s6n productes de diferents processos d’splicing a partir d'un mateix gen, i
comparteixen els extrems C-ter, mentre que difereixen en els extrems N-ter (Park i
col, 2002). Malgrat la seva semblanca estructural, UBP45 i UBP69 realitzen funcions
antagoniques en la regulacié de la miogénesi. Mentre que UBP69 provoca la fusié
de mioblasts i lexpressi6 de marcadors musculars, UBP45 bloqueja ambdds
fenomens (Park i col, 2002). Els autors daquest treball suggereixen que les
extensions a lextrem N-ter d’'UBP45 i UBP69 determinen la seva especificitat o
preferéncia de substrat, probablement mitjancant diferéncies en la seva localitzacié
subcel-lular.

7.4.3. Desenvolupament

El primer exemple de deubiqiitinacié especifica de substrat es va trobar en
Drosophila, amb la proteina fat facets (Faf) (USP9X/Y a humans) (Huang i col,
1995). Aquesta proteina havia estat relacionada amb vies de comunicacié
intercel-lular durant el desenvolupament de lull per limitar a vuit el nombre de
fotoreceptors en cada ommatidi. Chen i collaboradors van demostrar 'any 2002 que
Faf deubiquitinava liguid facets (Lqgf), una proteina senyalitzadora associada amb el
complex endocitic de clatrina, i nimpedia la seva degradacié (Chen i col, 2002).
D’aquesta manera es genera un senyal inhibitori que evita que es formin
fotoreceptors ectopics.

Posteriorment, es va veure que la sobreexpressié de Faf en céllules neuronals
produia malformacions en el creixement i la transmissié sinaptica, i que Faf
interaccionava genéticament amb highwire, una lligasa E3 (DiAntonio i col, 2001).
Aquests fets indicaven que el desenvolupament sinaptic depenia del balang entre la
regulacié positiva i negativa per ubiqiitinacié de Lgf.

L’homoleg muri de Faf, Fam, mostra especificitat per AF-6 i per BR-catenina
(Taya i col, 1998; Taya i col, 1999), dues proteines que participen en adhesié
cellular i en transduccié de senyal durant el desenvolupament de lembrid. /n vivo,
la inhibici6 de Fam mitjangant RNAi causa una disminucié del nombre de divisions
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cellulars i dadhesi6é, aixi com la desaparici6 de B-catenina i la localitzacié
incorrecta d’AF-6. Aquestes observacions suggereixen que Fam esta implicat en la
implantacié de l'embrié durant el desenvolupament.

7.4.4. Regulacié de lUestructura de la cromatina i de [lactivitat
transcripcional

Evidencies recents impliquen la ubiqlitinacié dinamica de les histones en la
regulacié de la transcripcié (Yamashita i col, 2004). Tot i que la majoria de les
histones s ubiquitinen, el fenomen més estudiat és la monoubigiitinacié de la
histona HZ2B.

En llevat, hi intervenen dues UBPs: la deubigtitinaci6 d’H2B mitjancant Ubp10
és necessaria pel silenciament genic dels telomers ja que recluta el factor Sir2
(Emre i col, 2005), mentre que la deubiqitinacié mitjancant Ubp8 esta relacionada
amb lefecte contrari: lactivacié transcripcional (Henry i col, 2003). Es important
subratllar que tant la ubiqgiitinaci6 com la deubiqgiitinacié6 d’H2B estan finament
regulades al llarg del temps (Henry i col, 2003) i sén necessaries per a una
activitat transcripcional optima.

A Drosophila, de forma similar al que es déna en llevats, HAUSP/USP7
interacciona preferiblement amb regions géniques silenciades, incloent els dominis
telomeérics, i s’ha suggerit que podria deubiquitinar i contribuir al silenciament
provocat per gens de la familia Polycomb (van der Knaap i col, 2005). En mamifers,
HAUSP/USP7 interacciona amb p53 i amb la seva lligasa E3 d’Ub, HDM2 (Li i col,
2004). Recentment, s’ha descrit que HDM2 pot facilitar la ubiquitinacié de la histona
H2B (Minsky i Oren, 2004). Aquestes dades suggereixen un model on els complexos
HDM2/p53/HAUSP/USP7  faciliten la repressié6 transcripcional mitjancant la
ubiquitinacié d’H2B.

7.4.5. Endocitosi

Tant la monoubiquitinacié com la diubiquitinacié (unié6 de dues molécules d’Ub)
mitjancant el residu Lys63 de la Ub tenen papers importants en lendocitosi de
receptors transmembrana i el direccionament de les proteines internalitzades (Hicke i
Dunn, 2003). La internalitzacié dels receptors tirosina quinasa (RTKs) es produeix per
la monoubigitinacié en diverses lisines (multiubiguitinacié) en resposta a la unié als
seus lligands. En altres casos, aquests receptors poden ser poliubigiitinats
mitjancant Lys48 i conseqiientment degradats mitjancant el proteasoma.

Els DUBs intervenen en la regulacié de la via endocitica a molts nivells, alhora

que també han estat implicats en altres tipus de trafic intracel-lular. En humans, dos
enzims deubiqtitinants interaccionen amb la maquinaria endocitica: USP8/UBPY i
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AMSH, amb efectes oposats en la regulacié6 d’alguns RTKs, com ara el receptor de
lEGF (Epidermal Growth Facton) (EGFR) (Clague i Urbe, 2006). La inhibicié
d’'USP8/UBPY ('homoleg huma de Doa4) causa un retard en la degradacié de U'EGFR
i daltres RTK, mantenint actiu el receptor (Row i col, 2006). En canvi, el
silenciament d’AMSH (DUB amb domini JAMM),  promou lacumulacié d'Ub a
lendosoma i 'endocitosi d'EGFR, inhibint-ne la senyalitzacié (McCullough i col., 2004).

7.4.6. Oncogeénesi

CYLD, USP6, BAP1 i HAUSP/USP7 so6n alguns dels DUBs que han estat
associats amb processos doncogénesi. A continuacié exposem detalladament els
mecanismes on intervenen aquests enzims, aixi com el tipus de cancer en que es
troben implicats.

La cilindromatosi familiar és un desordre autosdmic dominant que causa
predisposici6 a la formacié de tumors a la pell, i va ser el primer sindrome
hereditari associat a mutacions en un enzim deubiquitinant: CYLD (Bignell i col,
2000). Aquest DUB deubiqtitina especificament TRAF2, una lligasa E3 d'Ub que
activa la via d’'NF-kB (només quan esta ubiglitinada amb cadenes d’Ub enllagades
per residus Lys63) (Kovalenko i col, 2003). Mutacions en CYLD que inhibeixen la
seva uni6 a TRAF2 augmenten els nivells de TRAF2 poliubiqiitinada i,
conseqientment, s’incrementa lactivitat de la via d’NF-kB. L’inhibici6 de lapoptosi
deguda a laugment d’activitat dNF-kB és el mecanisme patogénic més probable
causant de la cilindromatosi (Brummelkamp i col.,, 2003).

USP6, també anomenat TRE17 o tre-2, és un altre DUB que va ser identificat
inicialment com a oncogén degut a la seva capacitat per induir la transformacié de
fibroblasts murins (Nakamura i col, 1992). En humans és també capa¢ de generar
creixement neoplasic, i s’han trobat reordenaments cromosodmics que afecten aquest
gen en gairebé un 70% dels casos de quist ossi aneurismatic (Oliveira i col, 2004).
Recentment, s’ha descrit que USP6 regula el trafic de vesicules d’endocitosi (Martinu
i col, 2004) i que es pot ubiquitinar en resposta a la interaccié amb calmodulina
(Shen i col,, 2005). Aixi i tot, el mecanisme mitjancant el qual produeix transformacié
resta encara per resoldre.

BAP1 (BRCAl-associated proteinl) és un DUB que s'uneix a BRCA1 i n’afavoreix
la seva activitat lligasa E3. Degut a que la pérdua de lactivitat de BRCA1 provoca
inestabilitat cromosomica (mitjangant mecanismes desconeguts), es creu que BAP1
esta també associat a processos oncogeénics, ja que aquest enzim potencia la
inhibicié del creixement cellular provocat per BRCA1 (Jensen i col, 1998). Tot i aixo,
fins ara no s’han trobat mutacions deletéries d’aquest gen en casos familiars de
cancer de mama (Coupier i col.,, 2005).
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HAUSP/USP7 és possiblement la USP més estudiada. Descrita inicialment com
a proteina que interacciona amb Vmw110 (proteina viral de HSV, necessaria pel cicle
litic) (Everett i col, 1997), va ser identificada posteriorment com a proteina d’unié a
p53 (Li i col, 2002a). HAUSP/USP7 deubiquitina i estabilitza especificament p53,
provocant una aturada del cicle cel-lular i apoptosi dependent de p53. Tot i aixo, la
historia és bastant més complexa, ja que HAUSP/USP7 també interacciona i
estabilitza HDM2, la lligasa E3 encarregada d'ubiquitinar i degradar p53 (Li i col,
2004) i també MDMX, un inhibidor de la transcripcié activada per p53 (Meulmeester
i col, 2005). Aquestes dades deixen entreveure un cicle de regulacié dels nivells de
p53 molt dinamic, que encara no es coneix en la seva totalitat. Experiments molt
recents indiquen que HAUSP/USP7 no és llnic DUB implicat en les respostes
cellulars de p53. Zhang i collaboradors han desvetllat USP28 com un enzim clau en
lapoptosi induida pel dany al DNA mitjancada per p53 (Zhang i col., 2006).

Existeixen altres exemples d’enzims deubiqgiitinants relacionats amb processos
d’'oncogénesi com, per exemple, els d'USP20 i USP33, proteines que interaccionen
amb pVHL, que es troba mutada en el sindrome hereditari de la malaltia de von
Hippel-Lindau (Li i col, 2002b). Molt probablement, la llista d’'UBPs relacionades amb
mecanismes oncogenics anira incrementant en els propers anys degut a que moltes
de les proteines reguladores de cicle i diferenciacié cellular tenen una vida mitjana
molt curta i es troben regulades pel UPS. Els grans esforcos i pressuposts que
s‘estan dedicant a temes relacionats amb processos cancerigens faciliten que es
duguin a terme aquests estudis.

7.4.7. Malalties neuronals

Diversos enzims deubiqlitinants han estat relacionats de manera directa o
indirecta amb desordres neuronals, com ara la malaltia de Parkinson, lataxia o la
sindrome de Down.

Tal i com ja hem esmentat anteriorment en parlar de les UCHs (apartat 7.2.2),
lany 1998 es va descriure una correlacié entre una mutacié puntual que causava
un descens dactivitat d'UCH-L1 i la malaltia de Parkinson (Leroy i col, 1998).
Posteriorment, altres mutacions o polimorfismes en UCH-L1 han estat també
relacionats amb malalties neurodegeneratives: lataxia espinocerebellar (Fernandez-
Funez i col, 2000) i la malaltia de Huntington (Naze i col, 2002).

L'any 2002 es va demostrar que el gen ataxia, que en cas destar mutat en
ratolins causava tremolors severs, paralisi de les extremitats i mort de lanimal,
codificava per USP14 (Wilson i col, 2002). El fet que els ratolins amb ataxia mostren
alteracions greus en la transmissié sinaptica, aparentment degut a defectes en
lalliberament de neurotransmissors a les unions neuromusculars, sembla indicar que
USP14 tindria una funcié en la regulacié de lactivitat sinaptica (Kim i col., 2003).
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Un tipus especific d’ataxies, les ataxies espinocerebellars, estan causades per
lexpansié de triplets CAG en un nombre de gens aparentment no relacionats entre
ells. Mitjangant técniques bioinformatiques es va poder determinar que lataxina-3,
mutada en lataxia de tipus tres o la malaltia de Machado-Joseph (MJD), constituia
el primer membre duna nova familia denzims deubiqiitinants, la familia de les
proteases amb dominis MJD (Scheel i col, 2003), de les quals ja n’hem parlat
anteriorment.

Dos dels membres de la familia dels enzims deubiqlitinants es troben
localitzats al cromosoma 21: USP16 i USP25. Aquest cromosoma es troba triplicat
en els individus amb sindrome de Down, i estudis dexpressié génica en cervells
fetals d’individus trisomics van demostrar que USP25 es trobava sobreexpressat
aproximadament 1,6 vegades respecte a individus control (Valero i col., 1999).

7.4.8. Altres funcions dels enzims deubiqditinants

Els cribratges genetics a gran escala, les dades dinteractomes o les
prediccions de dominis, han obert noves perspectives sobre funcions dels DUBs. A
tall d'exemple, cribratges en C.elegans han suggerit recentment la implicacié duna
USP i duna UCH en la regulaci6 de la interferencia dRNA i de la longevitat,
respectivament (Hamilton i col, 2005; Kim i col, 2005). També s’ha descrit, en
aquest organisme, la proteina Duo-2, que conté alhora un domini USP i un OTU, i
esta associada a la funcié sinaptica (Sieburth i col., 2005).

Dades derivades destudis a gran escala dinteraccions proteina-proteina han
relacionat diverses USPs amb nombroses vies de transduccié de senyal, com la via
del TGF-R o la de NF-xB. Per exemple, s’ha trobat que USP45 interacciona
especificament amb el receptor del TGF-B (perd només quan aquest esta fosforilat)
(Barrios-Rodiles i col.,, 2005). També s’ha demostrat que USP11 i USP9 interaccionen,
respectivament, amb RelB i pl00, dos factors de transcripcié de la via de NF-xB
(Bouwmeester i col, 2004). Tot i que encara no sha aclarit el grau de significacié
d’aquestes interaccions, tot sembla indicar que els DUBs tenen un paper important
en la regulacié d’aquestes vies.

HAUSP/USP7 conté un domini MATH (meprin and TRAF homology) que es
troba habitualment en lligases E3 implicades en la via de transduccié de senyal de
diversos TNFs. La preséncia d’aquest domini en HAUSP/USP7, suggereix que aquesta
proteina podria intervenir en aquestes vies, a més de regular els nivells de p53 i
MDM2 o de la histona H2B, comentats anteriorment. Lestudi dels dominis
estructurals de les DUBs proporcionara noves pistes pel que fa a la seva funcié.
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7.5. USP25: un enzim deubiqiiitinant huma

USP25 és un gen que codifica per una proteasa especifica dubiglitines,
caracteritzat inicialment al nostre grup durant una cerca exhaustiva de gens
localitzats al cromosoma 21 potencialment implicats en la sindrome de Down.
Hibridacions in situ de teixits murins mostraren elevats nivells d’expressié en lepiteli
proliferatiu neuroepitelial i les neurones postmitotiques del cervell fetal, aixi com en
els espermatocits en maduracié de testicles dorganismes adults, definint una
correlacié clara entre zones delevada expressié d’USP25 i dalt recanvi proteic
(Valero i col, 1999). Posteriorment, mitjancant experiments de PCR quantitativa en
cervells fetals Down, es va determinar que USPZ25 es trobava sobreexpressat
aproximadament 1,6 vegades en comparacié amb individus control. Aquest fet va
suggerir un possible paper daquest enzim en el fenotip de la sindrome de Down
(Valero i col,, 2001).

Les analisis de comparacié de seqiéncies van revelar diversos dominis d’una
elevada homologia amb components de la familia de les UBPs i, alhora, van
permetre identificar un nou membre d’aquesta familia, que va ser anomenat USP28.
Mitjancant assaigs in vitro es va poder demostrar lactivitat deubiquitinasa d’ambdés
enzims (Valero i col, 2001).

USP25 i USP28 constitueixen una nova subfamilia d’'USPs i s’expressen a nivells
basals en tots els teixits analitzats. Presenten una isoforma especifica de muscul
esquelétic i cor que es genera per splicing alternatiu mitjangant la insercié en pauta
d’'un ex6 (32 aminoacids), que possiblement confereix a la proteina noves regions de
regulaci6 o dinteraccié proteina-proteina associades a noves funcions o
especificitats (Valero i col,, 2001).

8§
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8. ELS DOMINIS D’INTERACCIO AMB UBIQUITINA

La ubiquitinacié d’un substrat no només regula la degradacié pel proteasoma,
sind que també intervé en la regulacié de lexpressié geénica, lestructura de la
cromatina, la reparacié del DNA, el transport de proteines, lendocitosi i la
degradacié proteica mitjancant el lisosoma i el vaclol. Aquests processos tan
diversos impliqguen multitud de dianes d’ubigiitinacié que, indispensablement, han
d’ésser reconegudes amb elevada especificitat, i la modificacié de les quals esta
altament regulada tant temporalment com espacialment.

Si considerem en el tipus d’ubiqiitinacié d’'un substrat, apareix un nou nivell
de complexitat: a part del senyal canonic d’ubiglitinacié, que consisteix en una
cadena d’'un minim de quatre ubiquitines enllacades mitjancant la Lys48, altres tipus
de senyalitzacié fan servir la monoubiqiitinacié, la multiplemonoubiqiitinacié o la
poliubiquitinacié de monomers d'Ub enllagats per lisines que no sén la 48 com, per
exemple, el residus Lys63 o Lys29. A més, no hem doblidar que apart de la Ub
existeixen altres modificadors relacionats estructuralment amb la Ub (els UbLs) que
funcionen de manera analoga, pero senyalitzen funcions totalment diferents. Degut a
les nombroses funcions de la ubiquitinacié, han d’existir mecanismes per detectar si
un substrat esta ubiqiitinat, pero0 també sistemes especifics capacos de discriminar
entre la longitud del la cadena i el tipus d’enllag.

La conjunci6 de métodes bioinformatics i experimentals a partir de lanalisi de
les estructures tridimensionals de les proteines ha permés descriure els “dominis
funcionals”. Aquests es pleguen de forma independent a la resta de la proteina, ja
que tenen el seu propi nucli hidrofobic. Experimentalment s’ha demostrat que alguns
dominis funcionals s’enllacen no covalentment a la Ub, i s'anomenen “dominis d’unié
a ubiquitina” (Ubiquitin Binding Domains, UBDs). La preséncia d'un UBD en una
proteina indica que aquesta pot interaccionar amb la Ub o amb una proteina
ubiqliitinada, i que alhora pot estar regulada per ubiqiitinacié. A més, els mdltiples
UBDs en alguns casos també modulen la formacié de la cadena de poliubiqitina,
alterant el desti del substrat. D’aquesta manera, lobservacié de [larquitectura
molecular duna proteina ens pot suggerir la seva implicacié6 en processos
relacionats amb la Ub.

Tot i que fins ara existeixen setze UBDs (a la taula 3 s’indiquen els més
rellevants) i que, de ben segur, en els propers anys napareixeran de nous, els
primers en ser descrits van ser els dominis UBA (ubiquitin associated motif) i els
UIM (ubiguitin interacting motif), que sén, per tant, els més ben caracteritzats.
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Taula 3: Principals dominis d’'unié a Ub

DOM. | REPRESENTA- | ESTRUCTURA | [LONG. | AFINITAT METODE EXEMPLES
c1o AL MODE D’ACCIO PER Ub (K,) | DIDENTIFI-
PROTEOMA* (uM) CACIO
Sc. 7 Triple hélix 42-43 | 2-160 Y2H amb Vps9p, Tollip
Hs: 21 amb superficie (monoUb) monoUb
hidrofobica
d’interacié
Sc: 2 Triple hélix 135 180 Y2H per GGAL, TOM1,
Hs: 14 amb superficie (monoUb) trobar TOM1L1
hidrofobica i proteines
acidica interaccio-
d’interacié nants amb
GGAL.
Uneix
monoUb
Sc. ? - 135 460 Unié a Eap45
Hs:? (monoUb) monoUb
Sc 1 Quatre lamines [35 100-400 Unié a Np14, TAB2/3,
Hs: 25 B (monoUb) monoUb, Vps36p
antiparal-leles. poliUb i
Dit de zinc que proteines
coordina un i6 ubiquiiti-
de Zn nades
Sc 5 - 58 - Y2H, uneix HDAC6
Hs: 16 GST-Ub
Sc: 10 Triple helix 45-55 | 100-500 Analisis Rad23, Edelp
Hs: 98 amb superficie (monoUb) bioinforma-
hidrofobica 0,03-9 tiques
d’interaccié (poliUb)
Sc: 2 Quatre helixs o [145 100-500 Similar al TSG101, Vps27p
Hs: ? i quatre (monoUb) domini
lamines B catalitic de
les E2,
uneix GST-
Ub
Sc: 8 Helix o curta 20 100-400 Analisis Epsl5,
Hs: 71 (mono- o bioinfor- EpsinesVps27p
poliUb) matiques
Sc: 4 - 150 - Unié a STAM
Hs: 28 monoUb i
poliUb

DOM: Nom del domini UBD

* Nombre de proteines del proteoma que contenen el domini
Sc: Saccharomyces cerevisiae, Hs: Homo sapiens

LONG: Longitud del domini, en nombre d’aminoacids

8.1. UBA: Ubiquitin associated domain

El domini UBA va ser identificat inicialment mitjancant cerques bioinformatiques
com a una regié conservada d’'uns 40 aminoacids present en multitud de proteines
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implicades en el sistema d’ubigtitinacié (Figura 14) (Hofmann i Bucher, 1996). Els
dominis UBA es troben, entre daltres, en enzims conjugadors E2 d'Ub, en lligases
E3 (tant de tipus RING com de tipus HECT), en proteases d’Ub, etc. Cal destacar
que es troben especialment presents a proteines que contenen també dominis

d’homologia a Ub.

USP25 = mmmmmee- LNQIFRER-~T KDENG
CBL s;-————OLssiai;Es Aci
CBL-b NVEAKRAKE GE Acy
HHR23A 1 TG TMETEMLS) Ty
uv v o1 14 HASE
UsP13 2 -HA.F' : ;:E
USPS 2 Al
HHR23A 2 B-}
v 1 v FiCE-
USP13 HL;ALH—% Lﬁ%:
Uses 1 PMEACR oy
p78 Sl ----—u;:,ﬁ KMKY -

- ,E-.,“_.' el V% )

Figura 14: Els dominis UBA. (A) Alineament aminoacidic de diversos dominis UBA de gens
humans. (B) Diagrama on es mostra la frequiéncia relativa dels diferents aminoacids en aquests
dominis. La glicina de la posicié 14 i lalanina de la posicié 45 s6n gairebé invariables.

Inicialment, es va predir una funcié d’unié a Ub
per als dominis UBA (Hofmann i Bucher, 1996), i
actualment sha demostrat per molts dells
(Buchberger, 2002; Swanson i col, 2006; Trempe i
col, 2005). La majoria de dades que tenim sobre
aquest tipus de dominis provenen d’estudis sobre la
proteina Rad23, degut a que és una proteina
d'importancia cabdal en la reparacié del DNA que té
dos dominis UBA (Madura, 2002). Lestructura
tridimensional daquests dos dominis mostra un
plegament que consisteix en un feix de tres heélixs
alfa (Figura 15) (Mueller i Feigon, 2002).

Fins ara no es coneix cap estructura d’un
complex UBA:Ub i, per tant, només es pot especular
sobre el tipus dinteraccié. Sembla que dues regions

Figura 15: Diagrama de
llagos del domini UBA de
Rad23. L’estructura
tridimensional del domini UBA
mostra un feix de tres helixs
o. Extret de Mueller i Feigon,
2002.

51



INTRODUCCIO

hidrofobiques de 'UBA s’uneixen a la superficie de la Ub que conté la lle-44, pero
fins i tot els residus més interns participen en lenllag (Ryu i col, 2003). El fet que
els dominis UBA sén molt petits i, probablement, bastant flexibles, fa pensar que
durant el procés de reconeixement es generen canvis estructurals que faciliten la
unié.

Inicialment es considerava que els dominis UBA enllagaven especificament
cadenes de poliubigiitina per la Lys48 (Chen i col, 2001; Wilkinson i col, 2001;
Funakoshi i col, 2002). Actualment existeixen evidencies de que els dominis UBA
uneixen també monoubiqiitina lliure (Bertolaet i col, 2001) i cadenes de
poliubiqgiitina per la Lys29 (Rao i Sastry, 2002).

8.2. UIM: Ubiquitin interacting motif

Els dominis d’interacci6 amb Ub UIM van ser caracteritzats inicialment gracies
a lestudi del reconeixement i la unié dels substrats ubiquitinats mitjangant el
proteasoma. Existeixen com a minim tres subunitats del proteasoma capaces d'unir
Ub: S5a/Rpnl0, S6’/Rpt5 i Rpnl. En el cas de S5a/Rpnl0, la regié responsable de
la unié va ser delimitada a dos dominis conservats que contenien la seqiiéncia Leu-
Ala-Leu-Ala-Leu, i per aix0 es va anomenar motiu LALAL (Young i col., 1998).

Aquest motiu era també

present en altres proteines capaces UsP25_1 D IL.OR SN-—

dlinteraccionar amb la Ub. D’aqui va ;1:;;'"—" . K==

sorgir el nom UM (Hofmann i ATX3 2 BHEEND LERATE L Me .-

EPSIN1 1 E ALY DQE

Falquet, 2001). ing o

'i.‘:l'\__ EIROROR

> P EPSINLI 2 3 SES TGGK

’ Efs tractava dgn dom.lnl c.urt, SsA. 2 IQGAEFG
d'aproximadament quinze aminoacids, STAM2 200

on gairebé invariablement es troba
un sub-motiu Ala-x-x-x-Ser, on lAla X
conservada correspon a la segona ‘
“A” del motiu LALAL. La Leu inicial
d’aquest motiu és laltre residu
conservat en gairebé tots els UIMs
(Figura 16).

um

Fataovn Crompy

E Q Q
N w2 ]
=y

La identificaci6 de motius UIM TR T
en quatre classes diferents de

.. . . Figura 16: Els dominis UIM. (A) Alineament
proteines relacionades amb vies

aminoacidic de diversos dominis UIM de gens

d'endocitosi de receptors de humans. (B) Diagrama on es mostra la freqiiéncia
membrana i de direccionament de relativa dels diferents aminoacids en aquests
proteines va suposar un aveng dominis. La serina de la posicié 14 és present en

la totalitat dels UIMs caracteritzats.
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interessant en lestudi d’aquests motius. Anteriorment, ja se sabia que lendocitosi
estava regulada per monoubigiitinacié, tant de les proteines endocitades com dels
components senyalitzadors, perd no es coneixia quines eren les proteines
encarregades de reconéixer els substrats ubiqiitinats. Posteriorment a la identificacié
dels UIM en aquestes proteines, es va demostrar que talment eren els responsables
d’aquest reconeixement (revisat a Di Fiore i col, 2003; Polo i col., 2003). Els UIMs es
troben en molts altres tipus de proteines apart de la subunitat del proteasoma
S5a/Rpnl0 o de les proteines de la ruta endocitica com, per exemple, en lligases
E3 d'Ub, proteines adaptadores, proteases d’Ub, xaperones, i nombroses proteines
encara per caracteritzar. Basant-nos en les dades de que disposem actualment,
sembla possible que totes les proteines que contenen motius UM o, si més no,
gairebé totes, esdevindran part dels sistema d’ubiquitinacio.

El motiu UIM suneix a la superficie de la Ub
que conté la lle-44, de forma similar al que passa
amb els altres dominis d’interacci6 amb Ub (Figura
17). Tot i aix0, existeixen diferéncies notables entre
la orientacié d’'una simple hélix alfa com la dels UIM
i la del feix d’helixs dels dominis UBA. D’altra banda,
les estructures tridimensionals dels complexos
UIM:Ub no expliquen com poden discernir entre
diferents topologies de cadena. Si més no, el fet de
que els UIMs es troben freqliientment en tandem
podria explicar una possible accié concertada o

Figura 17: Diagrama de smerglc?a e_n el reconelxe,ment especific  de
llagos del domini UIM en determinats tipus de cadenes d'Ub.
combinacié amb la
ubiqditina.
8§
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9. EL MUSCUL ESQUELETIC | LA VIA UPS

9.1. L’estructura del muascul esquelétic

El mascul esquelétic és una maquinaria eficient i precisa que conté xarxes
complexes interconnectades d’elements citoesquelétics, claus per la seva activitat
contractil. Les fibres musculars s’anomenen miofibril-les, i la seva unitat basica
repetitiva és el sarcomer. Aquest conté diferents tipus de filaments: prims, gruixuts,
de titina i de nebulina (extensament revisat a Clark i col, 2002).

L'aparenca estriada caracteristica de les miofibril-les es pot observar mitjangant
microscopia de camp clar i es presenta en forma d’alternanca entre bandes clares i
fosques. Aquest fet és conseqiiéncia de [lalineament perfecte dels sistemes
filamentosos del sarcomer. Les bandes clares sanomenen bandes-l perque sén
isotropiques en mirar-les amb llum polaritzada. Les bandes fosques sén les bandes-
A, perque sén anisotropiques. Els components principals del sarcomer inclouen els
filaments prims de les bandes I, rics en actina, que es solapen amb els filaments
gruixuts de miosina de les bandes A. El tercer sistema de filaments consta de
molécules de titina aillades (és la proteina humana més gran identificada fins al
moment), que s’expandeixen al llarg de mig sarcomer, i el quart esta format per
molécules de nebulina (una altra proteina gegant) que s’extenen al llarg de tots els
filaments d’actina. Els discs Z representen el limit del sarcomer on s’ancoren els
filaments prims, els de titina i els de nebulina (Figura 18).

La contraccié muscular és un exemple espectacular de motillitat cellular que
requereix el treball perfectament compenetrat dels diferents components
citoesquelétics ja que, a partir de les aparentment simples interaccions entre lactina
i la miosina, es generen els moviments, observables a simple vista, de la contraccié
muscular.

Per realitzar la seva funcié de manera correcta i eficient, aparell contractil
s’ha de mantenir amb un ordre cristal:li. Sorprenentment, no es tracta d'un fenomen
estatic, siné que es troba en un equilibri dinamic de canvis constants pero
coordinats en la sintesi i la degradacié proteica, de lacoblament de components i
del seu manteniment. Un dels majors exemples d’aquest fenomen el trobem en el
miscul cardiac, on es déna sintesi de noves proteines i substitucié de les velles
tant en situacions de 60 batecs per minut com en de 200. Aquest fet indica que el
citoesquelet muscular esta finament regulat i que, molt probablement, ha destar
interconnectat a nombroses vies de senyalitzacié cellular i d’expressié génica.
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Figura 18: Digrama de lestructura molecular del sarcomer. Model molecular de les
bandes |, les bandes A i les regions M del sarcomer. Les bandes | dels filaments prims contenen
actina, tropomiosina, troponines C, | i T, i nebulina. Aquestes s’entrecreuen amb els filaments
gruixuts de miosina de les bandes A, ancorats per molecules de tropomodulina. Les proteines
d’unié a miosina, com la MyBPC, es troben associades amb els filaments gruixuts i tenen diverses
funcions. Molécules aillades de titina, una proteina gegant, s’extenen al llarg de mig sarcomer i es
creu que funcionen d’esquelet per a la seva formaci6. Extret de Clark i col, 2002.

9.2. El muascul i la ceéel-lula muscular com a models
d’estudi pel sistema de les ubiqiitines

El procés de diferenciacié muscular, o miogénesi, requereix que les cellules
previament indiferenciades (els mioblasts) aturin el seu cicle cellular, desencadenin
un programa especific d’expressié génica i comencin la formacié de miotubs. En tots
aquests processos el sistema de senyalitzacié per Ub hi juga un paper regulador, ja
que s’ha de mantenir un balang entre senyals antagoniques de creixement i de
diferenciacio.

Nombroses evidencies experimentals donen suport a la implicacié de la Ub en
la miogénesi. A tall d exemple, la ubiquitinacié de proteines reguladores, com sén
MyoD, Myf5 i les proteines Id, és crucial per a la diferenciacié muscular (Lindon i
col, 1998; Song i col, 1998; Bounpheng i col, 1999). A més, durant el procés de
diferenciacié i fusi6 de mioblasts s’observa un increment en els nivells de
proteasomes, aixi com de conjugats ubiqtitinats en general (Gardrat i col,, 1997).
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Remarcablement, existeixen també exemples d’enzims deubiqlitinants critics per
al correcte desenvolupament del muascul com, per exemple, UPB45 i UBP69. Com ja
s’ha comentat anteriorment, aquests dos enzims sén productes d’un mateix gen i es
generen per splicing alternatiu. Mentre que els nivells d'UBP69 sén elevats en els
primers estadis de diferenciacié -en els mioblasts primerencs-, UBP45 presenta un
pic d’expressié quan les céllules es fusionen (Park i col, 2002). Segons el treball de
Park i collaboradors, els dos enzims tenen un efecte antagonic, ja que UBP69 és
necessari per iniciar la diferenciacié muscular, mentre que UBP45 provoca laturada
de lesmentada diferenciacié, un cop ja s’han format els miotubs.

Un altre enzim deubiqiitinant que sembla important per a la funcié muscular
és USP19, ja que els seus nivells dmRNA s’han trobat augmentats en estats
catabolics del mascul (com sén els provocats per dejuni, diabetis o tractament amb
glucocorticoids) (Combaret i col., 2004). USP19 podria estar implicat en el reciclatge
d'Ub després de la degradacié pel proteasoma, fent una funcié similar a lenzim
associat al proteasoma USP14 que, casualment, també es troba sobreexpressat en
diverses condicions de desgast muscular (Lecker i col, 2004). Malgrat tot, les
lligases E3 d’'Ub s6n els enzims que fins ara han estat més ben caracteritzats en
situacions patofisiologiques del muscul com, per exemple, latrofia. En aquest cas,
s’ha demostrat que les lligases E3 atrogin-1/MAFbx i MuRF1 sén dimportancia
cabdal per el desenvolupament d’aquests processos, i que en condicions de
caquexia provocades per dejuni, diabetis o cancer es sobreexpressen
aproximadament en un ordre de magnitud, i ratolins knock-out per aquests gens no
desenvolupen atrofia provocada per denervacié del miscul (Bodine i col, 2001;
Gomes i col, 2001).

8§

56



OBJECTIUS






OBJECTIUS

1. Analisi de l'expressié de les diferents isoformes d’USP25. USP25 és un
gen que codifica per un enzim deubiquitinant amb una isoforma especifica de teixit
muscular generada per splicing alternatiu. Per desentrellar la importancia funcional
d’aquesta isoforma, hem decidit analitzar la seva expressié (aixi com la de les altres

isoformes) al llarg de la diferenciacié muscular en cellules C2C12 de ratoli.

2. Caracteritzacié funcional de la isoforma muscular d’USP25, USP25m.
USP25 és un enzim deubiqiitinant de funcié desconeguda. Vam triar la isoforma
muscular, degut a la importancia del sistema UPS en aquest teixit, per tal

d’aprofundir en la seva funcié. Els objectius que es plantejen en aquest apartat son:

2.1. cerca de substrats mitjangant un cribratge pel metode del doble hibrid.
2.2. analisi de la sobreexpressié d'USP25m en cel-lules en cultiu.

2.3. analisi de la localitzacié subcel-lular d'USP25m.

3. Caracteritzacié estructural d’USP25: mitjancant la disseccié de dominis
funcionals s’abordara una analisi de la contribucié dels motius d'unié a ubigiitina en

la funcié d’'USP25.
4. Cerca de modificacions posttraduccionals d’'USP25: amb la identificacié

de les modificacions posttraduccionals d’aquest enzim deubiqgiitinant ens proposem

iniciar lestudi dels mecanismes reguladors de lactivitat d'USP25.
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ARTICLE 1

TITOL
The ubiquitin-specific protease USP25 interacts with three
sarcomeric proteins

AUTORS (ANY)
Anna Bosch-Comas, Kristina Lindsten, Roser Gonzalez-Duarte, Maria G. Masucci i
Gemma Marfany (2006)

REFERENCIA
Cellular and Molecular Life Sciences, 63, 723-734

RESUM

La funcié biologica de la majoria dels membres de la gran familia dels enzims
deubiqiitinants resta encara per desxifrar. El gen USPZ25, localitzat a la regié
21ql1.2, codifica per una proteasa especifica dubiqlitines amb tres isoformes
proteiques generades mitjancant splicing alternatiu. En humans, dues de les
isoformes s’expressen gairebé ubiquament, mentre que, la tercera (la més llarga,
USP25m), s’expressa Unicament en teixits musculars, i apareix progressivament al
llarg de la miogenesi. USP25m interacciona amb tres proteines sarcomeriques:
lactina o-1 (ACTAl), la filamina C (FLNC) i la proteina dunié a miosina Cl
(MyBPC1). Totes elles sén critiques en la diferenciacié muscular i el manteniment de
lestructura del sarcomer, i han estat implicades en la patogénesi de diverses
miopaties. Experiments bioquimics han demostrat que la MyBPC1l és un substrat del
proteasoma de vida mitjana curta, i la sobreexpressié d’'USP25m (pero no la daltres
isoformes) n’inhibeix la seva degradacié. ACTAL i FLNC, en canvi, s6n proteines molt
estables, fet que suggereix que la seva interacci6 amb USP25m no esta relacionada
amb el seu recanvi proteic.

APORTACIO PERSONAL AL TREBALL

Tots els experiments presentats en aquesta publicacié van ser duts a terme per mi
personalment. Les immunolocalitzacions d’'USP25 en céllules C2C12 i en musculs de
ratoli (figures 2a i 2c), les analisis d'inhibicié del proteasoma (figures 5a i 5b) i els
primers experiments de rescat de la degradaci6 de MyBPCl (figura 6a), es van
realitzar al laboratori de la Dra. Maria G. Masucci (Institut Karolinska, Estocolm), amb
la participacié de la Dra. Kristina Lindsten en la discussié dels resultats. La resta de
resultats es van obtenir al Departament de Cenética de la Facultat de Biologia de la
Universitat de Barcelona.
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1. MATERIAL

1.1. Les cel-lules
-Escherichia coli

DH5a: Soca emprada per a lamplificacié de DNA plasmidic:
*Genotip: F' endAl hsdR17(r,m,") thi-1 recAl gyrA96 relAl supE44
AllaclZYA-argFV169) deoR (®80dlacA(lacZ2)M15).

-Saccharomyces cerevisiae

AH109: obtinguda de la casa comercial BD Biosciences. Aquesta soca conté

tres gens marcadors -HIS3, ADE2 i MEL1/lacZ- sota el control de seqléncies

UAS de GAL4 i caixes TATA, de manera que les respostes generades per

GAL4 seran més selectives i especifiques.

*Genotip: MATa, trpl1-901, leu?-3, 112, ura3-52, his3-200, gald4A, gal80A,
LYS2::GAL 1 a5~ GAL I1pra-HIS3,GAL 2 ps- GAL 21 pra-ADEZ,
URA3::MEL1 jps-MEL I1prp-lacZ, MEL1

Y187: obtinguda també de la casa comercial BD Biosciences. Conté els gens

marcadors MEL1/LacZ.

*Genotip: MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, trpl1-901, leu2-3, 112,
galda, gal80A, met-, URA3::GALI s~ GALI prp-lacZ, MEL1

Els genotips de les dues soques sén complementaris (MATa, MATa) i, per
tant, en posar-les en contacte, saparellen formant organismes diploids. Aquest fet
ens proporciona lavantatge de no haver de fer cotransformacions en llevat, que
sovint sén de baixa eficiéncia.

-Cultius cel.lulars eucariotes

C2C12

Linia cellular de ratoli establerta per Blau (Blau i col, 1983) a partir de la
préviament establerta per Yaffe i els seus collaboradors (Yaffe i Saxel, 1977).
Aquestes céllules diferencien rapidament en preséncia d'un medi pobre en sérum i
produeixen miotubs contractils que expressen els tipics marcadors musculars.
Resulten un model adient per a lestudi de la diferenciaci6 muscular. Creixen en
monocapa, mantingudes a 37°C amb un 5% de CO,
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1.2. Els medis de creixement
-Escherichia coli

Es van fer créixer els bacteris en medi LB (extret de Sambrook i col, 1989),
suplementat o bé amb ampicillina (100ug/ml o amb kanamicina (50ug/ml), segons
el gen de seleccié del vector utilitzat.

-Saccharomyces cerevisiae

Els medis de cultiu, aixi com les solucions i els reactius per la seleccié i la
transformacié dels llevats, es van preparar seguint les instruccions del proveidor,
especificades en el Yeast Protocols Handbook (PT3024-1) de BD Biosciences.

-Cultius cel.lulars eucariotes

Medi de creixement (GM, growth médium):
-Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (D-MEM), amb GlutaMAX. ATCC
-10 % Serum fetal bovi (FBS), Gibco.
-Penicil-lina-estreptomicina, concentracié inicial 100 u/ml penicillina,
100 ug/ml estreptomicina. Gibco.

Medi de diferenciacié (DM, differentiation medium):
Es prepara de la mateixa manera que el medi de creixement, perd

amb 2% de sérum de cavall (HS, Horse Serum, BioWhittaker) enlloc
de 10% de FBS.

1.3. Els anticossos

-Anticossos primaris:

En la segiient taula es mostra una relacié dels anticossos primaris que hem emprat en aquest treball:

Epitop/proteina Hoste | Casa comercial Aplicacions | Dilucié emprada
Anticossos USP25 Conill | - WB, IF, IP WB: 1:4000, IF: 1:300
no FLNC Conill | Cedit per Dr. Kunkel | WB, IF WB: 1:3000, IF: 1:200
comercials
Anticossos ACTAl Ratoli | Sigma WB, IF WB: 1:2000, IF: 1:200
comercials R-galactosidasa Ratoli | Sigma WB 1:1000

c-Myc Ratoli | Santa Cruz WB, IP WB: 1:1000

HA Ratoli | Covance WB, IP, IF WB: 1:1000, IF: 1:200

a-Tubulina Ratoli | Sigma WB 1:8000

Ubiquitina Ratoli Sigma WB, IF WB: 1:1000, IF: 1:200
*WB: Western Blot, IF: Immunoflorescéncia, IP: Immunoprecipitacié
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-Anticossos secundaris:
Tots els anticossos secundaris emprats en aquest treball sén comercials.

Per als experiments de Western Blot es van fer servir els anticossos “Sheep-
anti-Mouse” i “Goat-anti-Rabbit”, en funcié de si l'anticos primari era de ratoli o de
conill, respectivament. Tots dos van ser adquirits a Sigma i es van emprar a una
dilucié 1:3000.

Per a la immunofluorescencia es van fer servir diferents combinacions
d’anticossos secundaris conjugats a fluorocroms, en funcié de l'hoste on s’havien
produit els anticossos primaris emprats i de la combinacié d’espectres d’emissid, per
evitar-ne el solapament.

1.4. Les construccions: els short hairpin RNAs (shRNA)

Els oligonucleotids complementaris que codifiquen per cada shRNA es van anellar,
digerir amb els enzims EcoRl i Agel i es van clonar en el vector pLKO.puro-1.

Nom oligonucleotid | Seqiiéncia

Usp25 s A CCGGTCTACAAGCCAACCACTTTCTttcaagagaAGAAAGTGGTTGGCTTGTAGTTTTTG
Usp25 as A AATTCAAAAACTACAAGCCAACCACTTTCTtctcttgaaAGAAAGTGGTTGGCTTGTAGA
Usp25 s B CCGGTGCATGAGTGCCTAGAAGCTttcaagagaAGCTTCTAGGCACTCATGCTTTTTG
Usp25 as B AATTCAAAAAGCATGAGTGCCTAGAAGCTtctcttgaaAGCTTCTAGGCACTCATGCA
Usp25 s C CCGGTCCATACCATCACAGACATTAttcaagagaTAATGTCTGTGATGGTATGGTTTTTG
Usp25 as C AATTCAAAAACCATACCATCACAGACATTAtctcttgaaTAATGTCTGTGATGGTATGGA
Usp25 s D CCGGTCATCACATGAGCATCAAGATttcaagagaATCTTCATGCTCATGTGATGTTTTTG
Usp25 as D AATTCAAAAACATCACATCAGCATGAAGATtctcttgaaATCTTCATGCTCATGTGATGA

1.5. Els reactius
-Enzims de biologia molecular

-Klenow enzyme: Fragment gran de la DNApol d'E. coli (Roche Molecular
Biochemicals).

-Shrimp alkaline phosphatase (SAP):. Fosfatasa alcalina de Pandalus borealis
(USB).

-Enzims de restriccié: Es van obtenir de Promega, Roche Molecular
Biochemicals, New England Biolabs.
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-Kits
-Sequenciacié de DNA: Big dye 2 i Big dye 3.1 (PE-Applied Biosystems).
-Preparaci6 de DNA plasmidic: Q/Aprep miniprep spin kit (Qiagen), QIAGEN
plasmid midi kit (Qiagen), JETstar plasmid purification maxi kit 2.0 (GENOMED).
-Purificaci6 de bandes en gel d'agarosa: GFX PCR DNA and Gel Band
purification kit. (Amersham Pharmacia Biotech).
‘Purificacié de productes de PCR: QIlAquick PCR purification kit (Qiagen).
-Random primed DNA labeling kit (Boehringer Mannheim).

2. METODES

2.1. Métodes de biologia molecular
-Preparacié del DNA plasmidic

Minipreparacions: lextracci6 de DNA plasmidic per a la seva analisi de
restricci6 o per a digestions preparatives es va realitzar segons el protocol de lisi
alcalina adaptat de Sambrook i col, 1989. La preparacié del DNA per a seqiienciacio
automatica es va preparar amb una columna comercial (Q/Aprep miniprep spin kib),
seguint les instruccions del proveidor.

Per lobtencié d'extrems compatibles a lhora de realitzar els clonatges, es
van fer servir, en el cas que foés necessari, técniques de filling i de cut-back,
extretes de Sambrook i col, 1989.

-Seqiienciacié del DNA
Es va realitzar per seqglienciacié automatica. La reaccié de seqiienciacié es
va realitzar amb diversos kits, seguint les especificacions de reaccié i purificacié

dels proveidors. El producte va ser analitzat al Servei de Seqiienciacié dels Serveis
Cientifico-Técnics de la UB.

2.2. Protocols emprats amb Escherichia coli
-Transformacié per electroporacié

Es va utilitzar aquest metode en la transformacié del DNA plasmidic extret
de llevat (plasmid rescue). L'aparell emprat va ser un Electro Cell Manipulator, model

ECM600 (BTX). Els meétodes de preparacié de les cellules competents i les
condicions del pols eléctric van ser les especificades pel proveidor.
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2.3. Protocols emprats amb Saccharomyces cerevisiae

Els metodes de doble hibrid es van dur a terme amb el sistema
MATCHMAKER de BD Biosciences, que proporciona el Yeast Protocols Handbook
(YPH) (PT3024-1).

-Transformacié de llevats amb acetat de liti

Es va fer servir el protocol de transformacié a petita escala del YPH.
-Triatge d'una genoteca de cDNA de muscul esquelétic huma

El triatge de la genoteca es va realitzar mitjancant l'aparellament de dues
soques de llevat de genotip complementari que havien estat transformades
previament. Els llevats resultants eren diploids. La soca Y187 que vam adquirir ja
estava pretransformada amb els cDNAs de miscul esquelétic huma, i mitjancant el
metode de transformacié per acetat de liti vam transformar el vector pGBKT7 que
contenia les nostres construccions en la soca AH109.

L'aparellament de les dues soques es va realitzar seguint les instruccions del
manual proporcionat en adquirir la genoteca, i es van plaquejar en medis selectius.
Aproximadament es van crivellar uns 2,5 x 10® clons de la genoteca. Es van fer
servir 100 plaques quadrades de 10 x 10 cm de medi SD-Leu/-Trp/-His/-Ade.

A partir dels clons positius es van fer reestries per tal de fer una primera
verificacié de la interaccié. També es van inocular cultius liquids independents per a
realitzar els corresponents estocs de glicerol al 25% i poder congelar els clons.
-Assaig X-gal en placa (colony-lift filter assay)

Es va seguir el protocol especificat al YPH.

-Assaig liquid amb ONPG
Es va procedir segons el protocol especificat al YPH.

-Obtencié de DNA plasmidic: Plasmid rescue

A partir dels clons que van donar una coloracié blava en l'assaig X-gal en
placa, es va fer una preparacié de DNA plasmidic seguint el segiient protocol:
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1. Creixeu les cellules en 3 ml de medi selectiu SD-Histidina (per tal de
seleccionar aquells llevats portadors d'un insert provinent de la genoteca).

2. Recolliu-les en un tub eppendorf centrifugant 1 min en una microfuga
a 13500 rpm.

3. Resuspeneu-les en 200 ul de tampé de lisi (breaking buffer).

4, Afegiu 200 ul de boletes i 200 ul de fenol:cloroform.

5. Feu vértex 2 min.

6. Centrifugueu 5 min i recupereu 100 ul de la fase aquosa en un nou
eppendorf.

7. Precipiteu el DNA amb 2 volums d’etanol a RT, 10 min.

8. Centrifugueu 10 min en una microfuga a 12000 rpm.

9. Descarteu el sobrenedant i assequeu el pellet en 10 ul daigua
destilada esteril, 10 min a 65°C.

10. Electroporeu céllules electrocompetents amb 2 ul d’'aquesta solucié
de DNA.

SOLUCIONS:

Breaking buffer. 2% trit6-X-100, 1% SDS, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 10 mM
Tris-HCL pH 8.0

Per identificar els clons positius es van analitzar per restricci6 amb EcoRl i
Xhol per comengar a agrupar-los en funcié de la mida del cDNA. Un mateix clon
pot generar diferents mides de cDNA en funcié de la reaccié de retrotranscripcié, ja
que sovint es generen cDNAs truncats a l'extrem 5', sobretot si 'mRNA motllo és
llarg. A més, cDNAs diferents poden tenir la mateixa longitud. Es per aixd que es va
generar un producte de PCR utilitzant com a motllo el DNA plasmidic obtingut
directament del plasmid rescue de cadascun dels clons amb els oligonucleotids
pACT-F i pACT-R (veure materials), i els productes obtinguts es van transferir a
membranes de nilé per a la posterior hibridacié amb sondes radioactives (veure
meétodes, més endavant).

2.4. Transferéncia Southern i hibridacié radioactiva
-Transferéncia del DNA d'un gel d'agarosa a un suport solid de nilé

Els fragments obtinguts mitjangant amplificacié6 per PCR van ser transferits
mitjangant el meétode de Southern (1975). Variacions sobre el protocol estandar sén
la hidrolisi acida del DNA per tractament amb HClL 0.25M durant 10 min i la
transferéncia semi-seca, que comenga amb una solucié de forca ionica elevada i
acaba amb el propi tampd del gel com a suport de la transferéncia (extret de la
Tesi Doctoral de G. Marfany, 1991)
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-Obtencié de les sondes

Purificaci6 de DNA a partir de gels d'agarosa, fent servir una matriu de llana
de vidre:

1. Amb un escalpel retalleu la banda desitjada del gel d'agarosa.

2. Trocegeu l'agarosa i introduiu-la en un eppendorf.

3. Introduiu l'agarosa en un eppendorf de 0,5 ml al qual préviament heu
foradat el fons i hi heu dipositat la llana de vidre.

4, Poseu aquest eppendorf de 0,5 ml dins d'un eppendorf de 1,5 ml i

centrifugueu 5 min en una microfuga a velocitat maxima.
5 Mesureu el volum del liquid recuperat.
6 Afegiu 1/10 part del volum de LiCl 4 M.
7. Afegiu 3 volums d'etanol fred.
8. Precipiteu 1 h a -20°C.
9 Centrifugueu 30 min.
10. Descarteu el sobrenadant.
11. Resuspeneu en 10 ul d'aigua destilada i escalfeu 10 min a 65°C.
-Marcatge de les sondes
Es va fer servir el metode de Random-hexamer priming, descrit per Feinberg i
Vogelstein (1983). Es van seguir les instruccions del kit comercial (Roche Molecular

Biochemicals).

Per tal de purificar la sonda marcada es va fer servir una cromatografia
d'exclusié en Sephadex G-50, per centrifugacié.

Es va fer servir la correcci6 de Cerenkov per tal de calcular l'eficiencia de
marcatge.

-Prehibridacié i hibridacié dels filtres

Es va seguir el protocol indicat a Sambrook i col, 1989. La prehibridaci6 i la
hibridacié es van dur a terme a una temperatura de 42°C, durant una hora la
primera, i durant unes 16-18 hores la segona.
-Rentats dels filtres

Vam utilitzar les seglients condicions de rentat:

-5 min 2 x SSC, 0,1%SDS.
-10 min 2 x SSC, 0,1%SDS.
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-un altre rentat en les mateixes condicions que l'anterior.
Tots els rentats es feien a 65°C i en agitacié.

-Exposicié i revelatge dels filtres

Vam deixar els filtres exposant-se amb una pantalla reflectora, a -70°C. Al
cap dunes 8 h feiem un primer revelatge orientatiu.

-Deshibridacié dels filtres
Vam submergir els filtres en una solucié de 0.1% d'SDS, a una temperatura

que pot variar entre 65°C i 100°C (segons la restrictivitat desitjada), en agitacié
constant.

2.5. Métodes de cultiu amb cel-lules eucariotes

-Congelacié

1. Desenganxeu les cellules de la superficie del flascé mitjancant una
solucié de Tripsina/EDTA x 1.
2. Afegiu medi de creixement per tal d'inactivar la tripsina (fins a una

proporcié 1:3).
3. Centrifugueu 5 min a 300 x g.

4. Aspireu el medi i resuspeneu les cellules en 1 ml de medi de
congelacié. Passeu-les a un vial de congelacié.
5. Rapidament, introduiu-les en un congelador de cellules atemperat a

temperatura ambient, i poseu-les en un congelador de -80°C. La temperatura
anira baixant poc a poc.

6. Deixeu-les a -80°C durant un minim de 24 h i poseu-les en un tanc
de nitrogen liquid.

SOLUCIONS

medi de creixement: 10%FBS, 100 u/ml penicillina/ 100 ug/ml
estreptomicina en DMEM (amb glutamina)

medi de congelacié: 10%FBS, 100 u/ml penicillina/ 100 ug/ml
estreptomicina 10% DMSO en DMEM (amb glutamina)

-Descongelacié

1. Treieu el vial del tanc de nitrogen liquid i descongeleu les céllules
rapidament a 37°C.
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2. Quan el medi estigui descongelat, passeu rapidament 1 ml de
cellules a un tub esterii de 15 ml que ja contingui 9 ml de medi de
creixement. Centrifugueu a 300 x g, 5 min.

3. Aspireu el medi i resuspeneu les cellules en 1 ml de medi.

4, Passeu-les a un flascé de cultiu de 25 c¢cm? que ja contingui 4 ml de
medi.

5. Incubeu les ceéllules a 37°C durant 24-48 h. Canvieu el medi amb una

periodicitat que dependra del temps de duplicacié de les céllules.
-Transfeccié

Calcul de leficiéncia de transfecci6
Per tal d'optimitzar les condicions de transfeccid, previament vam calcular-ne
les eficiencies de transfeccié plaquejant diferents quantitats de cel-lules.

En plaques de sis pous vam sembrar, de 0,5 x 10° a 1,5 x 10° céllules
C2C12, que van ser transfectades amb 2-8 ug de DNA, dels quals 1 ug corresponia
al plasmidi pEGFP-C2. En el moment de recollir les cellules, es va procedir de la
seguient manera:

1. Després de 48 h d'incubacié es van tripsinitzar les cellules i es van
rentar un cop amb PBS.
2. Es van resuspendre en PBS, a un volum final d'1 ml Aquest volum es

va portar al Servei de Citometria de flux dels Serveis Cientifico-Técnics de la
Universitat de Barcelona, on es va obtenir el percentatge de cellules
fluorescents. Es va excitar amb una longitud d'ona de 488 nm i es va
quantificar 'emissié de la fluorescéncia a 525 nm.

Els valors més alts deficiéncia de transfeccié (5-10%) es van obtenir en
sembrar 1,25 x 10° céllules i transfectar-les amb 6,26 pug de DNA.

Transfeccié de plasmidis
Els plasmidis es van transfectar en cellules C2C12 amb Lipofectamina 2000
(LF2000) (Invitrogen), seguint les instruccions del proveidor.

En la segiient taula s’indica una relacié entre el nimero de céllules, els pg
de DNA i el volum de Lipofectamina 2000 emprats en les transfeccions.

Placa N° céllules DNA (ug) Volum LF2000 (ub)
12 pous 05 x 10° 2,5 4
6 pous 1,25 x 10° 6,25 10
10 cm 9 x 10° 37,5 60

89






RESULTATS SUPLEMENTARIS RESULTATS. CAPITOL 1

1. INTERACCIONS D’USP25m AMB ALTRES PROTEINES

1.1. Triatge d’una genoteca de cDNAs humans de
muascul esqueletic mitjangant la tecnica del doble hibrid

El sistema del doble hibrid ens proporciona un métode molt sensible per a
detectar interaccions relativament febles i/o transitories. A més, com que és un
assaig que es realitza in vivo, les proteines probablement estaran en la seva
conformacié nadiua i, per tant, els resultats obtinguts seran més fiables.

La metodologia del doble hibrid consisteix en un assaig genetic basat en les
propietats de diferents factors de transcripcié -en aquest cas GAL4 de llevat- que es
poden dividir en dues subunitats funcionals independents: el domini d'unié al DNA
(GAL4BD, GAL4 Binding Domain) i el domini activador de la transcripcié (GAL4AD,
GAL4 Activating Domain). Aquests fragments només poden reconstituir la proteina
sencera funcional si estan fusionats a proteines o peptids amb capacitat
d'interaccionar. Els plasmidis que codifiquen per aquestes proteines de fusié es
transformen en les soques de llevat adients, que porten integrat en el seu genoma
un gen seleccionable, ja sigui HIS3 o ADEZ, que complementen una auxotrofia, i un
gen marcador o reporter, lacZ, sota el control de les caixes d'unié de GAL4 (UAS).

Per tal de realitzar l'experiment vam adquirir una llibreria de cDNAs de
muUscul esquelétic d'origen huma. Aquesta estava pretransformada en la soca Y187
de Saccharomyces cerevisiae (BD Biosciences). Partint d'aquesta genoteca, el
procediment que se segueix és lleugerament diferent del sistema tradicional de
doble hibrid, en el qual mitjangant cotransformacié (o mitjangant una transformacio
sequencial), s'introdueixen els dos plasmidis que codifiquen per les proteines de
fusi6 a la soca de llevat adient. A partir de les genoteques pretransformades, es
realitza un experiment de mating (aparellament). En aquest, disposem de dues
soques de genotip complementari (Mata i Mata). Una delles -la Y187- és la que
esta pretransformada amb els plasmidis que contenen la genoteca, i l'altre -la soca
AH109- ['hem transformada previament amb el vector que codifica per la proteina
que fem servir com a esquer. En realitzar l'aparellament i posar en contacte les
dues soques en un medi ric, es formaran organismes diploids que expressaran les
dues proteines de fusié. Seguidament, els llevats es plaquejen, en medis selectius. En
primer lloc es selecciona per la presencia dels respectius plasmidis i, en segon lloc,
per a la deteccié dinteraccions fisiques entre les dues proteines recombinants.
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1.1.1. Construccions que vam utilitzar com a esquer

El nostre objectiu principal consistia en caracteritzar les interaccions
d'USP25m. Per aquesta raé vam clonar el cDNA que codifica per aquesta proteina
(des del triplet d'inici fins al d'aturada) en el vector pGBKT7. Per tal d'avaluar la
possible especificitat tissular de les interaccions, vam fer una construccié amb el
mateix vector, perd on només hi vam clonar els exons 19a i 19b (exons especifics
de la isoforma muscular). D'aquesta manera corriem el risc que els pocs aminoacids
codificats per aquests exons no fossin suficients per adoptar la conformacié
necessaria per a la interaccié, perd d'altra banda, interaccions trobades amb aquest
esquer serien exclusives de teixit muscular i cor, ja que sén els Unics teixits on es
troba el transcrit que els conté.

1.1.2. Aparellament dels llevats

A partir de les dues soques de llevat (AH109 i Y187), transformades amb la
proteina esquer i amb la llibreria de cDNAs, respectivament, vam fer una incubacié
de 12-16 hores en un medi ric, per tal d'afavorir la formacié de diploids. En
plaguejar en SD sense Leu, Trp, His, ni Ade, les colonies obtingudes forgosament
havien de correspondre a cellules diploids on s'hauria produit la interaccié entre
l'esquer i un cDNA de la genoteca (Figura S1.1).

TRANSCRIPCIO
USP25m > genoteca @

—[ UAS HIS3/ADE2/lacZ _]—

Figura S1.1. Esquema de funcionament de l'assaig del doble hibrid.

Es van cribrar uns 2,2 x 10® clons de la genoteca comercial en cada
experiment (fent servir com a proteina esquer USP25m, o bé 19al9b). Els diploids es
van incubar en medi selectiu durant un periode que oscillava entre 7 i 21 dies. Es
van obtenir 300 clons positius pel que fa a l'aparellament amb USP25m, i 30 amb
només els exons 19a i 19b.

Es van fer reestries dels clons obtinguts, per tal d'agrupar tots els resultats
positius, i a partir d'aqui vam realitzar l'assaig X-gal en placa, que mesura la
capacitat d'activar el gen marcador lacZ. Aquest metode ens va permetre descartar
13 clons dels 330 inicials.
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1.2. Estratégies emprades per tal d’identificar els clons
a) Classificacié segons els patrons de restricci6

En un principi, donat lelevat nombre de clons positius, vam tractar d'evitar
obtenir el DNA plasmidic de tots els clons i seqlienciar-los. Per aquest motiu ens
vam centrar en els 12 primers positius de cada triatge. A partir d'aquests vam fer
plasmid rescue, electroporacié en E.coli i minipreparacié de DNA, i vam agrupar els
clons en funcié de la mida del cDNA i del patré de restriccié pels enzims EcoRl i
Xhol.

b) Seqiienciacié dels clons

A continuacié es van seqiienciar aquests clons i es va identificar el cDNA de
cadascun d'ells comparant les seqgiliencies nucleotidiques amb diferents bases de
dades mitjancant els programes BLAST i BLAT (vegeu taules S1.1 i S1.2). D'aquesta
manera, a l'hora de obtenir la identitat dels cDNAs, ens voliem assegurar que tots
els cDNAs aillats seguien la pauta de lectura oberta determinada per la proteina de
fusi6 situada a 5. Es va veure que aixd0 no era aixi, i per tant alguns no
corresponien a interaccions funcionals reals. Aquests clons es van considerar falsos
positius.

Taula S1.1. Analisi preliminar dels 12 primers clons obtinguts amb els exons 19a 19b com a proteina
esquer.

Ndm assaig x-gal Patré de digestié Seqiiéncia Fals positiu
clon (Kb)
1 + 09 PGM1
2 + 0,4 MT2A
3 - - - -
4 + 1,2 Titina (3'UTR) Si
5 + 1,2 Titina (3'UTR) Si
6 + 0’5 XX
7 + * -
8 + 0,4 Alu St
9 + 1,1 CitCox Si
10 + 1,2+0,4 LINE 1 St
11 - - -
12 + 1,1 CitCox Si

"No s'obtenia un patré de digestié determinat. Probablement corresponia a una barreja de clons.

" la seqiiencia obtinguda no presentava homologia amb cap seqiliéncia coneguda en comparar-la amb el
banc de dades.
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Taula S1.2. Analisi preliminar dels 11 primers clons obtinguts amb USP25m com a proteina esquer.

Ndm assaig x-gal Patré de digestié Seqiiéncia Fals positiu
clon (Kb)

1 + 0,95 GAPD

2 + 0,8 MyosinBP

3 + 1,58 ATPasa Na/K

4 + 0,85 ATPsintasa 6 Si
5 + * -

6 + 2 DKFZP434B168

7 + 1,2 Genoma Mitoc. Si
8 + * -

9 + 1,1 Alu Si
10 + 0,9+1,2 Myopal-ladina

11 + 11 GAPD

" No s'obtenia un patré de digestié determinat. Probablement corresponia a una barreja de clons.

c) Hibridacions radioactives

Amb aquests resultats preliminars teniem ja una idea de les possibles
proteines interaccionants amb USP25m, perd ens calia, encara, determinar la resta
de clons. Per aixd, vam decidir realitzar hibridacions radioactives amb sondes
construides a partir dels clons ja seqiienciats per tal d'agrupar-ne els positius.

Per aquest motiu vam intentar posar a punt les hibridacions sobre colonies
de llevat, perd no vam aconseguir resultats satisfactoris. El seglient pas va ser,
doncs, obtenir el DNA plasmidic de llevat i amplificar mitjancant la Reaccié en
Cadena de la Polimerasa (PCR), linsert corresponent a la llibreria de cDNAs de
muscul. D'un total de 330 clons independents, vam aconseguir fer-ne créixer 250, i
d'aquests, uns 220 van poder ser amplificats i transferits a filtres de nilé per tal de
realitzar les hibridacions. Vam transferir dues repliques de filtres, i d'aquesta manera
podiem realitzar dues hibridacions simultanies amb sondes diferents.

c.1) Hibridacions amb sondes corresponents a falsos positius

Donat el fet que una proporcié significativa dels positius identificats
corresponien a falsos positius, el primer que vam fer va ser un marcatge d'una
barreja de sondes que corresponien a aquelles seqliéncies que, bé no estaven en
pauta amb el domini d'activacié de GAL4, o bé eren no codificants. Els clons que
vam fer servir com a sondes van ser: USP25m #2 (Alu), 19a19b #4 (Titina, 3'UTR),
19a19b #8 (Alu), 19a19b #9 (CitCox), i 19a19b #10 (LINE 1).

La hibridacié d'aquestes sondes sobre uns filtres que representaven poc més
de dos cents clons dels positius que haviem obtingut ens va permetre descartar uns
quaranta inserts, que vam catalogar com a falsos positius (Figura S1.2). Alguns
d'aquests van ser seqlienciats, per tal de confirmar els resultats.
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c.2) Hibridacions amb sondes que corresponien a veritables positius

A partir d'altres sequéncies obtingudes mitjangant l'analisi inicial dels primers
clons seqiienciats, vam escollir alguns cDNAs en pauta que semblaven interessants,
(bé perquée l'haviem trobat representat diverses vegades, o bé per la funcié que
desenvolupa la proteina codificada en la céllula muscular), i els vam marcar
radioactivament per tal de realitzar més hibridacions.

Els clons triats van ser Myosin Binding Protein Cl (MyBPCl),
Fosfoglucomutasa 1 (PGM1) i Miopalladina. D'aquests, tan sols MyBPC1 va donar un
resultat prometedor: va hibridar clarament amb 14 clons, que van ser confirmats per
sequenciacié (Figura S1.2).

N b ~ Q S A N
SSFLPILIFFER I PP TP P 9228 FLLLELIEI2 P pE
- .5 N
- . L
» . ® -
- -

Figura S1.2: Hibridacions radioactives. Hibridacions radioactives amb sondes
corresponents a falsos positius (panell superior) i amb una sonda corresponent a
MyBPC1 (panell inferior).

Molts dels clons restants, que no havien donat senyal per cap de les
hibridacions van ser seqiienciats. No és sorprenent el fet que ens trobéssim
principalment amb proteines d'elevada expressié a teixit muscular. Entre elles
destaquem un precursor de ['Actina ol (ACTAl), trobat en 7 ocasions, la
Cliceraldehid-3-fosfat ~ deshidrogenasa  (GAPD), representada 3 vegades, la
Metal-lotioneina 2A (MT2A), que s'ha trobat en 2 clons i la Filamina 2 (FLN2),
repetida en 4 clons.

En la taula S1.3 es mostra una relacié6 dels clons que shan pogut
seqlenciar, que han donat homologia amb seqiiéncies del banc de dades, i que es
troben en la pauta de lectura oberta correcta. Aquesta tasca ha estat realitzada
conjuntament amb lestudiant de doctorat Amanda Denuc.
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Taula S1.3: Identificacié dels clons positius mitjancant seqlienciacié

CLON Resultats del BLAST

19a19b 26 ADP-ribosylation factor-binding protein GGA2

USP25 278 Aldo-keto reductasa family 1, member C2

UspP25 231 | cDNA clone CSODE014YJ09 of Placenta

USsP25 289 | cDNA FLJ16448 fis,clone highly similar to RAC-beta serine/threonine protein kinase
USP25 272 | cDNA FLJ16539 fis,clone OCBBF2034529, weakly similar to EPLIN
USP25 54 cDNA FLJ16539 fis,clone OCBBF2034529,weakly similar to EPLIN
USsP25 270 | Cytochrome c oxidase subunit |

USP25 112 | DNA clone RP11-417011

UsP25 83 Filamin 2 (FLN2) mRNA

USsP25 86 Genomic DNA, chromosome 11 clone

USsP25 261 | Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)

USsP25 138 | Golgi associated, gamma adaptin ear containing ARF binding protein 2 (GGA2)
USP25 233 | Homo sapiens cDNA FLJ31625 fis, clone NT2RI2003304

USP25 107 | Homo sapiens chromosome 14 open reading frame 108

USP25 116 Homo sapiens chromosome 17, clone RP11-426D19

USP25 264 Homo sapiens mitochondrial DNA, 16S rRNA

UsP25 229 Homo sapiens nebulin (NEB), mRNA

USP25 161 | Homo sapiens RAD23 homolog A (S. cerevisiae)

USP25 276 | Homo sapiens, clone RP11-159D12

USsP25 209 | Human leukocyte antigen A

USP25 218 Isolate GA15 mitochondrion,gene="ND1"

USP25 82 LIM domain binding 3, mRNA

USP25 99 Makorin, ring finger protein, 1

USP25 74 Makorin, ring finger protein, 1, mRNA

USP25 296 | mRNA similar to NADH dehydrogenase 1 (cDNA clone)

USP25 200 | Multiple substrate lipid kinase, mRNA

USP25 290 | NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex,10
USP25 212 | NADH dehydrogenase subunit 1

USsP25 254 | Phosphoglucomutase 1 (PGM1), mRNA.

USP25 85 Phosphoglucomutase-1

USP25 134 | Protein FAM96B

USsP25 62 Protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 3C

USP25 38 RAN binding protein 9, mRNA

UsP25 95 Small ubiquitin-related modifier 2 precursor (SUMO2)

USP25 148 Solute carrier family 25 (mitochondrial carrier,member 3 (SLC25A3))
USP25 142 | Triadin, mRNA

USP25 262 | Troponin |, skeletal

USP25 213 | Troponin T type 1 (skeletal, slow), mRNA

USsP25 44 UTP11-like U3 small nucleolar ribonucleoprotein

USP25 188 | Voltage-dependent anion channel 1

UsP25 66 Voltage-dependent anion channel 1 (VDAC1), mRNA

USP25 241 | Zinc finger protein 181
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A fi de quantificar les interaccions detectades, vam realitzar l'assaig ONPG,
que mesura colorimetricament l'activacié del gen marcador LacZ sobre els diploids
Y187/AH109. Algunes de les proteines (com per exemple ACTAl i GAPD) tenien
preferéncia per la isoforma USP25m (Figura S1.3).
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Figura S1.3. Resultats obtinguts en la quantificacié de l'activacié dels gens
marcadors mitjangant l'assaig ONPG
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2. L’EXPRESSIO D’USP25m I DE LES SEVES PROTEINES
INTERACCIONANTS S’ACTIVA PARAL-LELAMENT DURANT LA
DIFERENCIACIO MUSCULAR

L’assaig del doble hibrid ens va permetre detectar les interaccions d’USP25m
amb ACTA1l, MyBPCl i FLNC, que van ser confirmades posteriorment mitjangant
técniqgues complementaries com ara la coimmunoprecipitacié o el GST-pull down i la
colocalitzacié en céllules o en teixits murins.

Treballs previs havien demostrat que lexpressi6 d’ACTA1, MyBPC1 i FLNC
estava restringida a teixits musculars diferenciats (Gautel i col, 1998; Thompson i
col, 2000; Costa i col, 2004). Per aquest motiu vam decidir investigar si lexpressié
d'USP25m i d'aquestes proteines amb les quals interaccionava coincidia
temporalment al llarg de la diferenciacié muscular.

Vam obtenir extractes proteics a partir de cellules C2C12 aturades en
diferents punts després de canviar el medi de creixement per medi de diferenciacié.
Vam detectar els nivells de proteina mitjancant transferéncia Western (Figura S1.4),
pero degut a la manca danticossos especifics que reconeguin MyBPC1 vam haver
de recérrer a técniques de quantificaci6 d’RNA. A partir de céllules aturades en els
mateixos punts de diferenciacié, vam obtenir RNA i amb PCR quantitativa a temps
real vam determinar els nivells dexpressié d’USP25 (USP25a i USP25m), ACTAI,
MyBPC1 i FLNC al llarg de la miogenesi (Figura S1.4A).

Tal i com s’havia descrit anteriorment, els nivells de proteina i dRNA
d’ACTA1 i FLNC augmenten pronunciadament durant la diferenciacié (van der Ven i
col, 2000). Vam detectar també un increment similar dels nivells dRNA de MyBPC1,
amb un pic d’expressié molt acusat al voltant del dia cinc de diferenciacié (Figura
S1.4B). Els nivells d'USP25a, en canvi, es van mostrar elevats i constants al llarg
del temps, mentre que els nivells dRNA d’USP25m eren inicialment molt baixos i
incrementaven uns dos ordres de magnitud en arribar al dia sis, coincidint amb la
finalitzacié del procés de diferenciacié i amb lexpressi6 maxima de les seves
proteines interaccionants.

Aquestes dades indiquen la possibilitat d'una coregulacié transcripcional

d’'USP25m i dels seus possibles substrats, alhora que suggereixen una funcié per
USP25m en el procés de la diferenciacié muscular.
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Figura S1.4. L’expressié d’USP25m i de les seves proteines interaccionants s’activa
durant la diferenciacié muscular. (A) Els nivells dRNA de USP25m, ACTA1, MyBPC1 i FLNC
agumenten progressivament al llarg de la diferenciaci6. (B) Els nivells de proteina d’USP25m,
ACTAL i FLNC augmenten al llarg de la diferenciacié. Els nivells de tubulina s’han fet servir com
a control de carrega.
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3. LA INHIBICIO D’USP25m MITJANGANT RNA D’INTERFERENCIA
DISMINUEIX ELS NIVELLS D’ACTA1

USP25m, pel fet de ser una proteasa especifica d’ubiquitines, pot regular els
nivells d’aquelles proteines amb les quals interacciona mitjancant deubiquitinacié i
rescat de degradacié pel proteasoma.

Hem pogut demostrar que MyBPCl és un substrat proteasomal, i que en
sobreexpressar USP25m augmenten els seus nivells equiparablement als obtinguts en
cas dinhibicié del proteasoma. Aquests resultats indiquen que molt probablement
USP25m deubiqiitina MyBPC1 impedint, per tant, que sigui degradada.

En el cas d’ACTA1l i FLNC lefecte de la possible deubigiitinacié gracies a
USP25m no és tan clar, ja que aparentment, ACTA1 i FLNC no sén degradats pel
proteasoma. Tot i aixd vam creure oportd avaluar els efectes de la inhibicié
d’'USP25m en els nivells d’aquestes proteines.

Vam transfectar quatre short hairpin RNA (shRNA) diferents, clonats en un
vector que permet la seleccid mitjangant puromicina, en ceéllules C2C12. Dues
setmanes posttransfeccié, durant les quals vam anar mantenint les cellules amb
puromicina, vam induir la diferenciacié i sis dies més tard vam obtenir extractes
proteics.

Mitjancant transferéncia Western vam analitzar els nivells dACTAL i FLNC en
relaci6 a USP25m (Figura S1.5). Sorprenentment, en aquells casos en que la
inhibicié d’'USP25m havia funcionat de manera satisfactoria, els nivells d'ACTAL es
trobaven disminuits significativament. Aquest fet indica clarament un efecte d’USP25m
sobre ACTAL, tot i que aquest efecte és independent de la degradacié mitjangant el
proteasoma. Els nivells de FLNC en canvi, no varien, i els nivells de MyBPCl no van
poder ser analitzats degut a la manca d’anticossos.
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Figura S1.5. La inhibicié d’USP25m mitjangant RNA
d’interferéncia disminueix els nivells d’ACTAl. Els
shRNAs mA, mB i mD disminuixen significativament els nivells
d’'USP25 i USP25m. En aquestes condicions es detecta una
davallada dels nivells d’ACTA1, més pronunciada en el cas
d’'mD. Els nivells de FLNC no es veuen alterats en inhibir
USP25. La tubulina es va fer servir com a control de
carrega. Tots els experiments es van realitzar per duplicat.
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4. USP25m ES TROBA FORMANT PART DEL SARCOMER

Els experiments de localitzacié subcellular en cellules C2C12 en procés de
diferenciacié (mitjangant un anticos policlonal que en transferencia Western reconeix
totes les isoformes d’'USP25) ens van permetre determinar que en mioblasts USP25
és practicament indetectable. En miotubs totalment diferenciats, en canvi, USP25 es
mostra altament expressat, formant estructures reticulars (Figura S1.6A). Ja que
mitjancant transferéncia Western haviem determinat que lexpressié d'USP25m
augmentava paulatinament al llarg de la diferenciacié, vam assumir que aquesta era
la isoforma que detectavem en la immunohistoquimica.

Les estructures reticulars presents en els miotubs, conjuntament amb la
funci6 d’ACTA1, MyBPC1 i FLNC, van fer pensar en una funcié d'USP25m relacionada
amb el citoesquelet i/o el sarcomer. Per aquest motiu vam voler determinar la
localitzacié in vivo dUSP25m en muscul esquelétic. En realitzar immunolocalitzacions
en crioseccions de muscul gastrocnemi (el bessé) de ratoli vam observar una de
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distribucié estriada, que coincideix amb el patré de proteines estructurals del
sarcomer, com ara lactina (Figura S1.6B). Aquest fet reforca la hipotesis de que
USP25m esta implicat en el manteniment de lestructura del sarcomer.

Figura S1.6. USP25m s’expressa al llarg de la diferenciacié en cél-lules C2C12 i
localitza al sarcomer. (A) USP25m es comenca a expressar a partir del dia 4 de
diferenciacié. (B) USP25m presenta una distribucié estriada, fet que suggereix que pot formar
part de lestructura del sarcomer.
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RESUM

USP25 és un enzim deubiqiitinant que, mitjangant splicing alternatiu, genera una
isoforma especifica de teixit muscular, USP25m, que interacciona amb tres proteines
sarcomeriques. Cerques in silico han desvetllat U'existéncia de tres dominis d'unié a
ubiquitina (UBDs) a lextrem N-terminal d’'USP25: un domini associat a ubigiitina
(UBA) i dos motius dinteraccié amb ubigiitina (UIM). De manera similar al que
succeeix amb la resta de DUBs, no es coneix encara laportacié individual dels seus
dominis en el reconeixement dels substrats i en lactivitat enzimatica. En aquest
treball hem analitzat la contribucié dels UBDs d’USP25 en la seva activitat catalitica,
el reconeixement de substrats, la localitzacié subcellular i les modificacions
posttraduccionals, emprant delecions seriades i combinades de IUBA i els UIM. Els
nostres resultats suggereixen que els UBDs d’USP25m no contribueixen a lactivitat
enzimatica ni a la localitzacié subcel-lular, perdo si al reconeixement especific del
substrat. A més, hem demostrat que USP25m es modifica posttraduccionalment
mitjancant ubiqiitinacié, sumoilacié, fosforilacié i acetilacié, i que la seva
sobreexpressié en cellules en cultiu produeix una aturada del cicle cellular a la
transicié entre les fases Gl i S.

APORTACIO PERSONAL AL TREBALL

Tots els experiments presentats en aquest treball han estat duts a terme per mi
personalment, al Departament de GCenética de la Facultat de Biologia de la
Universitat de Barcelona, amb lexcepcié de les analisis de sumoilacié in vitro, que
es van realitzar al CIC bioGUNE de Bilbao amb la collaboracié del Dr. Manuel S.
Rodriguez.
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Domain dissection and post-translational modifications of
USP25
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USP25 is a deubiquitinating enzyme (DUB) that generates a muscle-specific isoform, USP25m, by
alternative splicing. USP25m interacts with several sarcomeric proteins, but similarly to most DUBs,
the contribution of different protein domains to enzymatic activity and substrate recognition remains to
be ascertained. In silico analysis revealed the position of the catalytic signatures and predicted three
ubiquitin binding domains (UBDs): one ubiquitin-associated domain (UBA) and 2 ubiquitin-
interacting motifs (UIMs). By generating serial and combinatorial deletions of these domains, we
analyzed their contribution to USP25m catalytic activity, substrate recognition, subcellular
localization, and post-translational modifications, such as ubiquitination and sumoylation. Our results
indicate that ablation of these motifs do not abrogate USP25 deubiquitinating activity, neither
promoted any significant alteration in subcellular localization of the enzyme nor ubiquitin. However,
USP25 UBDs contribute to specific substrate recognition, as interaction with each substrate requires a
different combination or number of UBDs, in an additive or synergistic manner. USP25m is
sumoylated in vitro and ubiquitinated, although the UBDs are not required for these post-translational
modifications. In addition, USP25m is phosphorylated in Tyr, Ser/Thr residues and acetylated. The
physiological relevance of all these modifications remains to be ascertained. USP25 overexpression
causes cell cycle arrest, most probably at the G1/S transition.

Keywords: Ubiquitin-specific protease, Ubiquitin binding domain, UBA, UIM, post-translational modification,
cell cycle.

INTRODUCTION deconjugation processes concerning:

ubiquitination targets (Wilkinson, 2000), length

Ubiquitination, the covalent modification of a
protein substrate by ubiquitin (Ub), has emerged
as a major regulatory mechanism in the control
of a wide array of cellular processes including,
not only protein degradation, but also cell-cycle
control, stress response, DNA repair, signal
transduction, transcriptional regulation and
vesicular traffic (Ciechanover et al., 2000;
Aguilar and Wendland, 2003; Fang and
Weissman, 2004). Moreover, Ub is now
considered a modifier of protein molecular
architecture. Thus, more than just a simple tag
for sending missfolded proteins to the
proteasome, Ub influences protein-protein
interactions as well as the protein three-
dimensional conformation.

Ub signaling networks are highly intricated and
require a tight regulation of conjugation and

of ubiquitin oligomer(s) and configuration of
Ub-Ub links within the Ub chain. Interestingly,
poly-Ub chain formation provides a new layer
of complexity: while four or more Ub moieties
linked through Ub-Lys48 inexorably send the
protein for degradation (Thrower et al., 2000),
Lys63 chains regulate tolerance to DNA
damage, the inflammatory response, protein
trafficking and ribosomal protein synthesis
(Pickart and Fushman, 2004). In addition, the
attachment of a single Ub moiety to a substrate,
monoubiquitination, regulates also assorted
events such as enzymatic activity and
subcellular localization (Sun and Chen, 2004).

Many mechanisms are known about Ub
activation and transfer to a substrate
(exhaustively revised in (Glickman and
Ciechanover, 2002; Pickart and Eddins, 2004)).



USP25 domain dissection and post-translational modifications

However, knowledge on the biochemical
mechanisms downstream of ubiquitination, i.e.
how ubiquitinated proteins are specifically
recognized and delivered to their target
localization, is still scarce (Hershko et al., 1983;
Laney and Hochstrasser, 1999). Nonetheless,
recent evidences indicate that subsequent effects
of a ubiquitinated substrate are mediated by
ubiquitin receptors (revised in (Hicke et al.,
2005)).

A ubiquitin receptor is a Ub-binding protein that
contains small (20-150 aa) Ub-binding domains
(UBDs), which interact with monoubiquitin
and/or polyubiquitin chains (Buchberger, 2002;
Hicke and Dunn, 2003). The discovery of the
first UBD, the ubiquitin associated domain
(UBA) (Hofmann and Bucher, 1996), has
emerged from the convergence of bioinformatics
and experimental data. During the recent years,
at least fifteen classes of UBDs, other than the
UBA, have been annotated (Hurley et al., 2006)
and launched the study of Ub signaling by: i)
providing clues on how a ubiquitinated substrate
performs its function and, ii) showing that UBD
containint proteins interact either with Ub or
with a ubiquitinated protein (Hicke et al., 2005).
These UBD-Ub interactions are usually weak
(Ki>100 pM), and generate a dynamic and
verstatile protein network that can undergo rapid
assembly and disassembly, thus hampering the
study of these interactions.

UBDs are also capable of modulating the activity
of the host protein, since some of them are
known to promote auto-ubiquitination. This
process is referred as coupled ubiquitination
(Hicke et al., 2005) and its molecular
mechanisms are just beginning to be elucidated.
The intramolecular interaction between a UBD
and a Ub moiety covalently attached to another
region of the same protein may provoke a
structural change that alters its enzymatic
activity. For this event, intermolecular
interactions of a given UBD and a ubiquitinated
E3 have proven to be crucial (Woelk et al.,
2006).

UBDs are not only found in enzymes that
recognize  and  interpret  signals  from
ubiquitinated proteins, but also in those that
catalyze ubiquitination or deubiquitination.
Enzymes catalyzing hydrolysis of Ub moieties
from a given substrate (Deubiquitinating

enzymes, DUBs) play an important role in
maintaining the free Ub steady state levels.
Their function include processing of newly
synthesized Ub, recycling of Ub and/or editing
of polyUb chains (Kim et al., 2003; Wilkinson,
2000). Other relevant functions of DUBs
concern the stability of Ub-conjugated proteins
since, ubiquitination, like phosphorylation, is a
reversible process. Hence, DUBs allow the Ub-
induced switches to be rapidly reversed and
regulated. Notably, the presence of UBDs in
DUBs is believed to favour the specific
recognition  of  particular  ubiquitinated
substrates, while the long extensions at N- and
C-terminal of the DUB-conserved catalytic core
are probably involved in substrate recognition
irrespective of their ubiquitination state (Hicke
et al., 2005).

Ubiquitination is just one of the many post-
translational modifications that alter protein fate
or function. Similarly to ubiquitination,
covalent binding of the Small Ubiquitin-like
Modifier (SUMO) to lysine residues of specific
substrates (sumoylation) alters some of their
functional parameters such as subcellular
localization, protein partnering and transcription
factor DNA-binding or transactivation activities
(Hay, 2005; Hilgarth et al., 2004).

The substrate and function of most DUBs are
still unknown, although data is being gathered
from different approaches. This is the case of
USP25, which was initially identified while
searching for genes on chromosome 21,
potentially involved in the Down syndrome
(Valero et al., 1999). Of the three USP25
protein isoforms produced by alternative
splicing, two are expressed nearly ubiquitously,
while the longest (USP25m) is restricted to
muscle tissues (Valero et al., 2001) and is
upregulated during myogenesis (Bosch-Comas
et al.,, 2006). In an attempt to characterize
putative substrates of this tissue-specific
isoform, we performed a yeast two-hybrid
screen and reported three sarcomeric interacting
proteins: MyBPC1, ACTA1 and FLNC. While
the effect on the two latter still remains
unravelled, biochemical analysis confirmed that
MyBPCl is a naturally short-lived proteasomal
substrate and that USP25m is able to prevent its
degradation, therefore altering its turnover rate
(Bosch-Comas et al., 2006).



Here we sought to further characterize USP25.
By in silico analysis we identified three potential
UBD signatures located at the N-terminal region
that may be relevant for substrate recognition.
Surprisingly, these domains are not important for
USP25 post-translational modifications,
including ubiquitination, sumoylation and others.
The lately reported role for USP28, a DUB
highly homologous to USP25, in DNA damage-
induced apoptosis, prompted us to study the role
of USP25m on cell cycle regulation. Here we
show that overexpression of USP25m caused cell
cycle arrest at the G1/S transition through an
increase of p21CIP1 in C2C12 cells.

MATERIAL AND METHODS

In silico identification of the UBA and UIM
domains

The aminoacidic sequence of USP25m was
analyzed using the InterPro  database
(http://www .ebi.ac.uk/InterProScan/) and the
Pfam collection of multiple sequence alignments
(http://www .sanger.ac.uk/Software/Pfam/search.
shtml), in order to search for functional domains.
Both tools retrieved a UBA domain and two
UIM domains at the N-terminus of USP25m.

Generation of expression constructs

The full length catalytically inactive form of
USP25m was generated by site directed
mutagenesis of the catalytic cysteine 178 to
valine using the QuikChange Site-Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene), according to the
manufacturer’s procedures.

Expression constructs bearing the full length
USP25m already cloned in pGEX-4-T1 (GE
Healthcare), pGBKT7 (BD Clonthech), pcDNA3
(Invitrogen) and pEGFP-N2 (Clontech), were
used to generate by PCR the USP25m deletion
mutants (AUBA, AUIM1, AUIM2, AUBAUIMI,
AUBAUIMIUIM2 and AUIMIUIM2). In
summary, six primers carrying the restriction site
Sgfl were designed in order to amplify all the
coding sequence as well as the corresponding
vector except the specific UBA or UIM domain/s
meant to be deleted. The PCR was performed
with Accuprime 7TagDNA Polymerase High
Fidelity (Invitrogen) to avoid possible nucleotide
changes during the amplification process. The
amplified products were digested sequentially
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with Dpnl to eliminate the parental DNA and
with Sgfl to generate compatible ends. The
resulting constructs were transformed into E.
coli DH5a cells, and subsequently sequenced to
verify the integrity of the sequence throughout
the entire open reading frame.

Assay for ubiquitin-specific protease activity
The ubiquitin-specific protease activity of
USP25m, USP25m-AUBA, USP25m-AUIMI,
USP25m-AUIM2, USP25m-AUBAUIMI,
USP25m-AUBAUIMIUIM2 and USP25m-
AUIMIUIM2 was analyzed as described
previously (Valero et al., 2001). Briefly, the
corresponding cDNAs cloned in-frame in
pGEX-4-T1, downstream the glutathione-S-
transferase (GST) gene, and the plasmid
pACY184 Cm" expressing Ub-Met-f3-gal
(kindly provided by Dr. M. Hoschtrasser) were
co-transformed in E. coli XLlblue. Colonies
resistant to both Amp and Cm were grown and
induced for 3 hours with isopropyl-f3-
thiogalactopyranoside (final concentration 1
mM). Total protein extracts were analyzed by
western blotting with  anti--galactosidase
mouse monoclonal antibody (Ab) (Sigma)
(diluted 1:1000).

Yeast two-hybrid

The previously isolated cDNA clones
corresponding to partial open reading frames of
FLNC, ACTA1 and MyBPClI cloned in pACT2
(Clontech) (Bosch-Comas et al., 2006) were
used as bait in a yeast two-hybrid screening to
test the interaction specificity with the USP25m
constructs lacking one or more Ub binding
domains (AUBA, AUIMI, AUIM2,
AUBAUIMI, AUBAUIM1UIM?2 and
AUIM1UIM2).

The pGBKT7 constructs bearing the specific
deletions were simultaneously co-transformed
in the yeast strain AH109 with the bait pACT2
constructs according to the Yeast Protocols
Handbook (BD-Biosciences). Clones growing
on selective medium (SD) (-His, -Ade) bearing
both plasmids were tested for interaction by
plating on SD lacking —His, -Ade, -Leu, -Trp.

In vivo assessment of ubiquitin conjugation
HEK?293T cells were plated in 10 cm dishes and
transfected the day after with 4 pg Hiss-Ub
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(kindly provided by Dr. Timothy Thomson) and
8 ng of pcDNA-Myc-USP25m or pcDNA-Myc-
USP25mC178S either in their full length version
or in their deleted forms (AUBA, AUIMI,
AUIM2, AUBAUIMI, AUBAUIMIUIM2 and
AUIM1UIM2) with Lipofectamine 2000. Forty-
eight hours post-transfection cells were washed
with PBS and resuspended in 600 ul of
denaturing lysis buffer (50 mM sodium-
phosphate buffer, pH8.0, 8 M urea, 300 mM
NaCl, 0.5% Triton X-100) and stored at -80°C.
Cells were centrifuged for 30 min at 13.000 rpm
to remove debris, and the supernatants were
transferred to new tubes.

Cell lysates loaded onto 8% SDS-PAGE gels and
analyzed by Western blotting with an anti-cMyc
monoclonal antibody (Santa Cruz
Biotechnology) (diluted 1:1000).

In vitro SUMO-1 and SUMO-2 conjugation
assays

»S-Met-labeled in vitro transcribed/translated
(TNT T7 Coupled Wheat Germ Extract Systems.
Cat. No. L4140 PROMEGA) full length
USP25m and deletion constructs (2ul) were
incubated in a 10 yul reaction including an ATP
regenerating system (50 mM Tris [pH 7.6], 10
mM MgCI2, 2 mM ATP, 10 mM creatine
phosphate, 3.5 U/ml of creatine kinase, and 0.6
U/ml of inorganic pyrophosphatase), SUMO-1 or
SUMO-2 (1ug), Ubc9 (0,325ug) and purified
SAE1/2 (0,08ug) (Biomol Cat. No. UW9330).
Reactions were incubated at 30°C for 2 hours.
After terminating the reactions with SDS sample
buffer containing mercaptoethanol, the reaction
products were separated by electrophoresis onto
8.5% SDS-PAGE and the dried gels were
analyzed by autoradiography. SUMO-1, SUMO-
2 and Ubc9 were kindly provided by Dr. M.
Rodriguez.

Phosphorylation and acetylation assays

HEK?293T cells were plated in 10 cm dishes and
transfected the day after with 6 ug of pcDNA-
Myc-USP25m or pcDNA-Myc-USP25m C178S
with Lipofectamine 2000 according to the
manufacturer’s instructions. Forty-eight hours
post-transfection cells were washed with PBS,
resuspended in 1 ml of binding buffer (20mM
HEPES [pH7.9], 50 mM KCI, 2 mM MgCl2, 0.5
mM EDTA, 10% glycerol 2 mM DTT, 10 mM

NaF, 20 mM b-glycerophosphate, 0.05% NP-
40, and protease inhibitor cocktail), and
sonicated. Following removal of cellular debris
by centrifugation, cell lysates were incubated
with 2 ug of anti c-Myc antibody (Santa Cruz
Biotechnology) during 4 hours at 4°C with
gentle  agitation. The  protein-antibody
complexes were removed by 1 hour incubation
with protein  G-Sepharose beads (GE-
Healthcare) at 4°C on a rotating mixer. The
bound proteins were washed three times with
ice-cold immunoprecipitation buffer, eluted
from the beads by boiling with protein loading
buffer, resolved by electrophoresis on 8% SDS-
PAGE and analyzed by Western blot analysis.
We used anti-phospho Ser polyclonal Ab (Sd7,
Cell Signaling) (1:200) and anti-phospho Tyr
mAb (PY20, Cell Signaling) (1:1000) for
USP25m phosphorylation and anti-acetylated
Lys (Cell Signaling) (1:1000) for USP25m
acetylation. Monoclonal antibodies recognizing
phosphorylated AKT (Cell Signaling) (1:1000)
or acetylated p53 (Cell Signaling) (1:1000)
were used as controls.

Purification of GFP-positive cells using flow
cytometry

C2C12 cells were seeded on 10 cm dishes and
and after 12 hours, cells were transiently
transfected  using  Lipofectamine 2000
(Invitrogen) using 24 ug DNA per well of
pEGFP-USP25m either in its full length version
or deleted forms (AUBA, AUIMI1, AUIM2,
AUBAUIMI, AUBAUIM1UIM2 and
AUIM1UIM?2). Thirty hours post-transfection,
cells were rinsed with PBS, trypsinized, diluted
in PBS, spun down and resuspended in PBS.
GFP-positive cells were sorted and purified
using a MoFlo (Modular Flow) cell sorter
(Dako Diagnostics).

Immunofluorescence

COS-7 cells grown on glass coverslips placed in
24-well plates were transiently co-transfected
with pcDNA-HA-Ubiquitin (kindly provided by
Dr. Maria Masucci) and pcDNA-Myc-USP25m
or pcDNA-Myc-USP25mC178S either in their
full length version or in their deleted forms
(AUBA, AUIMI1, AUIM2, AUBAUIMI,
AUBAUIMIUIM2 and AUIMIUIM2) with
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) according to
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Figure 1. A) USP25m domain organization. Sequence homology analysis reveals five highly conserved USP motifs (I to V),
constituting two domains (USP1 and USP2) that catalogue USP25m as a deubiquitinating enzyme. USP25m Cys-178 is the
putative active site of the enzyme, since it appears conserved in all analyzed members of the family. B) Cys-178 is the active
site of USP25m. Deubiquitinating activity assays were performed in BL21 E.coli cells co-transformed with the artificial
substrate Ub-Bgalactosidase and either wild type (WT) USP25m or the C178S mutant. Western blot against 3gal shows a lower
band using WT USP25m indicating hydrolysis of Ub from Bgal (2™ lane), while the mutated form displays an upper band (3
lane), similar to that with co-transformed GST (1* lane), which corresponds to the fusion Ub-Bgal. Note that the endogenous

Bgal is of lower molecular weight.

the manufacturer’s instructions. When required,
proteasome inhibitor MG132 (10 xM) (Biomol)
was added to the medium during the last 16
hours of culture.

Forty-eight hours post transfection, cells were
washed in ice-cold PBS, fixed for 20 min with
freshly prepared 4% formaldehyde and blocked
in 2% goat serum 1 hour at room temperature.
Samples were immunodetected with mouse
monoclonal anti-Ub antibody and rabbit
polyclonal anti-USP25 were diluted 1:200 in
0,05 M Tris-HCI, pH 7.4, 0.9% NaCl, 0.25%
Gelatin and 0.5% Triton-X-100 overnight at 4°C.
Cells were then rinsed three times with PBS and
incubated with AlexaFluor 488-conjugated anti-
mouse IgG and AlexaFluor 660-conjugated anti-
rabbit IgG (Molecular Probes, Invitrogen)
secondary antibodies (all diluted 1:300 in the
same solution than the primary antibodies) for 1
hour at room temperature. Cells were rinsed 5
times in PBS and the coverslips were mounted
using  Vectashield with  Dapi  (Vector

Laboratories, Inc.). Fluorescence microscopy
was performed with a Leica DMIL.

RESULTS

USP25m catalytic activity

USP25 is a member of the large family of
deubiquitinating enzymes (DUBs), translated
into three protein isoforms in humans. The two
shortest isoforms show a  widespread
distribution, whereas the longest is primarily
expressed in muscle tissues (USP25m) (Valero
et al., 2001).

Previous work based on sequence alignments
revealed five highly conserved distinct motifs (I
to V) embeded in two domains (USP1 and
USP2), which characterize the family of the
ubiquitin specific proteases (UBPs, USPs in
humans) (Valero et al., 1999). The conserved
catalytic triad (Cys, Asp and His) (Papa and
Hochstrasser, 1993) was located at the I, II and
IV motifs, respectively (FigurelA). The three
residues are critical for activity: Asp polarizes
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His, which in turn deprotonates the active Cys. several motif databases revealed three stretches
Indeed, motif I of USP25m harbors the assumed of aminoacids at the N-terminal region of
key residue, Cys-178, for DUB activity. USP25m that contained one UBA and two UIM
Indeed, evidence of Cys-178 direct role in signatures (Figure 2A, 2B first diagram). These
USP25m DUB activity was obtained by domains are known to interact with
mutagenesis of this residue to Ser (C178S ubiquitinated proteins, (revised in (Hicke et al.,
mutant). A deubiquitinating activity assay for 2005)) although they seem not to be required
USP25m was used to verify this hypothesis. for catalytic activity. In addition, UIM domains
USP25m and Ub-B-Galactosidase co- have been proposed to be necessary and
transformation in BL21 cells rapidly induced the sufficient for ubiquitination (Polo et al., 2002).
proteolysis of the fusion between Ub and B-Gal When this occurs, the protein is ubiquitinated at
(Figure 1B, lane 2 and (Valero et al., 2001)). the N-terminal end of the UIM(s) domain, not at
This proteolityc activity was not observed with other internal sites. All these findings led us to
the C178S mutant (Figure 1B, lane 3), thus hypothesize a putative regulatory mechanism of
showing that Cys-178 is essential for the USP25m function by these conserved motifs.
deubiquitinating activity of USP25m. To verify that UBA and UIM domains
contribute to USP25m activity but are not
USP25m structural analysis involved in deubiquitination, we co-expressed
To further analyze the USP25m regulatory GST epitope-tagged deletion mutants of
mechanisms we searched its putative regulatory USP25m lacking one or several of the UBDs

domains. In silico homology searches across (Figure 2B) with Ub-B-Gal in E. coli BL21
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Figure 2. A) USP25m has one UBA and two UIM domains. USP25m UBA and UIMs (USP25_1, USP25_2) alignments
with other known UBAs (upper panel) or UIMs (lower panel) show the conserved amino acids that define these motifs. B)
USP25m deletion mutants. Schematic representation of the USP25m mutants in which one or several UBDs have been
deleted. These mutants were cloned in pGEX-4T, pGBK-T7, pcDNA3.1 and pEGFP-N2 vectors. C) USP25m UBDs are
not required for its enzymatic activity. Deubiquitinating activity assays using co-transformed Ub-gal and the USP25m
deletion constructs indicate that all the mutant isoforms are able to hydrolyze Ub from Ub-Bgal. Co-transformed GST is
used as a negative control, full length USP25m is used as a positive control.
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Figure 3. USP25m UBDs are required for protein-protein interactions. Targeted yeast two-hybrid assay with the USP25m
deletion mutants and MyBPC1, ACTA1 and FLNC, respectively. Two different regions of FLNC were used: FLNC-1 and
FLNC-2. Growth in SD lacking Leu and Trp is indicative of positive co-transformation. Growth in SD lacking Leu, Trp, His and
Ade is indicative of positive interaction. Full length USP25m interacts with MyBPC1, ACTA1, FLNC-1 and FLNC-2 (3" row).
Empty vector pGBK-T7 or USP25 do not show any positive interaction.

(Figure 2C, lower panel). Under these
conditions, the deubiquitinating activity-assay
clearly showed that deletion of UIM1, UIM2 and
UBA domains, alone or in combination, did not
abolish neither diminish the USP25m DUB-
activity compared to the wild type enzyme
(Figure 2C). The pGEX-4T empty vector, coding
for GST alone, was included as a control (Figure
20).

USP25m substrate recognition

In physiological conditions, USP25 is a
deubiquitinating enzyme that specifically
recognizes and binds its substrates. We had
previously reported that the longer isoform,
USP25m, formed complexes with MyBPCI,
ACTA1 and FLNC, three muscle-specific
proteins relevant to sarcomeric function (Bosch-
Comas et al., 2006).

Given the reported relevance of UBDs in the
regulation of protein folding and modular
domain interactions, we were prompted to test
whether the UBA and UIM domains (located at
the N-terminus of USP25m) were required for
binding to its known substrates. To this end, we
tested the previous deletion constructs to verify
the UBA- and UIM-independent deubiquitinating
activity of USP25, in a targeted yeast two-hybrid
assay using as preys MyBPCl, ACTAIl and
FLNC. Since in the original screen we had
identified several positive clones coding for two
different regions of FLNC, we now used as

partners cDNAs of both FLNC terminal
segments (FLNC-1, FLNC-2).

The positive clones obtained on selective
medium SD lacking leucine, tryptophan,
histidine and adenine clearly showed that the
UBD domains were indeed required for proper
recognition and/or binding. Interestingly, the
region responsible for these interactions
differed among the tested partners (Figure 3).
Colonies co-transformed with the full length
USP25m construct and MyBPC1, ACTAL,
FLNC-1 or FLNC-2 were used as positive
interaction controls of the USP25m deletion
mutants (Figure 3, all panels, 3 row). The
UBA domain of USP25m was required to
interact with MyBPCl1, since yeast colonies
bearing any of the deletion constructs lacking
this domain were unable to grow in selective
medium (Fig 3, 1* panel, rows 5, 8 and 9).

The interaction of USP25m with ACTA1 was
dependent on the presence of at least one of the
Ub binding domains, as the only co-
transformant unable to grow in selective
medium lacked all the UBA and the UIM
domains (Figure 3, 2™ panel, row 9). This
observation suggested cooperation between the
three USP25m UBDs in order to interact with
ACTAL. Moreover, the reduced growth in the
absence of UIMI alone (Figure 3, 2" panel, 6™
row) pointed to a major effect of this domain in
ACTA1 recognition.  Nevertheless, this
assumption needs to be further studied as the
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co-transformants lacking the UIMI1 and also the
UBA or the UIM2 motifs did not show any
anomalous growth (Figure 3, 2™ panel, 8" and
10™ row).

Co-transformations of the USP25m deletion
mutants with the N-terminal part of FLNC
(construct FLNC-1) showed that none of the
UBDs play a major role in their interaction
(Figure 3, 3™ panel). However, our results
indicated that the FLNC C-terminal portion
required two or more UBDs for the interaction,
suggesting a synergistic or cooperative task of
these domains in the recognition of this protein
segment (Figure 3, 4™ panel).

Noteworthy, all the interactions were restricted
to the USP25-muscle isoform (including the in-
frame insertion of exons 19a-19b). It is important
to remark that USP25, which also contains the
UBA and UIM domains, did not interact with
ACTA1, MyBPC1 nor FLNC. Only ACTA1 was
able to interact with the construct bearing exons
19a and 19b, suggesting a role for this additional
peptide in specific substrate recognition.

These results indicated an intricate USP25m
deubiquitination targetted recognition process,
where different combinations of UBDs and
specific exons are required for each substrate.

USP25m is
autodeubiquitinated
Mono- and poly-ubiquitination have been widely
reported to regulate enzyme function (revised in
(Sun and Chen, 2004)). We investigated the
USP25m ubiquitination status in 293T cells that
ectopically expressed His(6x)-Ubiquitin and
Myc-tagged USP25m. Western blot analysis of
Myc-tagged USP25m showed an additional
higher molecular weight-band, right above
USP25m (Figure 4A, arrow in upper right panel,
first lane). This band was undetectable in lysates
of cells that did not over-express Ub, although it
could be present at very low amounts. We
concluded that probably a small fraction of
USP25m  was  ubiquitinated under our
experimental conditions. Unexpectedly, the
expression of the catalytically inactive form of
USP25m produced a much more evident high
molecular weight-band (Figure 4A, upper right
panel, 2™ lane). Both results, together, suggested
that USP25m was ubiquitinated and responsible
for its autodeubiquitination.

ubiquitinated and

In the light of these data, combined with
previous works linking UIM domains and self-
ubiquitination (Miller et al., 2004; Polo et al.,
2002), we wondered whether the N-terminal
USP25m UBDs were linked to this
phenomenon (named coupled ubiquitination),
and if they could operate as modulators of the
physiological role of the enzyme. To that end,
we assayed the deletion constructs previously
reported (Figure 2B) cloned in the eukaryotic
expression vector pcDNA3.1.

We repeated the above reported experiments of
Myc-USP25m and His(6x)-Ub over-expression.
Surprisingly, the lack of any UIM and UBA
domain or their combination did not prevent
USP25m ubiquitination. Indeed, this effect was
more obvious when catalytically inactive forms
of the deletion constructs were used (figure 3,
lower panel). Taken together, these results
strongly suggest that USP25m is ubiquitinated
and can undergo autodeubiquitination, and
indicate that UIM1, UIM2 and UBA domains,
alone or in combination, are not required for
this process.

Other USP25m
modifications
Sumoylation, phosphorylation and acetylation
are other post-translational —modifications
known to regulate protein activity. Despite the
fact that sumoylation was first proposed to
target proteins to the nuclear pore complex
(Matunis et al., 1996), it has been later shown to
play an important role in subcellular
localization, protein partnering or transcription
factor activity (Hay, 2005; Hilgarth et al.,
2004). In silico sequence analysis of USP25m
predicted 5 putative sumoylation  sites.
However, online tools to determine sumoylation
sites often render false positives. Therefore, we
used an in vitro sumoylation assay to better
characterize this post-translational modification
in USP25m. We determined that USP25m was
in vitro sumoylated by incorporating SUMO-1
and SUMO-2, apparently not displaying a
marked preference for any of the SUMO
isoforms. Despite only one of the predicted
sumoylation sites was included in the region
spanning the UBDs, and considering that these
sites are generally found at the C-terminal
portions of the proteins, we performed a series

post-translational
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Figure 4. USP25 post-translational modifications. A) USP25m is ubiquitinated and autodeubiquitinated. Western blot
detection with a Myc antibody in cell lysates co-expressing His(6x)-Ub and Myc-tagged USP25m show the appearance of a faint
extra high molecular weight band corresponding to ubiquitinated USP25m. This extra band is stronger when co-expressing
His(6x)-Ub and USP25mC178S (upper right panel), and absent when His(6x)-Ub is not co-expressed (upper left panel). The
same experiment was performed with all the USP25m deletion mutants and co-expressed His(6x)-Ub. Again, the ubiquitinated
band is stronger in the USP25mC178S version of the mutants. Detection of USP25mC178S AUBA-UIMI1-UIM2 was only
possible after longer exposure (right lower panel, marked with *). B) USP25m is sumoylated. USP25m and all the deletion
mutants display an extra upper-band (marked with *) after in vitro sumoylation assays with SUMO-1 (middle lanes) and SUMO-
2 (right lanes). In the case of USP25m lacking UBA, UIM1 or both UBA and UIM1, the band corresponding to SUMO-USP25m
is weaker (marked with **). C) USP25m is phosphorylated. Myc-tagged USP25m and USP25mC178S were
immunoprecipitated with Myc antibodies and detected in Western blots with pan-anti-Phospho-Ser and pan-anti-phospho-Tyr.
Bands appearing at the size corresponding to USP25m indicate that USP25m is phosphorylated both in serine(s) and threonine(s)
(1" and 2™ panel, middle lane). This band also appears when expressing USP25mC178S, indicating that USP25m
phosphorylation occurs irrespectively of its catalytic activity (1% and 2™ panel, right lane). Membranes were stripped and
detected with a Myc antibody to confirm that the band corresponded to USP25m (3" panel). Immunoprecipitation inputs were
assessed with antibodies against phosphorylated AKT and Myc as phosphorylation and transfection controls respectively (4" and
5™ panels). D) USP25m is acetylated. Myc-tagged USP25m and USP25mC178S were immunoprecipitated with Myc antibodies
and detected in Western blots with pan-anti-acetylated-Lys. Bands appearing at the USP25m size indicate it is acetylated, both
WT and C178S (upper panel). The same membrane was stripped and detected with anti-Myc to confirm the identity of the bands
(2™ panel). Immunoprecipitation inputs were assessed with antibodies against acetylated p53, Myc and aTubulin as acetylation,
transfection and loading controls respectively (3, 4™ and 5" panels).
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of in vitro sumoylation assays using all USP25m SUMO-1 and SUMO-2, but interestingly, the
deletion constructs (figure 2B). All deletion lack of UBA or UIM1 domains or their
constructs promoted sumoylation of USP25m by combined absence prevented, to some extent,
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USP25m sumoylation (Figure 3B). However, the
absence of all three domains rescued USP25m
sumoylation (Figure 3B), pointing to an
inhibitory role of UIM2 in USP25m sumoylation
in the context of a deleted construct. Taken
together, these results indicate that sumoylation
does not occur in any putative site contained
within these domains. Moreover, these domains
are not necessary for USP25m sumoylation.
Nonetheless, UBA, UIM1 and UIM2 domains
contribution to USP25m sumoylation could be
ruled out.

Phosphorylation is a post-translational
modification well known to regulate protein
activity or function of many enzymes related to

ubiquitin signaling. Among them,
phosphorylation of CYLD, a DUB family
member, switches off its deubiquitinating

activity consequently permitting the protesomal
degradation of its substrates (Reiley et al., 2005).
We then intended to determine whether USP25m
was phosphorylated. We immunoprecipitated
Myc-tagged USP25m from HEK-293T cell
extracts over-expressing this fusion protein and
detected the presence of phosphorylated forms
by means of pan-antibodies  against
phosphorylated serine or threonine. We could
detect phosphorylated USP25m in both cases,
and this chemical modification was not
dependent on USP25m catalytic activity, as it
was also present when we over-expressed the
catalytically inactive form (Figure 4C, upper
panels). Phosphorylated AKT levels were used
as both loading and kinase activity controls
(Figure 4C, lower panel).

Once we demonstrated that USP25m was
ubiquitinated, sumoylated and phosphorylated,
we also addressed the point whether it was
acetylated when over-expressed in HEK-293T
cells. Using an antibody against acetylated lysine
on immunoprecipitated Myc-USP25m we
detected the presence of a band corresponding to
the size of the expressed fusion protein,
suggesting that USP25m was indeed also
acetylated.  Again, this  post-translational
modification was not dependent on its
deubiquitinating activity, since the acetylated
form was also detected with the C178S mutant
(Figure 4D, upper panels). The presence of
acetylated forms of p53 was used as a control
(Figure 4D, lower panel).

USP25m arrests the cell cycle at the G1/S
transition

We had previously reported the role of USP25m
in the stabilization of the sarcomeric protein
MyBPC1 (Bosch-Comas et al., 2006), but other
possible contributions on cell function had
remain unknown. A recent report demonstrating
a role for the highly related enzyme, USP28, in
DNA damage induced apoptosis (Zhang et al.,
2006) encouraged us to test any putative role of
USP25 on the regulation of cell proliferation in
muscle cells. When monitoring the length of the
different cell cycle phases by propidium iodide
incorporation in C2CI12 cells, we detected a
slight increase on the G1 phase and a minor
decrease of G2 when we over-expressed
USP25m (data not shown). We assumed that the
minor USP25m effect could be due to the low
transfection efficiency achieved in this muscle
cell line (8-10%) and decided to pursue further
this potential effect on cell cycle. Therefore, we
enriched the sample by cell sorting GFP-
USP25m transfected cells by means of flow
cytometry. Interestingly, when we performed a
Western Blot against p21CIP1, a known marker
of the G1 phase arrest, we detected that it was
strongly induced by the expression of USP25m.
This reinforced the primary observation
concerning the extended G1 phase after over-
expressing USP25m, and confirmed that the
initial mixed population of transfected and non-
transfected cells was masking the resulting
phenotype.
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Figure 5. USP25m causes cell cycle arrest at G1 phase.
Sorted C2C12 cells expressing GFP fusion proteins with
USP25m, either full length or deletion mutants, display
p21CIP1 expression, accounting for G1 phase cell cycle
arrest. p21CIP1 is not detectable in non-transfected or in
GFP-transfected C2C12 cells (1* and 2™ lanes).
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The UBA and UIM domains in USP25m do
not alter its subcellular localization

Our experimental evidences pointed to an
interacting role of the UBDs present in USP25m,
although a putative effect on modulating
subcellular localization had not been assessed.
To this end, we transfected USP25m and its
UBD deleted forms, either catalytically active or
inactive, in COS-7 cells, and performed
immunohistochemistry using a polyclonal
antibody against USP25. We did not detect any
change in the distribution pattern of the protein
under any condition (Figure 6A), indicating that
the UBA and UIM domains were not required for
targeting USP25 to its localization. We also
monitored Ub distribution on the same cells
(Figure 6B) and discarded a possible effect on
the accumulation of ubiquitinated proteins, as
described for other USPs (Berke et al., 2005).

DISCUSSION

One of the main strategies to unravel the
physiological function of a particular enzyme is
based on domain dissection. As DUBs are the
less known members of the UPS, we intended to

gather some information on USP25 function
using this approach. In silico analysis located
the catalytic domains (which classified USP25
as a deubiquitinating enzyme) and revealed
three putative ubiquitin binding motifs at the N-
terminus. We then aimed to experimentally
confirm the relevance of these pressumptive
functional sequences. First, we tested whether
USP25 was a ubiquitin cystein-protease by
mutating the predicted catalytic cysteine
residue. As expected, the C178S mutation
rendered the enzyme catalytically inactive. In
generating this point mutation, we also obtained
a negative control to be used in functional
analyses concerning USP25 enzymatic activity.
The existence of many UBDs, which may
display subtle differences in the interaction with
ubiquitinated substrates, provides a rationale for
the multiple roles of the ubiquitin tag in cellular
processes (Hicke et al., 2005). This is further
supported by the frequent clustering of several
UBDs within the same protein, allowing a
dynamic interplay of enzymatic activity
regulation, substrate affinity, dimerization or
protein recruitment. UBDs bind ubiquitin in a
non-covalent manner, as shown by using
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isolated domains (Davies et al., 2004; Polo et al.,
2002). Much less is known on the contribution of
UBDs to protein activity. By generating serial
and combinatorial deletions, we decided to
explore the contribution of the 3 detected
ubiquitin binding domains to the USP25
deubiquitinating activity on a recombinant
substrate in vitro. Our results showed that all
deletion mutants were enzymatically active, as
they were able to cleave the ubiquitin moiety
from the Ub-B-gal substrate in E. coli. We
concluded that these domains were neither
required for ubiquitin recognition, nor for the
deubiquitinating activity.

UBDs are protein-protein interaction motifs, and
as such, can promote shifts in subcellular
localization as well as intervene in their cognate
substrate recognition (Di Fiore et al., 2003; Polo
et al., 2003). Since UBA and UIM domains are
known to bind mono- and polyubiquitin chains,
we considered studying the distribution pattern
of USP25 and ubiquitin. No significant alteration
in the ubiquitin distribution neither in the
cytosolic USP25 localization could be observed
for any of the UBD deletion and/or catalytic
mutants.

These results prompted us to evaluate the
potential relevance of these domains in the
specificity of substrate recognition. From
previous work, we already knew some of the
physiological substrates of the USP25 muscle
isoform, USP25m (Bosch-Comas et al., 2006).
The yeast two-hybrid assay provided us with a
neat technique to test each of the deletion
mutants against MyBPC1, ACTA1, and FLNC.
Not unexpectedly, we detected that the three
USP25 UBDs did contribute to substrate binding.
However, this contribution differed between the
three substrates, indicating that the three domains
participated in a distinct manner to substrate
recognition. Our results suggest that recognition
of each substrate is specific of a particular UBD
combination, most probably with the cooperation
of other domains located elsewhere in the
enzyme. For instance, interaction with MyBPC1
seems to be strictly dependent on the UBA
domain, while USP25m recognition of the N-
terminus of FLNC does not seem to require any
UBD. In contrast, the C-terminus of FLNC is
recognized by a minimum of two USP25m
UBDs, in any combination, pointing to an

additive or synergistic effect. The results on the
two FLNC peptidic regions clearly exemplify
that interaction with a single substrate may
require multiple domain binding. On the other
hand, recognition of ACTA1 was dependent on
the enzyme retaining at least one UBD, as only
the deletion of the three motifs prevented
substrate recognition by USP25m. Overall, and
except for the UBA domain in MyBPCl1
binding, none of the three UBDs is critical for
enzyme-substrate interaction, and the
contribution of each UBD to substrate
recognition seems to be more of a combinatorial
type than sequence specific.

Proteins containing UBA and/or UIM domains
are often modified by ubiquitination (Klapisz et
al., 2002; Polo et al., 2002). In fact, one of the
claimed functions of these sequences is the
promotion of this post-translational
modification (Woelk et al., 2006). Several
reports using GST-UIM fusions, including the
USP25 UIM2, showed that this motif is not
ubiquitinated but it is necessary and sufficient
to induce ubiquitination at N-terminal of their
position (Miller et al., 2004). The view gets
much more complex when considering that
many UBA/UIM containing proteins are either
E3 ligases or DUBs, thus adding a self-
regulatory loop of their enzymatic activity
(Berke et al., 2005; Woelk et al., 2006). E3
ligases promote their own ubiquitination and
DUBs, their autodeubiquination, under certain
physiological stimuli (Shen et al., 2005). We
tested this hypothesis by coexpressing USP25
and Ubiquitin (as a means to enhance protein
ubiquitination) and detected a faint higher-
molecular weight band (around 8 kDa larger
than that of USP25) in Western blots, providing
an evidence of USP25 ubiquitination. Notably,
this band was significantly enhanced in lysates
of the catalytically inactive USP25, further
suggesting that it was produced by
monoubiquitination, and that USP25 catalyzes
its own deubiquitination. These results are
similar to those reported on TRE17 (USP6), in
which only catalytically inactive forms of the
enzyme displayed monoubiquitinated species
(Shen et al., 2005). Whether these modifications
are relevant to the activity or other enzymatic
properties of either USP25 or USP6, is yet to be
unraveled, although it has to be considered that



the proportion of modified protein is low in the
two cases. This post-translational modification of
USP25 does not seem to be dependent on any
UBA or UIM domains as all the deletion mutants

showed the slower migrating band, again
enhanced in the corresponding catalytically
inactive mutants. From these results we

concluded that the first 150 amino acids of
USP25: i) are neither required for, nor affect,
USP25 ubiquitination, and ii) are not the primary
target for ubiquitination.

Ubiquitination and sumoylation processes are
often considered to engage in a cross-talk,
determining opposite fates or functions of a
particular substrate, and even compete for the
same residues (Ulrich, 2005). We tested whether
USP25 was sumoylated in vitro, and if the
UBA/UIM domains were relevant for this
modification. USP25 was indistinctly
sumoylated by SUMO-1 and SUMO-2, and
deletion of any or all UBA/UIM motifs did not
abrogate this modification. Nonetheless, the
UIM2 domain seems to show a subtle inhibitory
effect, which is counteracted by a slight positive
effect of the UBA and UIMI1 domains in USP25
sumoylation. In contrast to ubiquitination, we
have not detected a slower migrating USP25
band in protein lysates compatible with a
sumoylated species, although we cannot discard
that a very small proportion of intracellular
USP25 is  sumoylated.  Therefore, the
physiological relevance of USP25 sumoylation
remains to be ascertained.

Many E3 ligases and some DUBs undergo post-
translational modifications, such as
phosphorylation, glycosylation, acetylation and
hydroxylation, which modulate the recognition
of their substrates. For instance, phosphorylation
of CYLD (the USP responsible for
cylindromatosis) in response to stress inhibits its
deubiquitinating activity upon some cognate
substrates (Reiley et al,, 2005). We checked
whether USP25m could be post-translationally
modified. Our results in cultured cells showed
that USP25m was phosphorylated (in Tyr and
Ser/Thr residues) and acetylated, and that these
modifications were not dependent on its catalytic
activity as the wild-type protein and the inactive
mutant were modified similarly. However, the
opposite could be true, and our experimental
design does not allow to exclude that either the

USP25 domain dissection and post-translational modifications

USP25m catalytic activity or the affinity to its
substrates could be affected by these
modifications. Assessing the relevance of
chemical modifications in the USP25 catalytic
activity will undoubtedly shed light on the
physiological function of this DUB.

Previous experimental observations indicated
that USP25 overexpression lengthened cell-
doubling time. Given that many cyclins and
cyclin-dependent kinases (CDKs) are finely
regulated by the UPS (Nakayama and
Nakayama, 2006), we decided to explore if
USP25 overexpression could cause cell cycle
arrest. Preliminary monitorization on C2C12
transfected cells cell cycle distribution pointed
to Gl cell-cycle arrest, although the low
transfection efficiency somewhat masked these
results. Subsequent enrichment in GFP-
USP25m transfected cells showed that USP25
overexpression did cause cell cycle arrest, most
probably in G1/S transition, as demonstrated by
the detection of the p21CIP1 protein. UBD
deletion did not abrogate detection of this CDK
inhibitor, although subtle differences on the cell
cycle arrest were apparent. This effect could
offer a plausible explanation to the failure in
generating stable USP25 overexpressing cell
lines after repeated attempts. Further
experiments will allow us to address the
relevance of USP25 activity on cell cycle
regulation.
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1. CERQUES BIOINFORMATIQUES DE  L'ESTRUCTURA
SECUNDARIA D'USP25

En aquest treball ens hem centrat majoritariament en la isoforma muscular
d'USP25 (USP25m). Aquesta isoforma es genera per splicing alternatiu (nicament en
miscul esquelétic i cor mitjangant la inclusié de lexé 19a. Per determinar si l'exd
diferencial 19a podia conferir caracteristiques particulars a l'esmentada proteina, vam
creure oport( realitzar una prediccié in silico de lestructura secundaria d’USP25
amb i sense lex6 especific de teixit muscular. Es van utilitzar diversos programes
accessibles per xarxa i es van obtenir uns resultats consens entre tots els
programes utilitzats.

En general USP25 és una proteina enriquida en hélixs alfa, mentre que
gairebé no presenta lamines beta. Aquestes es troben principalment als dominis UCH
(Ubiquitin C-terminal Hydrolase). A la regié amino hi trobem bastantes regions coiled
coil, que s'han descrit com a zones d'interaccié proteina-proteina, i a la meitat
carboxi terminal hi trobem la majoria d’hélixs alfa (Figura S2.1).

Mitjangant programes de prediccié de modificacions post-traduccionals hem
pogut determinar que USP25m conté cinc possibles llocs de sumoilacié, aixi com
multiples  serines, treonines i tirosines susceptibles de ser fosforilades
(http://www.abgent.com/doc/sumoplot, http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/).
Aquestes prediccions in silico han desser verificades experimentalment per tal de
descartar falsos positius.

Analitzant els patrons d'hidrofobicitat, tant de la isoforma muscular com de
les altres dues isoformes vam observar que, en general, USP25 és una proteina molt
hidrofilica, la qual cosa concorda amb la seva localitzacié citoplasmatica. A més,
vam veure que l'ex6 19a, aixi com el 19b, corresponien a dos dominis hidrofilics
diferenciats similars entre ells (Figura S2.2). Aquest fet ens indica que els
aminoacids que formen aquest domini probablement s’encaren cap al citoplasma
cellular, i per tant, podrien constituir zones d'interaccié6 o de reconeixement amb
altres proteines.
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Figura S2.2: Perfil d'hidrofobicitat de les isoformes d'USP25 que contenen l'exé
19b i els exons 19a i 19b respectivament, segons el métode de Kyte-Doolittle.
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2. GENERACIO DE LINIES CEL-LULARS ESTABLES QUE
SOBREEXPRESSIN USP25 O USP25m

Les linies cellulars estables sén una bona eina per lestudi de la funcié
génica, ja que permeten lavaluacié defectes derivats de la sobreexpressié feble
continuada al llarg del temps. D’aquesta manera s’eviten artefactes produits per una
sobreexpressié excessiva.

Per aquest motiu al nostre laboratori vam decidir construir una linia cel-lular
estable en cellules humanes de neuroblastoma SKNBe2 amb una construccié
d’USP25 clonat en pauta amb lepitop 6x(His) en el vector pREP7 (Invitrogen). Aquest
plasmidi es manté episomic degut a que conté lorigen de replicacié i lantigen
nuclear (EBNA-1) del Virus de UEpstein-Barr que permeten la seva replicacié extra-
cromosomica. Aquesta feina va ser iniciada per la Dra. Rebeca Valero, que va
dissenyar i obtenir les construccions i va transfectar les cel-lules.

Al cap de diverses rondes de selecci6 amb 200 pg/ml d’higromicina es van

analitzar lisats ceéllulars mitjangant transferéncia Western, i no es va detectar cap
mena de sobreexpressié d’USP25 en cap de les linies produides.
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USP25m és una proteina especifica de teixit muscular. Per aquest motiu, vam
creure oportd analitzar lefecte de la sobreexpressié d'aquest gen al llarg de la
diferenciacié muscular. Amb la transfeccié transitoria dUSP25m en céllules C2C12,
lexpressié de la proteina resultava indetectable al cap de quatre dies, impossibilitant
veure lefecte durant tot el procés de miogeénesi. Per tant, vam decidir-nos a obtenir
una linia de cellules C2C12 que expressés de manera estable USP25m. Aquest
objectiu ens va resultar impossible, ja que ni amb USPZ25m en pcDNA3 ni en pEGFP-
C2 vam aconseguir que en seleccionar amb 400 pg/ml de G418 les cellules
presentéssin nivells elevats de proteina exogena.
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1. USP25, UN GEN LOCALITZAT AL CROMOSOMA 21 QUE
CODIFICA PER UNA PROTEASA ESPECIFICA D’UBIQUITINES

La sindrome de Down (SD) és deguda a una trisomia total o parcial del
cromosoma 21 i, per aquest motiu, es coneix també com a trisomia 21. Els individus
trisbmics presenten afectacions molt diverses, entre les quals el retard mental i la
hipotonia muscular sén les Uniques comuns a tots els pacients. Un recull de la
totalitat dels trets fenotipics es pot trobar a http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/
dispomim.cgi?id=190685.

Tot i que encara es desconeix la base molecular del fenotip SD, alguns
autors afirmen que el cromosoma 21 conté dos tipus de gens: aquells que sén
sensibles a la dosi (és a dir, la preséncia de tres copies produeix un efecte
fenotipic) i aquells que no ho sén (i, per tant, probablement no contribuirien a cap
dels trets fenotipics (Antonarakis i col, 2004). A més, els gens sensibles de dosi
poden exercir un efecte indirecte, degut a la interaccié dels seus productes genics
amb altres gens que no es troben localitzats al cromosoma 21. Malgrat tot, no es
poden descartar els efectes epigenetics, epistatics i ambientals produits per la
disrupcié de l'homeostasi (generada per lalteracié en el nombre de cromosomes)
(Shapiro, 1975). Per tant, es considera que la varietat fenotipica és deguda a la
gran variabilitat allelica dels gens implicats en la trisomia, a les interaccions
epistatiques entre els gens del cromosoma 21 i/o els daltres cromosomes, a
efectes d'imprinting i a factors ambientals del periode prenatal i postnatal.

En un intent de contibuir al coneixement de les bases moleculars de la SD,
el nostre grup va iniciar una cerca exhaustiva de gens a la regié proximal del brag
llarg cromosoma 21. Shipotetitzava que aquest fragment cromosomic podia
contribuir al retard mental i a daltres trets fenotipics de la patologia. Tanmateix, en
aquella regid, al final de la década dels noranta, només s’hi havien identificat quatre
gens, i la totalitat de la seqliencia del genoma huma encara no shavia publicat.
Aquests esforgos previs ens van permetre aillar i caracteritzar el ¢cDNA d’un nou gen
de la regié6 21qll.2. Mitjangant alineaments de seqiiéncia es va veure que contenia
dominis conservats caracteristics de les hidrolases d'ubiqtitines a C-terminal,
classificades dins de la superfamilia dels enzims deubiquitinants. Per aquest motiu es
va anomenar USP25 (Valero i col, 1999). Analisis dhidrolisi in vitro d’'un substrat
model (ubiqgiitina-Bgal) corroboraren lactivitat deubiqiitinant d’'USP25 (Valero i col,
2001). Experiments de PCR quantitativa a temps real van demostrar que, en cervells
fetals d’individus Down, USP25 es trobava sobreexpressada 1,6 vegades (Sanchez-
Font i col, 2003). Mitjiangant hibridacions in situ en seccions de cervell fetal muri,
aixi com en seccions de testicle de ratoli adult, lexpressié d'USP25 s’associava a
regions d’elevada proliferacié cellular (Valero i col, 1999).
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Pot USP25 contribuir al fenotip de la SD? La sobreexpressi6 d'USP25 en
individus trisomics, i la seva localitzacié especifica en zones proliferants de
determinats organs vitals, sembla indicar un paper rellevant en el control del recanvi
proteic, capag¢ d’influir, en cert grau, en el fenotip Down. A més, la funcié
deubiqtitinant d’'USP25 el posiciona en la categoria de gens candidats sensibles a la
dosi, ja que lexcés daquest enzim podria rescatar els seus substrats de ser
degradats en moments inapropiats o en quantitats erronies, i certes vies de
senyalitzacié cellular es podrien veure alterades per el desequilibri estequiometric
entre substrat ubiqiitinat i substrat deubiqlitinat. Per aquests motius, desentrellant a
fons la funcié i els substrats d’USP25 podrem esbrinar si la seva sobreexpressié en
la SD contribueix als trets fenotipics presents en els individus trisomics. L'Us de
models cellulars ens proporciona una valuosa eina on valorar els efectes de la
sobreexpressié d’USP25, tant a nivell global com a nivell especific sobre els seus
substrats.

Actualment, gairebé deu anys després de linici de la nostra cerca de gens,
es coneixen gairebé 400 gens codificats al brag llarg del cromosoma 21. Tots ells
continuen essent candidats per a ser rellevants en el fenotip de la SD, ja que ni les
analisis de les trisomies parcials ni els estudis amb models murins trisomics per
diferents regions han pogut descartar cap fragment cromosomic (Gardiner i Costa,
2006). Només a través de l'esfor¢ combinat de molts grups i diferents estratégies es
podra tenir una visié global i dilucidar la contribucié dels gens del cromosoma 21
al fenotip de la SD.

8§
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2. UN GEN, DIVERSOS TRANSCRITS, DIVERSES PROTEINES,
DIVERSOS PATRONS D’EXPRESSIO

Lanalisi dels clons de cDNA d'USP25 aillats inicialment va revelar com a
minim cinc exons que mostraven splicing alternatiu en diferents transcrits. En tres
dels casos, la inclusié de lexé introduia un codé daturada en la pauta de lectura
oberta, fet que va promoure la catalogacié d’'aquests transcrits com a artefactes de
clonacié o productes d’splicing aberrants (Valero i col,, 2001).

Actualment, en plena explosié de lestudi dels RNAs no codificants, sha vist
que el nombre de transcrits codificats pel genoma huma és, com a minim, deu
vegades superior al nombre de gens presents. Aquesta elevada quantitat és deguda,
en part, a un gran nombre de successos d’splicing alternatiu (Bertone i col, 2004;
Kampa i col, 2004). Sorprenentment, aproximadament un ter¢ dels transcrits
generats per splicing alternatiu en humans i ratolins presenten codons daturada
prematurs, com en el cas d'USP25, que poden conduir a la degradacié del transcrit
pel procés conegut com a nonsense-mediated mRNA decay (NMD). Sha demostrat
que aquests transcrits interaccionen amb la maquinaria transcripcional per
autoregular els seus nivells d’expressié. Malgrat tot, aquestes dades sén bastant
controvertides, ja que la majoria de les variants d’splicing no es troben conservades
entre humans i ratolins (revisat a Blencowe, 2006). Tanmateix, s’ha vist que els RNAs
no codificants regulen un elevat nombre de funcions com, per exemple, la dinamica
dels cromosomes, Usplicing, ledici6 de [URNA, la inhibici6 de la transcripcié i la
degradacié del DNA (revisat a Mattick i Makunin, 2006). Aixi, doncs, no es pot
descartar un possible paper modulador dels transcrits d’USP25 que aparentment no
codifiqguen per cap proteina. Tot i aixd, també podrien ser tan sols successos
inespecifics deguts a un reconeixement deficient dels llocs donadors (SD) o
acceptors (SA) d'splicing o a un reconeixement erroni de llocs SA i SD criptics.

A humans, USP25 presenta dos exons alternatius (19a i 19b) que generen
tres transcrits diferents (per inclusié o exclusié d’aquests exons) amb especificitat
tissular i amb una pauta de lectura oberta que inclou tots els dominis funcionals.
Aquests transcrits produeixen tres proteines, que anomenem USP25a (fusié directa
dels exons 18-20), USP25b (inclusié en pauta de lexé 19b) i USP25m (inclusié dels
exons 19a i 19b) (Figura 1). USP25b i USP25m sén mltuament excloents: analisis
de RT-PCR en panells de cDNAs de diferents teixits demostren que USP25m es troba
Gnicament en muascul esquelétic i cor, i USP25b, en canvi, es troba en la resta de
teixits. USP25a s’expressa ubiquament i és el transcrit majoritari.

A ratoli, perd, trobem només dues daquestes isoformes. En cap cas sha

trobat un cDNA que contingui l'exé 19b perd no el 19a, ni als bancs de dades
d’ESTs ni per amplificacié a partir de cDNAs. De la mateixa manera que en humans,
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USP25m s’expressa només en teixits de llinatge muscular, i USP25a s’expressa
ubiquament (Figura 1).
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Figura 1: USP25 dicta la sintesi de tres isoformes per splicing alternatiu. Esquerra:
diagrama de lestructura exodnica de les tres isoformes que es troben en humans. Dreta: relacié entre
la longitud de les isoformes i la seva expressié, en humans i ratolins.

Analisis evolutives en matéria d’splicing alternatiu prediuen que només un 10-
20% dels casos dinclusié-exclusié d’exons es troben conservats entre humans i
ratolins (Blencowe, 2006). USP25b es trobaria dins de laltre 80-90% de casos, és a
dir, seria especific dhumans. Aquest fet suggereix que USP25b podria haver adquirit
funcions noves (o lleugerament diferents). Tot i que lactivitat enzimatica basica per
al bon funcionament de la céllula recauria sobre les isoformes conservades
evolutivament, no es pot descartar una funcié igualment important d'USP25b.

USP25 no és lunic DUB del qual s’han documentat splicings alternatius.
USP28, un enzim deubiquitinant de la mateixa subfamilia que USP25, presenta també
una isoforma especifica de teixit muscular per inclusié de lexé 19a (Valero i col,
2001). A més, UBP45 i UBP69 s6n dos DUBs de rata (homolegs d’USP2 huma)
generats per splicing alternatiu d’un mateix gen. Difereixen només en la regié N-
terminal de la proteina, pero tenen funcions antagoniques: UBP69 és necessari per
liniciaci6 de la miogénesi, mentre que UBP45 inhibeix la diferenciacié bloquejant la
fusié dels mioblasts (Park i col, 2002). USP6, també anomenat TRE-2 o TRE17,
produeix tres isoformes mitjangant splicing alternatiu. Totes tres sén idéntiques en
els seus primers 359 aminoacids, pero difereixen en els extrems C-terminals:
TRE17(long) codifica per un DUB funcional, pero TRE17(onco) esta truncat en la
caixa Cys conservada dels enzims deubiquitinants. TRE17(short) és la isoforma més
curta, i codifica per un peptid de només disset aminoacids de funcié desconeguda.
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Tant TRE17(long) com TRE17(onco) promouen tumorogenesi, mitjangant mecanismes
encara desconeguts (Nakamura i col, 1992). Ara per ara, no es coneixen els efectes
funcionals de les isoformes dUSP2 ni dUSP6, perd es creu que confereixen
diferéncies en lespecificitat de substrat i/o localitzacié subcel-lular.

La inclusi6 en pauta de lexé 19a d’'USP25 afegeix 38 aminoacids que,
segons lanalisi del patré d’hidrofobicitat (i de forma similar al patré de lex6é 19b),
s'orienten cap a lexterior, generant possibles superficies d’interaccié proteina-
proteina. D’aquesta manera, USP25m hauria adquirit el segment necessari per
interaccionar de manera diferencial i especifica amb proteines musculars.

Tant el funcionament del mdscul esquelétic com del cor han estat vastament
estudiats: és ben sabut que per mantenir un bon funcionament de [lactivitat
contractil es requereix un balan¢ finament regulat de les proteines sarcomeriques i
associades al sarcomer. En aquest context, lactivitat del UPS i de la senyalitzacié
mitjancant Ub s’ha vist que té un paper rellevant (Bodine i col, 2001; Costelli i
Baccino, 2003; Cao i col, 2005). Remarcablement, existeixen nombrosos estudis
relacionant lligases E3 d'Ub amb processos de diferenciacié muscular o patologies
com per exemple latrofia (atrogin, MURF-1, MURF-2, MURF-3) (Spencer i col., 2000;
McElhinny i col, 2004; Witt i col., 2005). A més, com hem esmentat anteriorment, es
coneixia ja la importancia d'UBP45 i UBP69 en la miogénesi (Park i col, 2002), i
recentment s’ha reportat lexpressié elevada de lenzim deubiquitinant USP19 en
processos de pérdua de massa muscular (Combaret i col, 2004). No és estrany,
doncs, que amb el temps vagi incrementant la llista de DUBs relacionats amb
processos miogenics.

Degut a la importancia del UPS en mulscul esquelétic, a la preséncia
d’hipotonia muscular en un 100% dindividus Down, i a lexisténcia de models
cellulars ben definits per estudiar la miogenesi i altres processos musculars, vam
triar la isoforma especifica de mascul (USP25m) per intentar desxifrar el mecanisme
d’acci6 d’aquest enzim deubiqitinant. Pels estudis cellulars hem fet servir la linia
cellular C2C12 (Figura 2). Aquesta linia va ser obtinguda originariament per Yaffe i
collaboradors mitjangant passatges seriats de mioblasts provinents d'un muascul de
ratoli C3H (Yaffe i Saxel, 1977). El canvi a un medi de creixement menys ric en
factors de creixement (substituint el 10% de sérum bovi per un 2% de sérum de
cavall) indueix la seva diferenciacié cap a céllules musculars mitjangant lexpressié
de marcadors tipics de mulscul esquelétic, i constitueixen un model idoni per
estudiar la diferenciacié de mioblasts a miotubs (miogenesi).
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Figura 2: Cel-lules
C2C12. A lesquerra es
veuen les ceéllules en
estadi de mioblast, en
presencia de medi de
creixement (10% de
serum fetal bovi). A la
dreta, els mioblasts, en
presencia de medi de
diferenciaci6 2%  de
sérum de cavall), shan
fusionat i formen els
miotubs.

Els nivells dRNA i de proteina d’USP25m al llarg de la miogénesi en céllules
C2C12 demostren que USP25m és especifica de teixit muscular diferenciat. Es
detecta un pic maxim dexpressié al dia 5 de diferenciacié que es tradueix en un
pic de proteina al dia 6. Aquestes observacions fan pensar en un paper especific de
la isoforma muscular d’'USP25, probablement en la regulaci6 del procés de
miogenesi.

8§
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Per determinar el mecanisme dacci6 dUSP25m vam creure necessari
aprofundir en i) la cerca dels substrats sobre els que actua, i) la caracteritzacié
estructural de l'enzim i, iii) la regulacié de la seva activitat.

3. CARACTERITZACIO FUNCIONAL D’USP25m: CERCA DE
SUBSTRATS

La superfamilia dels DUBs és una de les families enzimatiques amb més
membres del UPS. En un principi, totes les proteines ubiqiitinades podrien ser
substrats potencials d’aquests enzims, ates que la majoria sén capagos dhidrolitzar
un substrat artificial format per la fusi6 d'un monomer d’'Ub a la B-galactosidasa.
Per aquest motiu, inicialment es considerava que els diferents membres no
mostraven especificitat de substrat, sindé que més aviat exhibien preferencies o
diferéncies subtils d’afinitat, i que els substrats serien intercanviables entre els
diferents DUBs. Aquesta hipotesi es basava en els resultats de knockouts en llevat,
atés que una soca de Saccharomyces cerevisiae en qué s’havien delecionat quatre
gens codificants per DUBs era perfectament viable (Baker i col, 1992). Aixi, doncs, el
gran repte inicial en la recerca sobre aquests enzims va consistir en tractar
d’assignar funcions fisiologiques especifiques a cada membre de la superfamilia.

Contrariament a la idea preconcebuda, en els (ltims anys sha vist que
existeix una elevada especificitat per a un gran nombre denzims deubiglitinants
respecte a les seves proteines diana ubiquitinades. Per exemple, Fat facets
deubiqlitina especificament a Liquid facets, HAUSP a lataxina-1, p53, MDM2 i a
histona H2B, USP11 a RanBPM, etc (Hong i col, 2002; Ideguchi i col, 2002; Chen i
col, 2002b; Graner i col, 2004; van der Knaap i col, 2005; Sheng i col, 2006;
Zhang i col,, 2006). La majoria d’aquestes relacions DUB-substrat es coneixen gracies
a assajos de doble hibrid. Tot i aix0, els casos en que sha fet servir l'enzim
deubiqlitinant com a esquer sén escassos. Gairebé sempre, fent servir altres
proteines com a esquer, s’ha pogut detectar algun tipus d’interaccié molecular amb
certs DUBs (Gnesutta i col, 2001; Hong i col, 2002; Ideguchi i col, 2002; Martinu i
col, 2004). Molts grups de recerca van descartar les aproximacions encarades
directament a trobar proteines interaccionants amb DUBs ja que es creia que no
s’obtindrien resultats concloents per la possible manca d’especificitat. Ha estat
recentment quan, degut a lincrement de DUBs relacionats amb processos cel-lulars
vitals o patologics, s’ha iniciat laprofundiment en la caracteritzacié i el
desenvolupament de noves técniques encarades a desvetllar els mecanismes d’accié
d’aquests enzims.
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3.1. Cerca de substrats d’USP25m mitjancant el métode
del doble hibrid

Donat que l'assaig del doble hibrid (Yeast 2 Hybrid, Y2H) és un dels metodes
més utilitzats per identificar proteines interaccionants sense cap coneixement previ ni
cap candidat conegut, vam decidir emprar-lo per trobar substrats d'USP25m.
Préeviament a la realitzaci6 de lexperiment, érem conscients que aquest métode
presenta certes limitacions. La principal, era laparicié de falses interaccions a l'hora
de fer el triatge, especialment en el cas d’aquelles proteines que poden unir-se al
DNA, o que poden activar transcripcionalment de manera esplria gens marcadors. El
problema es minimitza fent servir més d’'un gen marcador i més d’una seqiéncia
promotora. Tanmateix, una altra limitacié trobada freqiientment és que les proteines
que es fan servir com esquer han de ser correctament plegades i/o modificades
posttraduccionalment i enviades al nucli. En el cas que algun d’aquests estadis no
es doni adequadament, es podrien trobar interaccions no veritables, i de la mateixa
manera podriem estar perdent aquelles interaccions que realment sén fisiologiques.
S’ha de tenir en compte, també, que algunes proteines poden resultar toxiques en
sobreexpressar-les en la soca de llevat. Finalment, s’ha de considerar que en lassaig
Y2H, tot el pool de proteines per les quals estem provant la interaccié shan de
trobar localitzades al nucli, i podria ser que dues proteines que fisiologicament no
interaccionen perquée es troben en compartiment cellulars ben diferenciats,
generessin una interaccié positiva en trobar-se ambdues a nucli Com a
conseqiiencia de les limitacions que presenta el metode, sén necessaries una serie
de verificacions que exigeixen un alt cost en temps.

Vam optar per realitzar dos triatges en parallel per aprofundir en les
possibles diferéncies funcionals que els 38 aminoacids de lexé 19a conferien a la
proteina. En el primer, es va fer servir com a proteina esquer la isoforma muscular
sencera d'USP25. D’aquesta manera preteniem caracteritzar aquelles proteines que, o
bé serien substrats, o bé interaccionarien en certa mesura amb USP25m, ja fos com
a cofactors, agents reguladors, etc. D’altra banda, en el segon triatge, la construccié
gue vam usar com a esquer corresponia Unicament als nucleotids que codificaven
els exons 19a i 19b. Erem conscients de les limitacions amb qué ens podiem trobar
en fer servir aquest esquer. En ser molt petit, podria no ser capag¢ d’interaccionar
especificament amb altres proteines, en particular si la hipotesi de partida no era
correcta, perd daltra banda, les interaccions fisiologiques verificades en aquest
triatge serien fruit d’'unions a la regié especifica de muscul, i per tant, estarien, molt
probablement, realitzant funcions especifiques de teixit. Dades d’aquestes possibles
interaccions ens podrien orientar en la funcié6 que aquesta isoforma realitza en
muUscul esqueletic i cor.

Els experiments danalisi del patr6 de restricci6 dels clons positius, les
hibridacions Southern i la seqlienciacié dels clons obtinguts ens van permetre triar
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tres proteines interaccionants que van apareixer representats diverses vegades.
Aquests van ser el precursor a-1 de lactina (ACTA1), la proteina d’'unié a la miosina
Cl (MyBPC1) i la Filamina C (FLNC). Aquestes tres proteines s’expressen
abundantment a muiscul, formen part del citoesquelet cellular i de la maquinaria
contractil i totes elles s’han trobat implicades en patologies que afecten la massa
muscular (Gautel i col, 1998; Kunst i col, 2000; Thompson i col,, 2000; van der Ven
i col, 2000; Sparrow i col, 2003; Oakley i col., 2004).

Donada la interaccié fisiologica detectada amb aquestes tres proteines,
validada per metodes alternatius com la coimmunoprecipitacié, el GST-pull down o
la colocalitzacid, i la rellevancia funcional que tenen en el citoesquelet, vam creure
que USP25m podria estar implicada en el manteniment de lestructura cel-lular. En
relaci6 a la sindrome de Down, alguns autors consideren que el retard mental
observat en els individus amb trisomia 21 és degut a alteracions en el citoesquelet
neuronal (Engidawork i Lubec, 2003), ja que mitjancant analisis d’expressié proteica
s’ha vist que certes proteines que formen part daquesta estructura es troben
subexpressades en trisomics, en comparacié amb disomics. Per aquest motiu, no es
pot descartar un efecte fenotipic en els pacients Down al teixit muscular causat per
la sobreexpressié d’USP25, en cas que la triple dosi d’aquest gen afectés la taxa de
degradacio, o els mecanismes reguladors, dACTA1, MyBPC1 i FLNC.

Com ja hem esmentat anteriorment, aquestes tres proteines desenvolupen
funcions crucials en la regulacié de lestructura del mdscul, tant a nivell del
manteniment del complex sarcoméric com de les propietats contractils (Clark i col,
2002). MyBPC1, per exemple, estabilitza lestructura dels filaments gruixuts de
miosina, actuant de “pont” entre les diverses proteines de la banda A, i participant
en la regulacié de la contraccié. Els seus dominis d’interaccié amb altres proteines
musculars com la miosina, lactina i la titina, shan mapat a la regié6 C-terminal,
solapant-se amb el fragment que interacciona amb USP25m. Cal remarcar que
aquest reconeixement és altament especific, ja que la isoforma cardiaca de MyBPC
(MyBPC3), que presenta elevada homologia amb MyBPC1, no interacciona amb
USP25m (resultats nostres, no publicats). La FLNC és una proteina gegant (més de
290 kDa) que entrecreua els filaments d’actina. Té funcions estructurals i alhora
senyalitzadores, i esta localitzada als discs Z i al subsarcolemma. Curiosament, la
regié responsable de la seva localitzacié als discs Z interacciona amb USP25m, fet
que reforca la hipotesi del possible paper estructural d’aquest DUB. Pel que fa a
ACTA1, constitueix la isoforma més expressada de totes les actines al muscul
esqueletic adult. Tot i aix0, no podem descartar que també es doni interaccié
d’'USP25(m) amb les altres isoformes.

Malgrat encara no coneixem del cert la funcié d'USP25m, els nostres

resultats indiquen que forma part de lestructura del sarcomer i que interacciona
amb elements critics per al seu bon funcionament.
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3.2. Especificitat tissular de les interaccions

L'esquer constituit pels exons 19a i 19b codifica per un péptid que es troba
només en la isoforma muscular d'USP25m. Per aquest motiu, els resultats del triatge
realitzat amb aquesta construccié ens proporcionen dades interessants degut a que
les interaccions trobades seran especifiques de teixit muscular. A més, ens estaran
mapant la regié dinteracci6 d'USP25m, i ens indicaran que lesmentada regié és
suficient per a que es doni la interaccié.

En el triatge inicial amb la proteina USP25m sencera vam obtenir
aproximadament 300 clons positius. En canvi, amb els exons 19a i 19b només en
van créixer 30 (a més, la majoria daquests clons creixia més lentament). La
observacié inicial d’aquests resultats ja ens indicava que, tot i que en alguns casos
la preséncia dels esmentats exons era suficient per interaccionar amb els seus
partners, el context proporcionat per la resta de la proteina afavoreix el
reconeixement i/o la intensitat de la interaccié (possiblement degut al correcte
plegament de la proteina o a la preséncia de zones multiples d’interaccio).

L'extrem N-terminal de la filamina C va ser lGnic clon positiu que
interaccionava alhora amb tota la proteina USP25m i amb els exons 19a i 19b. A
més, en assajar la interacci6 amb USP25b, aquesta va resultar negativa. Les dades
indiquen, doncs, que el fragment generat pels exons 19a i 19b, més especificament
el segment proteic codificat a 19a, és necessari i suficient per interaccionar amb la
part N-terminal de la FLNC. Aquesta interaccié, per tant, és especifica de teixit i
disoforma, ja que la FLNC és una proteina que es troba (nicament en teixit
muscular i interacciona amb USP25m, també especifica de teixit.

La MyBPCl1 i lextrem C-terminal de la FLNC poden interaccionar amb
ambdues isoformes d’'USP25, i en cap dels dos casos es detecta interaccié amb el
fragment 19a-19b. Segons aquestes dades, la interaccié detectada no seria
especifica de teixit. Tot i aixd, MyBPC1 i FLNC s’expressen Gnicament a teixit
muscular, per tant, només a muscul, coincidiran amb USP25(m). Hem de remarcar, a
més, que la interacci6 amb la isoforma genérica d'USP25 és, aparentment, més
feble, ates que no es va obtenir creixement en totes les répliques realitzades de
lexperiment.

El cas de UACTAL és lleugerament diferent: es detecta interaccié6 només amb
la isoforma muscular, pero no amb la isoforma genérica ni amb el fragment 19a-
19b. Aquestes observacions ens indiquen que, si bé el fragment especific de muscul
(19a-19b) és necessari per a la interaccié, no és suficient.
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La petita disseccié del sistema que vam dur a terme mitjancant lGs de dos
esquers en el cribratge, ens proporciona dades per afirmar que la interaccié
d’USP25/USP25m amb els seus partners o possibles substrats no succeeix sempre
de la mateixa manera. Mentre que en alguns casos la regié 19a-19b, ella sola sense
context, és necessaria i suficient per a la interaccié (extrem C-ter de FLNC), en
d'altres és necessaria perd no suficient (ACTA1) i en d’altres sembla no tenir cap
funcié (MyBPC1 i extrem N-ter de FLNC).

3.3. Rellevancia funcional de les interaccions

No hem pogut determinar, fins al moment, labast de la rellevancia fisiologica
de la interacci6 d’'USP25m amb MyBPC1, FLNC i ACTA1l. Sabem, pero, que ni FLNC
ni ACTA1 s6n proteines de recanvi elevat ja que, en preséncia dinhibidors de
proteasoma, els seus nivells es mantenen inalterats. Per tant, la seva interaccié amb
USP25m segurament esta relacionada amb aquelles funcions no degradatives de la
Ub, és a dir, les reguladores del trafic, la localitzacié subcellular, interaccions
proteina-proteina, etc. Tot i aix0, els experiments d’interferéncia d’RNA suggereixen
que USP25 regula d’alguna manera els nivells d'ACTA1, ja que en silenciar USP25,
els nivells dACTA1 disminueixen. Possiblement USP25m recluta ACTA1l i evita que
aquesta es localitzi erroniament a la fibra muscular. Hipoteticament, la correcta
localitzaci6 d’ACTA1 podria dependre del seu estat dubiqiitinacié. En aquesta
situacié, USP25m, pero també altres lligases E3 d'Ub o DUBs, serien crucials pel
manteniment estructural del sarcomer.

La MyBPC1, en canvi, és una proteina de vida mitjana molt curta
(aproximadament 3 hores), i els seus nivells intracellulars estan regulats pel
proteasoma. Sorprenentment, vam detectar que en sobreexpressar la isoforma
muscular d’'USP25 (i no la isoforma geneérica, coincidint amb els resultats obtinguts
en el Y2H), aquesta era capag¢ de rescatar la MyBPC1 d'ésser degradada. Fins i tot
després de setze hores dincubacié amb inhibidors de la sintesi proteica en
detectavem nivells elevats. Hem pogut demostrar que USP25m inhibeix la degradacié
dMyBPC1. Donada la funcié deubigiitinant d’'USP25m, el més probable és que
aquesta hidrolitzi la cadena de poliubigiiitina dMyBPC1, impedint el seu
reconeixement per el complex proteolitic del proteasoma.

Sabem que MyBPC1l funciona com a interconnectora dels filaments prims i
gruixuts, interaccionant amb la miosina, lactina i la titina (Clark i col., 2002). Basant-
nos en les nostres troballes, referents a la regulacié dels nivells d’aquesta proteina
per USP25m, podem hipotetitzar que mutacions hipomorfiques (o subexpressid)
d’'USP25m causaran un augment de la degradacié de MyBPC1, generant filaments de
miosina més curts i desordenats. De la mateixa manera, mutacions hipermorfiques (o
sobreexpressié) d'USP25m causaran acumulacié de MyBPC1, que seran responsables
de la creacié de filaments de miosina més llargs i gruixuts i, alhora, desorganitzats.
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A més, tant la MyBPCl com la FLNC sén proteines dunié als filaments
d’actina, formant part dels macrocomplexos sarcomeérics. Petites diferéncies
estequiometriques poden resultar additives i, en (ltima instancia, fatals per
lestructura del mascul. Per tant, variacions subtils dels nivells d’expressié d’USP25m
o de la seva afinitat pels substrats pot alterar, de manera sinérgica, el pool d’actina
monomerica o la dinamica de polimeritzacié dels filaments prims i gruixuts.

3.4. Altres interaccions proteiques amb USP25m
Una taula complerta dels clons interaccionants amb USP25m es pot veure a

lapartat de resultats suplementaris del capitol 1. Algunes de les interaccions
trobades es discuteixen amb més profunditat als apartats 6, 7 i 8.
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4. CARACTERITZACIO ESTRUCTURAL D’USP25 | USP25m

Les eines bioinformatiques disponibles on line ens van semblar un bon punt
de partida per a la caracteritzacié estructural d’'USP25. Ja sabiem que consta de
cinc motius conservats, que formen els dos dominis DUB o USP propis dels enzims
deubiqiitinants. El primer d’aquests motius conté una cisteina (Cys-178), crucial per
a lactivitat enzimatica de les cisteina-proteases. Hem demostrat que USP25 és,
realment, una cisteina-proteasa, ja que en mutar l'esmentada cisteina per una serina
(mutant C178S) es perd la seva activitat catalitica (en assajos in vitro). La
construccié del mutant C178S ens proporciona una valuosa eina per a lestudi
funcional d’'USP25, ja que ens permet discriminar quins efectes fisiologics s6n deguts
a la seva activitat enzimatica i quins sén provocats per altres factors, com ara
interaccié proteina-proteina, canvis conformacionals, etc.

L’analisi in silico de lestructura secundaria d’'USP25 prediu una distribucié
principalment d’helixs a i regions coiled coil. El fet de no trobar gaires lamines B
ens indica que, molt probablement, es tracta d’'una proteina soluble. La majoria de
lamines B presents es troben en el domini DUB1, fet que concorda amb les
estructures provinents de dades cristallografiques publicades de dominis catalitics
d’altres enzims deubiqiitinants (Hu i col, 2002; Hu i col, 2005).

Els dominis coiled coil estan formats per un nombre variable d’hélixs o
(generalment de dos a cinc) que giren de manera superposada unes al voltant de
les altres, formant un “super-gir” (Mason i Arndt, 2004). La preséncia de nombroses
helixs o i regions coiled coil en USP25, suggerida per diversos programes
disponibles on line, fa pensar en una estructura enriquida en dominis coiled coil. De
fet, el programa “COILS” (http://www.ch.embnet.org/software/COILS_form.html),
mitjancant comparacions amb una base de dades de dominis coiled coil confirmats
experimentalment, prediu, amb elevada fiabilitat, l'existéncia de tres d’aquests dominis
que sestenen al llarg de la zona central de la proteina. Els dominis coiled coil es
troben sovint en proteines del cito- i del nucleoesquelet, entre d’altres, degut a que
proporcionen interaccions proteina-proteina que serveixen de bastida a lhora
d’organitzar sistemes motors o membranosos (Rose i Meier, 2004). Algunes de les
proteines motores, com la miosina o la kinesina, també contenen aquest tipus de
motius (Cohen, 1998) i, per tant, es pot especular un possible paper d’USP25 en la
funcié muscular mitjangant interaccions amb aquestes proteines, que podrien servir
per regular d’alguna manera la seva funcié controlant els seus nivells d’ubiquitinacio,
o bé senzillament per reclutar-les i localitzar-les correctament.
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5. MODIFICACIONS POSTTRADUCCIONALS D’USP25

Altres programes disponibles a la xarxa ens permeten predir, amb la cautela
corresponent als resultats dels métodes in silico, 'existéncia de nombrosos llocs de
fosforilacié al llarg de la seqiencia peptidica d’USP25. Tanmateix, hem demostrat
experimentalment que USP25m es fosforila en tirosines i en serines o treonines,
d'una manera independent de la seva activitat enzimatica, ja que tant la proteina
mutada al residu Cys catalitic com la cataliticament activa, produeixen un patré
similar.

Es ben sabut que la fosforilacié és una modificacié posttraduccional capag
d’afectar la funcié proteica en resposta a senyals externs (com ara estimulacié
mitjangant factors de creixement), o interns (com el dany al DNA). L'afectacié de la
funcié pot ésser deguda a un canvi conformacional en el substrat que modifica
activitat catalitica, o a la creacié de superficies dlinteraccié proteina-proteina que
recluten proteines reguladores (Pawson i Scott, 2005). Fins ara s’ha descrit un altre
cas denzim deubiqgiitinant modificat per fosforilacié: CYLD, un DUB especific de
cadenes de poliubigiitina enllagades per Lys63 i que, en cas d'estar mutat, causa
cilindromatosi familiar, es fosforila mitjancant la quinasa IKK. La fosforilacié de CYLD
desemboca en la seva inactivacié (Reiley i col, 2005). Ara ens manca desentrellar
lefecte concret de la fosforilacié en USP25, i les condicions fisiologiques en les
quals es déna.

Experimentalment, hem demostrat també que USP25m es pot acetilar,
ubiquitinar i sumoilar. De la mateixa manera que la fosforilacié, aquestes es donen
independentment de lactivitat enzimatica d’'USP25m, ja que en fer servir el mutant
catalitic C178S, les modificacions no es veuen alterades. Remarcablement, pero, la
ubigtitinacié d'USP25m és molt més pronunciada en el mutant cataliticament inactiu
C178S. Aquest resultat suggereix que la isoforma salvatge, amb la cisteina activa,
sautodeubiqiitina, fet que dificulta la detecci6 de les formes ubiquitinades.
Experiments similars s’han realitzat amb lenzim deubiquitinant USP6 (Shen i col,
2005). En aquest cas, Shen i collaboradors detectaren la preséncia d'una banda de
pes molecular més elevat només en utilitzar una variant d’splicing que codificava per
una isoforma més curta que no disposava del domini catalitic ('s de la proteina
salvatge emmascarava els resultats degut a la propia autodeubiquitinacié de l'enzim).
Van verificar els resultats gracies a la construccié d’'un mutant puntual on la cisteina
conservada va ser substituida per una serina (equivalent al nostre mutant USP25
C178S).

L’autodeubiqitinacié com a mecanisme regulador no és sorprenent, tenint en

compte que diverses E3s regulen els seus nivells i la seva activitat mitjancant la
seva propia activitat Ub-lligasa. Aquest és el cas, entre daltres, de lautoubiquitinacié
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de [lheterodimer format per les lligases BRCA1/BARD1 que, segons Chen i
collaboradors, enlloc de conduir a degradacid, estabilitza el complex i intervé en
vies de senyalitzacié encara per determinar (Chen i col, 2002a). Nrdpl (lligasa E3
que controla els nivells de ErbB3 i ErbB4 mitjancant ubiqiitinacié per Lys48), en
canvi, sf que regula els seus nivells per autoubiquitinacié. Curiosament, endemés,
una de les proteines interaccionants amb Nrdpl és USP8 que, mitjancant
deubiqlitinacié, afavoreix la seva estabilitat (Wu i col, 2004).

En el cas de lautodeubiquitinaci6 d'USP6, cal esmentar que de no haver
estat per l'Us duna construccié cataliticament inactiva, Shen i collaboradors no
haurien detectat la ubiqiitinacié daquest DUB. Tanmateix, aquest fet posa de
manifest la subtilesa de les modificacions mitjangant Ub i la dificultat en la seva
deteccié. En la majoria de casos, un substrat ubiqiitinat constitueix un percentatge
baix de la quantitat total de substrat. A més, en condicions fisiologiques, la
ubiquitinacié és un fenomen altament dinamic, on lequilibri entre ubiqitinacié i
deubiqiitinacié esta finament regulat per multitud de factors cellulars. El
processament dels cultius cellulars per analitzar estats d'ubiqiitinacié sovint
requereix tractaments drastics amb tampons de lisi, causant estressos irreversibles a
les cellules que dificulten, encara més, la deteccié dels substrats ubiqlitinats. No és
estrany, doncs, que a mesura que saprofundeixi en lestudi dels mecanismes de
regulacié dels DUBs, es trobin més casos d'USPs que es modifiquin mitjangant
ubigtitinacié. Els efectes d’aquestes modificacions, perd, romanen encara incerts.

En els dltims anys la llista de proteines multimodificades va augmentant
rapidament. Sembla que hi ha una correlacié entre la multiplicitat dels llocs de
modificaci6 d’'una determinada proteina, la seva importancia biologica i la
complexitat de lorganisme (Yang, 2005). Segons aquesta hipotesi, la funcié que
exerciria  USP25 seria crucial a la cellula, donades les seves nombroses
modificacions posttraduccionals. De fet, ara s'obre un nou camp dinvestigacié, ja
que s’hauria de provar lefecte que tenen cadascuna daquestes modificacions en
lactivitat enzimatica, el reconeixement de substrats, la localitzacié subcellular o la
capacitat de dimeritzaci6 (dades preliminars obtingudes per lestudiant de doctorat
Amanda Denuc mostren que USP25 és capa¢ de formar homodimers). Una altra
contribucié interessant seria determinar lestat de modificaci6 de la isoforma
muscular d'USP25 al llarg de la miogénesi. De moment no sabem quina o quines
s6n les formes actives, ni si les formes actives consten de les mateixes
modificacions en els diferents teixits o estadis de diferenciacié.

Tot i aix0, hem de tenir en compte que ens endinsem en un nou camp, ja
que la rellevancia fisiologica de les modificacions multiples roman bastant incerta. Es
logic pensar que lUs combinat de la fosforilacié, lacetilacié, la ubiquitinacié i la
sumoilacié, entre daltres, contribueix en un grau elevat en la complexitat biologica,
potencialment exercint efectes de tipus “interruptor” o també de gradient. Tenint en
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compte les possibles combinacions en funcié del tipus de modificacié i del residu
modificat, apareixen nombroses isoformes que, potencialment, poden posseir una
activitat i/o preferéncia de substrat diferent. Alguns autors comparen aquesta
diversitat amb la generada per modificacié posttranscripcional de 'mRNA (Pawson i
Scott, 2005). En combinar ambdds tipus de modificacions, el nombre d“isoformes
proteiques” presents en un organisme augmenta exponencialment, explicant, en part,
la gran complexitat fisioldogica dels eucariotes superiors.

8§
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6. ELS DOMINIS D’'UNIO A UBIQUITINA

Els programes disponibles a la xarxa com Pfam, SMART o INTERPRO sén
sovint molt Gtils per determinar la presencia de dominis préviament descrits en una
sequiéncia peptidica. De nou, s’ha d’anar amb compte amb aquests resultats perque,
tot i que aquests programes només mostren hits significatius, no tots els valors
obtinguts s6n 100% fiables. En alguns casos no sobtenen dominis reals, i en
d’altres els dominis obtinguts no sén certs.

Per aquest motiu vam decidir escrutar la preséncia de dominis d’'USP25 en
les tres bases de dades. Els resultats obtinguts van ser concordants: es va detectar
un domini UBA (ubiquitin associated domain) i dos dominis UIM (ubiquitin interacting
motif) a U'extrem N-terminal de la proteina.

Els UBA i UIM sén dominis modulars que interaccionen no covalentment amb
la Ub (UBDs, Ubiquitin binding domains) (Buchberger, 2002; Hicke i col, 2005). El
descobriment de lexisténcia d’aquests dominis, ara fa una década, marcava linici de
lestudi dels mecanismes bioquimics de senyalitzacié mitjancant ubiquitina, atés que
fins aquell moment no sentenia la multiplicitat de destins que podia tenir un
substrat ubiquitinat (proteolisi, localitzacié subcellular, endocitosi, etc.). La preséncia
d’'UBDs en USP25 ens proporciona pistes dels modes de reconeixement daquest
enzim deubiquitinant pels seus substrats.

La majoria d’estudis indiquen que els dominis UBDs, entre ells els UBA i els
UIM, interaccionen amb la ubiquitina (Polo i col, 2002; Davies i col, 2004; Trempe i
col, 2005). Tot i que molts conclouen que tenen major afinitat per monoubiqitina,
existeixen evidencies de que no existeix una norma general (Mueller i col, 2004) i,
és important destacar, també, que existeixen membres de diverses families d’'UBDs
que sembla que no interaccionen amb la ubiqiitina, dels quals encara no sha
demostrat la funcié (Meyer i col, 2002; Miller i col., 2004). Tanmateix, nombrosos
treballs demostren que un UIM és necessari i suficient per ubiqiitinacié, ja que una
fusié peptidica GST-UIM resulta en ubiquitinacié de la proteina quimera (Oldham i
col, 2002; Miller i col., 2004). També existeix certa controvérsia en aquesta matéria
ja que, mentre que la majoria dautors defensen que els UM promouen
monoubiquitinacié (Klapisz i col., 2002; Polo i col, 2002), d'altres troben una barreja
de mono-, multi-, i poliubiqtitinacié (Miller i col, 2004). Aquest fet podria explicar-se
degut a que en aquest (ltim treball, els estudis es van realitzar amb experiments
d'Ub sobreexpressada i, per tant, pot ser que no reflecteixen el que succeeix en
condicions fisiologiques.

Com que ja haviem vist que USP25 pot ser ubiqlitinat i sumoilat, ens vam
proposar avaluar lefecte dels dominis UBA i UM d’'USP25 en aquestes modificacions
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posttraduccionals. Sorprenentment, vam veure que la delecié d’'un o varis UBDs no
alterava els nivells de proteina modificada (ubiquitinada o sumoilada). Per tant, les
conclusions directes sén que i) els llocs d'ubiqiitinacié i de sumoilacié no es troben
a lextrem N-ter d’'USP25, tot i que en casos sha vist que en situacions de
sobreexpressié d’'Ub/SUMO i de manca de la Lys acceptora, residus de Lys
addicionals presents al substrat poden servir de punt de modificacié (C. Hecker, F.
Melchior, no publicat) i i), aquests dominis no semblen determinants per a la
ubiquitinacié/sumoilacié a d’altres regions d’USP25.

Curiosament, la preséncia de I'UIM2, només en aquells casos en que s’havia
delecionat algun altre UBD, inhibia lleugerament la sumoilacié d’'USP25. Aquestes
observacions sén dificils d’interpretar, ja que si assumim un rol inhibitori d’'UIM2 en
la sumoilacié d’'USP25, la sumoilacié de la proteina sencera també s’hauria de veure
disminuida. Els resultats s’expliquen, pero, si assignem a UBA i UIM1 una funcié
positiva en la sumoilacié, i negativa a UIM2. Aleshores, només en aquells casos on
manqui UBA o UIM1, pero en preséncia dUIM2, es veura afectada la sumoilacié de
la protéha. Aquesta hipotesi requereix ser verificada mitjangant experiments
addicionals, com per exemple lestudi amb dominis UBA i UM aillats (que evita
lemmascarament degut a interaccions intraproteiques cooperatives o sinérgiques).
S’ha de tenir en compte, perd, que el context que aporta la resta de la proteina
facilita el comportament fisiologic dels dominis, i els riscos artefactuals sén menors.

Un daquests estudis amb UBDs aillats va ser dut a terme per Miller i
collaboradors. Van fer una analisi descriptiva de la funcié de diversos UlMs en la
ubiquitinacié i la unié a substrats ubiquitinats (Miller i col, 2004). Un dels UIMs que
van fer servir en el seu treball era UM2 dUSP25. Van determinar que en
coexpressar en bacteris una fusié d’aquest UIM amb YFP (proteina groga florescent),
i Ub, i en preséncia dun extracte cellular, es provocava la ubigiitinacié de la
proteina quimera heterdloga. Segons aquest treball, doncs, UUIM2 si afectaria la
ubiqiitinacié del substrat proteic on es trobés integrat.

El treball anteriorment esmentat (Miller i col, 2004), determina nivells molt
baixos d’ubiquitinacié dependent de 'UM2 d’USP25, unes deu vegades inferiors als
observats amb altres fusions artificials com per exemple YFP amb UM dEpsl5.
Nosaltres hem detectat una disminucié lleugera de la sumoilacié d’USP25 depenent
dUIM2. La ubiquitinaci6 depenent daquest domini reportada per Miller i
collaboradors podria resultar en una inhibicié de la sumoilacié. Per aquest motiu els
nivells de proteina sumoilada incrementen en delecionar [UM2. De nou, convindria
avaluar cada domini per separat per dilucidar lefecte de cadascun dells en les
modificacions posttraduccionals d’'USP25.

Les nostres aproximacions experimentals, pero, evidencien la ubiqiitinacié
d’'USP25 independentment de lefecte de 'UBA o els UIMs, atés que hom detecta
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aquesta modificacié fins i tot en abséncia dels tres UBDs. Per tant, altres senyals o
motius presents a la seqiiéncia peptidica d’'USP25 sén responsables de que un o
varis monomers d’Ub s’hi enllacin. Possiblement alguna dels centenars de lligases E3
d’ubiquitina és una proteina interaccionant d’USP25, encarregada de la seva
ubiquitinacié.

En aquest sentit, laproximacié de cerca d’interaccions proteiques amb USP25
ens ha resultat molt (til: dos dels clons interaccionants amb USP25m corresponen a
la Makorina. Aquesta és una lligasa E3 d'Ub de tipus ring finger que regula la
longitud dels telomers mitjangant la ubiqiitinacié de la subunitat catalitica hTERT de
la telomerasa (Kim i col, 2005). Possiblement, la Makorina és una de les lligases
encarregades d'ubiquitinar USP25, gracies a la formacié de complexos transitoris o
estables. Existeixen altres casos d’interaccié entre una lligasa E3 d’'Ub i un DUB,
entre ells, el de Nrdpl i USP8 (Wu i col, 2004), que ja hem comentat anteriorment.
El més documentat, pero, és el referent a HAUSP/USP7 i HDM2. HAUSP/USP7
deubiqtiitina especificament p53 i, alhora, HDM2 (lligasa E3 que ubiqtitina p53) (Li i
col, 2004). Encara no es coneix, pero, si HDM2 ubiquitina HAUSP/USP7.

USP25 és només un dels substrats modificats alhora per ubiqtitina i SUMO.
De fet, cada dia augmenta el nombre de treballs documentant proteines que es
conjuguen a ambdds tipus de modificadors, fins i tot usant la mateixa lisina (Ulrich,
2005). En la via de UINF-xB trobem dos exemples d’aquests tipus de substrats:
linhibidor de la via IkBa i la subunitat reguladora d’IKK, NEMO. La ubigtitinaci6
d'lkBo. (inhibidor de NF-kB) en els residus Lys21 i Lys22 senyalitza per degradacié
via proteasoma. Tanmateix, Lys21 és també una diana de sumoilacié. Quan IkBa es
troba sumoilat en aquesta lisina, linhibidor no es pot ubiqitinar i no sera degradat
pel proteasoma, inhibint lactivacié de la via de INF-xB (Desterro i col., 1998). En
aquest cas, Ub i SUMO actuen de manera competitiva, generant efectes contraris.
En el cas de NEMO, en canvi, els dos tipus de modificacié actuen de manera
cooperativa: mentre la sumoilacié reté NEMO al nucli, es fosforila mitjangcant ATM i
llavors podra ser ubiqitinat i retornat al citoplasma (Huang i col, 2003). De moment
no coneixem els efectes reguladors que exerceixen Ub i SUMO sobre USP25.
Hipotéticament, similarment al que es déna en IkBa, ubiqiitinacié i sumoilacié
podrien competir per [UIM2. D’altra banda, els resultats obtinguts en els experiments
d’ubiqitinacié i sumoilacié evidencien unes diferéncies de pes molecular compatibles
amb laddici6 d'una o dues molécules d'ubigiitina (observem una o dos bandes
extres, depenent de lexperiment), o bé una de SUMO. En cap cas, perd, es detecten
variacions en la mida compatibles amb lenllag d’'una molécula d’'Ub i una de SUMO,
reforcant la hipotesi de la competéncia.

Per aprofundir en els mecanismes reguladors d’'USP25, un dels projectes que

es dura a terme al nostre laboratori té com a objectiu determinar, mitjancant
espectrometria de masses, les lisines acceptores de cada modificacié. Aquests
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experiments ens permetran saber si les modificacions es donen sobre un mateix
residu, i alhora ens facilitaran dades sobre la naturalesa de les modificacions (tipus
de cadena, nombre de modificacions, etc). De fet, el grup de Frauke Melchior, a
Alemania, han trobat que lactivitat d’'USP25 disminueix quan es troba conjugada a
SUMO (resultats no publicats), i al nostre grup, Uexperiment del doble hibrid ens va
revelar que USP25 interacciona, de manera no-covalent, amb SUMO-2. Ara esperem,
mitjancant la collaboracié d'ambdds grups, aprofundir en els mecanismes de
regulacié6 d'USP25 mitjangant modificacions post-traduccionals.

8§
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7. LOCALITZACIO SUBCEL-LULAR D’USP25 AL LLARG DEL
DESENVOLUPAMENT

USP25 és un enzim deubiquitinant pero, fins a lactualitat, en desconeixem la
seva rellevancia fisiologica. Sabem que mitjancant splicing alternatiu es generen tres
isoformes en humans i que, molt probablement, la seva activitat esta regulada
mitjancant diverses modificacions posttraduccionals. L'estudi de la localitzacié
subcellular d’una proteina ens proporciona pistes de quin tipus de funcié realitza
lenzim. Haviem triat el sistema muscular com a model per estudiar la funcié
d’USP25m. Tal i com ja hem esmentat anteriorment, aquesta isoforma no es detecta
en lestadi de mioblasts C2C12 indiferenciats, perd sexpressa progressivament
arribant a uns maxims entre el dia 5 i 6 de diferenciacié. La isoforma genérica
USP25a s’expressa, en canvi, al llarg de tot el procés. Les immunolocalitzacions
d’'USP25 en aquest tipus cellular al llarg dels diferents estadis de diferenciacié ens
mostren tres fets particulars: i) la deteccié durant els tres primers dies és
practicament nulla, ii) USP25 localitza predominantment a nucli en certs miotubs
entre els dies 6 i 8 de diferenciacié i iii), a partir del dia 9 de diferenciacid, la
localitzacié torna a ésser citoplasmatica i adopta un patré reticular.

7.1. Expressié d’USP25 durant els primers dies de
diferenciacié

Els estudis dexpressi6 dRNA i de proteina mitjangant PCR quantitativa a
temps real i transferéncia Western, respectivament, evidencien expressié dUSP25
(perdo no d’'USP25m) durant els primers estadis de la miogénesi en cellules C2C12.
Aixi i tot, les immunodeteccions no mostren una intensitat de senyal que
correlacioni amb els nivells expressats. Aquest fet es podria explicar per una manca
de deteccié en cellules de la isoforma generica d'USP25 amb lanticos policlonal
emprat. Tanmateix, sabem que aquest no és el cas, ja que en céllules COS-7 (de
nivells endogens baixos d’'USP25) que sobreexpressen esmentada isoforma s’obtenen
bons nivells de deteccié fent servir el mateix anticos.

Tot i aixo, els nivells dUSP25 obtinguts mitjancant sobreexpressié sén molt
superiors als nivells endogens de proteina (dades obtingudes mitjancant deteccié en
transferencia Western). A més, és possible que el plegament de la proteina
endogena en mioblasts C2C12 sigui lleugerament diferent del de la proteina exogena
expressada en COS-7 o que els llocs antigénics no siguin tan accessibles (per
interaccions amb altres proteines, etc.). Conjuntament, aquests dos fets explicarien la
baixa deteccié d’USP25 en els primers estadis de diferenciacié muscular.
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7.2. USP25m; una proteina de localitzacié nuclear?

En la familia dels enzims deubiqiitinants existeixen casos documentats on
per splicing alternatiu es generen proteines amb diferent localitzacié subcellular:
UBP-t1 i UBP-t2, dues isoformes duna USP especifica de testicle, contenen
extensions aminoterminals diferents responsables de la seva localitzacié (UBP-tl és
nuclear, i UBP-t2 és citoplasmatica) (Lin i col, 2000). La preséncia d'USP25 al nucli
cellular, precisament en els estadis de diferenciacié on lexpressié d'USP25 és més
acusada, podria indicar que la isoforma muscular d’USP25m té una localitzacié
eminentment nuclear, i que, en canvi, la isoforma genérica predomina al citoplasma.
També podria ser, perd, que mitjancant una modificacié posttraduccional especifica
temporal o per interaccié amb un partner particular pugui translocar al nucli.

Dades obtingudes dexperiments addicionals ens fan descartar aquestes
hipotesis: en sobreexpressar la isoforma muscular USP25m en cellules COS-7, i
immunodetectar amb lanticos policlonal, la localitzaci6 d'USP25m és sempre
citoplasmatica. En cap cas detectem USP25m al nucli. A més, en miotubs posteriors
a dia 8 de diferenciaci6 la localitzaci6 d'USP25 torna a ser (nicament
citoplasmatica, i els nivells d'RNA i proteina mostren que USP25m encara s’hi troba
present. Hem d’assenyalar, també, que la localitzacié nuclear d’'USP25 en C2C12
diferenciants no és generalitzada, es déna només en algunes cellules. Certament,
podria ser que lestat de totes les céllules del cultiu no fos el mateix, i que en
condicions d'estrés fisiologic generat durant la diferenciacié, USP25 realitzés una
funcié nuclear. En aquest sentit, seria bo determinar quins factors cellulars soén
determinants a lhora de modificar la localitzaci6 d'USP25, i quins sén els
responsables de la seva translocacié.

L'escrutini dels clons positius obtinguts amb el Y2H ens va revelar la
interacci6 d’'USP25m amb RanBP9 (o RanBPM). Aquesta és una de les proteines
d’'unié a Ran, i té una localitzacié subcellular dinamica, variant entre citoplasma i
nucli. Sha proposat que RanBP9 contribueix a la localitzacié nuclear de Ran
(Nishitani i col, 2001). A més, s’ha associat també a nombrosos fenomens, entre ells
la proliferacié cellular i la viabilitat, gracies a interaccions amb diversos partners
(Wang i col, 2002; Johnson i col, 2006). Possiblement, la uni6 de RanBP9 a
USP25m seria la responsable de la seva localitzacié nuclear transitoria detectada
durant la diferenciacié muscular.

Cal esmentar que la cerca de senyals de localitzacié nuclear mitjangant
programes  disponibles en xarxa  (PredictNLS, http://cubic.bioc.columbia.edu
/predictNLS/) ha resultat infructuosa.
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7.3. Patré reticular d’USP25 en miotubs diferenciats

Les céllules musculars estan dotades d’un citoesquelet elevadament complex,
critic per a la seva activitat contractil. Els filaments prims (d’actina), gruixuts (de
filamina), de titina i de nebulina formen unes xarxes interconnectades i Optimament
compenetrades que constitueixen el sarcomer, la unitat basica repetitiva de les fibres
musculars.

Tots aquests sistemes moleculars filamentosos estan distribuits amb un ordre
cristalli, que queda palés fins i tot mitjancant microscopia de camp clar, en forma
d’alternanca de bandes clares i fosques. Per aquest motiu el muscul esquelétic
s’anomena també mascul estriat.

La localitzacié subcellular d'USP25 en miotubs diferenciats apareix en forma
d’estructura reticulada. Aquests resultats suggereixen que USP25m esta formant part
de la magquinaria contractil de la céllula muscular. Nogensmenys, en seccions de
muscul esquelétic de ratoli s’observa un patré estriat de la localitzacié d’USP25, que
corrobora el paper dUSP25(m) en la contraccié muscular i/o la miogenesi. Aquestes
dades es veuen reforcades per lexperiment del doble hibrid, que demostra que
USP25m interacciona amb elements estructurals de la fibra muscular.

8§
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8. USP25 | CICLE CEL-LULAR

Diferents combinacions de ciclines i de quinases dependents de ciclines
(CKD) sén necessaries per una bona progressié del cicle cellular. De fet, lactivitat
de cada CDK és controlada pels nivells de ciclines, aixi com pels nivells d'inhibidors
especifics de CDK (CKI. Els nivells d’expressié de les ciclines varien de manera
periodica al llarg del cicle cellular (per aquest motiu s’anomenen ciclines). La
variaci6 és deguda a una sintesi constant, combinada amb una proteodlisi que es
dona en una finestra molt petita de temps, controlada pel UPS. Els inhibidors CKI
també estan regulats pel proteasoma. No és destranyar, doncs, que nombroses
lligases E3 d’'Ub hagin estat catalogades com a oncogens o com a gens SUpressors
de tumors, en funcié de quins CKls o ciclines ubiquitinen (Nakayama i Nakayama,
2006).

Experiments inicials de transfeccions en C2Cl2 ens van permetre observar
que aquelles céllules que sobreexpressaven USP25m es dividien més lentament. Ates
que moltes lligases E3 d'Ub, i també alguns DUBs, han estat relacionats amb el
control del cicle cellular, els nostres resultats ens van induir a perseguir la hipotesi
d’'un possible paper d’'USP25m en la regulacié de la proliferacié o el creixement
cel-lular.

Degut a la baixa eficiencia de transfeccié en C2C12 (5-10%), vam decidir
enriquir la mostra en cellules que expressessin USP25m mitjancant citometria de
flux. Amb aquesta finalitat, vam transfectar una proteina de fusié GFP-USP25m, i vam
separar les céllules positives per GFP d’aquelles que no eren fluorescents amb el
citometre “separador” (sorter). En el mateix experiment, vam aprofitar per purificar
també céllules que expressaven els diferents mutants d’USP25m als quals shavia
delecionat un o varis UBDs.

Per avaluar lestat del cicle cellular, vam decidir determinar els nivells de
proteina de p21CIP1, un conegut marcador de laturada entre les fases Gl i S, ja
que la seva induccié gairebé sempre condueix a un arrest, previ a la replicacié del
DNA (Gartel i Radhakrishnan, 2005). Sorprenentment, les cellules que
sobreexpressaven USP25m tenien uns nivells elevats de p21CIP1, mentre que era
absent en céllules que sobreexpressaven només GFP. Aquests resultats demostraven
que USP25m és un enzim deubiqgiitinant que causa una aturada del cicle cellular i
confirmaven, sens dubte, les observacions inicials en que la poblacié mixta inicial de
cellules transfectades i no transfectades es dividia més lentament. Alhora, ens
explicaven perque havia resultat impossible generar linies cellulars estables que
sobreexpressessin USP25, probablement perque les céllules deixen de dividir-se o
perqué un excés perllongat de proteina esdevé toxic.
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Les ceéllules que expressaven el mutant d’'USP25m on shi havia delecionat
tots els UBDs tenien, també, alts nivells de p21CIP1, tot i que lincrement era menor
que en el cas de la proteina salvatge. Aquesta observacié apuntava cap a un efecte
d’algun dels dominis d’'uni6 a Ub en la regulacié dels nivells de p21CIP1, malgrat
encara fan falta experiments addicionals per concretar la contribucié daquests
dominis.

p21CIP1 és un inhibidor de les CDKs que té un paper crucial en el control
del cicle. Es una proteina altament inestable, i es va demostrar que era un bon
substrat de la lligasa E3 d'Ub SCF*? (Bornstein i col, 2003). /n vivo, els nivells
maxims del complex SCF*? <’assoleixen a linici de la fase S. Bornstein i
collaboradors suggereixen que per progressar de la fase Gl a la fase S és
necessari que p2l1CIP1 sigui ubiqiitinada, mitjancant el complex SCF*? i
posteriorment degradada via proteasoma. Tot i aixd, la regulacié dels nivells de
p21CIP1 és bastant més complexa, ja que una versié d’aquesta proteina en la qual
s’han mutat totes les lisines (i per tant, no te llocs d'ubiquitinacié), també és
substrat del proteasoma (Bloom i col, 2003). Aquest fet sexplica gracies a la
formacié d'una cadena d’'Ub enllacada a la metionina aminoterminal de p21CIP1,
fenomen que es coneix amb el nom d'ubiquitinacié a lextrem N-terminal (Breitschopf
i col, 1998). No es coneix encara si lenzim responsable de formar aquest tipus de
cadenes és també el complex SCF®,

Fins a lactualitat no sha trobat cap enzim deubiqiitinant encarregat
d’hidrolitzar les cadenes d’'Ub de p21CIP1. Tot i que lexpressié d’USP25m indueix
lacumulacié de p21CIP1, amb les nostres dades no ens podem aventurar a afirmar
que USP25m sigui lenzim que realitza aquesta funcié. Hem de remarcar que els
nivells de p21CIP1 estan altament regulats a nivell transcripcional (Gartel i
Radhakrishnan, 2005). Podria ser, doncs, que un dels substrats d’'USP25m fos un
factor de transcripcié regulador de lexpressié de p21CIP1 com per exemple p53,
Spl/sp3, Smads, Aps, STATs, BRCA1, E2F-1 o C/EBPa/R.

El possible paper d'USP25 en el control del cicle cellular es veu reforgat pel
recentment descrit efecte d’USP28 en el control de lapoptosi en resposta al dany al
DNA (Zhang i col, 2006). USP28 és un DUB que presenta una elevada homologia
amb USP25 (Valero i col, 2001), i regula la resposta al dany al DNA a dos nivells:
d’'una banda, regula la claspina, proteina que es fosforila en resposta al dany per
radiacié ionitzant (IR), i necessaria per la resisténcia a aquesta radiacié. D’altra
banda, regula la via Chk2-p53, que controla lapoptosi. Zhang i collaboradors
hipotetitzen un efecte dual de mort i supervivencia generat per USP28 (encara per
mecanismes desconeguts) en situacié de dany per IR i argumenten que, degut a la
complexitat de la resposta fisiologica, els efectes especifics sobre els substrats de
lenzim deubiqtitinant sén dificils de desentrellar (Zhang i col, 2006). Curiosament,
en aquest treball fan servir USP25 com a control negatiu dalguns experiments i
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veuen que, en abséncia d’'USP25 i preséncia de dany per IR, les céllules no sén tan
resistents a lapoptosi com aquelles en que s’ha inhibit USP28. Tot i aixd, hi ha un
cert efecte de resisténcia a lapoptosi en comparacié amb les céllules on no sha
inhibit ni USP25 ni USP28, fet que donaria suport a una certa redundancia
funcional, que seria possible degut a lelevada similitud de seqiiencia entre ambdues
proteines.

8§
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9. EPILEG: SON NECESSARIS MES D’UN CENTENAR D’ENZIMS
DEUBIQUITINANTS?

Com ja hem esmentat diverses vegades al llarg d’aquesta tesi, existeixen cinc
families d’enzims deubiquitinants, cadascuna d’elles constituida (en humans) per un
nombre variable de membres que oscilla entre un i cinquanta. A aquesta gran
complexitat hi hem dafegir les diverses variants d’splicing presents per molts dells,
amb o sense especificitat de teixit, i les possibles modificacions posttraduccionals
que poden regular la seva funcié. En el cas d’USP25, per exemple, hem demostrat
que la isoforma que conté els exons 19a i 19b, té especificitat per substrats
diferents a la isoforma que no els conté. La historia es fa bastant més complicada
quan es té en compte que alguns substrats, en canvi, sé6n reconeguts per ambdues
isoformes. A més, hem trobat que USP25 es modifica posttraduccionalment i altres
grups tenen indicis que aquestes modificacions poden afectar la seva funcié
deubigqitinant.

El camp de la ubiquitinacié s’ha comparat freqiientment amb la fosforilacid.
Nombrosos processos cellulars es regulen mitjangant l'addicié d'un grup fosfat en
un o diversos estadis de la cascada de senyalitzaci6. A més, les quinases i les
fosfatases sovint estan, alhora, regulades per fosforilacié, constituint un sistema
finament controlat gracies a mecanismes de retroalimentacié positiva o negativa. En
conjunt, doncs, ens trobem davant d'un panorama similar al de la conjugacié de
monomers d’Ub gracies a les lligases E3 d’'Ub i els DUBs. El camp de la fosforilacid,
perd, ha estat objecte destudi dels Gltims cinquanta anys, mentre que tan sols fa
poc més de vint anys que es va descriure el UPS i una decada des que la
ubiqlitina es va relacionar amb processos de senyalitzacié no degradatius.

Tanmateix, els mecanismes de senyalitzacié mitjangcant Ub estan resultant
més complexos del que semblava inicialment. La Ub és un petit polipeptid de 76
aminoacids que, en funcié del nombre de monomers i/o del residu de Lys que es
fa servir per formar cadenes de poliubiqgiitina els efectes produits seran diferents. La
historia es complica substancialment si, a més, es tenen en compte les UbLs. En els
ltims anys s’esta observant que certes lligases determinen lespecificitat a 'hora de
discernir entre els diferents tipus de modificacié i que els DUBs, luny de ser
inespecifics i redundants com s’assumia anteriorment, tenen també un paper
rellevant en el control de lestat d'ubiqitinacié. Aquesta especificitat i manca d’'una
inequivoca redundancia funcional assumida inicialment es posa de manifest amb la
recent aparici6 d'un article on es demostra lefecte antiapoptotic d’USP28, un DUB
elevadament homoleg a USP25. Altres treballs referenciats durant aquesta tesi que
descriuen laparicié de desordres fisiologics deguts a mutacions puntuals en gens
que codifiquen per DUBs reforcant la idea de l'elevada especificitat del sistema.
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Una dada interessant és que, en només quatre anys, el nombre darticles
referents a enzims deubiqtitinants de la base de dades Pubmed s’ha triplicat. Aixi i
tot, encara sén necessaris resultats referents als substrats i mecanismes de
regulacié de la majoria de DUBs. D’aquesta manera podrem arribar a comprendre el
funcionament del sistema de manera global, ja que de moment només es coneix la
punta de liceberg.
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CONCLUSIONS

1. Hem confirmat que USP25 és una cisteina-proteasa de la familia de les
proteases especifiques d’ubiqiitina, i que la cisteina 178 és laminoacid catalitic.

2. La isoforma muscular de USP25, USP25m, interacciona especificament amb
tres proteines sarcomeriques: MyBPC1, ACTAL i FLNC.

3. USP25m s’expressa progressivament al llarg de la diferenciacié muscular,
coincidint amb el patré d’expressié de MyBPC1, ACTA1 i FLNC.

4. USP25 localitza principalment al citoplasma, tot i que durant la diferenciacié
muscular una part de la proteina es transloca transitoriament als nuclis d’alguns
miotubs en formacié.

5. MyBPC1 és una proteina de vida mitjana curta que es degrada via
proteasoma. USP25m indueix lacumulacié de MyBPC1, probablement mitjancant
deubiquitinacié d’aquesta, i rescat de la degradacié proteasomal.

6. La inhibicié d’USP25 mitjangant interferéncia d’RNA provoca una disminucié
dels nivells d’ACTA1, per mecanismes encara desconeguts, no dependents de la seva
degradacié via proteasoma.

7. La localitzaci6 d’'USP25 en muscul esquelétic de ratoli presenta un patrd
estriat, que concorda amb la distribucié de proteines estructurals del sarcomer.

8. A més dels motius catalitics, USP25 conté dominis d’interaccié amb la
ubiquitina: un domini UBA (aminoacids 21-56) i dos motius UIMs (aminoacids 97-113
i 124-140), a l'extrem aminoterminal de la proteina.

9. Els dominis d’interaccié a ubiqiitina d’'USP25 intervenen en el reconeixement
dels seus substrats, de forma additiva o sinérgica. El domini UBA és necessari per

la interaccié amb MyBPCl1.

10. USP25 es modifica posttraduccionalment mitjangant ubiqiitinacié, sumoilacio,
fosforilacié i acetilacié.

11. La sobreexpressi6 d’'USP25m provoca una aturada del cicle cellular molt
probablement en fase G1, evidenciada per la deteccié de p21CIP1.
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1. USP25 is a cysteine-protease belonging to the ubiquitin-specific protease
family. The cysteine 178 is the catalytic residue.

2. The USP25 muscle isoform, USP25m, specifically interacts with three
sarcomeric proteins: MyBPC1, ACTA1 and FLNC.

3. USP25m is expressed progressively throughout muscle differentiation,
concurrently with the expression pattern of MyBPC1, ACTA1 and FLNC.

4. USP25 is mainly localized in the cytosol, although it is also transiently
translocated to the nuclei of myotubes during muscle differentiation.

5. MyBPC1 is a short-lived proteasome substrate. USP25m over-expression
induces MyBPC1 accumulation, most probably by deubiquitination and subsequent
rescue from proteasome degradation.

6. RNAi mediated USP25 inhibition generates a decrease of ACTAL levels
through mechanisms yet unknown, albeit independent of proteasome degradation.

7. USP25 localizes following a striated pattern in mouse skeletal muscle, in
agreement with the sarcomeric structural protein distribution.

8. Besides the catalytic motifs, USP25 harbors several ubiquitin-interacting
domains at the N-terminus: one UBA domain (residues 21-56) and two UIM motifs
(residues 97-113 and 124-140).

9. The USP25 ubiquitin interacting domains are involved, either additively or
sinergistically, in substrate recognition. The UBA domain appears to be required for

MyBPC1 binding.

10. USP25 is post-translationally modified by ubiquitination, sumoylation,
phosphorylation and acetylation.

11. USP25m over-expression induces cell cycle arrest, most probably in G1/S
phase transition, as revealed by p21CIP1 detection.
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