WAGIONAL AUTONCHA
)

=) ?r'
7id

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE QUIMICA

IDENTIFICACION DE LOS SITIOS DE FOSFORILACION
EN LA GTPASA EFL1

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA

PRESENTA

NINA DEL CARMEN CASTRO MORENO

MEXICO, D.F. 2016



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: Profesor: NURIA ESTURAU ESCOFET

VOCAL: Profesor: SAMUEL CANIZALES QUINTEROS
SECRETARIO: Profesor: NURIA VICTORIA SANCHEZ PUIG

ler. SUPLENTE: Profesor: LAURA CARMONA SALAZAR

2° SUPLENTE: Profesor: LEON PATRICIO MARTINEZ CASTILLA

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:

INSTITUTO DE  QuiMIicA, DEPARTAMENTO DE QUIMICA DE
BIOMACROMOLECULAS, LABORATORIO DE BIOQUIMICA 7

ASESOR DEL TEMA:

DRA. NURIA VICTORIA SANCHEZ PuIG

SUPERVISOR TECNICO:

DR. EUGENIO DE LA MORA LUGO

SUSTENTANTE:

NINA DEL CARMEN CASTRO MORENO




Agradecimientos

A los apoyos recibidos de CONACyYT en el proyecto 167359 “Estudios del
reconocimiento molecular de proteinas involucradas en la maduracion ribosomal” y
PAPIIT IN201615 “Estudios de complementacion funcional en la familia de
proteinas EFL1/SBDS involucradas en la maduracion ribosomal” por el
financiamiento brindado para la realizacién de este trabajo.



Let us give wings to the molecular elephants.

John B. Fenn

(Nobel Lecture, 2002)



indice de contenido

N 0] (=Tod=To [T o] (= PP 2
1.1 Biogénesis ribosomal €N EUCANOLES.........uuuiiiiiiiiiiieieeeeee e 2
1.1.1 Biogénesis ribosomal y las enfermedades...........cccccceeeviviiiiiiiiiiinnnnnne. 4

1.2 Las GTPasas en la biogénesis ribosomal ..........ccccccceeeeeiiiiiiiiiiiiiciiiiiiiee, 4

L 3 Ef L e 5
1.4 Modificaciones postraduCCIiONAIES............uuuuuuuuiiiiiiiiiee e 6
1.4.1 Definicién y tipos de modificaciones postraduccionales ........................ 6
1.4.2 FOSTOMIACIONES .....uuiiiiiiie e 7
R B O  F- 1T TR 9
1.4.4 Métodos para caracterizar modificaciones postraduccionales............. 11
1.4.4.1 Espectrometria de MasasS ........cccceeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeereee e 11
1.4.4.2 WeSEeIN DIOL.. ..o 12

FZ © o)1= 11V 0 1 SRR PRRPPPP 14
2.1 ODbJetiVOS gENEIAIES .....ccooe e 14
2.2 ODbJetivos PartiCUIAIES .........ooiiiiiiiiiiiieie e 14

I I o [ 010 (S PP 15
4 MEtOAOS Y MALEIIAIES ...euveeiiiiiiiiie e e e e e e e e e 16
4.1 Material y reactivos quimicos Y biOlOQICOS .........euuuvrriiiiiiiiiiieeeeeeeeiiiiiiiianns 16
4.1.1 Soluciones y amortiQUaOOrES ........coeeeeeeiieiiiiieiiiiiiiiiaaaa e e e e e e e eeeeeeeeeenens 16
4.1.2 MediOS d€ CUILIVO......ccceeiiiiiiiiiieie e e e e e e eeeeeeenees 17

4.2 Expresion recombinante de Efl1 en S. cerevisiae ..........cccccooiiiiiiiiiinnnnnen. 18
4.3 Expresion recombinante de EflL en E. COli.........uvvviiiiiiiiiiiiiiiis 19
4.4 Purificacion de proteinas recombiNantes .........cccuvvveiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeieens 19

4.4.1 Purificacion de la GTPasa Efl1 expresada en S. cerevisiae................. 19



4.4.2 Purificacion de la GTPasa Efl1 expresada en E. COli..........ccevvvvrvrenn... 19

4.4.2.1 Purificacién de Efl1 por cromatografia de afinidad a Ni?* .............. 20
4.4.2.2 Purificacion de Efl1 por exclusion molecular ...............ccccccvvvvvnneee. 20

4.5 Electroforesis de pProteiNas........ccccveeeeeeiiiiiiiiecciiiieeeeee e 20
4.5.1 Geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS — PAGE).................. 20
4.5.2 Geles nativos de poliacrilamida..............ooouiiiiiiiiiiiis 21
4.6 Cuantificacion de proteina por absorcion en el UV ........ovvvvviiiiiiiiiiniiinnnn, 21
A7 WESEEIM DIOT ..o e e e e e e e e e eaeeeennaes 22
4.8 Analisis por espectrometria de masas de la GTPasa Efll ......................... 22

4.9 Digestion en gel para la caracterizacion por espectrometria de masas de
101 (=TT = U SRR 23

4.9.1 Enriquecimiento de l0s fosfopéptidos...........ccoovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeen 24

4.10 Preparacion e introduccién de los péptidos de Efll al espectrémetro de

MASAS (MALDI-TOR) ...ttt 25
4.11 Analisis de |0S eSPECtroS de MASAS .......ccceevviiivriiiiiiiiiiieeeeeeee e e e e e e e e e e e 25
4.11.1 Peptide MaSS (EXPASY) ..uuueiiiiiiiiieeiiiiiiieeiiiiiiinss e e e e e eeeeeeeeeennne 26
4.11.2 MMABSS ...t e e e e e e 26
4.11.3 NEIPRNOS... .o 26

5 ResultadoS Y iSCUSION .....ccvviiiiiiieieeieiccicitee ettt 27
5.1 Sobreexpresion de las proteinas recombinantes ...........cccceeeeeeeiiiieeeennnnne, 27
5.2 Espectros de masas de Efl1 y Efl1 + fosfatasa .............eeueeeiiiiiiiiinnnnninnnne. 28
5.3 Western blots antifosfoserina y antifosfotreonina.............ccccooeeeiiiieeiiinnnnee. 29
5.4 DigeStiON €NZIMALICA ....uvuviiiiiiiiiiiiieeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 30

5.5 Determinaciéon de las fosforilaciones en Efll mediantes espectromeria de



6 Conclusiones ...................

7 Perspectivas ........ccccuueeee

8 Referencias bibliograficas



indice de tablas

Tabla 1. Composicion de las disoluciones y amortiguadores de pH utilizados. ..... 16
Tabla 2. Composicién de los medios de cultivo utilizados para el crecimiento de

MICTOONGANISITIOS. ...uteeiietiesiiesteesttesttesttesttesitestesateebesnteebeeteenseebeenseenseesseenseesseesneesseesneas 17
Tabla 3. Preparacién de amortiguadores de lavado por columna.............c..c..c....... 24
Tabla 4. Péptidos identificados de la digestion enzimatica de Efll con diferentes
proteasas: tripsina, Asp-N, Lys-C y qUIMOLIIPSING. .....c.eevverieerieeneeniienienee e 31

Tabla 5. Resumen de los péptidos fosforilados en Efll encontrados mediante
digestion con tripsina, quimotripsina, Asp-N y Lys-C, con sus respectivas masas
experimentales encontradas con espectrometria de masas. ........c.ccoeceveevveriereennnn. 34



indice de figuras

Figura 1. Esquema de la biogénesis rbosomal.. ..........cccccoeveiiinnenineneneneeee 3
Figura 2. Maduracion de la subunidad pre-60S mediada por Sdol y la GTPasa
L RSP SRURRRR 5
Figura 3. Adicidn de fosfato a un aminoacido como serina, treonina o tirosina....... 8
Figura 4. Protein-CiNASAS.. .......ccceverierieriieierieseeie e seenie st stesreesaesseesessesseesesseeneenees 10
Figura 5. Procedimiento experimental para realizar un western blot....................... 13
Figura 6. Purificacion de la proteina recombinante Efll por medio de
cromatografia de afinidad @ Ni%¥.. ..o, 27
Figura 7. Espectros de masas de la GTPasa Efl1.. ..., 29
Figura 8. Western blot de Efl1l usando anticuerpos especificos para reconocer las
FOSTONIACIONES. ...ttt e et e e sbee e s bb e e s aaeessbeesnbeeenbeaans 29
Figura 9. Espectros de masas de péptidos fosforilados en residuos de serina..... 32
Figura 10. Espectros de masas de péptidos fosforilados en residuos de treonina..
............................................................................................................................................ 33

Figura 11. Modelo de la estructura tridimensional de la proteina Efl1 en el que se
muestran las fosforilaciones encontradas.. .........cccceecveeciiecieecie s 35



Resumen

El ribosoma es un complejo molecular fundamental en todas las células ya que
estd encargado de la sintesis de proteinas requeridas para el mantenimiento
celular. Cada particula ribosomal eucariota esta formada por una subunidad menor
(40S) y una subunidad mayor (60S). La produccion de ribosomas esta altamente
coordinada en tiempo y espacio, comienza en el nucléolo para su posterior
exportacion al citoplasma. La biogénesis ribosomal involucra la sintesis
coordinada de cuatro RNA ribosomales (25S/28S, 18S, 5.8S y 5S) y 79 proteinas
ribosomales. Ademas, este proceso es asistido por mas de 150 proteinas no
ribosomales y cerca de 70 RNA pequefios nucleolares (snoRNAs). Antes de
participar en el proceso de traduccion, ambas presubunidades son exportadas al
citoplasma en donde experimentan los Udltimos pasos de maduracién.
Particularmente EFL1 y SBDS son dos proteinas accesorias involucradas en la
maduraciéon de la subunidad 60S. En conjunto, promueven la liberacion del factor
de antiasociacion elF6 de la superficie de la subunidad mayor para permitir la
formacion del ribosoma funcional (80S). Para ello se cree que la energia liberada
durante la hidrélisis de GTP por parte de la GTPasa EFL1 es acoplada por SBDS
para generar un cambio conformacional en la subunidad 60S que provoca el
desprendimiento de elF6 quien constituye un impedimento estérico entre ambas
subunidades ribosomales. La actividad de GTPasa de EFL1 es estimulada tras la
unién a las subunidades pre-60S citoplasmicas. Interesantemente, las proteinas
EFL1 y SBDS se encuentran conservadas en levadura, teniendo como ortélogos a
Efl1 y Sdol, respectivamente. La proteina humana SBDS se encuentra mutada en
los pacientes con el sindrome Shwachman-Diamond.

Actualmente, la espectrometria de masas se ha convertido en una herramienta
complementaria y muy util en la biologia estructural, debido a que nos da
informacion de la estructura y dinamica de los complejos de proteinas, asi como
de sus modificaciones postraduccionales. En este trabajo se estudié una de las
principales modificaciones postraduccionales, la fosforilacién, siendo uno de los
mecanismos mas comunes para la regulacién y la modulacién dinamica de las
funciones celulares. Se encontraron e identificaron varios sitios de fosforilacion en
la proteina Efl1 en residuos de serina y de treonina. Estos sitios estan en los
residuos de serina 430, 806, 828, 896 y 1036, asi como en los residuos de
treonina 982 y 1060. Se desconoce aun su funcién, pero se cree que podrian ser
importantes para la interaccion de Efll con Sdol y con la subunidad ribosomal
60S.



1 Antecedentes

1.1 Biogénesis ribosomal en eucariotes

El ribosoma eucariote es un complejo molecular fundamental en todas las células,
ya que es requerido para la sintesis de proteinas. Esta formado por una subunidad
menor (40S) y una subunidad mayor (60S). A pesar de su funciébn molecular
conservada, las subunidades ribosomales eucariotas y procariotas difieren
significativamente en tamafo y complejidad (Saccharomyces cerevisiae: 40S [18S
rRNA, 33 RPs]; 60S [25S, 5.8S, 5S rRNA, 46 RPs] —Escherichia coli: 30S [16S
rRNA, 21 RPs]; 50S [23S, 5S rRNA, 34 RPs]). [1-3] La sintesis de ribosomas es un
proceso energéticamente demandante, ya que en promedio cada segundo se
generan 40 nuevos ribosomas en una célula de levadura en crecimiento. [4] La
biogénesis ribosomal esta estrechamente acoplada con la tasa de crecimiento: las
células que se dividen activamente, incluyendo las células cancerigenas,
dependen de la biogénesis ribosomal activa, mientras que las células quiescentes
o malnutridas interrumpen la produccion de nuevas subunidades ribosomales. [1]

La biogénesis ribosomal involucra la sintesis, ensamblaje, modificacion vy
transporte de los cuatro rRNA y las 79 proteinas que conforman las dos
subunidades ribosomales. Este proceso es asistido por proteinas no ribosomales
que interactian transitoriamente con las particulas prerribosomales. En total han
sido identificados, excluyendo las proteinas ribosomales, mas de 170 factores
accesorios [5] y cerca de 70 complejos ribonucleolares pequefios (SnoRNP). [3-6]
Debido a su accesibilidad experimental por métodos genéticos, bioquimicos y
celulares, Saccharomyces cerevisiae ha sido el modelo eucariote mas utilizado
para estudiar la formacion de ribosomas y la funcion de los factores accesorios no
ribosomales. [1, 4, 5]

La biogénesis de los ribosomas eucariotes depende de la accién concertada de
las tres RNA polimerasas (RNA Pol I, Il y Ill) para llevar acabo la transcripcion de
los rRNAs. La RNA Pol | produce los rRNA 255/28S, 5.8S y 18S, la RNA Pol Il
sintetiza el rRNA 5S, mientras que Pol Il transcribe los mMRNA de las proteinas
ribosomales y de las proteinas accesorias [4].
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Figura 1. Esquema de la biogénesis ribosomal. La primera particula prerribosomal
detectable es la particula pre-90S. Esta particula se separa en las presubunidades pre-
40S y pre-60S. Las particulas siguen su maduracion en el nicleo. Durante el movimiento
desde el nucléolo hacia el poro nuclear, muchos de los factores pre-60S se desmontan de
la subunidad naciente en los pasos posteriores, mientras que unas pocas proteinas se
asocian transitoriamente en etapas posteriores. La maduracion final de ambas
subunidades se lleva a cabo en el citoplasma después del paso a través del poro nuclear.
(Modificada de [4]).

La primera particula prerribosomal detectable es la particula 90S formada
principalmente por proteinas estructurales y snoRNPs que se encargan de la
modificacién postranscripcional del rRNA. La escisién en la region espaciadora
entre las secuencias de los rRNA 18S y 5.8S conduce a la separacién del
prerribosoma 90S en particulas pre-40S y pre-60S. La subsecuente maduracion
de los precursores de las dos subunidades ocurre en su mayoria de manera
independiente y la interferencia de la biogénesis de una de las subunidades
permite en la mayoria de los casos la maduracion de la otra subunidad ya que
pocos factores estan involucrados en las dos rutas. Las mutaciones que interfieren
con el ensamblaje de cualquiera de las dos subunidades no impiden la exportacién
de la subunidad afectada. [1-3]



Después del ensamblaje nucleolar y nucleoplasmico, los prerribosomas son
exportados al citoplasma a través del complejo de poro nuclear (NPC). Los dos
precursores de las subunidades son traslocados como entidades independientes y
una vez que las particulas pre-60S y pre-40S llegan al citoplasma, son sometidas
a varios pasos de maduracién antes de formar al ribosoma traduccionalmente
competente. [2, 5] Las ultimas modificaciones de las subunidades ribosomales
maduras ocurren en el citoplasma. Un ejemplo de uno de los ultimos pasos es la
accién de la GTPasa citoplasmica Efl1 (homdloga a los factores de elongacion EF-
G/EF2) en la particula pre-60S a través del factor Tif6. Tif6 (ortélogo de elF6 en
mamiferos) se asocia con el precursor de las particulas 60S dentro del nucléolo y
permanece unido hasta el citoplasma, ahi, la hidrélisis de GTP catalizada por Efl1,
provoca la liberacién de Tif6é de la subunidad 60S como un paso esencial para la
maduraciéon de ésta. [4, 5, 7] Se cree que la liberacién de Tif6 es facilitada por
cambios conformacionales en la subunidad mayor inducidos por la unién de Efl1.

1.1.1 Biogénesis ribosomal y las enfermedades

Mutaciones en diversas biomoléculas involucradas en la sintesis de ribosomas
han sido vinculadas con enfermedades genéticas denominadas ribosomopatias.
Muchas de estas enfermedades estan asociadas con un grupo de sindromes
hereditarios de la insuficiencia de médula 6sea, los cuales se caracterizan por
nameros reducidos de células sanguineas y la predisposicién a desarrollar cancer.
Los precursores de los eritrocitos tienen una enorme demanda de ribosomas,
debido al elevado numero de divisiones celulares y la necesidad de sintetizar una
gran cantidad de ribosomas (dedicados a la sintesis de hemoglobina), antes de
perder su ndcleo. En consecuencia, muchas riboosomopatias presentan
afecciones en el sistema hematopoyético como son la anemia de Diamond-
Blackfan (DBA), el Sindrome Shwachman-Diamond (SDS), el Sindrome 5q" y la
hipoplasia cartilago-pelo. (CHH). [1] EI sindrome Shwachman-Diamond (SDS) es
un desorden autosOmico recesivo que se caracteriza por hematopoyesis
deficiente, insuficiencia pancreética exdocrina, anormalidades del esqueleto, baja
estatura y un mayor riesgo de leucemia. El SDS se ha asociado con mutaciones
en la proteina SBDS, la cual es ortéloga a la proteina Sdol en levadura y que
también tiene ortdlogos en Archaea y plantas. Sdol y Efll son proteinas
citoplasmicas involucradas en la liberacion de Tif6é de las subunidades pre-60S. [1,
8]

1.2 Las GTPasas en la biogénesis ribosomal

Las GTPasas son reguladores clave de muchos procesos celulares. Hasta la
fecha se han descrito seis GTPasas que participan en la biogénesis ribosomal:
Bms1, Efl1/Rial, Lsgl/Kre35, Nogl, Nugly Nug2/Nog2. [1]



La GTPasa Bmsl es esencial en la biogénesis de la 40S mediando la
incorporacion de Rcll en las particulas 90S. Las otras cinco GTPasas estan
involucradas en diferentes aspectos de la biogénesis de la subunidad 60S. La
GTPasa citopldsmica Efl1 estimula la liberacion de Tif6, el factor de antiasociaciéon
gue es reclutado por las particulas pre-60S nucle(ol)ares. La actividad de GTPasa
de Efll es estimulada tras su unién a las subunidades pre-60S citoplasmicas.
Ademas, como se observa en la Figura 2, la disociacién de Tif6 es estimulada por
Sdol, el ortélogo de levadura de la proteina humana SBDS mutada en los
pacientes con el sindrome Shwachman-Diamond. Dado que la presencia de Tif6
en las subunidades 60S evita la asociacion con la subunidad 40S, su liberacion es
uno de los ultimos pasos en la biogénesis de la 60S. [1, 5, 9]

AT

Figura 2. Maduracién de la subunidad pre-60S mediada por Sdol y la GTPasa Efl1.
Sdol recluta a Efl1, cuya actividad de GTPasa desencadena la disociacion de Tif6 de las
particulas pre-60S. (Tomada de [2]).

1.3 Efll

Efll es homédloga a las traslocasas ribosomales EF-G/EF2 y tiene muchas
caracteristicas conservadas de esta familia de proteinas incluyendo el dominio G,
el cual esté involucrado en la union e hidrolisis del GTP. De acuerdo con esto, se
ha demostrado que Efl1 recombinante es capaz de hidrolizar GTP in vitro, y que
esta actividad puede ser estimulada varias veces en presencia de la subunidad
60S. [7, 10]

Efl1 no es una proteina esencial en levaduras, pero se requiere de ella para un
crecimiento Optimo. Las cepas en las que se elimina Efll muestran niveles bajos
de polirribosomas y casi no acumulan subunidades 60S. Los analisis de
procesamiento de preRNA revelan que las cepas deficientes en Efll no pueden
realizar la sintesis de los rRNAs 5.8S y 25S. El hecho de que Efl1 sélo pueda ser
detectada en el citoplasma indica que juega un papel indirecto en el



procesamiento nucleolar del preRNA y sugiere una participacién en una etapa
tardia de maduracion citoplasmica de la biogénesis de las subunidades 60S. Los
estudios genéticos llevaron a la identificacion de Tif6, quien actia como un
supresor extragénico de las cepas de Efl1A, asi como de las SdolA. Tif6 es una
proteina nucleolar esencial asociada establemente con las subunidades 60S y es
requerida para el procesamiento de los preRNA 5.8S y 25S. La energia
proporcionada por Efl1 en la hidrélisis de GTP es usada para una etapa tardia de
rearreglo estructural citoplasmatico en los prerribosomas. [5, 7] Debido a las
similitudes de Efl1 con el factor de elongacién 2 (40% de identidad) se cree que
estos cambios conformacionales son similares a los que desencadena EF-2
durante la translocaciéon en la traduccion. La hidrélisis de GTP que convierte al
complejo EF-Tu-GTP en EF-Tu-GDP+Pi entrega un aminoacil-tRNA al sitio A;
mientras que la hidrélisis de GTP por parte de EF-G induce una gran cantidad de
rearreglos del complejo tRNA-mRNA-ribosoma durante la translocacion. [7]

Efl1, Sdol y Tif6é son tres proteinas conservadas en todos los eucariotes. Sin
embargo, los organismos del dominio Archaea carecen de ort6logos de la GTPasa
Efl1, aunque si tienen homodlogos tanto de Sdol como de Tif6. En bacterias no se
han descrito homélogos de ninguno de ellos. La homologia estructural entre el
dominio Il de la proteina SBDS de Archaea y el dominio V de EF2 respaldan la
hipotesis de que Sdol puede unirse en la vecindad del centro de GTPasa de la
subunidad 60S. Asi, Sdol podria ser requerida para reclutar transitoriamente a
Efl1 al centro de GTPasa de los ribosomas pre-60S citoplasmicos, donde basados
en el modo de accion de EF-2 durante la elongacioén, la hidrélisis de GTP llevada a
cabo por Efll podria resultar en un rearreglo estructural del ribosoma pre-60S
unido a Tif6, facilitando asi la liberacion de Tif6. Ya que Tif6 no se encuentra en
los ribosomas 80S, Efl1 y Sdol juntas pueden vincular la liberacién de Tif6 con la
unién de las subunidades 60S nacientes al complejo de preiniciaciéon 43S,
acoplando asi uno de los ultimos pasos en la biogénesis al inicio de la traduccién.
[2, 3, 8, 10]

1.4 Modificaciones postraduccionales

1.4.1 Definicién y tipos de modificaciones postraduccionales

Las modificaciones postraduccionales son cambios quimicos que ocurren en las
proteinas después de su sintesis. Las modificaciones pueden ser reversibles o
irreversibles, enzimaticas 0 no enzimaticas. A continuacion se presentan algunos
de los tipos de modificaciones postraduccionales mas comunes en las proteinas:

e Acetilacion: adicion de un grupo acetilo.



e Fosforilaciéon: adicion de un grupo fosfato.

e Metilacién: adicién de un grupo metilo.

e Hidroxilacion: adicion de un grupo hidroxilo.

e Glicosilacion: adicién de un carbohidrato.

e Sulfonilacién: adicién de un grupo sulfato.

e ADP-ribosilacién: adicién de una molécula de ADP-ribosa.
e Nitrosilacion: adicién de un grupo nitroxilo.

e Nitracién: adicién de un grupo nitro.

e Prenilacion: adicion de moléculas hidrofébicas.

e Miristoilacién: adicién de un grupo miristoilo.

e Palmitoilaciéon: adicién de un acido graso.

e Sumoilacién: adicién de la proteina SUMO (small ubiquitin-related modifier)
e Ubiquitinacion: adicion de la proteina ubiquitina.

Las modificaciones postraduccionales constituyen uno de los mecanismos mas
extensos de regulacion de la funcién de proteinas en células y tejidos. La
fosforilacién de proteinas, en particular, modula dinamicamente numerosas vias
de sefializacién y es controlada por la accion complementaria de protein-cinasas y
protein-fosfatasas. [11]

1.4.2 Fosforilaciones

Las células son altamente sensibles a su ambiente. La fosforilacién de proteinas
es una modificacidbn postraduccional ampliamente usada que regula muchos
procesos biolégicos en las células, la cual consiste en la adicion de un grupo
fosfato a un aminoacido como serina, treonina o tirosina como se muestra en la
Figura 3. El fosfoproteoma, que se refiere al perfil de fosforilacion de las células,
sufre muchos cambios en respuesta a varios estimulos. El fosfoproteoma de las
células es altamente complejo, contiene fosforilaciones en proteinas de alta y baja
abundancia en multiples sitios. Para identificar fosforilaciones en proteinas de baja
abundancia en un andlisis de fosforilacion global, es necesario tener un mapeo a
fondo del fosfoproteoma. [12]
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Figura 3. Adicién de fosfato a un aminoacido como serina, treonina o tirosina. Las
protein-cinasas convierten el ATP en ADP para fosforilar proteinas, mientras que las
protein-fosfatasas liberan fosfato inorganico al medio cuando desfosforilan proteinas.
(Modificada de [13]).

El mapeo de los sitios de fosforilacion es un paso importante hacia la comprensién
de su efecto en los eventos de transduccion de sefiales. La secuencia de
aminoacidos que rodean a un residuo fosforilado es importante para predecir si un
sitio en particular se encuentra fosforilado. [14] La mayoria de los sitios de
fosforilacion en levadura ocurren en residuos de serina (82.3%), mientras que el
resto estdn en residuos de treonina (17.5%) y tirosina (0.027%). La baja
proporcién de fosforilaciones en residuos de tirosina se debe a que no existen
tirosin-cinasas verdaderas en levadura. Las fosfoproteinas tienen un nimero alto
de interacciones fisicas, interactian sobre todo con otras fosfoproteinas que con
proteinas sin fosforilar. La explicacion a esto es que las cascadas de sefializacion
a menudo son organizadas en andamios moleculares que promueven la
asociacion fisica de las proteinas que participan en la via de transduccion de
sefales. Estan altamente enriquecidas en genes conservados, por lo que se ha
demostrado, juegan un papel central en los procesos biolégicos haciendo que su
conservacion sea evolutivamente ventajosa. [15] La fosforilacion reversible,
llevada a cabo por las cinasas y fosfatasas, ha evolucionado hacia un mecanismo
de sefializacién ubicuo que puede alterar el metabolismo celular en respuesta
cambios en el ambiente. Por ejemplo, la fosforilacién de Ef-Tu, uno de los factores
de elongacién procariotas, regula la interacciéon de Ef-Tu con el GTP y ha sido
demostrada en varios organismos procariotes como Escherichia coli, Thermus
thermophilus, Listeria monocytogenes, Streptococcus pneumoniae,
Corynebacterium glutamicum, Bacillus subtilis, Mycoplasma pneumoniae vy
Streptomyces collinus. En contraparte, el papel de la fosforilacibn en varios
proteasomas es un poco confuso, porque se han observado efectos tanto positivos
como negativos en la actividad del proteasoma y de estabilidad/ensamblaje. [16,
17] Las fosforilaciones afectan a las proteinas en dos formas, proporcionando una
carga negativa a la proteina y por las perturbaciones estructurales que generan.
[16]

La espectrometria de masas representa una herramenta muy util para identificar y
posteriormente estudiar a largo plazo como las fosforilaciones afectan las
interacciones y la funcion de las proteinas. Por ejemplo, se ha demostrado que la
fosforilacion en los factores de iniciacion sirve para regular la traduccion de
proteinas. [18] El problema mé&s grande es determinar las funciones bioldgicas de
la gran cantidad de sitios fosforilados y su influencia en la dinamica de la



sefalizacion y las redes de interaccion de proteinas. Las consecuencias biolégicas
de la fosforilacion de sitios mdultiples y de la combinacién de diferentes
modificaciones postraduccionales, son poco conocidas, se sabe que contribuyen
de manera importante a la complejidad biolégica, actuando como interruptores o
reguladores graduales dependiendo del contexto en el que se encuentren. Un solo
polipéptido puede ser modificado en numerosos sitios de fosforilacién, u otras
clases de modificaciones postraduccionales, produciendo muchas isoformas, cada
una con una combinacién diferente de modificaciones postraduccionales v,
posiblemente, una actividad bioldgica distinta. [19]

1.4.3 Cinasas

Las protein-cinasas son las enzimas que catalizan las reacciones de fosforilacion,
y son esenciales para la regulacion de procesos celulares como metabolismo,
proliferacion, diferenciacion y apoptosis. En la Figura 4 se muestran algunos
ejemplos de éstas. [14] La fosforilacion de cualquier proteina por una protein-
cinasa puede dar como resultado la activacién o la inhibicibn de una enzima,
cambios conformacionales que alteren las propiedades de reconocimiento o la
creacion de una superficie con distintas propiedades de unién. Estos cambios
estimulan un amplio rango de respuestas celulares, dependiendo de las proteinas
que se fosforilen. Las protein-cinasas se han vuelto un blanco importante para el
desarrollo de inhibidores con potencial de aplicacion terapéutica. [20]
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Figura 4. Protein-cinasas. En color verde oscuro se muestran los dominios cataliticos de
las cinasas y constan de aproximadamente 250 aminodcidos. Las tirosin-cinasas estan
unidas a la membrana plasmatica, mientras que la mayoria de las serin/treonin-cinasas
estan en el citoplasma. (Modificada de [21]).

La mayoria de las protein-cinasas se activan en respuesta a una sefal celular y
catalizan la transferencia del grupo fosfato y proveniente del ATP al grupo hidroxilo
de una serina, treonina o tirosina de la proteina blanco. La sefial se apaga con la
remocién del grupo fosfato por una protein-fosfatasa, lo que conduce a la proteina
a su estado original.

La especificidad de las protein-cinasas es determinada por los residuos acidos,
bésicos o hidrofébicos adyacentes al residuo fosforilado, pero la gran variacion de
éstas secuencias adayacentes hace muy dificil la prediccion de secuencias blanco
de fosforilacion los sitios biolégicamente activos. Las serin/treonin-cinasas son
capaces de fosforilar, como su nombre lo indica, ya sea residuos de serina 0
treonina en el mismo lugar de la secuencia. Se ha observado que los sitios de
fosforilacion estan localizados en regiones flexibles con el fin de encajar con la
hendidura de reconocimiento presente en las cinasas. [14] Las cinasas implicadas
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en la biogénesis ribosomal juegan un papel predominante en la formacion de la
40S. Sin embargo, debido a sus multiples sustratos, es probable que tengan
funciones celulares adicionales. [1]

1.4.4 Métodos para caracterizar modificaciones postraduccionales

1.4.4.1 Espectrometria de masas

La espectrometria de masas es una herramienta complementaria en la biologia
estructural y se ha convertido en una tecnologia de gran importancia en la
prote6mica para la identificacibn de proteinas y su interaccidbn con otras
biomoléculas. Se ha establecido como un método que permite realizar mediciones
muy precisas, ya que mide la relacion masa/carga (m/z) de las moléculas
presentes. Un espectro de masas puede darnos una idea de la estructura y
dinamica de los complejos de proteinas y de sus modificaciones
postraduccionales. A valores bajos de m/z se pueden distinguir las masas de
pequefias moléculas y ligandos, mientras que a valores intermedios y altos de m/z
se abarcan las distintas proteinas y complejos de proteinas intactas,
respectivamente. [22]

Un espectrometro de masas consta de una fuente de ionizacion que genera los
iones en fase gaseosa, un analizador de masas que mide la proporcién m/z de los
analitos ionizados y un detector que registra el numero de iones en cada valor de
m/z. La espectrometria de masas llamada MALDI, por sus siglas en inglés (Matrix
Assisted Laser Desorption/lonization) y la ionizacién por electrospray (ESI) son las
técnicas estandar en espectrometria de masas para proteinas, especialmente por
la detecciébn de proteinas grandes asi como de sus posibles modificaciones
postraduccionales, a partir de la determinacion de sus masas moleculares
exactas. El uso de MALDI es favorecido sobre el de ESI debido a su tolerancia a la
presencia de sales comunmente usadas en las disoluciones de proteina, la
velocidad con la que se obtiene el analisis, el rango alto accesible de m/z y la
interpretacion simple del espectro de masas. [23] Ademas de medir la relacion m/z
de un ion en campos eléctricos y/o magnéticos, pueden medir el tiempo de vuelo
(siglas en inglés, TOF: time of flight). La intensidad de la sefial obtenida refleja la
abundancia del ion y ésta puede variar con la ionizacién, por tanto las muestras
pueden ser marcadas con isétopos estables para determinar cuantitativamente la
proporcion de péptidos en diferentes estados (midiendo la relacion m/z y la
abundancia). [11] A diferencia del andlisis de péptidos y de proteinas pequefias, el
cual puede llevarse a cabo en espectrometros de masas con un rango de m/z
bajo, el estudio de complejos macromoleculares intactos requieren un intervalo
m/z mayor en el instrumento, ya que las sefiales de los iones cargados
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individualmente a menudo resultan en grandes picos de masa (parcialmente
inducidos por la formacion de aductos). [24] Aunque otros instrumentos puedan
tener rangos de m/z extensos, la técnica mas utilizada es la espectrometria de
masas de tiempo de vuelo (TOF). Esto no sélo es por el virtualmente ilimitado
rango de m/z, sino también por la alta sensibilidad y la velocidad del andlisis en
TOF. La medicién en TOF depende de un haz de iones pulsante, por lo tanto, el
desarrollo de equipos que se puedan acoplar a éste es esencial para la
espectrometria de masas.

1.4.4.2 Western blot

El western blot es un método inmunolégico utilizado para detectar proteinas
especificas de entre una mezcla de proteinas. [25] También puede ser utilizado
para evaluar el tamafio de una proteina o para medir la cantidad de proteina
expresada. Este procedimiento fue nombrado asi por su similitud con un método
inventado previamente conocido como Southern blot, llamado asi por su inventor
Edward Southern. El primer paso en un western blot es preparar la muestra de
proteina mezclandola con un detergente llamado dodecilsulfato de sodio (SDS) el
cual hace que las proteinas se desplieguen en cadenas lineales y entonces las
cubre con una carga negativa. Después, las proteinas son separadas de acuerdo
a su tamafo utilizando electroforesis en gel. Tras la separacion, las proteinas se
transfieren del gel a una membrana de transferencia, como se muestra en la
Figura 5. Una vez que la transferencia se completd, la membrana contiene todas
las bandas de proteinas que originalmente estaban en el gel. Después, la
membrana se incuba con leche para blotting (BioRad) lo cual previene que ocurra
cualquier reaccion no especifica. La membrana es incubada con el anticuerpo
primario, el cual reconoce especificamente a la proteina de interés. Siguiente a la
incubacion, cualquier molécula de anticuerpo primario que no interaccioné con su
molécula blanco es lavada y la membrana se vuelve a incubar, pero esta vez con
un anticuerpo secundario que reconoce y se une especificamente al anticuerpo
primario. El anticuerpo secundario esta acoplado a una enzima reportera cuya
reaccion catalizada produce color o luz, lo cual hace que sea detectado facilmente.
También existen los anticuerpos primarios que ya estan acoplados a la enzima
reportera. Los anticuerpos unidos son detectados revelando una placa fotogréfica
gue previamente fue expuesta sobre la membrana. Debido a que los anticuerpos
sblo se pegan a la proteina de interés, s6lo deberia ser visible una banda. El
grosor o la intensidad de la banda corresponde a la cantidad de proteina presente.
[26]
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Figura 5. Procedimiento experimental para realizar un western blot. a) las proteinas
se separan en un gel de poliacrilamida, b) las proteinas separadas en el gel se transfiere
a una membrana, c) la membrana se incuba con los anticuerpos deseados, d) se revela
con una placa fotografica. (Modificada de [27])
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2 Objetivos

2.1 Objetivos generales
Determinar los sitios especificos de fosforilacion de la GTPasa Efll mediante
espectrometria de masas MALDI-TOF.

2.2 Objetivos particulares

e Sobreexpresar la proteina Efl1 en Saccharomyces cerevisiae.

e Confirmar que existen fosforilaciones en Efll en residuos de serina y treonina
mediante western blot.

e Digerir enziméaticamente a la GTPasa Efll con diferentes proteasas (tripsina,
quimotripsina, y las endoproteinasas Asp-N y Lys-C).

e Determinar la masa experimental de los péptidos resultante de la protedlisis
mediante espectrometria de masas MALDI-TOF e identificar las posibles
fosforilaciones.
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3 Hipotesis

Si la GTPasa Efll se encuentra fosforilada, entonces la combinacion de métodos
como el western blot y la espectrometria de masas MALDI-TOF permitirdn
determinar de manera especifica los péptidos fosforilados de ésta.
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4 Métodos y materiales

4.1 Material y reactivos quimicos y biolégicos

El antibiético kanamicina se adquiri6 de Sigma Chemical Co. y el antibi6tico
cloranfenicol se adquirié de ForMedium®. Los reactivos quimicos usados fueron
adquiridos de Sigma® Chemical Co., BD™ y Merck & Co. Los componentes de
los medios de cultivo se compraron a ForMedium®. El inhibidor de proteasas de
amplio espectro, ProBlock™ sin EDTA, se obtuvo de la compafia GoldBio
Technology®.

Las columnas para enriqguecer fosfopéptidos se adquirieron de Thermo
Scientific™. Las proteasas utilizadas fueron obtenidas de varias compafias:
tripsina y quimotripsina de Promega, endonucleasa lisina-C de Sigma Aldrich® y
endonucleasa aspartico-N de Thermo Scientific™.

Las puntas ZipTip® (columna C18 de fase reversa), y las unidades para
concentracion de proteinas por centrifugacién, Amicon Ultra de 0.5, 4 y 15 mL, se
compraron a Millipore®. La membrana de didlisis, con poros cuyo tamafio impide
el paso de moléculas a partir de 10 000 Da, se obtuvo de Spectrum® Laboratories.

4.1.1 Soluciones y amortiguadores
La composicién de las soluciones y amortiguadores de pH comunmente usados en
este trabajo se encuentran listados en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion de las disoluciones y amortiguadores de pH utilizados.

Soluciones Componentes

Glucosa al 20% 100 g de glucosa y aforar a 0.5 L con agua
desionizada
200 g de galactosa y aforar a 1 L con agua
desionizada

Galactosa al 20%

Solucion DropOut —leu —trp 100x

0.6 g de leucina 'y 0.4 g de triptéfano en 100
mL de agua desionizada

columna de Ni?*

Amortiguador para lisis de | 50 mM Tris-HCI pH 7.6, 300 mM NaCl, 10%
levadura glicerol, 5 mM MgCl,, 30 mM imidazol
Amortiguador para elucién de | 50 mM Tris-HCI pH 7.6, 300 mM NaCl, 10%

glicerol, 5 mM MgCl,, 500 mM imidazol

Amortiguador para dialisis para
proteinas de S. cerevisiae

50 mM Tris-HCI pH 8.0, 50 mM NaCl

Amortiguador para dialisis para
proteinas de E. coli

50 mM Tris-HCI pH 6.0, 50 mM NaCl

Amortiguador para ruptura de E.

50 mM Tris-HCI pH 8.0, 300 mM NacCl, 20
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coli mM imidazol
Amortiguador para gel | 0.5 M Tris-HCI pH 6,8
concentrador

Amortiguador para gel separador

1.5 M Tris-HCI pH 8,8

Solucion fijadora de SDS
PAGE

40% etanol, 10% &cido acético

Inhibidor de proteasas

200 pL de buffer para reconstitucion de un
vial de ProBlock™ libre de EDTA

Soluciéon Coomassie G-250

0.025% Coomassie G-250, 10% acido

acético

Amortiguador gel nativo

28.8 g glicina, 6 g Tris, 2 L agua destilada

Amortiguador de transferencia
western blot

12 mM Trizma Base, 96 mM glicina (agregar
metanol al 10% antes de utilizarlo)

Amortiguador TBS western blot

100 mM Trizma Base, 140 mM NaCl

Amortiguador TBST western blot

100 mM Trizma Base, 140 mM NacCl, 0,05%
Tween 20 (debe ajustarse el pH a 8.0 antes
de agregar Tween)

Stock kanamicina 1000x

500 mg de kanamicina en 10 mL de agua
destilada. Filtrar a través de una membrana
de 0.22 uym para esterilizar. Alicuotar y
guardar a -20° C.

Stock cloranfenicol 1000x

340 mg de cloranfenicol en 10 mL de etanol
100%. Filtrar a través de una membrana de
0.22 ym para esterilizar. Alicuotar y guardar
a-20° C.

Solucién de rojo de Ponceau

1 g de Ponceau en 50 mL de acido acético,
aforar a 1 L con agua destilada. Guardar a
4° C.

4.1.2 Medios de cultivo

La composicion de los medios de cultivo sélido y liquido utilizados en este trabajo

se enlista en la Tabla 2.

Tabla 2. Composicion de los medios de cultivo utilizados para el crecimiento de

microorganismos.

| Soluciones Componentes
SD-URA Se disolvieron en 1 L de agua desionizada:
12 g de base nitrogenada de levadura sin
aminoacidos, 16.5 g de casaminoacidos,
200 mg de adenina y 150 mg de tirosina.
LB liquido Se disolvieron en 1 L de agua desionizada:

10 g de NaCl, 5 g de extracto de levadura y
10 g de triptona.
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LB sélido + kanamicina + Se disolvieron en 1 L de agua desionizada:
cloranfenicol 10 g de NaCl, 5 g de extracto de levadura,
10 g de triptona y 20 g de agar. Posterior a
la esterilizacibn y cuando el medio se
encontraba a una temperatura de 40° C se
le agregaron 50 pg/mL kanamicina y 30
pMg/mL cloranfenicol.

YEPD Se disolvieron en 900 mL de agua
desionizada: 25 g de agar, 11 g de extracto
de levadura, 22 g de peptona y 55 mg de
sulfato de adenina. Se autoclaved, y
cuando el medio se encontraba a
temperatura ambiente se agregaron 100
mL de glucosa al 20%.

4.2 Expresion recombinante de Efl1 en S. cerevisiae

La construccion del vector para la sobreexpresion de la GTPasa Efll en S.
cerevisiae y su transformacion de células fue hecha por la Dra. Nuria Sanchez
Puig, en el laboratorio Bioquimica 7 del Instituto de Quimica. El vector de
expresion de la GTPasa contiene el gen correspondiente a la secuencia
codificante de Efll (UniProtkB: P53893.1) a la cual se le afiadi6 un sitio de
reconocimiento de la proteasa TEV y una etiqueta de seis histidinas en el extremo
C-terminal. La construccion fue insertada en el plasmido pRS426. La expresion de
los genes se encuentra regulada por el promotor GAL1 y la secuencia terminadora
MATa. El vector pRS426 contiene como marcador de seleccion en levadura la
complementacién genética de la auxotrofia a uracilo por la presencia del gen
URAS3, que le confiere la capacidad de crecer en un medio sin uracilo. Como cepa
de expresion se utilizé S. cerevisiae BCY123. [28] Se inoculé una colonia de S.
cerevisiae BCY123, previamente transformada con el plasmido pRS426, en 20 mL
de medio SD-URA suplementado con 2% de glucosa y DropOut -leu-trp 1X. Se
dej6 crecer toda la noche con agitacion constante de 200 rpm a 30° C en el equipo
Excella E24 Incubator Shaker™ (New Brunswick). Se tomaron 10 mL de estas
Células para inocular 1 L del mismo medio con una ODgy final de
aproximadamente 0.05. Este cultivo se incub6 con agitacion constante de 200 rpm
a 30° C hasta alcanzar una ODgyo de 2.0. Una vez alcanzada esta ODgoo Se indujo
con una concentracién final de 2.8% de galactosa y se incubd con agitaciéon
constante de 200 rpm a 30° C durante 16 — 18 h. Pasado este tiempo, se
colectaron las células por centrifugacion a 5 000 rpm por 6 min en una centrifuga
Thermo Scientific™ MegaFuge 16R. La pastilla celular se guardé a -20°C. La
manipulacion de reactivos se llevé a cabo en zona estéril en campana de flujo
laminar ESCO®.
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4.3 Expresiéon recombinante de Efl1 en E. coli

La construccion del vector para la sobreexpresion de la GTPasa Efl1 en E. coli y
su transformacion de células de E. coli BL21 pRIL fue hecha por el alumno de
doctorado Axel Luviano Jardén en el laboratorio Bioquimica 7 del Instituto de
Quimica. La cepa E. coli BL21 pRIL contiene un pladsmido donde se encuentran
codificados los tRNAs argU, ileY, leuW y cuyo marcador de seleccion de
resistencia es cloranfenicol. La secuencia codificante de Efl1 se clon6 en el vector
pET28a cuyo marcador de seleccion en bacteria es la resistencia a kanamicina.
Células de E. coli BL21 pRIL previamente transformadas con el plasmido pET28-
Efll se inocularon en 30 mL de medio LB suplementado con 50 pg/mL de
kanamicina y 30 pg/mL de cloranfenicol, y se incubaron toda la noche a 37° C. Se
tomaron 10 mL de este cultivo para inocular 1 L de medio LB suplementado con
kanamicina y cloranfenicol que se incubd con agitacién constante de 200 rpm a
37° C hasta alcanzar una ODgg de 0.5 — 0.7. Alcanzado este punto, la expresion
de Efll se indujo con IPTG a una concentracion final de 0.25 mM para ser
incubado nuevamente durante 24 h a 15° C. Al término de esta etapa se centrifugd
el cultivo por 8 min a 5 000 rpm en una centrifuga Thermo Scientific™ MegaFuge
16R, se elimind el sobrenadante y el pellet se guarddé a -20° C. El manejo de
reactivos se realizé en zona estéril en una campana de flujo laminar ESCO®.

4.4 Purificacion de proteinas recombinantes

4.4.1 Purificacion de la GTPasa Efl1 expresada en S. cerevisiae

Se descongel6 el paquete celular proveniente de 1 L de cultivo y se
resuspendieron en 15 mL de amortiguador para lisis, suplementado con 150 pL de
inhibidor de proteasas ProBlock™-EDTA. La suspension de células se vacio en el
contenedor del BeadBeater previamente llenado hasta la mitad con perlas de
vidrio (@ = 500 pm) humedecidas con el mismo amortiguador hasta llenar el
contenedor. Las células se lisaron a 4° C, realizando dos ciclos de tres minutos,
con diez minutos de reposo entre cada ciclo para evitar que la temperatura
aumentara. El lisado se recuperé en un tubo de 50 mL diluido con 10 mL de
amortiguador para lisis y se centrifugd a 15 000 rpm durante 45 min en una
centrifuga Beckman-Coulter®, rotor JA-17. El sobrenadante se filtr6 por una
membrana de 0.22 um.

4.4.2 Purificacién de la GTPasa Efl1 expresada en E. coli’
Se descongelé el paquete celular proveniente de 1 L de cultivo y se
resuspendieron 8 mL de amortiguador de lisis. La suspension celular se coloco en

1 . ; s . . . ;
Trabajar lo mads rdpido posible y mantener la muestra y soluciones en frio.
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un frasco pequefio y éste a su vez se colocd sobre un vaso con hielo suficiente
para cubrirlo.? Las células se lisaron en un sonicador Misonix Sonicator® 3 000
durante 4 minutos totales con una potencia de 5.5 en intervalos de 10 segundos
de sonicacién y 30 segundos entre cada pulso.® El lisado se centrifugd a 15 000
rpm por 45 min en una centrifuga Beckman-Coulter®, rotor JA-17 a 4°C.

4.4.2.1 Purificacién de Efl1 por cromatografia de afinidad a Ni**

La purificacion por cromatografia de afinidad a niquel se llevé a cabo en una
columna HisTrap™ (GE Healthcare Life Sciences) de 5 mL. Se lavo la columna
con cuatro volumenes de columna (20 mL) de ddH,O, seguidos de 20 mL de
amortiguador de lisis para equilibrarla. Se inyect6 el volumen de muestra a traves
de la columna y se hizo un lavado con 20 mL con amortiguador para lisis para eluir
las proteinas que interaccionan inespecificamente con la columna. Por ultimo se
hizo la elucion con 10 mL, dos volumenes de columna, del amortiguador de
elucién y un lavado de 10 mL con el mismo amortiguador.

4.4.2.2 Purificacion de Efl1 por exclusion molecular

Se equlibré la columna con amortiguador de dialisis. Se inyectaron de 2 a 3 mL de
la elucion en una columna Superdex 200 16/60 (GE Healthcare Life Sciences) a
un flujo de 1 mL por minuto y se colectaron fracciones de 2 mL a partir de los 40
mL correspondientes al volumen muerto.

4.5 Electroforesis de proteinas

4.5.1 Geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS — PAGE)

Para evaluar el proceso de purificacion de la proteina se llevé a cabo una
electroforesis SDS — PAGE en geles de poliacrilamida al 7.5 %. Los geles se
tineron con azul de Coomassie G-250. El gel separador se prepardé mezclando 763
uL de agua ddH20, 1 250 uL de tris-HCI 1.5 M pH 8.8, 937 uL de acrilamida 40%,
40 pyL de PSA, 50 pL de SDS 10% y 10 pL de TEMED. EIl gel concentrador se
preparé mezclando 1267 pyL de agua ddH20, 500 uL de tris-HCI 0.5 M pH 6.8, 203
ML de acrilamida 40%, 30 pL de PSA, 20 pyL de SDS 10% y 5 pyL de TEMED. Una
vez incorporados todos los componentes del gel separador, la mezcla se vertié en
el dispositivo previamente armado y en la superficie se agregaron 100 pL de
isopropanol al 60% para evitar que el borde superior fuese irregular. Al finalizar la
polimerizacion, se retird el isopropanol realizando un lavado con agua, se vertio la

2 Colocar, con cuidado, la punta del sonicador en el vaso con las células resuspendias hasta que ésta toque la
base del vaso y después levantar un poco la punta y fijar el sonicador de tal manera que quede lo mas cerca
de la base pero sin tocarla

*No permitir que, durante la sonicacidn, la punta del sonicador rebase la mitad superior del lisado porque se
forman burbujas y deja de sonicar.
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mezcla del gel concentrador hasta el borde del dispositivo y se insertaron los
peines que darian lugar a los pozos para cargar las muestras. La electroforesis se
realizé aplicando un potencial eléctrico de 90 V durante 15 minutos y de 120 V
durante hora y media. El gel se fijo colocandolo primeramente en solucion fijadora
por 5 min y posteriormente en solucion teflidora de Coomassie por 20 min.
Finalmente el gel se destifié con agua destilada durante una hora en agitacion.

4.5.2 Geles nativos de poliacrilamida

El gel se prepar6 mezclando 2.5 mL de acrilamida al 40%, 2.5 mL del
amortiguador de separacion 1.5 M y 5 mL de agua desionizada. Después se
agregaron 50 uL de persulfato de amonio al 10% y 10 yL de TEMED. Se verti6 la
mezcla entre los vidrios y se colocO el peine. La acrilamida se dejé polimerizar
durante una hora. La muestra se preparé mezclando 10 pL de la proteinay 10 pL
de buffer de carga (0.187 M Tris/HCI pH 6.8, 30% glicerol y 80 ug/mL de azul de
bromofenol). La electroforesis se llevd a cabo con un potencial eléctrico de 100 V
durante tres horas. El gel se tiid con azul de Coomassie y destifid con agua
destilada.

4.6 Cuantificacién de proteina por absorcion en el UV

La concentracion de proteina se determin6 mediante espectrofotometria de
absorcion en el UV a 280 nm en un espectrofotbmetro BioSpec-nano de
Shimadzu. Para la determinacion se ajusté el blanco con el amortiguador en el que
se almacena la proteina y a partir de la ecuacion correspondiente a la ley de
Lambert-Beer se obtuvo la concentracion.

A=¢ex*xl*xC 1)

Donde A es la cantidad de luz absorbida por un compuesto con base en su
concentracion C. € corresponde al coeficiente de extincién molar (M*cm™) y | a la
longitud que recorre la luz a través de la muestra (cm™).

Los valores de los coeficientes de extincion molar a 280 nm se calcularon a partir
de la composicion de aminoacidos de las proteinas usando la siguiente ecuacion.

— . TP Lot . oC¥s
Epg0 = A Epgy T E500 +C 5 (2)

Donde a, b y c corresponden al numero de triptéfanos, tirosinas y cistinas

Trp Tyr Cys

presentes en la proteina. &y,, &3, Y €5 coOrresponden a los coeficientes de

extincion molar del triptéfano (5,502 M*cm™), tirosina (1,209 M*cm™) y cistina
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(120 M*cm™) a 280 nm respectivamente. De acuerdo con lo anterior, el coeficiente
de extincién molar de Efl1 es €260= 83 770 M™* cm™.

4.7 Western blot*

Se corrié un gel SDS — PAGE como se describe en la seccion 4.5.1. Se cortd un
pedazo de membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) del tamafio del gel SDS
— PAGE. Se sumergié durante 5 minutos en metanol al 100% y después se
transfirid a un recipiente con agua mili-Q. Se equilibr6 la membrana en
amortiguador de transferencia durante 5 minutos. Concluida la electroforesis, el
gel SDS — PAGE se remoj6é en un recipiente con amortiguador de transferencia,
asi como cuatro pedazos de papel filtro extra grueso. Se colocaron dos de estos
pedazos en la camara, sobre ellos se colocé la membrana, después el gel SDS —
PAGE vy por ultimo los otros dos pedazos de papel filtro formando un sandwich. La
transferencia se realiz6 en una camara de transferencia semiseca a 20 V por 30
minutos. Una vez terminada la transferencia, se colocé la membrana de PVDF en
una solucion de rojo de Ponceau para verificar que se hubieran transferido las
proteinas. Se destifid realizando tres lavados con amortiguador TBST. Se bloqued
la membrana con leche al 1 % en amortiguador TBST y se adicioné el anticuerpo
primario (antifosfoserina o antifosfotreonina abcam®) en una dilucion 1:125 toda la
noche a 4° C. Al dia siguiente, la membrana se lavd por triplicado durante 5
minutos con amortiguador TBST, y posteriormente se incubd con el anticuerpo
secundario (anticonejo abcam®) en una dilucién 1:10000 durante dos horas a 37°
C. Se lavo por triplicado durante 5 minutos con amortiguador TBST. Antes de
revelar la membrana, se preparé la mezcla para la reaccibn de peroxidasa
(Thermo Scientific™) mezclando en proporcion 1:1 el sustrato quimioluminiscente
y el potenciador y se colocé sobre la membrana. La membrana se coloco en un
cassette para peliculas de rayos X para mantenerla en oscuridad y se llevo al
cuarto oscuro para revelar.

4.8 Andlisis por espectrometria de masas de la GTPasa Efl1

Para poder analizar la proteina Efl1 en el equipo MALDI TOF se dializ6é contra un
amortiguador (NaCl 25 mM y Tris 25 mM)® toda la noche a 4° C. Asimismo, se
prepar6 una muestra con fosfatasa para desfosforilar a Efll y ésta se dializé e
incubd con la fosfatasa al mismo tiempo toda la noche a 4° C. Se tomaron 2 pL de

* La minima cantidad de proteina que puede ser detectada mediante un western blot es de
aproximadamente 1 -5 ng.

> Maxima concentracién de sal con la gue puede trabajar el espectémetro de masas y minima en la Efl1 se
encuentra estable.
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cada muestra para analizarla. Se calibré el equipo con BSA; ya que su monémero
tiene una masa molecular de 66.5 kDa y su dimero de 133 kDa. La matriz que se
utilizé tanto para el calibrador como para la muestra fue el acido sinapinico (3,5-
dimetoxi-4-hidroxicinamico). Se utilizé el modo lineal positivo ya que es el indicado
para péptidos y proteinas. La potencia del laser fue del 50% y se realizaron 200
disparos por muestra.

4.9 Digestion en gel para la caracterizacion por espectrometria de
masas de proteinas

El protocolo para obtencion de péptidos a partir de bandas de un gel SDS — PAGE

descrito a continuacién fue modificado de Shevchenko et al 2006. [29]

Para el lavado de bandas se corté del gel SDS — PAGE la banda de la proteina a
digerir, aproximadamente de 1 mm de largo y se coloc6 en un tubo Eppendorf® de
1.5 mL. Se lavd con agua suficiente para cubrir la banda (300 — 500 uL) y se dejo
reposando por 5 minutos. Se centrifugé a 13 000 rpm por 5 minutos en una
microcentrifuga miniSpin plus de Eppendorf® y se retird el liquido. Posteriormente,
se agrego6 un volumen de acetonitrilo (ACN) correspondiente al doble o triple (=700
bL) del que ocupaba la banda y se incubd a temperatura ambiente durante 10 a
15 minutos. Se centrifugé a 13 000 rpm por 5 minutos. Se retiré el liquido vy
finalmente se secd con vacio. Seguido de esto, para provocar la reduccion y
carbamidometilacion de los puentes disulfuro, a la banda se le agregaron 500 pL
de una disolucion de ditrioteitol (DTT) 10 mM y NH4HCO3 100 mM y se incubd a
56° C durante 30 minutos. Se centrifugé a 13 000 rpm por 5 minutos. Se retir6 el
liguido. Después, se incubd con ACN a temperatura ambiente por 5 minutos. Se
retird el liquido y se incubd por 20 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad
con yodoacetamida® 50 mM en NH4HCOs; 100 mM (volumen final 500 uL). Se
retiré el liquido.

Posteriormente, se lavd con 500 pL de NH4HCO3; durante 15 minutos. Se
centrifug6 a 13 000 rpm por 5 minutos y se retir6 el liquido. Se incub6 con ACN a
temperatura ambiente por 5 minutos. Se volvié a centrifugar a 13 000 rpm por 5
minutos, se retird el liquido y se secé con vacio. Para decolorar los fragmentos, se
rehidratd la banda durante 15 minutos con 250 yL de NH4HCO3; 100 mM y se
afadieron 250 yL de ACN. Se agitdé durante 20 minutos. Se centrifugé a 13 000
rom por 5 minutos y se retird el liquido. Se incubé con ACN a temperatura
ambiente por 5 minutos. Se retiré el liquido y se secé con vacio.” Y por ultimo,

® Esta disolucién debe ser preparada al momento.
7 si hay restos de colorante, debe repetirse el proceso hasta que la banda sea completamente blanca.
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para la digestibn enzimatica y extraccidon de los producots de digestion, se
rehidratd la banda durante 40 minutos a 4° C con 500 yL de NH4HCO3 25 mM vy se
retird el liquido. Se preincubd una hora a temperatura ambiente con las diferentes
proteasas:

- 1 yL de tripsina (1 pg/uL) en 39 uL de amortiguador de digestion (NH4HCO3
40 mM, 10% ACN)

- 1 pL de quimotripsina (0.5 pg/pL) en 39 pyL de amortiguador de digestidon
(Tris-HCI 100 mM, 10 mM CacCl,)

- 1 yL de lisina-C (0.1 pg/uL) en 39 uL de amortiguador de digestion (100 mM
NH4sHCO;3; pH = 85)

- 5 L de aspartico-N (0.032 ug/uL) en 35 pyL de amortiguador de digestion
(250 mM Tris-HCI, ZnOAc 2.5 mM pH = 8.0)

Pasada la hora, se agregaron 40 uL de su respectivo amortiguador de digestion y
se incubo toda la noche a 37° C. Se retird el liquido y se pasé a otro tubo para
secar la muestra por centrifugacion a vacio (SpeedVac) hasta que el tubo
estuviera completamente seco (=45 minutos a alta temperatura).

4.9.1 Enriquecimiento de los fosfopéptidos®

La preparaciéon de los amortiguadores de lavado se describe en la Tabla 3. Todos
los demas reactivos son parte del kit “Fe-NTA Phosphopeptide Enrichment Kit” de
Thermo Scientific™.

Tabla 3. Preparacién de amortiguadores de lavado por columna.

Amortiguadores de lavado

Amortiguador de lavado A
Wash buffer 2X stock | 150 yL
Agua desionizada 150 L

Amortiguador de lavado B
Wash buffer 2X stock | 150 yL
Acetonitrilo 30 pL
Agua desionizada 120 pL
La muestra proveniente del SpeedVac se resuspendiéo en 200 uL de buffer de
union, ésta se tranfirid a la columna y se incubd a temperatura ambiente por 20
minutos en agitacion de doble rotacién. Terminando esta incubacion, se removio
la tapa inferior de la columna y se colocd en un tubo para microcentrifuga. Se
centrifugé a 1 000 g por 1 minuto y se transfirid la columna a un nuevo tubo. Se
guardo el eluato sobrante para después analizarlo.

® cada columna puede enriquecer hasta 150 pg de fosfopéptidos.
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Se agregaron 100 uyL de amortiguador de lavado A a la columna y se mezcld
suavemente. Se centrifug6 a 1 000 g por 1 minuto. Esto se hizo por duplicado y se
guardo el eluato sobrante para después analizarlo. Después, se agregaron 100 uL
de amortiguador de lavado B a la columna y se mezclé suavemente. Se centrifugd
a 1 000 g por 1 minuto. Esto se hizo por duplicado y se guardé el eluato sobrante
para después analizarlo. Finalmente, para equilibrar la resina para elucion, se
agregaron 100 uL de agua desionizada a la columna y se mezclé suavemente. Se
centrifug6 a 1 000 g por 1 minuto y la columna se transfirié a un tubo nuevo.

Se agregaron 50 uyL de amortiguador de elucién a la columna. Se incubd a
temperatura ambiente por 5 minutos. Se centrifugd a 1 000 g por 1 minuto. Esto se
hizo por duplicado. Se agregaron 200 pyL de TFA 2.5%. Los eluatos de los pasos
anteriores y éste se centrifugaron a vacio (SpeedVac) por una hora en alta
temperatura.

4.10 Preparacion e introduccion de los péptidos de Efl1 al
espectrometro de masas (MALDI-TOF)

Se resuspendid la muestra proveniente del SpeedVac en una solucion de 20 uL
TFA al 0.1%. Se tomd el volumen del paso anterior con una punta ZipTip® y se
hicieron tres ciclos de pipeteo para asegurar que todos los péptidos se adhieran a
la columna C18 contenida en la punta. Se depositd el volumen en un tubo nuevo.’
Los péptidos que permanecieron unidos a la ZipTip® se eluyeron con 20 pL de
matriz*°, realizando tres ciclos de pipeteo para asegurar que todos los péptidos se
eluyan. Se tomaron de 1 a 2 pL del eluato y se colocaron en la placa del equipo
para obtener las masas de los péptidos mediante MALDI-TOF. Se calibré el
equipo con estandares con masas alrededor de las masas de los pétptidos;
angiotensina Il (1 046 Da), melitina (2 900 Da) e insulina (5 700 Da). La matriz que
se utilizo tanto para los estandares de calibaracion como para la muestra fue el
acido a-ciano-4-hidroxicinamico. Se utilizd6 el modo lineal positivo ya que es el
indicado para péptidos y proteinas, también se utilizd el modo reflectrén para
aumentar la resolucion de los espectros. . La potencia del laser fue del 50% y se
realizaron 200 disparos por muestra.

4.11 Analisis de los espectros de masas
Las principales técnicas computacionales empleadas para el analisis de espectros
de masas se dividen en dos categorias: los enfoques de busqueda en bases de

° Debido a que la C18 de la punta ZipTip® no es tan eficiente, se debe preparar también este volumen para
introducirlo al espectrémeto (1 pL + 5 pL de matriz).

10 Preparacién de la matriz: pesar 2 mg de 4cido a-ciano-4-hidroxicindmico y disolver en 200 pL de 70%
ACN/0,3% TFA.
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datos que comparan cada espectro contra péptidos en una base de datos de
secuencias o en técnicas de novo que reconstruyen directamente la secuencia del
péptido a partir de cada espectro. En este trabajo se utiliz6 la primera categoria.

4.11.1 Peptide Mass (Expasy)

La secuencia de Efl1 se introdujo en un programa en linea llamado Peptide Mass.
[30] Este programa esté disefiado para calcular las masas tedricas de los péptidos
generados por la escisién quimica o enzimatica de proteinas, la cual dependera de
la especificidad de la proteasa utilizada. La masa tedrica de los péptidos fue
comparada con la masa experimental obtenida del espectrometro MALDI TOF.
Los parametros para la busqueda fueron: intervalo de tolerancia de masa de 3.0
Da, +80 Da de diferencia en los péptidos debido a la fosforilacion y maximo dos
modificaciones por péptido.

4.11.2 mMass
Los espectros obtenidos fueron procesados para corregir la linea base e identificar
los picos y sus masas correspondientes en el programa mMass. [31]

4.11.3 NetPhos

NetPhos es un servidor que realiza predicciones en una red neuronal para los
sitios de fosforilacion en serina, treonina y tirosina en proteinas de eucariotes. [14]
Métodos de prediccibn como éste tienen muchas ventajas, son rapidos,
reproducibles, disponibles para todos y han mostrado ser bastante precisos para
optimizar experimentos. Se introdujo la secuencia de Efll y se obtuvo la
probabilidad de fosforilacién de los residuos antes mencionados, esta informacién
complementé la obtenida con la espectrometria de masas para asi conocer los
residuos fosforilados en Efl1.
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5 Resultados y discusion

5.1 Sobreexpresion de las proteinas recombinantes

La purificacion de la proteina Efl1, expresada tanto en Saccharomyces cerevisiae
como en Escherichia coli, se realizé siguiendo la metodologia antes mencionada.
La Figura 6a muestra las fracciones en cada paso de la purificacion de la proteina
sobreexpresada en células de S. cerevisiae. En el carril correspondiente a la
elucion de la proteina que se observa una banda con el peso molecular esperado
de 127 kDa. El rendimiento de la purificacién de Efl1 después de la columna de
afinidad a Ni** fue de 5 mg/L de cultivo.

) EC MW NR LNR E LE

Figura 6. Purificacion de la proteina recombinante Efl1 por medio de cromatografia
de afinidad a Ni*". (a) Efl1 sobreexpresada en Saccharomyces cerevisiae. De derecha a
izquierda se encuentran: marcador de peso molecular (MW), extracto crudo (EC), fraccion
no retenida por la columna (NR), fraccion obtenida de hacer un lavado con amortiguador
de lisis (LNR), fracciéon de elucién de la proteina Efl1l (E), fraccion obtenida de lavar la
columna con amortiguador de elucién (LE). (b) Efl1l sobreexpresada en Escherichia coli.
De izquierda a derecha se encuentran: extracto crudo (EC), marcador de peso molecular
(MW), fraccion no retenida por la columna (NR), fraccion obtenida de hacer un lavado con
amortiguador de lisis (LNR), fraccion de elucion de la proteina Efl1 (E), fraccion obtenida
de hacer un lavado con amortiguador de elucion (LE).

En contraparte, la purificacion de Efll sobreexpresada en células de E. coli no
mostré la banda correspondiente en la fraccion resultante de la elucion de la
columna de afinidad a metales (Figura 6b). Sin embargo, en el carril
correspondiente al extracto crudo se observa una banda prominente entre los
marcadores de 100-135 kDa. Lo anterior sugiere que: 1) la proteina se expresa en
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cantidades muy pequefias que no se pueden detectar mediante una tincién con
azul de Coomasie o 2) Efll se expresa pero su plegamiento obstruye la cola de
histidinas tal que no se puede unir a la columna. Ademas, en la fraccion eluida de
la columna se observan bandas de menor tamafio molecular lo cual puede
deberse a la degradacion de la proteina. Dada la dificultad de obtener la proteina
en este sistema de expresion y a que la finalidad de expresarla en un sistema

procarionte era utilizarla como un control negativo, se decidié no continuar con su
expresion en este sistema.

5.2 Espectros de masas de Efll y Efl1 + fosfatasa

Se obtuvo el espectro de masas de Efll antes y después de tratarla con fosfatasa
alcalina para comparar la diferencia en peso debido al tratamiento.
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Figura 7. Espectros de masas de la GTPasa Efll. (a) Efll y (b) Efl1 incubada con
fosfatasa alcalina (AP).

Como puede observarse en la Figura 7a, la masa experimental de Efll
corresponde a 127 540 Da, el M** a 63 781 Da y el M*" a 42 656 Da; mientras que
la masa de la misma proteina incubada con la fosfatasa (Figura 7b) muestra una
disminucién en su masa molecular de mas de 500 Da, por lo que se observa el
pico de la proteina en 127 026 Da, el M** en 63 569 Da y el M** en 42 618 Da, asf
como los picos del dimero y monémero de la fosfatasa alcalina en 66 406 Da y 32
993 Da, respectivamente. Al comparar ambos resultados con la masa tedrica de
127 031 Da, calculada a partir de la secuencia primaria de Efll recombinante,
puede observarse que el peso determinado a partir de la muestra incubada con
fosfatasa esta dentro del intervalo de error esperado para una proteina de este
tamafo. La fosfatasa alcalina es una hidrolasa capaz de remover grupos fosfato
de moléculas diversas, entre ellas proteinas y acidos nucleicos. Asi, la diferencia
en peso en Efl1 debido al tratamiento con fosfatasa alcalina se debe a la remocién
del grupos fosfatos y por ende de posibles fosforilaciones en Efll. Considerando
gue el peso que suma una fosforilacion a la masa de una proteina cualquiera es
de 80 Da, obtenemos que la diferencia de 514 Da equivale a aproximadamente
6.5 fosforilaciones por molécula de Efl1. La diferencia en los espectros es bastante
notable, el ancho del pico tras incubar a la proteina con fosfatasa disminuye, lo
cual indica que la muestra es mas homogénea cuando no esta fosforilada.

5.3 Western blots antifosfoserina y antifosfotreonina

Se realizaron western blots para confirmar la fosforilacion de Efl1 de acuerdo con
lo analizado de los espectros de masas de Efl1l, ademas, de establecer en qué tipo
de residuos se presentaba la fosfrilacion. Los ensayos de western blot se
realizaron de acuerdo con la metodologia mencionada en la seccién
correspondiente pero la muestra de proteina se corrié en un gel de poliacrilamida
nativo. Las membranas para antifosfoserina y antifosfotreonina se incubaron y
revelaron por separado. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 8.

Anticuerpo Imagen

(a) Antifosfoserina ’

(b) Antifosfotreonina .

Figura 8. Western blot de Efl1 usando anticuerpos especificos para reconocer las
fosforilaciones. a) fosfoserina y b) fosfotreonina.
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Como puede observarse en la Figura 8a, el anticuerpo dirigido contra serinas
fosforiladas reconoce a la banda de Efl1, la misma afirmacion es valida para la
Figura 8b, que muestra el reconocimiento de fosforilaciones en residuos de
treonina. Con esto se comprueba el resultado obtenido en los espectros de masas
anteriores, la GTPasa Efll se encuentra fosforilada especificamente en los
residuos serina y treonina. El tiempo de exposicion fue de una hora, lo cual es muy
elevado si se compara con la sefal de anticuerpos como el anti-His. Esto nos
indica: 1) que la afinidad de los anticuerpos dirigidos contra residuos fosforilados
es baja o 2) los niveles de fosforilacién en Efll son bajos y sé6lo una pequefia
porcién de la proteina tiene esta modificacion.

5.4 Digestion enzimatica

Para determinar la identidad de los residuos fosforilados, la proteina Efll fue
digerida con cuatro proteasas distintas: tripsina, quimotripsina y las
endoproteinasas Asp-N y Lys-C, para posteriormente analizar los péptidos
obtenidos por espectrometria de masas. La diferencia en estas proteasas radica
en la especificidad o secuencia de reconocimiento en la que realizan el corte sobre
el polipéptido. La tripsina corta en el extremo carboxilo de las lisinas y argininas, la
quimotripsina en los enlaces amido peptidicos donde en el extremo carboxilo del
enlace amida tiene un aminoacido hidrofébico como la tirosina, el triptéfano o la
fenilalanina, la Asp-N en el extremo amino terminal de los acidos asparticos y la
Lys-C en el extremo carboxilo de las lisinas. La combinacion de estas cuatro
proteasas, nos permitié identificar de manera inequivoca las fosforilaciones
encontradas en la GTPasa Efll, asi como aumentar la cobertura de péptidos
identificados en la secuencia primaria de Efl1.

En la Tabla 4 puede observarse el porcentaje de cobertura alcanzado por cada
una de las proteasas, asi como el porcentaje total obtenido por todas las
proteasas.
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Tabla 4. Péptidos identificados de la digestibn enziméatica de Efll con diferentes
proteasas: tripsina, Asp-N, Lys-C y quimotripsina.

Enzima — Cobertura .
Aminoacidos Porcentaje (%)
Tripsina (otras temperaturas)™ 551 48.67
Tripsina, seguida de una
columna gque une grupos 295 26.06
fosfatos
Asp-N 451 39.84
Lys-C 290 25.62
Quimotripsina 335 29.59
Todas las proteasas 957 84.54%

Estos datos de cobertura se obtuvieron comparando el patron de digestion teérico
generado por Peptide Mass con los resultados experimentales obtenidos de
MALDI TOF.

En ninguno de los experimentos con las diferentes proteasa fue posible obtener el
100% de cobertura de la secuencia primaria de Efll. Frecuentemente
encontramos péptidos cuyas masas no se pudieron asignar y que explicamos
como péptidos cuya digestion fue incompleta. Este corte ineficiente puede deberse
a que Efll no se haya desplegado por completo, que no se haya reducido y/o
alquilado totalmente, que existan metioninas oxidadas o por la presencia de
modificaciones postraduccionales. [30] Sin embargo, mediante el uso combinado
de las distintas proteasas el porcentaje de cobertura de la secuencia primaria de
Efll aumenta considerablemente y es bastante alto como se observa en la Tabla
4,

5.5 Determinacion de las fosforilaciones en Efll mediantes
espectromeria de masas

Siguiendo la metodologia de digestion en gel, se analizaron los péptidos en un

MALDI TOF y se obtuvieron los siguientes espectros de posibles péptidos

fosforilados.

" Se incubd la digestion de Efl1 con tripsina a otras temperaturas (4° C, temperatura ambiente y 30° C) y se
obtuvieron otros péptidos que no habian sido encontrados a 37° C.

12 Este porcentaje fue obtenido de acuerdo a todos los péptidos que se encontraron con cada enzima, este
numero no puede salir de la suma de los porcentajes de las proteasas ya que algunas cortan en los mismos
péptidos.
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Figura 9. Espectros de masas de péptidos fosforilados en residuos de serina. (a)
S430, (b) S806, (c) S828, (d) S896, (e) S1036. La serina marcada con un color distinto en
cada péptido, es la que posiblemente se encuentre fosforilada.
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Figura 10. Espectros de masas de péptidos fosforilados en residuos de treonina. (f)
T982, (g) T1060. La treonina marcada con un color distinto en cada péptido, es la que
posiblemente se encuentre fosforilada.

Los espectros obtenidos fueron procesados para corregir la linea base y eliminar
la mayor cantidad de ruido posible para asi notar las diferencias de 80 Da que
indican péptidos fosforilados. En cada uno de los espectros se encuentré tanto la
poblacién del péptido fosforilado como la del péptido no fosforilado, esto sélo
demuestra que las fosforilaciones en la proteina no son permanentes o no ocurren
en todas las moléculas de Efl1, en este caso particular debemos tomar en cuenta
gue es una proteina sobreexpresada y que tal vez no representa lo que ocurre
fisiologicamente o0 bien la maquinaria encargada de la modificacién
postraduccional no es suficiente para modificar a la proteina sobreexpresada.

Se identificaron cinco posibles péptidos fosforilados en residuos de serina (Figura
9a — e) y dos péptidos fosforilados en residuos de treonina (Figura 10f y Figura
10g). Para confirmar que un péptido estuviera fosforilado se busco6 que apareciera
en la digestion de por lo menos dos de las cuatro proteasas evaluadas. En varios
de estos péptidos existe mas de un residuo que puede ser fosforilado y no es
posible distinguirlo con precision mediante restriccion con proteasas. El software
NetPhos es un programa utilizado para predecir las fosforilaciones de una proteina
y con el cual se obtiene la probabilidad de fosforilacion de todos los residuos de
serina, treonina y tirosina presentes en la proteina. En los péptidos con mas de un
sitio posible de modificacion, se utilizé este programa para predecir el residuo
modificado. De acuerdo con este programa, los residuos con mayor probabilidad
de ser fosforilados son las serinas 430, 806, 828, 896 y 1036; numéricamente la
probabilidad de que estén fosforiladas de acuerdo a NetPhos va de 0,996 a 0,949,
aunque la serina 806 (Figura 9b) es la que menos sefal da en los espectros. Para
los residuos de treonina sélo hay dos péptidos fosforilados y son los que tienen a
la treonina 982 y 1060, la probabilidad de que estén fosforiladas es 0,878 y 0,903,
respectivamente. Sin embargo, es necesario establecer experimentalmente que
efectivamente estos son los residuos modificados, ademas de que todavia no se
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conoce el efecto de estas fosforilaciones y su papel fisioldgico. Los resultados se
resumen en la Tabla 5.

Tabla 5. Resumen de los péptidos fosforilados en Efll encontrados mediante digestion
con tripsina, quimotripsina, Asp-N y Lys-C, con sus respectivas masas experimentales

encontradas con espectrometria de masas.

Residuo Proteasa Masa tedrica Masa experimental
fostorilado Péptido™ Utilizada del péptido no del péptido
fosforilado (Da) | fosforilado (+80 Da)
Lys-C 1677.87 1760.661
S 430 KRIASSDEL Asp-N 3402.7937 3483.917
Tripsina 1516.7754 1591.381
S 806 QHONSIKNI Lys-C 1516.7754 1600.716
Quimotripsina 3236.6103 3316.478
Asp-N 1251.6103 1333.503
S 828 STGSSFLDK | oimotripsina 3236.6103 3316.478
Tripsina 3301.6296 3386,329
S 896 EYSDSIKNG Lys-C 4087.048 4168.909
Quimotripsina 2173.1723 2253.948
S1036 | RKRTSGAAQ Asp-N 2423.2499 2503.159
Lys-C 5280.5429 5359.682
Quimotripsina 1626.8043 1706.917
T 982 CoiIQTsvov Tripsina 2142.0609 2224.879
Asp-N 1890.8643 1974.197
T1060 | FWVPTTEEEL Lys-C 5280.5429 5355.315

La masas tedricas de los péptidos no fosforilados se obtuvieron a partir del patron
de digestién tedrico de cada enzima, la masa experimental de los péptidos
fosforilados se obtuvieron a partir de los espectros resultantes del andlisis de los
resultados obtenidos mediante MALDI-TOF. Se eligieron estos péptidos, ya que la
diferencia entre estas masas era de £80 Da.

La unica fosforilacién reportada en Efll es en la serina 430 [12], con estos
experimentos no sélo se confirma lo anterior sino que también se encuentran seis
fosforilaciones més. Las siete fosforilaciones identificadas coinciden con las 6.5
modificaciones esperadas a partir de la diferencia de masas observada en los
espectros de Efll (Figura 7a) y Efl1 incubada con fosfatasa (Figura 7b).

13 . s . . . s . 4, . .

El aminoacido en negritas es el que posiblemente esta fosforilado, en los péptidos en los que hay mas de
una serina o treonina no se puede asegurar cudl de ellos esta fosforilado ya que no existe una proteasa que
corte en ese sitio.
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La estructura tridimensional de Efll aun no se conoce, sin embargo, en el
laboratorio se cuenta con un modelo obtenido por homologia empleando como
molde la estructura de EF-2 de S. cerevisiae (ID PDB: 1NOU). [32, 33] Este
modelo lo realiz6 el alumno Alfonso Méndez Godoy.

Figura 11. Modelo de la estructura tridimensional de la proteina Efl1 en el que se
muestran las fosforilaciones encontradas. Morado: Dominio | (residuos 1-365); Rosa:
dominio Il (residuos 365-675); Verde: dominio Ill (residuos 675-747); Azul: dominio IV
(residuos 747-976); Amarillo: dominio V (residuos 976-1110). La serinas estan
representadas por esferas rosas y las treoninas por esferas azules.

La localizacion de los posibles residuos fosforilados en el modelo de Efll muestran
que la serina 430 se encuentra en el dominio Il en la regién que pertenece a la
insercion (region desestructurada de 160 aminodacidos). Esta insercion es una
region que distingue a la familia de proteinas Efl1 de las proteinas EF-2. Ademas,
evidencia en el grupo de trabajo han demostrado que el dominio Il de Efl1 participa
en la interaccén con Sdol, por lo que esta fosforilacion podria tener un papel
relevante en la interaccion entre Efll y Sdol. [32, 34] Las demas fosforilaciones:
S806, S828, S896, S1036, T982 y T 1060 se encuentran en los dominios IV y V,
los cuales en EF-G participan en la interaccion con la subunidad 60S, por lo que
se cree que estas fosforilaciones podrian estabilizar esta unién (Figura 11). [35]
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5.6 Analisis global

Las fosforilaciones en una proteina son transitorias y se encuentran en bajas
concentraciones, aun asi causan grandes efectos a su alrededor, lo que las hace
un interesante tema de estudio. En este trabajo se encontré que la GTPasa
citoplasmatica Efl1, involucrada en la maduracién de la subunidad 60S, esta
fosforilada en cinco residuos de serina y dos de treonina. Como primer paso, se
analizo la proteina completa por espectrometria de masas en un MALDI TOF y se
compardé con el espectro de la proteina desfosforilada, lo que dio como resultado
una diferencia significativa de 514 Da equivalente a 6.5 fosforilaciones. Resultd
muy claro que la proteina se encontraba fosforilada, ya que al incubarla con
fosfatasa el ancho del pico se redujo considerablemente sugiriendo una muestra
mas homogénea. Para comprobar que efectivamente la GTPasa se encontraba
fosforilada, se realizaron western blots utilizando anticuerpos especificos para
reconocer residuos de fosfoserina y fosfotreonina, confirmando asi las
fosforilaciones.

La metodologia de digestién en gel, permitié desplegar a la proteina para que las
proteasas pudieran cortar a Efl1l. Ademas, con esta metodologia se garantizé que
la proteina estaba pura, ya que sélo se utilizé la banda en el gel de poliacrilamida
donde se localizaba ésta. Posteriormente, se determinaron los residuos
fosforilados digiriendo a Efll con cuatro diferentes proteasas; seguido de un
analisis por espectrometria de masas MALDI-TOF. Antes de analizar la muestra
en el espectrometro de masas, los péptidos se pasaron por las puntas ZipTip®, ya
gue el MALDI TOF no tolera altas concentraciones de sal lo que provoca que los
péptidos no vuelen. Al analizar los espectros con el programa mMass se
encontraron siempre dos poblaciones de péptidos, la fosforilada y la no fosforilada,
lo que una vez mas confirma que las fosforilaciones son transitorias y dependen
de multiples factores.
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6 Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos mediante western blot, se demostré que la
GTPasa Efl1 de Saccharomyces cerevisiae esta fosforilada en residuos de serina
y en residuos de treonina.

Mediante la espectrometria de masas MALDI TOF se encontré que existen cinco
posibles sitios de fosforilacién en serina, en los residuos 430, 806, 828, 896 y
1036, asi como dos posibles fosforilaciones en residuos de treonina, 982 y 1060.

Estas fosforilaciones se encuentran en los dominios Il (S430), IV (S806, S828,
S896) y V (S1036, T982, T1060) de Efl1.

37



7 Perspectivas

Realizar western blots contra antifosfotirosina y, en caso de ser positivo, realizar
un analisis de masas similar al reportado previamente para serina y treonina, y
evidenciar los residuos de tirosina fosforilados.

Estudiar la funcién bioldégica de estas fosforilaciones mediante mutagénesis
dirigida y complementacion genética.

Realizar estudios de interaccion de Efl1l con Sdol y la subunidad 60S para saber
si las fosforilaciones encontradas en este trabajo estabilizan o no estas uniones,
respectivamente.
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