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Resumen

El reconocimiento molecular es un proceso vital en los sistemas biol6gicos
que comprende la interaccion especifica entre dos o mas biomoléculas a
través de enlaces no-covalentes. Mdltiples procesos celulares estan
mediados por la interaccion entre proteinas y diversas biomoléculas. Un claro
ejemplo, es la sintesis de ribosomas: las maquinas especializadas en la
sintesis de proteinas. En Saccharomyces cerevisiae cada ribosoma esta
compuesto por dos subunidades: la subunidad menor 40S y la subunidad
mayor 60S. El proceso de biogénesis ribosomal comprende la sintesis y
modificacion de los 4 rRNAs y de las 79 proteinas estructurales que
constituyen al ribosoma maduro. Este proceso es asistido por mas de 200
proteinas accesorias que coordinan su direccionalidad y ensamblaje sin
formar parte de la particula madura. Las proteinas Sdol y Efll son dos
factores accesorios que participan en los pasos finales de la maduracion de
la subunidad 60S. Juntas, promueven la liberacién de Tif6 de la superficie de
la subunidad ribosomal mayor y su reciclaje al nucleo. La presencia de Tif6
sobre la subunidad mayor previene su asociacion con la subunidad menor y

por lo tanto la formacién del ribosoma funcional.

En este trabajo estudiamos la interaccion entre las proteinas Sdol y Efll1
mediante ensayos de doble hibrido en levadura. Disefiamos y construimos
plasmidos con los diferentes dominios que comprenden Sdol y Efl1, asi
como diferentes combinaciones de los mismos, basandonos en las
estructuras cristalograficas del homélogo de arquea de Sdol y de EF-2,
homologo de Efll. Las interacciones entre proteinas fueron ensayadas
mediante la técnica de doble hibrido cuantificando la actividad de [-
galactosidasa. Los resultados mostraron que los dominios 2 y 3 de Sdol son
los responsables de la interaccibn con los dominios 1 y 2 de Efll.
Interesantemente, estos descubrimientos concuerdan con la capacidad que
tiene Sdol para modular la afinidad de Efl1 por los nucleétidos de guanina
debido a que el dominio 1 de la GTPasa contiene el sitio de unién a
nucleétidos.
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1 Antecedentes

1.1 Reconocimiento molecular: clave de los procesos bioldgicos

La célula es un medio altamente concurrido por numero elevado de
biomoléculas que constantemente interactian entre si. Su asociacién da
origen a complejos biomoleculares que forman parte de importantes vias
encargadas de mantener diversas funciones biolégicas. Particularmente, las
interacciones entre proteinas, son esenciales en procesos como la
transduccion de sefales, la regulacién de la expresion génica, el transporte
vesicular y la migracién celular, permitiendo a la célula percibir, procesar y
responder a la informacion del exterior. Ademas, las interacciones proteina-
proteina, también estan involucradas en la formacién correcta de complejos
macromoleculares implicados en la replicacion, transcripciéon, traduccién y

mantenimiento de la informacion genética [1].

Las interacciones proteina-proteina estan definidas como aquellas que
ocurren entre dos o mas proteinas de manera especifica en el contexto de
una célula o sistema vivo; por lo tanto, esta definicion excluye asociaciones
genéricas y funcionales. Las asociaciones genéricas son presentadas por
una proteina durante su sintesis, plegamiento y eliminacion o reciclaje;
mientras que las asociaciones funcionales ocurren cuando dos proteinas que
forman parte de un mismo complejo no hacen contacto directo entre ellas (De
Las Rivas, 2010). Al conjunto de interacciones proteina-proteina que ocurren
en la célula y que controlan los diversos eventos biologicos se le conoce

como interactoma [2].

Los resultados de diversos estudios genéticos han sido Utiles para el mapeo
de un gran numero de genes en humanos y otros organismos [3,4], en la
identificacion de variantes genéticas en poblaciones y en el reconocimiento
de miles de sitios gendmicos asociados con el riesgo a desarrollar
enfermedades [5]. Con el advenimiento de las tecnologias de secuenciacion
de DNA masivas, ha sido posible reconocer variantes genéticas que alteran
especificamente la funcion proteica y su asociacion con un estado patolégico
[6]. Sin embargo, entender de qué manera diferentes mecanismos biolégicos



son afectados por cada una de estas variantes es un hecho que en la
actualidad permanece sin respuesta [7,8]. El estudio de las interacciones
proteina-proteina se ha vuelto relevante debido a que su caracterizacion
permitiria conocer estos procesos a nivel molecular y biofisico. La obtencion
de un mapa completo de las interacciones fisicas que ocurren entre las
proteinas humanas (interactoma humano), es una ambicion de la
investigacion actial. De manera similar al proyecto de secuenciacién del
genoma humano, el interactoma puede ser utilizado como un medio para
entender la manera en que se organizan las proteinas y realizan sus
funciones dentro de la célula [9]. Ademas de que permitiria reconocer el
papel que representa cada proteina en un determinado proceso bioldgico,
ayudaria a identificar posibles blancos terapéuticos y a reunir informacion util
para el desarrollo de nuevas pruebas diagnosticas [10].

En resumen, el estudio de las interacciones proteina-proteina aportaria
informacion relevante para comprender la complejidad y diversidad de los

sistemas vivos.

1.2 Clasificacién de las interacciones proteina-proteina
Las interacciones proteina-proteina pueden clasificarse en base a su

composicion, afinidad y tiempo de vida (Figura 1) [11-13].

1.2.1 Complejos homo y heterooligoméricos

Con respecto a su composicién, los complejos proteicos pueden ser
clasificados como homo o heterooligobmeros. Se ha definido a un
homooligdbmero como un complejo que depende de la asociacion entre dos o
mas cadenas idénticas, mientras que las interacciones que ocurren entre
cadenas de diferente naturaleza dan lugar a un heterooligobmero [11,13]. Los
canales ionicos de potasio y el receptor del &cido y-aminobutirico tipo A
(GABA,) son ejemplos de homooligdbmeros y heterooligdmeros,
respectivamente. Mientras que la formacion de canales de potasio es
producto de la interaccion entre cuatro subunidades idénticas, el ensamblaje
del receptor GABAa requiere de la interaccidn entre cinco subunidades
diferentes [14].
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Figura 1. Clasificacion de las interacciones proteina-proteina. Las interacciones
entre proteinas pueden clasificarse de acuerdo a su composicion, estabilidad y
tiempo de vida en complejos homo o heterooligoméricos, obligadas o no obligadas, y
transitorias 0 permanentes, respectivamente. Ademas, las interacciones transitorias,
con respecto a su equilibrio oligomérico pueden ser catalogadas como fuertes y

débiles.

1.2.2 Complejos obligados y no obligados

El punto clave para diferenciar entre los complejos obligados y no obligados
es la estabilidad de las proteinas implicadas cuando no forman parte del
complejo. Si los constituyentes son inestables fuera del complejo proteico, la
interacciéon es clasificada como obligada. Cuando los componentes de una
interaccion pueden existir de manera independientemente a su unién al
complejo, se habla de una interaccion no obligada [11,13]. La mayoria de las
proteinas que conforman el ribosoma experimentan interacciones de tipo

obligado; debido a que, en general, el plegamiento adecuado de estas



proteinas depende de su interaccion con todas aquellas proteinas y/o el RNA
gue la rodean y dificilmente son estables cuando no estan formando parte de
las particulas ribosomales. Por otro lado, los complejos de sefalizacidon
intracelular, antigeno-anticuerpo, receptor-ligando y enzima-inhibidor son
ejemplos de interacciones proteina-proteina no obligadas. Estos complejos
estan inicialmente localizados en distintos compartimentos de la célula y por

lo tanto necesitan ser estables de manera independiente.

1.2.3 Complejos permanentes y transitorios

Con respecto al tiempo de vida de un complejo, las interacciones pueden ser
clasificadas como permanentes o transitorias. Las interacciones permanentes
se caracterizan por ser muy estables e irreversibles, mientras que los
componentes de las interacciones transitorias se asocian y disocian
temporalmente in vivo [11,15-17]. Los complejos transitorios, dependiendo
de su papel funcional en la célula, presentan un amplio rango de afinidades y
tiempos de vida por lo que también pueden ser clasificados como fuertes o
débiles con base en su estabilidad y equilibrio oligomérico. Mientras que las
interacciones transitorias débiles se caracterizan por presentar un equilibrio
oligomérico dinamico en solucién, donde la interaccion se rompe y se vuelve
a establecer continuamente, las asociaciones transitorias fuertes requieren de

una activacién molecular para cambiar su equilibrio oligomérico [11,18].

Es importante notar que el comportamiento de las interacciones proteicas
depende de las condiciones fisiologicas y ambientales a las que son
sometidas. Una interaccién puede ser predominantemente transitoria in vivo
pero volverse permanente bajo condiciones celulares especificas. Por lo cual,
el conocimiento a cerca del comportamiento de la interaccién resulta
importante durante la eleccién del(os) método(s) mas conveniente(s) para su
estudio.

1.3 Caracterizacion de las interacciones proteina-proteina

Para comprender los mecanismos que rigen el reconocimiento entre
proteinas a nivel molecular y generar un mapa completo de las interacciones
gue acontecen en la célula se han desarrollado diferentes técnicas

experimentales (Tabla 1) [19]. De acuerdo a la cantidad y el detalle de los



datos producidos, éstos pueden ser categorizados en dos grupos: masivos o
de alto alcance, y de bajo alcance. [9,12].

Tabla 1. Caracteristicas de algunos métodos experimentales utilizados para la
caracterizacién de las interacciones proteina-proteina. Modificado de Shoemaker &
Panchenko et al. 2007.

Método Tipo de ensayo Tipo de Tipo de
interacciones caracterizacion
Sistema de doble hibrido In vivo Fisica (binaria) Identificacion
Purificacion por afinidad In vitro Fisica (Complejos) Identificacion

en tAndem acoplada a
espectrometria de masas

Microarreglos de In vitro Asociacion Identificacion
proteinas funcional

Ensayo de letalidad In vivo Genética Identificacion
sintética (Complejos)

Cristalografia de rayos X In vitro Fisica (Complejos) Caracterizacion

(biol6gical/estructural)

Espectroscopia de RMN In vitro Fisica (Complejos) Caracterizacién
(bioldgicalestructural)

Transferencia de Energia In vitro Fisica (binaria) Caracterizacion
por Resonancia (FRET) bioldgica
Microscopia de fuerza In vitro Fisica (binaria) Caracterizacion
atomica dindmica
Microscopia electrénica In vitro Fisica (complejos) Caracterizacion

(biol6gical/estructural)

1.3.1 Métodos masivos o de alto alcance: estudio global del
interactoma

Los métodos masivos o de alto alcance producen informacion estadistica
poco exacta acerca de las interacciones, pero pueden estudiar un gran
namero de interacciones al mismo tiempo [10]. En este grupo se incluyen los
ensayos de doble hibrido en levadura y de letalidad sintética, la purificacion
por afinidad en tdndem (TAP-Tag) acoplada a espectrometria de masas
(PAT-EM) y los microarreglos de proteinas, entre otros. A continuacion se
describen algunas caracteristicas de estos métodos.
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1.3.1.1 Microarreglos de proteinas

Esta tecnologia estd basada en los microarreglos gendmicos [20]. Los
microarreglos de proteinas se caracterizan por contener un arreglo de
proteinas funcionales completas o dominios estructurales de las mismas
(proteinas sefiuelo) sobre un soporte de vidrio o de silice. Para detectar las
interacciones, las proteinas sefiuelo se marcan con grupos fluorescentes,
moléculas fotoquimicas o radioisotopos [21]. Su empleo permite caracterizar
y cuantificar miles de interacciones proteina-proteina, y algunas otras como
proteina-acido nucleico (DNA/RNA), proteina-fosfolipido y proteina-pequefias

moléculas contenidas en una muestra al mismo tiempo [22,23].

1.3.1.2 Purificacion por afinidad en tandem acoplada a espectrometria
de masas

Esta técnica fue desarrollada para caracterizar componentes de complejos
multiproteicos, y ha sido muy importante para la caracterizacion de las
particulas ribosomales [24]. Se basa en dos pasos técnicos: (1) la purificacion
de la proteina de interés (sefiuelo) fusionada a una etiqueta denominada
“TAP” (un dominio de unién a IgG de la proteina A de S. aureus y
calmodulina, separadas por un sitio de corte especifico para la proteasa del
virus del tabaco) y todas las proteinas fisicamente asociadas a ella; y (2) la
identificacion de las proteinas purificadas por afinidad al sefiuelo utilizando
espectrometria de masas [12,24-26]. Mas que identificar interacciones
directas entre proteinas, esta técnica permite reconocer asociaciones
funcionales. Las interacciones directas deben ser confirmadas por otras
metodologias.

1.3.1.3 Ensayos de letalidad sintética

El fendmeno de letalidad sintética ocurre cuando en una célula se producen
mutaciones o deleciones de dos genes que son viables al presentarse de
manera individual, pero que son letales en forma conjunta bajo ciertas
condiciones [27]. El ensayo de letalidad sintética, es una prueba genética
capaz de explicar posibles interacciones entre dos productos génicos que
participan en una funcién similar. Los organismos mas utilizados para este
ensayo han sido Saccharomyces cerevisiae y distintas especies de
Drosophila. Los ensayos se fundamentan en la necesidad que presenta un

11



organismo por mantener un plasmido que expresa un gen gque ha sido

eliminado o mutado en su genoma [28,29].

1.3.1.4 Sistema de doble hibrido en levadura

Esta técnica fue descrita por primera vez por Fields y Song en 1989 [30]. Esta
basada en las caracteristicas estructurales de los factores de transcripcion
eucariontes que en su mayoria estan compuestos por dos dominios
funcionales [31]; uno encargado de dirigir la unién a una secuencia de DNA, y
un segundo, que recluta la maquinaria necesaria para el proceso de
transcripcion [32,33]. Ambos dominios son funcionalmente independientes
uno del otro, por lo cual es posible expresar una proteina X (sefiuelo)
fusionada al dominio de unién a DNA (DUD), y una proteina Y (presa)
fusionada al dominio de activacién (DA). La proteina sefiuelo es capaz de
reconocer una secuencia promotora que controla la expresion de un gen
reportero a través del DUD. Si existe una interaccién entre las proteinas Xy
Y, el factor de transcripcidbn se restituye y permite la expresion del gen
reportero (Figura 2) [19,31]. Existen diferentes sistemas de doble hibrido; los
mas utilizados son los dominios de unibn a DNA GAL4 o LexA en
combinacion con dominios de activacion como GAL4, VP16 o B42; todas
estas alternativas son intercambiables [34]. Los genes reporteros mas
utilizados son marcadores nutricionales que codifican enzimas biosintéticas
de aminoéacidos, como HIS3 o LEUZ2, o reporteros enzimaticos como LACZ o

MEL1, que codifican 3 o a-galactosidasa, respectivamente [35-37].

12
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Figura 2. Sistema de doble hibrido. [A] Cuando la proteina Y (presa) es capaz de
interactuar con la proteina X (sefiuelo), el factor de transcripcidon se reconstituye,
quien se encarga de reclutar a la RNA polimerasa Il y transcribir el mMRNA del gen
mensajero. [B] Cuando no existe interaccion entre las proteinas X y Y, no se
reconstituye el factor de transcripcién y por lo tanto el gen reportero no puede

expresarse.

El sistema de doble hibrido presenta ventajas notables con respecto a otros
métodos [19]. En este método es posible ensayar grandes bibliotecas de
cDNA, logrando la identificacion de un gran numero de interacciones en un
mismo ensayo. Ademads, permite analizar interacciones conocidas, Yy
caracterizar tanto subdominios como residuos especificos que son cruciales
para la interaccién [38]. La posibilidad de hacer estos ensayos semi-
cuantitativos, permite obtener informacién a cerca de la fuerza de interaccion.
Finalmente, debido a que estos ensayos se realizan in vivo, se evita la
purificacion de grandes cantidades de proteina y el consumo de anticuerpos y

otros materiales que limitan el uso de métodos in vitro.
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Como cualquier método experimental, el sistema de doble hibrido presenta
diversas desventajas implicadas con la manipulacion, expresion vy
caracteristicas funcionales de las proteinas a ensayar [24]. Por ejemplo, las
proteinas que participan en el proceso de transcripcién y que pueden auto-
activarse, asi como otras que podrian resultar toxicas para el hospedero sélo
pueden ser ensayadas en fragmentos [39,40]. Por otro lado, debe tomarse
en cuenta que el plegamiento y la disponibilidad de los sitios de interaccion
de las proteinas a ensayar puede estar comprometido por la presencia de los
dominios de union a DNA y de activacion. Cuando se emplea a S. cerevisiae
como hospedero, es necesario tener en mente que este organismo no es
capaz de realizar todas las modificaciones postraduccionales que podrian
resultar esenciales para el plegamiento o la interaccién cuando se ensayan
proteinas heterélogas [19]. Finalmente, es necesario corroborar por otros
métodos las interacciones resultantes, debido a que en ocasiones, es posible
identificar interacciones in vivo que no necesariamente ocurren directamente
in vitro, ya que una macromolécula Z podria mediar la interaccion [31].
Ademas, debido a la compartimentalizacion del medio celular, gran parte de
las interacciones observadas cuando se prueban bibliotecas de cDNA no son
de relevancia bioldgica [41].

1.3.2 Métodos de bajo alcance: estudio especifico de las interacciones

Estos métodos se centran en la caracterizacion de las propiedades
bioquimicas y fisicoquimicas de los complejos proteicos [42]. La informacion
mas detallada a cerca de la interface de interaccion entre dos proteinas es
provista por métodos como la cristalografia de rayos X y espectroscopia de
resonancia magnética electrénica (RMN). Técnicas espectroscopicas como la
transferencia de energia entre flourocromos y anisotropia de fluorescencia,
permiten el calculo de parametros fisicoquimicos que describen la fuerza de
unién entre dos biomoléculas [43]. Otras técnicas, como la microscopia de
fuerza atdbmica y la microscopia electrénica, permiten conocer a nivel
tridimensional: la localizacién, el papel estructural y la relacién bioldgica-
estructural que presentan los componentes de un complejo multiproteico. En
conjunto, estas técnicas son capaces de producir informacion detallada

acerca de la estructura, mecanica, cinética y dinamica de la interaccion, sin
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embargo, el numero de complejos proteicos que pueden ser solventados a
partir de ellas es muy bajo. Actualmente se han caracterizado un gran
namero de componentes de complejos proteicos que participan en procesos
celulares clave como el crecimiento, el mantenimiento de la informacion
genética, la diferenciacion, entre otros [44]. Sin embargo, es claro que auln
resta mucho por descubrir y sera el uso en conjunto de todas estas técnicas
lo que permita obtener resultados de mayor contundencia dejando de lado las

limitaciones que presentan cada una de estas metodologias individualmente.

1.4 Los ribosomas: maquinas especializadas en la sintesis de
proteinas

Los ribosomas son maquinas moleculares encargadas de sintetizar todas las
proteinas requeridas para el crecimiento y el mantenimiento celular. Cada
ribosoma es capaz de decodificar la informacién contenida en los RNA
mensajeros (MRNA) y producir una proteina especifica. La mayor parte de
los estudios sobre el ribosoma eucarionte han sido realizados en S.
cerevisiae. En este organismo, cada ribosoma esta conformado por dos
subunidades. La subunidad menor (40S) contiene un rRNA ribosomal (18S) y
33 proteinas ribosomales, mientras que la subunidad mayor (60S) esta
compuesta por tres rRNA (5.8S, 5S y 25S) y 46 proteinas ribosomales [45].
Ademas de su composicién, cada subunidad es funcionalmente diferente;
mientras que la subunidad menor actia como el centro de decodificacién del
MRNA, la subunidad mayor es el sitio en donde ocurre la transferencia
peptidica que media la formacion de la proteina [46].

Cada ribosoma es construido en el nucléolo, el sitio en donde el rRNA
ribosomal es transcrito. Posteriormente, cada uno de los intermediarios que
dard origen a las subunidades mayor y menor, es procesado durante su
transporte hasta el citoplasma, en donde sufren los Ultimos pasos de
maduracion. El proceso de biogénesis ribosomal es altamente complejo,
requiere del esfuerzo concertado de las tres RNA polimerasas, de mas de
200 proteinas no ribosomales o accesorias, y 75 RNA pequefios nucleolares
(snoRNA), que en conjunto asisten el ensamblaje, la maduracion y el
transporte intracelular de ambas subunidades ribosomales.
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1.5 Biogénesis ribosomal en Saccharomyces cerevisiae

1.5.1 Transcripcion del RNA necesario para la biogénesis ribosomal

La biogénesis ribosomal comienza con la transcripcion de un rRNA
policistronico conocido como pre-35S por parte de la RNA polimerasa | y el
rRNA 5S por la RNA polimerasa Il [47,48]. EI rRNA 35S es precursor de las
especies 18S, 5.8S y 25S (Figura 3). Mientras el pre-35S es transcrito,
experimenta diferentes modificaciones quimicas, como la pseudourinidilacion
y metilacién, las cuales son realizadas por cerca de 75 ribonucleoproteinas
pequeias nucleolares (snoRNP). Se ha descubierto que estas modificaciones
se presentan en secuencias relevantes para el funcionamiento ribosomal,
debido a que los ribosomas que carecen de ellas muestran una reduccién en
su eficiencia de traduccion [49-52]. Por otro lado, ha sido observado que
durante el crecimiento celular, cerca del 60 % de los mRNA transcritos por la
RNA polimerasa Il codifican para las proteinas ribosomales y factores
accesorios necesarios para la sintesis ribosomal [53]. Este alto porcentaje

refleja la importancia del proceso ribosomal en el mantenimiento de la funcion

celular.
DNA rDNA rDNA rDNA
55 35S
RNA pol | RNA pol IiI
5 18S 5.8S 25S -

Figura 3. Organizacion del locus de rDNA en el cromosoma Xl de S. cerevisiae. El
nucléolo es un subcompartimento nuclear conformado por repetidos de rDNA (150 a
200); la biogénesis ribosomal comienza en este sitio con la transcripcion del rRNA
35S por parte de la RNA pol |y el rRNA 5S por parte de la RNA pol 11l [46].
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1.5.2 El complejo 90S es el precursor de las subunidades 60S y 40S
Conforme el rRNA 35S es modificado, un pequefio subgrupo de proteinas
ribosomales y proteinas accesorias se asocian con el acido nucleico dando
origen a un complejo conocido como 90S, el primer precursor identificable y
que originara las subunidades 40S y 60S (Figura 4) [54]. Este complejo es
procesado por una serie de endo y exonucleasas que realizan diversos cortes
sobre el pre-rRNA 35S. El corte sobre el sitio A2 produce las subunidades
pre-40S y 60S. En seguida, ambas subunidades siguen vias de maduracion
independientes. Por un lado, la subunidad pre-40S es rapidamente exportada
al citoplasma, en donde experimenta dos eventos principales: (1) un rearreglo
estructural producido por una serie de factores accesorios y (2) el corte
endonucleolitico por la nucleasa Nobl sobre el rRNA 20S para producir el
rRNA 18S maduro [45]. El proceso de maduracion de la subunidad 60S es
mucho mas complejo e involucra, entre otras cosas, el procesamiento de los
rRNA, asi como la disociacibn y asociacion de diversas proteinas
ribosomales [46,55-58].

Nucléolo Ntcleoplasma ‘ Citoplasma

Pre-60S
= Q o

e Q =
@%} -%‘23 P2 A0
exver) [ Pre 90S ‘ 2 ~> \; SO - v:‘ ,; \
Ca # 722 \,@(%'J @ % @?7 Qo

7o~ PR -
x\ h‘:«;_? T { @
& ‘&2 s &y

) P Pre-40S 3 S

Figura 4. Proceso de biogénesis ribosomal. La asociacién del rRNA ribosomal con
proteinas ribosomales y accesorias da origen a la particula 90S; el procesamiento
de esta particula produce las subunidades pre-60S y pre-40S. Cada particula es
transportada desde el nucléolo al nucleoplasma, y exportada al citoplasma, en
donde sufren las Ultimas modificaciones para su maduracién y se ensamblan para

formar a la particula 80S funcional. Modificada de [59].
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1.5.3 Maduracion de la subunidad 60S

La particula pre-60S es exportada hasta el citoplasma para completar su
proceso de maduracion, el cual comprende el procesamiento final del rRNA 'y
el ensamblaje de las ultimas proteinas ribosomales. Una vez que la pre-
subunidad 60S ha llegado a este sitio, mantiene un cierto numero de
proteinas no ribosomales encargadas de facilitar su exportacion y de prevenir
una interaccion prematura con la subunidad 40S. Las proteinas que no
formaran parte de la estructura de la subunidad 60S funcional, son liberadas
en el citoplasma y recicladas al nucleo mediante la accion de proteinas
especializadas conocidas como factores de liberacion; éstos comprenden a
las ATPasas Drgl y Hsp70 Ssal/Ssa2, a las GTPasas Lsgl y Efll, y la
fosfatasa Yvhl, entre otras [60].

La maduracion de la pre-subunidad 60S involucra una serie de pasos
coordinados que estan relacionados entre si. A partir de estudios acerca de la
composicion de la particula pre-ribosomal se han determinado al menos dos
vias que convergen en la maduracion de la subunidad pre-60S [59,61]. Una
de ellas involucra el reciclaje de Mtr4, una RNA helicasa dependiente de ATP,
encargada del procesamiento del rRNA 5.8S [62—-64]. Mtr4 es paraloga a PO,
un componente esencial del tallo ribosomal. El tallo es una estructura
caracteristica de la subunidad 60S funcional que se encarga del
reclutamiento de los factores de traduccion durante la sintesis de proteinas
[65]. Su ensamblaje sobre la subunidad mayor depende de la liberacion de
Mtr4 por parte de la fosfatasa Yvhl. Cuando la disociacion de Mtr4 no se
realiza, la formacién del tallo es alterada y provoca que las proteinas Tif6 y
Nmd3 no sean recicladas al nucleo [60]. Tif6, conocida en mamiferos como
elF6, es un factor de anti-asociacién que permanece unido a la subunidad
pre-60S e impide su asociacion prematura con la subunidad 40S [66]. La
disociacion de Tif6 de la subunidad 60S es esencial para permitir el ensamble
del ribosoma funcional (80S). Este acontecimiento es catalizado por la
participacion conjunta de las proteinas Efll y Sdol [67-69] quienes son
nuestro objeto de estudio (Figura 5).
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Figura 5. Liberacién de Tif6 de la subunidad 60S. Tif6 permanece unida a la
subunidad pre-60S e impide su asociacién con la subunidad 40S. La disociacion de
Tif6 es catalizada las proteinas Efll y Sdol permitiendo el ensamble de la particula
80S.

1.6 LaGTPasa Efl1

La proteina Efll es una GTPasa homdéloga a los factores de traduccién EF-2
de eucariontes y EF-G de procariontes. Se ha establecido, de manera
analoga a un proceso de control de calidad, que la funcién de Efl1 es
monitorear que las regiones ribosomales como el tallo y el sitio P hayan sido
ensambladas correctamente [70]. Debido a su similitud con EF-2, se ha
planteado que remueve a Tif6 de la subunidad ribosomal a través de un
cambio conformacional similar al que desencadena esta proteina durante la
elongacion de la sintesis proteica [70]. Ademas, ya que EF-2 y Efl1 tiene un
28 % de identidad, se ha propuesto que Efl1 presenta la misma organizacion
estructural que EF-2 [68]: un subdominio G en el dominio | y cuatro dominios
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mas, numerados del II-V (Figura 6). Se sabe que en el dominio | es en donde
ocurre la unién e hidrélisis de GTP, pero la funcién de los cuatro dominios
restantes aun es desconocida. Estudios sobre la regiébn C-terminal han
establecido que probablemente esté involucrada en la union al ribosoma [67].
La diferencia mas marcada entre ambas proteinas, es la existencia de una
insercion de 160 residuos de aminoacidos en el dominio Il de Efll, ausente
en EF-2 [67]. En esta tesis demostramos que esta region esta involucrada en

la interaccion con la proteina Sdol.

Figura 6. Modelo del plegamiento tridimensional de la GTPasa Efl1, excluyendo la
secuencia de insercidn de 160 residuos. Segun nuestro modelo, la estructura de Efl1
esta organizada en 5 dominios: un subdominio G dentro del dominio | (gris), y cuatro
dominios numerados del Il al V, cuya funcién aldn es desconocida. EI modelo fue
obtenido por homologia a partir de la estructura de EF-2 de S. cerevisiae (pdbid
1NOV) utilizando el servidor Swiss Model de Expasy. Dominio II: Rojo; Dominio Ill:

Verde; Dominio IV: Cian; Dominio V: Rosa.

1.7 La proteina Sdol
La proteina Sdol pertenece a una familia de proteinas presente en diversos

organismos, que incluyen desde arquea hasta eucariontes [71]. En Homo
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sapiens el ortélogo se conoce como SBDS, porque las mutaciones en el gen
gue la codifica, son la causa del sindrome de Shwachman-Bodian-Diamond
(SBDS). SBDS es una enfermedad autosdmica recesiva que se caracteriza
por insuficiencia pancreatica exocrina, alteraciones esqueléticas, deficiencia
en la funcion de la médula ésea y una alta predisposicion a desarrollar
leucemia [72,73]. Estas proteinas se organizan en tres dominios estructurales
(Figura 7) [74-76]. Las estructuras determinadas mediante RMN han
demostrado que el dominio | puede unirse a RNA, por lo cual se cree que
media la interaccion con el ribosoma [77]. La funcion de los dominios 1l y lI
restantes es desconocida. Bocook et al. [71], utiliz6 a distintos miembros de
la familia de proteinas Sdol/SBDS, asi como proteinas quimera de las
mismas, para complementar la funcién de Sdol en levadura. Los resultados
obtenidos mostraron que los dominios | y Il son indispensables para su
funcién; mientras que el dominio | puede ser intercambiado entre especies y

el dominio Il rige la especificidad de especie.

Figura 7. Estructura tridimensional de la proteina Sdol de S. cerevisiae. Sdol es
una proteina compuesta por tres dominios. El dominio | (azul marino) esta implicado
en la interaccién con el ribosoma. Las funciones de los dominios Il (cian) y Il (gris)
son desconocidas. Modelo obtenido por homologia a partir de la estructura de SBDS

humana (pdbid 2L9N), utilizando el servidor Swiss Model de Expasy.
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En este trabajo establecimos una distribucion tedrica de los dominios
estructurales que conforman a la proteina Efl1, a partir del modelo obtenido
mediante alineamientos de secuencia primaria y secundaria con su homélogo
EF-2 (ver seccidon 4.1). La secuencia de insercién de 160 residuos no fue
incluida en el modelo, porque no encontramos relaciones de homologia
significativas con estructuras depositadas en el PDB. Por la ubicacion en la
secuencia primaria, pensamos que esta insercibn puede conformar un
dominio estructural o formar parte del Dominio Il. Posteriormente, la
secuencia codificante de cada dominio estructural de Efll y Sdol, asi como
combinaciones de los mismos, se expresaron en S. cerevisiae CTY10-5d, y
se realizaron ensayos de doble hibrido con el objetivo de establecer las

regiones responsables en la interaccion entre ambas proteinas.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo general

Identificar los dominios que participan en la interaccion entre las proteinas de
levadura Sdol y Efl1 implicadas en la maduracién de la subunidad ribosomal
60S.

2.2 Objetivos particulares

» Determinar la distribucién teérica de los dominios estructurales de Efl1.

» Clonar las secuencias codificantes de los diferentes dominios de Efl1 y
Sdol en vectores que permitan expresarlos en levadura y realizar
ensayos de doble hibrido.

e Evaluar la interaccién entre los diferentes dominios de Efl1, y sus
diferentes combinaciones con Sdol mediante ensayos de doble
hibrido en levadura a partir de la cuantificacion de la actividad de p-

galactosidasa.

3 Hipobtesis

Debido a que la diferencia mas marcada entre las GTPasas Efll y EF-2, es la
presencia de una insercion de 160 aminoacidos dentro del dominio Il de Efl1,
entonces, la funcién de este domino debe estar involucrada en la interaccion
de Efl1 con Sdol.

Si el dominio Il de Sdol es indispensable para la viabilidad celular y le
confiere especie-especificidad a la proteina entonces debe ser importante
para la interaccion con Efl1 y se podré evaluar mediante un ensayo de doble
hibrido.
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4 Materiales y métodos

Para establecer los limites de cada uno de los dominios estructurales de Efl1,
realizamos un modelo estructural de Efl1; ya que la estructura tridimensional
de esta proteina no ha sido determinada. Una vez definidos los dominios
estructurales, la estrategia experimental consisti6 en (1) obtener las
construcciones para expresar a las proteinas Sdol y Efl1; (2) co-transformar
combinaciones diferentes de estas construcciones en células de levadura; y
(3) realizar los ensayos de doble hibrido para identificar las regiones que
participan el fendmeno de interaccién entre ambas proteinas. A continuacion
se describen los detalles de los materiales y métodos utilizados en este
trabajo.

4.1 Modelado de las estructuras de Efl1y Sdol

Las estructuras tridimensionales teoricas de las proteinas Efl1 (sin insercién)
y Sdol fueron obtenidas empleando el programa Swiss-Model de Expasy
(http://swissmodel.expasy.org/). Para seleccionar los templados que
utilizamos para obtener los modelos por homologia se realiz6 un BLAST
(http://blast.st-va.ncbi.nlm.nih.gov/) contra las secuencias primarias de las
proteinas depositadas en el PDB (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do).
La secuencia de la proteina EF-2 de S. cerevisiae es la que comparte mayor
identidad con Efll (28% identidad), por lo cual utilizamos como modelo el
deposito INOV del PDB. En el caso de Sdol, la proteina SBDS de Homo
sapiens resulté la de mayor identidad (42.62 % de identidad) con Sdol, por lo
cual utilizamos como modelo el depdsito 2L9N del PDB [78].

4.2 Analisis de las regiones desestructuradas en Eflly EF-2

Para identificar las posibles regiones desestructuradas en Eflly EF-2 se
analiz6 la secuencia de aminoacidos de ambas proteinas utilizando los
predictores PONDR® VSL2, PONDR® VL3 y PONDR® VLTX
(http://www.disprot.org/). Posteriormente se construy6é una gréafica para cada
proteina en donde se representa la probabilidad tedrica que tiene un
determinado residuo, de acuerdo a su contexto o entorno, de formar parte de

una region desestructurada.
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4.3 Vectores de expresion
Los vectores de expresion pACT2 y el pEG202 fueron utilizados para la
expresion de las proteinas EFL1 y Sdol, respectivamente. A continuacion se

describen sus principales caracteristicas.

4.3.1 Vector pACT2

El vector pACT2 (Figura 8) es ampliamente utilizado para ensayos de doble
hibrido debido a que permite la seleccion de células transformantes de
levadura al complementar su auxotrofia a leucina. Otra ventaja de este vector
es que permite expresar a la proteina de interés fusionada a un dominio de
activacion (DA) del factor de transcripcion GAL4. Ademas, este vector
contiene un origen de replicacion procariota y expresa una p-lactamasa, por

lo cual puede ser propagado en bacterias y seleccionar mediante resistencia

a ampicilina.
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Figura 8. Caracteristicas generales del vector pACT2, utilizado para la expresion de
la proteina Efll y sus distintos dominios estructurales en células de levadura.

Esquema obtenido con el software Snap Gene.

4.3.2 Vector peEG202

El vector pEG202 (Figura 9) también es capaz de ser propagado en bacteria,
y al igual que el pACT2, expresa una f-lactamasa que otorga resistencia a
las bacterias en un medio con ampicilina. En levadura, puede ser
seleccionado debido a que presenta al gen HIS3 como marcador nutricional.
Este vector es utilizado para ensayos de doble hibrido debido a que permite
la expresion de la proteina de interés fusionada a un dominio de unién a DNA
del represor bacteriano LexA.

Pmel (2059)
EcoRI (2144)
BamHI (2154)
Ncol (2165)

NotI (2171)
Xhol (2177)

pEG202

10,166 bp

Figura 9. Caracteristicas generales del vector pEG202 utilizado para la expresion de

la proteina Sdol. Esquema obtenido con el software Snap Gene.
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4.4 Construcciones para la expresion de Sdoly sus dominios 2-3
Las construcciones pEG202-Sdol y pEG202-Sdol D2-D3 fueron obtenidas
por la Doctora Nuria Victoria Sanchez Puig, y donadas para la realizacion de
este trabajo. La construcciéon pEG202-Sdol expresa a la proteina completa,
mientras que la construccion pEG202-Sdol D2-D3 expresa un polipéptido
conformado por los dominios 2 y 3 (residuos 95 a 250) de Sdol. Ambos
polipéptidos se clonaron en marco de lectura tal que, se expresan fusionados
a un dominio de unién a DNA del factor de transcripcién LexA en el extremo

N-terminal.

4.5 Estrategia de clonacién de las secuencias codificantes de la
proteina Efl1 y de sus diferentes dominios estructurales
Para obtener las construcciones que nos permitieran expresar a Efll y sus
dominios estructurales, primero identificamos su posible arreglo estructural y
distribucion de dominios a partir de un analisis comparativo entre la
secuencia primaria y secundaria de su homadlogo EF-2. Con esta informacion,
disefiamos los oligonucledtidos necesarios para amplificar la secuencia
completa de Efl1 y de sus diferentes dominios de manera independiente, por
PCR. Cada amplicon, asi como el vector pACT2, fueron digeridos con
enzimas de restriccion; y finalmente, cada inserto fue ligado en el vector de
expresion. A continuacion se describen las condiciones en las que se

realizaron cada uno de estos pasos.

4.5.1 Identificacion de los dominios de Efl1 por alineamiento con EF-2

Para identificar el posible arreglo estructural teérico, asi como el nimero y
distribucion de los dominios de Efll, realizamos un alineamiento de la
secuencia primaria entre Efll y su homédlogo EF-2 de levadura. El
alineamiento se realizé sobre el programa T-Coffee del Instituto Europeo de
Bioinformética (EBI), utilizando las secuencias de aminoacidos de ambas
proteinas obtenidas de la base de datos de proteinas (GenBank) del Centro
Nacional de Biotecnologia (NCBI). Utilizando la informacién contenida en el
PDB, marcamos las regiones que corresponden a la estructura secundaria de

EF-2. El resultado del alineamiento se muestra en la Figura 11.
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45.2 Disefio de oligonucleétidos para amplificar la secuencia

codificante de Efl1 y de sus distintos dominios estructurales
A partir de los resultados obtenidos del alineamiento entre las secuencias de
Efll y EF2 se disefiaron oligonucledtidos para amplificar la secuencia
codificante de la proteina completa y del dominio 1 (oligos Efl1-13a/Efl1-133),
dominio 2 (oligos Efl1-34a/EFL1-135), dominios 1-2 (oligos Efl1-13a/Efl1-135),
dominio 3 (oligos Efl1-136a/Efl1-137), dominos 4-5 (oligos Efl1-138a/Efl1-10)
y dominio 5 (oligos Efl1-140/Efl1-10) de Efl1l. Cada oligonucledtido consistio
entre 30 y 40 pares de bases (pb), permitiendo que 20 pb o mas hibridaran
con el molde. Todos los oligonucleétidos sentido contenian un sitio de
reconocimiento para la enzima de restriccion EcoRIl mientras que los
oligonucledtidos contrasentido presentaban un sitio de reconocimiento para la
enzima de restriccion Xhol. De cada oligonucléotido se prepararon soluciones
stock a una concentracion de 100 pM, y soluciones de trabajo a una
concentracion de 10 pM. La secuencia de los oligonucleétidos se muestra en
el Apéndice 1. Las regiones en donde alinean cada uno de los
oligonucledtidos utilizados se muestran en la Figura 10.

Efl1-13a Efl1-134a Efl1-136a Efl1-138a Efl1-140a
> > >
= L
< <« <
Efl1-133 Efi1-135 Efl11-137 Efl1-10

Figura 10. Localizacion de los oligonucleétidos empleados para la amplificaciéon de

la secuencia codificante y los diferentes dominios estructurales de Efl1.

4.5.3 Amplificacién de la secuencia codificante de Efll y de sus
distintos dominios estructurales

Los fragmentos codificantes de Efl1, asi como sus dominios 1, 2, 1-2, 3, 4-5

y 5, fueron amplificados mediante PCR utilizando como molde la construccion

pRS426-Efl1 que ya se tenia en el laboratorio. La amplificacion se realizo en

un volumen final de 50 pL utilizando los respectivos oligonucleétidos y el PCR

2X Master Mix (Fermentas). En la Tabla 2 se muestra la composicion de cada
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una de las reacciones. Las condiciones de PCR fueron estandarizadas como
se describe enseguida: desnaturalizacién 95 °C 5 min, 30 ciclos: 95 °C 30 s,
55°C 30 s, 72 °C (el tiempo dependio del tamafio del amplicén; la polimerasa
contenida en el 2X Master Mix amplifica 1 kb por cada 60 segundos); y una

etapa de extension final de 10 mina 72 °C.

Tabla 2. Composicion de las reacciones de amplificacion por PCR.

Componente Volumen agregado

Molde (20 ng) 1uL

Oligo Sentido 10 uM 1.5 L
Oligo Contrasentido 10 uM 1.5puL
PCR 2X Master Mix* 25 uL
Agua libre de nucleasas 21 pyL

* La composicion del PCR 2X Master es Taq DNA polimerasa 0.05 U/JL, buffer de
reaccién, 4 mM de MgCl,, y 0.4 mM de cada dNTP (dATP, dTTP, dCTP y dGTP).

4.5.4 Digestion y purificacion de los amplicones

Los productos de PCR y el vector pACT2 fueron digeridos con las enzimas de
restriccion EcoRI (New England Biolabs) y Xhol (Fermentas) durante 4 h a 37
°C. La composicién de las reacciones de restriccion se muestra en la Tabla 3.
Cada reaccion se resolvio en un gel de agarosa al 1 % y se purific utilizando
el kit QIAquick Gel Extraction (QIAGEN) siguiendo las instrucciones del

producto.

Tabla 3. Composicion de las reacciones de restriccion.

| Componentes Volumen agregado
NEBuffer 2 10X 6 pL
EcoRlI (20 U/uL) 0.5 pL
Xhol (10 U/uL) 1 uL
Reaccion de PCR 45 pL
Agua libre de nucleasas 7.5 pL
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455 Ligacién de DNA

Cada reaccion de ligacion se realiz6 en un volumen de 20 pL utilizando la
DNA ligasa T4 (New England Biolabs), 50 ng del vector pACT2 y la cantidad
de inserto necesaria para alcanzar una relacion molar 1:3 entre el vector y el
inserto. La cantidad empleada de inserto se calculé utilizando la siguiente

formula:

(ng plasmido) (kb inserto)

ng de inserto = ( kb plasmido 3)

Las reacciones de ligacion se incubaron durante 18 h a 4 °C. En la Tabla 4 se

muestra la composicion de una reaccién de ligacion estandar.

Tabla 4. Composicion de las reacciones de ligacion.

‘ Componente Cantidad
Vector 50 ng
Inserto* Relacion 3:1
T4 DNA ligasa buffer 10X 2 uL
T4 DNA ligasa (10 U/uL) 1L
Agua libre de nucleasas C.B.P. 20 pL

*La cantidad de DNA de inserto depende de su longitud y de la relacion molar
empleada. C.B.P. cuanto baste para.

4.5.6 Transformacion de DNA plasmidico en bacteria

Se mezclaron 10 yL de cada reaccién de ligacion con 50 yL de células
guimiocompetentes de Escherichia coli DH5a y se mantuvieron en hielo
durante 30 min. En seguida, se les dio un choque térmico a 42 °C durante 40
s y permitimos que las células se duplicaran en medio LB fresco durante 1 h
a 37 °C. Finalmente, cada mezcla de transformacion se inocul6é en cajas de

LB-ampicilina'y se incub6 a 37 °C durante 18 h.

4.5.7 Aislamiento de DNA plasmidico por el método de lisis alcalina
Para cada una de las construcciones se tomaron 10 colonias transformantes

y se inocularon por separado en 5 mL de medio LB con ampicilina. Estos
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cultivos se incubaron a 37 °C durante 18 h con agitacion constante (200 rpm).
De cada cultivo obtuvimos el botén celular por centrifugacion (8000 rpm 1
min), y se trataron como se describe a continuacion: se agregaron 100 L de
la solucion de miniprep S1 y se resuspendié con el vortex hasta obtener una
mezcla homogénea. Después se adicionaron 100 pL de la solucién S2, se
mezclé por inversion y en seguida se agregaron 120 L de la solucion S3. La
mezcla se centrifugd a 12000 rpm 15 min para eliminar restos celulares y el
sobrenadante fue transferido a un tubo con 400 pL de isopropanol frio (4°C).
Esta mezcla se centrifugd a 12000 rpm 15 min y el botdn se lavé con 500 pL
de una solucién de etanol al 70 % v/v. Finalmente, el etanol se elimind por
evaporacion y el botdn se resuspendioé en 30 uL de agua libre de nucleasas.
La composicion de las soluciones utilizadas en esta seccion se encuentra

descrita en el Apéndice 4.

4.5.8 Identificacion de las construcciones por restriccion

Se digirieron 5 puL de cada uno de los plasmidos purificados por lisis alcalina
utilizando las enzimas EcoR |y Xho | por 2 h a 37 °C. Las reacciones de
restriccidon se resolvieron en un gel de agarosa al 1% y se compard su patron
electroforético con el predicho tedricamente utilizando el programa Serial
Cloner 2.6.1. Las construcciones que mostraron un patrén de restriccion
correcto se purificaron con el kit Plasmid Mini-Prep de Jena Bioscience. Se
estimd la concentracidon y pureza de cada plasmido midiendo su absorbancia
a 260 nm en un equipo nanodrop BioSpec-nano de Shimadzu. Finalmente los
plasmidos obtenidos se secuenciaron con la compafia LARAGEN para
comprobar la presencia y correcta secuencia de cada inserto.

4.6 Preparacion de células competentes de levadura

Se inocularon 10 mL de medio YPED con una colonia de S. cerevisiae
CTY10-5d y se incubaron a 30 °C durante toda la noche con agitacion
constante (250 rpm). Posteriormente se inocularon 200 mL de medio YPED
fresco con la cantidad de pre-indculo necesaria para alcanzar una ODggo de
0.1, este cultivo se incub6 a 30 °C con agitacién constante hasta alcanzar la
fase de crecimiento logaritmica (ODgoonm €ntre 0.5-0.8). El paquete celular se

obtuvo por centrifugacion (5000 rpm, 5 min, 21 °C) y se resuspendid en 2 mL
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de la solucién CY (Apéndice 5) para después ser repartido en alicuotas de
100 pL.

4.7 Co-transformacién del DNA plasmidico en levadura

Se co-transformaron dos grupos de plasmidos; el primer grupo consistid en
mezclas de 250 ng de la construccion pEG202-Sdol y 250 ng de cada
construccion de Efll, mientras que el segundo grupo contenia 250 ng de la
construccion pEG202-Sdol D2-D3 y 250 ng de cada construccién de Efl1.
Los plasmidos se mezclaron con 20 pyL (100 pg) de acarreador de DNA
(Invitrogen) y se agregaron a 100 pL de células competentes de levadura. A
cada tubo se le adicioné 600 pL de la solucion TY (Apéndice 5), los tubos se
mezclaron por inversion y se incubaron durante 2 h a 30 °C con agitacion
constante (250 rpm). Posteriormente, se agregaron 70 pL de DMSO (Sigma)
y se les dio un choque térmico a 42 °C durante 15 min. Para eliminar el
sobrenadante cada tubo se centrifugd a 5000 rpm durante 1 min. Cada
paquete celular se resuspendié en 100 yL de TE 1X y fue plaqueado en
cajas de medio YM1 —Leu —His. Estas cajas fueron incubadas a 30 °C
durante 3 dias. Los vectores vacios pEG202/pACT2, asi como las mezclas
pEG202-Sdol/pACT2 y pEG202-Sdol D2-D3/pACT2, también se co-
transformaron para utilizar las clonas transformantes como controles

negativos en el ensayo de interaccion.

4.8 Ensayos de interaccion proteina-proteina (Doble hibrido)

Se inocularon 3 mL de medio YM1 —Leu —His con una de las colonias de
levadura obtenidas de cada co-transformacion y se incubaron a 30 °C
durante toda la noche con agitacion de 250 rpm. Enseguida, se inocularon 10
mL de medio YM1 —Leu —His fresco con 300 uL de cada pre-indculo por
separado y se mantuvieron a 30 °C con agitacién hasta alcanzar una ODgoonm
entre 0.5 y 0.8. Una vez que los cultivos alcanzaron la fase de crecimiento
logaritmica, se transfirieron 1.5 mL del cultivo a un tubo limpio y se
centrifugaron a 14000 rpm 2 min para eliminar el medio de cultivo. El botén
celular se resuspendié en 300 uL de Buffer Z (Apéndice 6). Después se
transfirieron 100 pL de esta suspensién a un tubo nuevo y las células fueron

lisadas por ciclos de congelacién/descongelacién utilizando nitrégeno liquido
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y un bafio maria a 37 °C. Se agregaron a cada tubo 700 puL de Buffer Z/p-
mercaptoetanol, 160 pL de solucién de ONPG (o-nitrofenil galactopiranosido),
se mezclaron por inversion y se incubaron a 30 °C hasta observar el
desarrollo de un color amarillo. Una vez desarrollado el color, se agregaron
400 pL de una solucion de Na,CO3 1M para detener la reaccion, se registro el
tiempo de incubacién y los tubos se centrifugaron a 14000 rpm durante 10
min para eliminar los restos celulares. El sobrenadante se transfirié a un tubo
nuevo y se cuantificdé su absorbancia a una longitud de onda de 420 nm
(Aa20nm). Las unidades de p-galactosidasa (cantidad que hidroliza 1 pM de
ONPG a o-nitrofenol por minuto por célula) se calcularon empleando la

siguiente féormula:

(1000)(0D420nm)

U galactosidasa = (5)(t)(V)(0D600nm)

En donde:

t es el tiempo de incubacién
-V es el volumen de suspension celular utilizado para el ensayo
- ODg420nm €s la absorbancia del o-nitrofenol a una A420 nm

- ODsoonm €s la absorbancia de las células en fase logaritmica de
crecimiento
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5 Resultados

5.1 Identificacion de los dominios estructurales de EFL1 vy

clonacion de sus secuencias codificantes en el vector pACT2
Para identificar a las regiones que median la interaccién entre Sdol y Efl1,
construimos diferentes plasmidos que nos permitieran expresar a ambas
proteinas y sus diferentes dominios estructurales en levadura. Primeramente
se identificé la distribucion de los dominios estructurales de Efll, para
después amplificar su secuencia codificante por PCR y clonarlos en el vector
pACT2. A continuacién se presentan los resultados obtenidos en cada uno de
estos pasos.

5.1.1 Localizacion de los dominios estructurales de EFL1

En la Figura 11 se muestra el resultado del alineamiento de las secuencias
primaria de Efll y EF-2. En la parte superior se encuentran esquematizadas
las estructuras secundarias de EF-2 correspondientes a su estructura
cristalografica. A partir de este estudio pudimos observar como se
encontraban distribuidos los dominios de Efl1 con respecto a la secuencia de
EF-2. Conociendo el contenido de estructura secundaria de EF-2 y el modelo
estructural de Efl1 obtenido por homologia, identificamos los limites de cada
dominio. De acuerdo con nuestros resultados, los dominios de Efll estan
conformados de la siguiente forma: dominio | comprende los residuos 1 a 365,
el domino Il del 366 al 675 (incluyendo la insercion), el dominio 11l del 676 al
747, el dominio IV del 748 al 975, y el dominio V del 976 al 1110. Es
necesario notar, que con respecto a EF-2, Efll presenta una serie de
inserciones en su secuencia. La mas prominente se encuentra dentro del
dominio Il. Esta region no se muestra en el modelo obtenido por homologia
debido a que fuimos incapaces de modelarlo y todo indica que se trata de

una region desestructurada.
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Figura 11. Alineamiento entre las secuencias primarias y secundarias de las
proteinas Efll y EF-2 de S. cerevisiae. Los colores que sombrean la secuencia de
aminoacidos indican el porcentaje de conservacion de residuos entre ambos
polipéptidos. Rojo: mayor al 80 % de identidad; naranja: 80-60 % de identidad;
amarillo: 60-40 % de identidad; verde: menor al 40 % de identidad. Las estructuras
secundarias estan representadas por flechas azules (hojas beta) y recuadros rosas
(alfa hélices). Dominio | - linea gris, dominio Il - linea naranja, dominio Il - linea

verde, dominio IV - linea cian y dominio V - linea morada.

5.1.2 Modelos estructurales de Efl1ly Sdol

A la fecha ha sido dificil obtener las estructuras tridimensionales de Efl1 y de
Sdol de S. cerevisiae. La flexibilidad de ambas proteinas ha complicado la
obtencion de cristales para su estudios por difraccion de rayos X, y en el caso
de Efl1l, su tamafio ha impedido su caracterizacion por RMN. Actualmente,
existen dos estructuras de la proteina SBDS de H. sapiens obtenidas por
RMN [74,79]. y dos estructuras cristalograficas del ortélogo de SBDS de
arquea [76]. Todas las estructuras de las proteinas SBDS presentan el mismo
namero de residuos organizados en tres dominios estructurales y mantienen
caracteristicas similares entre si. Basandonos en la informacién evolutiva que
presentan Efll y Sdol, nosotros obtuvimos modelos estructurales de los
correspondiente ortélogos de S. cerevisiae utilizando el programa Swiss-
Model (Figura 6 y Figura 7). Para cada modelo marcamos con diferentes
colores sus dominios estructurales, y en cuanto a Efll, notamos que su
distribucion corresponde con los resultados del alineamiento de secuencia
primaria con EF-2. Con la informacion obtenida del alineamiento, asi como
con el modelo de Efl1, se disefiaron oligonucleétidos para la amplificacion de
sus diferentes dominios por PCR.

5.1.3 Regiones desestructuradas en la GTPasa EFL1

Durante la construccion del modelo de Efll observamos una region que se
encuentra embebida en el dominio Il, la cual, al incluirla en el modelo nos
daba como resultado una regidén sin estructura. Esta region no pudo ser
modelada por homologia debido a que no existen homologos estructurales.

Interesantemente, esta zona corresponde con la secuencia de insercion no
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presente en EF-2. Para comprobar que este sitio corresponde a una region
desestructurada, realizamos un analisis predictivo utilizando diferentes
servidores del programa PONDR® (http://www.disprot.org/metapredictor.php).
Todos estos predictores realizan un analisis a partir de la secuencia primaria
de la proteina y dan como resultado un valor de probabilidad para cada
aminoacido, indicando si se encuentra estructurado (p<0.5) o
desestructurado (p>0.5). En la Figura 12 podemos observar que EFL1
presenta cuatro regiones desestructuradas que son predichas por los cuatro
programas usados. Cuatro regiones pequefnas que comprenden los residuos:
819 a 823, otra del 841 al 849, otra del 906 a 942, y del 1003 al 1032; y una
region grande que comprende los residuos 413 - 575. Esta Ultima
corresponde a la secuencia de insercion ausente en EF-2 (Figura 13).

VSL2B F
VL3
VLT4

09

Prediccion de estructura

200 500 800 7000

Residuos

Figura 12. Prediccion de regiones desestructuradas en Efll. La region que
comprende del residuo 400 al 600 corresponde a la secuencia de inserciéon no

presente en EF-2 y muestra una alta probabilidad de encontrarse desestructurada.
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Figura 13. Prediccion de regiones desestructuradas en EF-2. Esta proteina presenta
dos regiones desordenadas cercanas a los residuos 100 y 600. Ninguna de ellas

corresponde a la secuencia de insercion observada en Efl1.

5.1.4 Amplificacion, restriccién y clonacién de la secuencia codificante
de Efll y sus dominios estructurales
En la Figura 14 se muestran los patrones electroforéticos del DNA plasmidico
después de ser restringido con EcoRl y Xhol. En todos los carriles
observamos una banda cercana a 8 kb que corresponde al vector pACT2
abierto, y para cada construccién observamos los fragmentos de DNA que
corresponden al dominio 1 (1083 pb, carril 2), dominio 2 (915 pb, carril 3),
dominio 1-2 (1998 pb, carril 4), dominio 3 (225 pb, carril 5) y dominio 4-5
(1086 pb, carril 7); para las construcciones del dominio 5 (405 pb, carril 8) y
de la secuencia completa de la proteina (3333 pb), observamos los mismos
patrones (los resultados no se muestran). A partir de las clonas identificadas
como portadoras de las construcciones de interés se procedié a extraer DNA
plasmidico utilizando el Kit Plasmid Mini-Prep. Este kit se fundamenta en el
mismo principio que el método de lisis alcalina pero se caracteriza por
implementar el uso de una columna que permite obtener una mayor cantidad

de DNA y con mayor pureza.
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Figura 14. Patrones de restriccion con EcoRIl y Xhol de las construcciones de
interés en el vector pACT2. Geles de agarosa al 1 % tefiidos con bromuro de etidio.
M: marcador de peso molecular, [A]: pACT2-D1 clonas 1, 3, 4 y 6, positivas; [B]:
pACT2-D2 clonas 2 y 3, positivas; [C]: pACT2-D1-D2, clona 4, positiva; [D]: pACT2-
D3, clonas 1, 2 y 3, positivas; [E]: pACT2-D4-D5, clonas 1 a 6, positivas.

5.2 Ensayos de doble hibrido para evaluar la interaccion entre
Eflly Sdol

Para investigar qué regiones median la interaccion entre Efl1 y Sdol, ambas
proteinas, asi como polipéptidos de sus diferentes dominios estructurales
fueron expresados en levadura y se estudié su unién mediante ensayos de
doble hibrido. En estos estudios empleamos como sefiuelo a la proteina
Sdol completa y una proteina Sdol trunca que comprende a los dominio 2 -
3 (Sdol D2-D3), ambas fusionadas a un dominio de union a DNA que
reconoce la secuencia promotora LexA que a su vez controla la expresion del
gen reportero p-galactosidasa. Ambos polipéptidos fueron ensayados contra

Efl1 y contra los diferentes arreglos de sus dominios estructurales. Estos
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polipéptidos se fusionaron a un dominio de transactivacion, de tal manera que
al existir una interaccion fisica entre ambas proteinas, este dominio es capaz
de reclutar a la maquinaria de transcripcién y expresar a la p-galactosidasa.
Esta enzima actia sobre el ONPG produciendo galactosa y o-nitrofenol
(Figura 15), un compuesto soluble de color amarillo cuya absorbancia puede
cuantificarse a una longitud de onda de 420 nm. La absorbancia obtenida
permite calcular las unidades p-galactosidasa, ya que su valor se relaciona

indirectamente con la interaccién entre dos macromoléculas.

0..+:.0 :
°N Oxn° CH,OH
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OH = OH
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Figura 15. Hidroélisis de ONPG mediada por la p-galactosidasa. La p-galactosidasa
escinde el ONPG en o-nitrofenol y galactosa. El o-nitrofenol es un compuesto
amarillo, soluble en agua y que puede ser cuantificado a una longitud de onda de
420 nm.

Tanto la Figura 16 como la Figura 17 muestran los resultados de la
interaccion de Sdol y Sdol D2-D3 con los diferentes dominios de Efl1. Para
ambos ensayos utilizamos como control a una levadura transformada con el
pACT2 y el pEG202 vacios (control A). Este control mostré la absorbancia
producida por la hidrdlisis en agua del ONPG, asi como, la hidrdlisis por la
actividad promiscua de alguna enzima enddgena de levadura. El segundo
control (control B), fue utilizado en el ensayo donde se emple6 a Sdol como
sefiuelo (pEG202-Sdol) y el vector pACT2 vacio con la finalidad de descartar
la posible autoactivacion de Sdol mediante su interaccion inespecifica con
otras proteinas del contexto celular (Figura 16). Se consideraron como
verdaderas aquellas interacciones en las cuales el valor de las unidades -
galactosidasa se encontraron por encima de las del control B. De esta
manera pudimos observar que el dominio 2 y los dominios 1-2 de Efl1, con
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3.973 £ 0.071 y 2.57 = 0.044 unidades de p-galactosidasa, respectivamente,
presentan los valores mas altos en el primer ensayo. Debido a que las
unidades p-galactosidasa del dominio 1 estan por de bajo del control B,
concluimos que a pesar de existir una interaccion con los dominios 1-2, este

fendmeno es mediado por el dominio 2.
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Figura 16. Ensayos de interaccibn mediante doble hibrido entre Sdol y los
diferentes dominios de Efl1. Control A: control negativo; la levadura no expresa
ninguna de las proteinas de interés; Control B: control negativo, la levadura sélo
expresa a la proteina Sdol. Efll: proteina completa, Efl1 D1: Dominio |, Efl1 D2:
dominio I, Efl1 D1-D2: dominios | a Il, Efl1 D3: dominio Ill, Efl1 D4-5: dominio IV a V,
Efl1 D5: dominio V.

En el segundo ensayo (Figura 17) utilizamos como sefiuelo a una proteina
trunca de Sdol que comprende sélo a los dominios 2 y 3. El control C, que
consisti6 en una levadura transformada con el vector pACT2 vacio y el
pEG202-Sdol D2-D3, mostr6 que no hay autoactivacion por parte de la
proteina trunca Sdol D2-D3. Al igual que en el ensayo anterior, el dominio 2,
asi como el polipéptido que comprende los dominios 1 a 2 de Efl1 presentan
los mayores valores de unidades $-galactosidasa, con 0.7 + 0.16 y 1.8 + 0.13,

respectivamente. Sin embargo, la mayor actividad se presentd entre los
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dominios 1 a 2, y su valor es similar al obtenido en el primer ensayo. A partir
de este estudio, notamos que el dominio 1 de Sdol no es necesario para la
interaccién entre ambas proteinas, pero posiblemente esta involucrado en el
aumento de la fuerza del fendmeno. A pesar de que se esperaba observar la
mayor actividad de (B-galactosidasa en el ensayo entre las proteinas Sdol y
Efl1 completas (Figura 16), observamos que éste se encontraba muy cerca al
valor del control B. Debido a que Efl1l es una proteina grande (1110 residuos),
cabe la posibilidad que durante la interaccion entre ambas proteinas, el gran
tamafio de Efll resulte en un impedimento estérico que impida el
reclutamiento de la maquinaria de transcripcion por parte del dominio de
activacion fusionado en el N-terminal, y por lo tanto, el gen reportero no se

expreso de manera eficiente.
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Figura 17 Ensayos de interaccién mediante doble hibrido entre Sdol D2-D3 y los
diferentes dominios de Efl1. Control A: control negativo; la levadura no expresa
ninguna de las proteinas de interés; Control B: control negativo, la levadura sélo
expresa a la proteina Sdol D2-D3. Efl1: proteina completa, Efl1 D1: Dominio I, Efl1
D2: dominio II, Efl1 D1-D2: dominios | a Il, Efl1 D3: dominio Ill, Efl1 D4-5: dominio IV
a V, Efl1 D5: dominio V.
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6 Analisis de resultados

Las interacciones fisicas entre proteinas son esenciales en el mantenimiento
de diversos procesos celulares. Estas asociaciones dirigen la formacion de
complejos transitorios implicados en el reconocimiento, procesamiento y
respuesta a sefiales externas, asi como en el ensamblaje de maquinas
proteicas implicadas en el mantenimiento, expresion y traduccién de la
informacion genética [24]. Los ribosomas pueden ser considerados como las
maquinas celulares especializadas en la sintesis de proteinas. Su formacion
implica la participacion de las tres RNA polimerasas, asi como de 75 snoRNA
y mas de 200 proteinas accesorias involucradas en los eventos de
maduraciéon de las subunidades 60S y 40S [45,80]. Gracias al desarrollo de
técnicas como la purificacion por afinidad en tandem, y dada la oportunidad
de acoplarla a la espectrometria de masas, asi como a otros meétodos
experimentales que producen resultados méas detallados, ha sido posible
aislar diversos intermediarios de la biogénesis ribosomal, estudiar su
composicién y caracterizar diversas proteinas que sin formar parte del
ribosoma, asisten su ensamblaje [81,82]. Aunque resta mucho por ser
descifrado, los resultados de estos experimentos han hecho posible la
construccion de mapas que describen a detalle el orden de eventos que

presentan ambas subunidades ribosomales durante su maduracion.

Actualmente, han sido los andlisis bioquimicos en S. cerevisiae, los que han
permitido establecer el papel que presentan algunas proteinas accesorias
como Efl1 y Sdol durante el proceso de sintesis ribosomal. Ambas proteinas
son requeridas para la liberacion de Tif6é de la subunidad 60S, facilitando su
ensamblaje con la subunidad menor y por tanto, la formacion del ribosoma
funcional [67—-69]. El hecho de que mutaciones en Tif6 que disminuyen su
afinidad por la particula ribosomal 60S, supriman el defecto de crecimiento
gue presentan células de levadura sdolA Efl1A, resulta ser una fuerte
evidencia genética que propone a Tif6 como el principal blanco rio arriba de
Efl1 y Sdol [67-69]. En este trabajo, a partir de ensayos de doble hibrido,
identificamos las regiones involucradas en la interaccion entre Efl1 y Sdo1l.

43



6.1 Estudio topologico de Efl1

Debido a la alta identidad de secuencia que existe entre Efll y EF-2, se cree
que presentan la misma distribucion de dominios [68]. De acuerdo con
nuestro modelo obtenido por homologia, y a la comparacion entre la
secuencia primaria de ambas proteinas, nosotros establecimos que Efll se
encuentra compuesta por cinco dominios estructurales (ver Figura 6). El
primero de ellos, quien esta implicado en la union e hidrolisis de GTP,
presenta la mayor conservacion de residuos con EF-2 y comprende los
primeros 365 residuos. Con respecto a la localizacion espacial de los
dominios IV y V en nuestro modelo, notamos que el plegamiento del dominio
IV (cian) podria ser asistido por el dominio V (morado); debido a esto, y con el
fin de evitar comprometer el plegamiento del dominio IV, durante los ensayos
de interaccidn en levadura, realizamos la expresion del dominio IV junto con
dominio V; es decir no expresamos los dominios de forma independiente para
no comprometer su plegamiento. El resto de los dominios fueron expresados

de manera independiente.

Resulta interesante analizar el plegamiento teo6rico que presentan los
dominios IV y V en nuestro modelo; cerca al dominio Ill se observa la
formacion de una bisagra que aisla a los dominios IV y V del resto de la
estructura. Se ha propuesto que existe una relacién entre el mecanismo por
el cual EF-2 asiste el fendmeno de translocacion en el proceso de traduccion,
y mediante el cual, Efl1 promueve la liberacién de Tif6. Se ha sugerido que al
igual que EF-2, Efll podria ser reclutada por el tallo ribosomal [60], y
mediante un cambio conformacional (posiblemente el movimiento de los
dominios IV y V) durante la hidrélisis de GTP, provoque un rearreglo
estructural de la subunidad 60S que promueva la disociacion de Tif6 [70].
Para confirmar estas suposiciones serd necesaria la realizacion de estudios

de dinamica estructural.
6.2 Regiones implicadas en la interacciéon entre Efl1y Sdol

6.2.1 Identificacién de los sitios de interacciéon en Efll
Los ensayos de interaccion mostraron que el dominio Il, asi como la

expresion conjunta de los dominios | y Il de Efl1 son los sitios que presentan
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la mayor actividad de p-galactosidasa. Lo anterior a su vez, indica que estos
son los dominios que intervienen en su interaccion tanto con la proteina Sdol
completa, como con la proteina que solo comprende los dominios 2 y 3 de la
misma. Debido a que individualmente el dominio | de Efll es incapaz de
interactuar con ambas versiones de la proteina Sdol, pero la fuerza de la
interaccién aumenta cuando se encuentra unido al dominio Il, es posible que
esta region funcione como un sitio de interaccién secundaria que se expone
una vez que Sdol y Efll se han asociado a partir del dominio Il. Dada la
cercania que presenta el dominio Il con respecto al dominio | (sitio donde
ocurre la hidrélisis de GTP), y la capacidad que tiene Sdol para abatir la
afinidad que Efl1 presenta por el GDP [83], estas regiones estan implicadas

en la interaccién entre ambas proteinas.

Por otro lado, dentro del dominio Il de Efll existe una region de 160
aminoacidos que no esta presente en la secuencia primaria de EF-2. A partir
de un andlisis predictivo con tres servidores de PONDR, se encontr6é que esta
region tiene una alta probabilidad de encontrarse desestructurada. El
fendmeno de proteinas o residuos desordenados ha sido observado
extensivamente en la naturaleza. A pesar de que las regiones
desestructuradas no tienen una forma tridimensional especifica, estan
involucradas en diversos procesos bioldgicos, por ejemplo, sefalizacion,
regulacion y reconocimiento [84]. De acuerdo con nuestros resultados,
proponemos que esta region desordenada rige el reconocimiento especifico
de Efl1 por Sdol. Muchas regiones desestructuradas sufren transiciones
desorden-orden al interaccionar con sus biomoléculas blanco, por lo que es
posible que esta region adquiera estructura secundaria al interaccionar con
Sdol.

El ensayo de doble hibrido para el resto de los dominio de EfI1 (lll, IV y V)
resultdé negativo, lo que sugiere que estos dominios no participan en la
interaccién con Sdol. Sin embargo, es importante aclarar que no se realiz6
ningun ensayo para comprobar la expresion de cada construccion. Por lo que
un ensayo negativo en el doble hibrido también puede deberse al
plegamiento incorrecto de estas regiones o su falta de expresion. Los
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resultados globales del ensayo de doble hibrido demuestran que el dominio Il
de Efl1 es quien interactia con Sdol.

6.2.2 Identificacion de los sitios de interaccién en Sdol

Las primeras investigaciones a nivel estructural en esta familia de proteinas
fueron realizadas en SBDS de Archaeoglobus fulgidus. Los resultados
obtenidos mostraron que esta proteina se encuentra organizada en tres
dominios estructurales [76]. Investigaciones posteriores, permitieron resolver
la estructura tridimensional de SBDS en humano, mostrando que se organiza
de la misma forma que en arquea [74,76]. En este trabajo, construimos un
modelo estructural de Sdol; el ortélogo de S. cerevisiae (Figura 7). A pesar
de que se trata de un modelo tedrico, de acuerdo a todos sus antecedentes
evolutivos, es muy probable que Sdol se encuentre organizada de la misma
manera que las proteinas SBDS de arquea y humano.

Para que una interaccion ocurra en los ensayos de doble hibrido, y se vea
reflejado en la actividad de un gen reportero, es necesario que ambas
proteinas sean transportadas al nucleo. Sdol ha sido identificada en
diferentes compartimentos celulares; se sabe que viaja unida a la particula
pre-60S desde el nucléolo hasta el citoplasma, en donde se encuentra en
mayor proporcion [77]. Debido a que una fraccion de Sdol se encuentra de
manera natural en el nucleo, no fue necesario adicionarle una sefal de
localizacion nuclear (SLN) encargada de transportarla al nlcleo después de
su traduccion. Por ello es que se us6 para su expresion el vector pEG202.
Por el contrario, Efl1 se localiza en citoplasma [68], por lo cual se cloné en el
vector pACT2 en el que se fusiona con una SLN en su N-terminal que le

permite ser exportada al nucleo.

Los resultados en los ensayos de interaccion mostraron que Sdol es capaz
de interactuar con Efl1 aun sin el dominio 1, indicando que son los dominios 2
y 3, quienes estan implicados en la interaccién con la GTPasa. Es importante
notar que la actividad de la galactosidasa disminuyd en el ensayo de
interaccion de Sdol D2-D3 y Efll D2 (Figura 16 y Figura 17). Esto lo
explicamos de dos maneras alternativas: (i) el dominio 1 de Efll es

importante para que el dominio 2 adquiera una conformacion favorable para
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la union, tal que su ausencia impacta en su interaccion con Efl1 o (ii) el
dominio 1 de Sdol es una regién de interaccion secundaria que se expone
después de la interaccion con el dominio 2 y que refuerza esta asociacion
mediante un cambo conformacional inducido. Experimentos de RMN en
SBDS de mamifero han demostrado que el dominio | presenta una gran
flexibilidad con respecto a los dominios Il y Ill, y que su plegamiento es
independiente al resto de su estructura [79]. Ademas, podemos afirmar, por
resultados obtenidos en nuestro grupo de trabajo, que la proteina trunca
Sdol D2-D3 se expresa eficientemente y no tiene defectos en su plegamiento.
Lo anterior refuerza la idea de que la ausencia del dominio 1 en Sdol no
impacta en el plegamiento del resto de la proteina, por lo que es posible
descartar la primera opcion expuesta anteriormente. Asi, a pesar de la
evidencia en la literatura sugiere que el papel principal de este dominio es la
unién al ribosoma, nuestros resultados indican que también es necesario

para la interaccion con Efl1.

Para no comprometer el plegamiento de los dominios 2 y 3 de Sdol, se evitd
expresarlos de manera independiente. Esto limitd conocer el papel individual,
gue presenta cada dominio en la interaccion con Efll. Se ha establecido que
los dominios 1 y 2 de Sdol son esenciales para la funcion, mientras que el
dominio 3 es dispensable [71,76]. Ademas, se ha determinado que el dominio
1 estéd implicado en la interaccién con rRNA, lo que indicaria que funge como
el sitio de uniéon al ribosoma [75]. Por otro lado, el dominio 2 ha sido
caracterizado como la region de la proteina que le otorga la especificidad de
especie [71]indicando que este sitio es quien se encuentra involucrado en la
interaccion don Efl1.

Para finalizar, resulta interesante notar que Sdol fue capaz de autoactivar la
expresion del gen de la p-galactosidasa durante los ensayos de doble hibrido.
Ademas de la biogénesis ribosomal, esta familia de proteinas ha sido
relacionada con diversos procesos celulares, como el mantenimiento del
huso mitético y la reparacién de ADN, entre otros [85]. Por lo cual, cabe la
posibilidad de que Sdol interactie con proteinas relacionadas con la

expresion génica en el nucleo.
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6.3 Implicaciones clinicas del estudio de los ribosomas y las
proteinas involucradas en su ensamble

Se conocen como ribosomopatias a todas aquellas enfermedades que tienen
su etiologia en la desregulacion del proceso de biogénesis ribosomal. [73].
Ejemplos de estas enfermedades son la anemia de Diamond-Blackfan, la
Disqueratosis congénita, la Hipoplasia de Cartilago Piloso, el sindrome de
Teacher Collins, la enfermedad del cromosoma 5 y el sindrome de
Shwachman-Bodian-Diamond. Todas estas enfermedades presentan rasgos
similares, sin embargo, son clinicamente distintas y por tanto, requieren de
diferentes intervenciones terapéuticas [72]. Tratando de dar una explicacion a
este fendmeno, los investigadores actuales han llegado a proponer que existe
una posibilidad de que los ribosomas presenten una composicion distinta
dependiendo del tipo celular en el que se encuentren.

SDS es una enfermedad autosémica recesiva que se caracteriza por
disfuncion pancreatica exocrina, anormalidades esqueléticas, falla en la
medula 6sea con neutropenia y poco crecimiento, ademas de que los
pacientes con este sindrome presentan una alta predisposicion a desarrollar
leucemia [86-89]. Se ha determinado que cerca del 90% de los pacientes
presenta mutaciones en el gen que codifica para SBDS [89]. La mayoria de
estas mutaciones ocurren en los dominio 1 y 2, lo que posiblemente podria
afectar su asociacién con el ribosoma y la interaccion con Efll durante el
proceso de biogénesis ribosomal. Actualmente, se sabe que SBDS participa
junto con Efl1 durante el proceso de maduracion de la subunidad mayor. Con
esta informacién podria proponerse la blusqueda de mutaciones en Efl1 en el
10% de los pacientes en donde SBDS se encuentra intacta, proponiendo asi
una nueva prueba diagnostica. Es importante reconocer la necesidad de
obtener informacion a nivel biofisico y molecular del evento catalizado por
Efll y Sdol, tanto en condiciones nativas, como en patologicas. Los
resultados de estos estudios podrian mostrar el impacto que tienen las
mutaciones sobre la estructura y funcién de ambas proteinas, y ademas,
podria a ayudar al desarrollo de nuevos tratamientos y aportar informacién
importante para comprender una de las vias mas importantes para la

viabilidad celular.
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7 Conclusiones

« Efll estd organizada en cinco dominios estructurales, pero en
comparacion con su homéloga EF-2, tiene wuna insercion de

aproximadamente 160 residuos en el dominio .

e El dominio Il de Efl1 contiene o incluye una regiébn con una alta
probabilidad de encontrarse desestructurada. De acuerdo a su longitud y
funcion definida por nuestros resultados, podria constituir un dominio

independiente.

* Efll interactia con Sdol a partir del dominio Il y nuestros resultados

sugieren que el dominio | actia como un sitio de interaccion secundaria.

e El dominio 1 de Sdol no es necesario para dirigir la interaccion con Efl1,
pero nuestros resultados demuestran que presenta el papel de un sitio de
interaccion secundario encargado de reforzar la interaccion entre ambas

proteinas.

e Los dominios 2 y 3 de Sdol son los encargados de dirigir la interaccion
con Efll. De acuerdo a los resultados obtenidos por otros grupos de
investigacion en donde se ha observado que la funcion de Sdol no
depende del domino 3, inferimos que el dominio 2 es el sitio principal

encargado en la direccion del fenébmeno.
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9 Apéndices
Apéndice 1. Oligonucleotidos utilizados para la amplificacion de Efll y sus

diferentes dominios.

Nombre Secuencia 5- 37

EFL1-10 CGGAATTCATGCCTAGAGTGGAATCGG

EFL1-13a CGGAATTCCTAGAGTGGAATCGGAGACTTACAAACGTCTGC
EFL1-133 CCGCTCGAGTTATAATTTTTCAATAACTGTTAACAATAC
EFL1-134a CGGAATTCCTTCACCTTTGGAATCACAAACCGATC
EFL1-135 CCGCTCGAGTTAGACGCCCGCTAGATTGACGCCTTG
EFL1-136a CGGAATTCTCGTCAATTTCCATTTTACGCCAATCGTTC
EFL1-137 CCGCTCGAGTTAATGTGTAATTTCTATTCCTGC
EFL1-138a CATGCCATGGAACCGGCTATTCCATATAGGGAAAC
EFL1-140 CCGCTCGAGCAATTTACTCATGTGATATTCAAACC

Apéndice 2. Composicion de los medios para el cultivo de bacteria.

| Medio de cultivo Componentes
Luria Bertani (LB) NaCl 1%, Extracto de levadura 0.5 %,
Triptona 1 %, pH 7.5 Agar (placas) 1.5 %.
NaCl 1%, Extracto de levadura 0.5 %,
LB-ampicilina Triptona 1 %, ampicilina 100 pg/mL, pH 7.5.
Agar (placas) 1.5 %.

Apéndice 3. Composicion de los medios para el cultivo de levadura.

Medio de cultivo Componentes

Extracto de levadura 1.1 %, Peptona 2.2 %,

YPED Sulfato de adenina 0.006 %, Glucosa 2 %.
Base nitrogenada de levadura 0.8 %, Sulfato
YM1 -LEU — HIS de adenina 0.006 %, L-tirosina 0.006 %,

Uracilo 0.006 %, Glucosa 2 %, Dropout —LEU

—HIS 1X. Agar (placas) 1.5 %.

Arginina 0.2 %, isoleucina 0.6 %, lisina 0.4 %,
Dropout 100X —LEU -HIS metionina 0.1 %, fenilalanina 0.6 %, 0.5 %,

treonina 0.5 %, triptéfano 0.4 %
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Apéndice 4. Composicion de las soluciones utilizadas para la purificacion de DNA

plasmidico por el método de lisis alcalina.

‘ Solucién Composicién

S1 50 mM Glucosa, 25 mM Tris-Cl, 10 mM EDTA pH 8, RNAsa 10
mg/mL

S2 0.2 M NaOH, 1% SDS

S3 Acetato de potasio 5M pH 4.8

Apéndice 5. Composicién de las soluciones utilizadas para la preparacion de

células de levadura competentes y su transformacion.

| Solucién Composicion
LiCl 1M Pesar 42.2 g de LiCl y aforar con agua hasta 1L.
TE 10X Tris-HCI 100 mM pH 7.4, EDTA 10 mM pH 8.0.
Esterilizar
PEG 4000 50 % p/v 25 g de PEG y aforar a 50 mL con H,O desionizada.
Esterilizar.
CY TE 1X, LiCl 100 mM, en agua.
TY TE 1X, LiCl 200 mM, en PEG 4000 50 % p/v.

Apéndice 6. Composicion de las soluciones utilizadas para el ensayo de doble
hibrido.

Solucién Composicion

Na;HPO, 7H,0 16.1 g/L, NaH,PO4 H,O 5.5

Buffer Z g/L, KCI 0.75g/L, MgSO4 7H,O 0.246 g/L,
pH 7.0
Buffer Z/3-mercaptoetanol 100 mL del buffer Z mas 0.27 mL de f-

mercaptoetanol concentrado.
O-nitrofenil-p-galactosido 4 mg de ONPG por mL de buffer Z, pH 7.0
(ONPG)

Apéndice 7. Genotipos relevantes de las cepas empleadas.

= Escherichia coli DH5a: F  ®80lacZAM15 A (lacZYA-argF)
U169 recAl endAl hsdR17 (rK7, mK*) phoA supE44 A - thi-
1 gyrA96 relAl

= Saccharomyces cerevisiae CTY10-5d: MATa ade2 trp1-901 leu2-
3,112 his3-200 gal4 URAS::lexA-lacZ (R. Sternglanz).
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