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RESUMEN

Los ribosomas son las maquinas moleculares encargadas de la sintesis de
proteinas en las células mediante un proceso bioquimico complejo y altamente
regulado denominado traduccién. Defectos en el ensamblaje de los ribosomas
causan un subconjunto heterogéneo de enfermedades, nombradas como
ribosomopatias. En Saccharomyces cerevisiae, el Gltimo paso de la maduracion
citoplasmatica de la subunidad ribosomal mayor requiere de la liberacién del factor
de iniciacion eucarionte 6 (elF6 del inglés eukaryotic initiation factor 6, o su ortélogo
en levadura Tif6) de su superficie. Este paso es desencadenado por la accién
conjunta de la proteina del sindrome de Shwachman-Bodian-Diamond (SBDS del
inglés Shwachman-Bodian-Diamond syndrome, o su ortélogo en levadura Sdol), y
la proteina tipo factor de elongacion 1 (EFL1 por sus siglas en inglés Elongation
Factor Like 1). Por esta razon, mutaciones bialélicas en el gen de SBDS o en el gen
de EFL1 causan el sindrome de Shwachman-Bodian-Diamond (SBDS del inglés
Shwachman-Bodian-Diamond syndrome o también llamado SDS del inglés
Shwachman-Diamond syndrome), debido a que se interrumpen la liberacion de elF6
de las subunidades pre-60S. Por otra parte, el asa-P de la proteina ribosomal L10
(RPL10 del inglés ribosomal protein L10) es también necesaria para la activacion
de EFL1 y la subsecuente liberacidon de elF6/Tif6. En previos estudios, mutaciones
en el asa-P de la proteina ribosomal RPL10, impiden la liberacién de elF6/Tif6.
Algunas de estas mutaciones se han identificaron como mutaciones con una alta
probabilidad de desarrollar leucemia linfoblastica aguda de células T (T-ALL).
Johnson, A. y colaboradores®? identificaron una clase de mutaciones dentro del asa-
P de RPL10 que impiden la liberacién de Tif6, afectando asi la biogénesis de la
subunidad 60S. Las mutantes incluidas en esta clase son RPL10 S104D, C105G y
A106R. La mutacion RPL10 S104D presento el fenotipo més fuerte de esta clase.
Sin embargo, este defecto es corregido a su vez por mutaciones supresoras en Tif6
y en EFL1, que se predice desestabilizan interacciones intra-dominio facilitando el
cambio conformacional necesario para la liberacion de Tif6. Datos preliminares en
colaboracion con el Dr. Arlen Johnson, University of Texas-Austin, sugieren que
mutaciones supresoras en Sdol (ortélogo en levadura de SBDS) también son

capaces de revertir el defecto observado por la mutacion S104D, antes mencionada,



en el asa-P de RPL10. La mutante RPL10 S104D inhibe especificamente la
liberacion de Tif6, a lo que se cree que es resultado de una unién defectuosa de
Sdol, a la subunidad 60S. Este grupo de trabajo identificé un total de 8 alelos
independientes de Sdol que suprimen el defecto de crecimiento de RPL10 S104D;
Sdol V36A, K62R, K106R, E110G, I1114R, P144R, K175E Y V238l.12 En este trabajo
de investigacion, se seleccionaron tres de estas mutantes supresoras: Sdol V36A
(dominio 1), P144R (dominio Il) y K175E (dominio Ill), para su estudio, con el fin de
entender la funcién de las mutaciones de Sdol capaces de aliviar el lento
crecimiento observado en células de levadura con mutaciones en el asa-P de
RPL10. Para comprender el efecto de estas mutaciones a nivel molecular, se
evaluaron cambios estructurales y de estabilidad térmica en las mutantes
supresoras de Sdol mediante dicroismo circular. Ademas, se evaluo la interaccién
entre estas mutantes supresoras con scEFL1 mediante anisotropia de
fluorescencia. La interaccion entre las mutantes supresoras con SCEFL1 se
describié como una union a dos sitios distintos con cooperatividad positiva. Los
resultados mostraron una disminucion de la afinidad de las mutantes por scEFL1
aproximadamente en un orden de magnitud. Con base en los resultados obtenidos,
se propone que el mecanismo que siguen las mutantes Sdol V36A, P144R y K175E
para rescatar el lento crecimiento provocado por la mutacion S104D en el asa-P de
RPL10 es desestabilizando las interacciones intra-dominio entre Sdol y scEFL1

facilitando asi el cambio conformacional para la liberacion de Tif6.



CAPITULO 1
1. ESTADO DEL ARTE
1.1.El ribosoma

Los ribosomas son las maquinas moleculares que producen todas las proteinas
celulares mediante un proceso bioguimico complejo y altamente regulado
denominado traduccioén.! La formacién correcta del ribosoma es esencial para la
sintesis de proteinas en las células.? Los ribosomas constan de un nicleo
universalmente conservado que se describié por primera vez a detalle a partir de
estructuras cristalinas de los ribosomas procariotas. Esta conformado por el centro
peptidil transferasa (PTC) que cataliza la formacion de enlaces peptidicos, el tunel
polipeptidico por donde los péptidos nacientes salen del ribosoma y el centro de
decodificacion que decodifica el ARNm. Sin embargo, las células eucariotas y
procariotas difieren notablemente en otros procesos de la traduccion, especialmente
en el inicio de esta. Los ribosomas eucariotas son al menos un 40% mas grandes y
complejos que sus contrapartes procariotas debido a elementos adicionales de
acido ribonucleico ribosomal (ARNr) llamados segmentos de expansion, proteinas
ribosomales adicionales e inserciones en proteinas existentes. Todos los ribosomas
constan de dos subunidades, ambas compuestas por ARNr y proteinas ribosomales
(r-proteinas). El ribosoma eucariota 80S (figura 1) consta de una subunidad menor
40S (SSU) y una subunidad mayor 60S (LSU). La subunidad 40S consta de un ARNr
18S y 33 r-proteinas diferentes (en la SSU las r-proteinas se denominan Rps). En
cambio, la subunidad 60S consta de ARNr 25S (en levadura/28S en humano), 5.8S
y 5S junto con 46 r-proteinas en levadura y 47 r-proteinas en humano (en la LSU
las r-proteinas se denominan Rpl). Por otro lado, el ribosoma procariota 70S consta
de una subunidad menor 30S y una subunidad mayor 50S. La subunidad 30S consta
de un ARNr 16S y 21 r-proteinas. Por otro lado, la subunidad 50S consta de ARNr
23S y 5S junto con 34 r-proteinas.>?14-7 Durante la sintesis de proteinas, la SSU
funciona como centro de decodificacion para unir el ARNm y los ARN de
transferencia aminoacilados. Mientras que la LSU es donde se produce la reaccion
de la peptidiltransferasa para catalizar la formacién de enlaces peptidicos.*>'8 En el
dominio Eukarya, la variabilidad mas notable se encuentra en ciertos segmentos de

expansion de ARNr, mientras que, en los componentes proteicos de los ribosomas,
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desde la levadura, hasta el ser humano, son muy similares®. Las estructuras de los
ribosomas eucariotas y procariotas obtenidas por Difraccion de Rayos-X y Crio-
Microscopia Electronica de los ribosomas eucariotas y procariotas han
proporcionado una gran cantidad de informacion sobre el orden temporal, la
distribucion y las funciones moleculares de muchos factores de ensamblaje, de r-
proteinas y de ARNr. Sin embargo, todavia hay mucha informacion por conocer de

dichos ribosomas.3514

Figura 1. Estructura del ribosoma eucariota (80S) de Saccharomyces cerevisiae obtenida por Ben-
Shem, A. y colaboradores!® a una resolucion de 3 A por difraccion de rayos X (PDB:4V88).

1.2.Biogénesis ribosomal
Los ribosomas se ensamblan de forma jerarquica durante un proceso denominado
biogénesis ribosomal. Histéricamente, los enfoques bioquimicos y de biologia
molecular han revelado cémo las particulas preribosomales se forman y maduran
en pasos consecutivos, comenzando en el nucleolo y terminando después de la
exportacion nuclear al citoplasma.® La sintesis y maduracién de las subunidades
ribosomales eucariotas es un proceso complejo, multidimensional y que consume
energia. Ademas, requiere ~80 de RNAs nucleolares pequefios (snoRNAs del
inglés small nucleolar RNAs), ~200 factores de ensamblaje conservados (AFs del
inglés assembly factors) y las tres RNA polimerasas. La RNA polimerasa Il genera

ARNmM de las proteinas ribosomales y factores de ensamblaje, mientras que las
2



RNA polimerasas | y lll transcriben precursores de RNA ribosomal (rRNA) a partir
del loci de DNA ribosomal. En levadura, la RNA polimerasa | sintetiza el pre-rRNA
35S, que contiene rRNA de SSU (rRNA 18S), asi como de LSU (rRNA 5.8S y 25S)
separados por varios espaciadores transcritos externos e internos (5 ' ETS, ITS1,
ITS2, 3"'ETS). EL pre-rRNA 35S sufre reacciones de metilacion y pseudouridilacion
co-transcripcionales catalizadas por ribonucleoproteinas nucleolares pequefias
(snRNPs del inglés small nuclear ribonucleoproteins) y se asocia con muchos
factores de ensamblaje y proteinas ribosomales estructurales (principalmente de
SSU) para formar la particula pre-90S. Posteriormente, el procesamiento del pre-
ARNTr implica una serie de eventos de endo- y exonucleasas para eliminar los rRNA
espaciadores transcritos externos e internos. Los eventos de escision dentro de
ITS1 (ente los ARNr 18S y 5.8S) en el sitio A2 conduce a la formacion de las
particulas pre-40S y pre-60S. Mientras que el procesamiento co-transcripcional del
pre-rRNA 35S esta asociado con la escisién del RNA en el sitio A2, el procesamiento
postranscripcional se produce mediante la escision del RNA en el sitio A3. En
paralelo, la RNA polimerasa Il transcribe el rRNA 5S que luego pasa a formar parte
de la subunidad pre-60S. Después de la separaciéon de la particula 90S en una
particula pre-60S y una pre-40S, los dos precursores continldan vias de biogénesis
y exportacion independientes (figura 2).%:16:20

La maduracion final de las subunidades se produce en el citoplasma. Varios factores
de ensamblaje y factores de exportacion asociados con las particulas pre-60S y pre-
40S se liberan antes de que las subunidades alcancen la competencia de
traduccion. Ademas, los pasos finales del procesamiento del rRNA ocurren en el
citoplasma. Estos incluyen el “corte” final del extremo 3' del rRNA 5.8S en la
subunidad 60S, ademas de la dimetilacion y escision del pre- rRNA 20S para
producir rRNA 18S maduro en la subunidad 40S.16

Més de 2000 ribosomas se ensamblan cada minuto en una célula de levadura de
rapido crecimiento. La sintesis de ribosomas también esta sujeta a una inspeccion
rigurosa en células eucariotas y procariotas. Se han desarrollado elaborados
mecanismos para monitorear la calidad de los ribosomas nacientes para su correcto
ensamblaje. Este control de calidad esta acoplado a la exportacién nuclear de pre-

ribonucleoproteinas (pre-rRNPs) e incluye notablemente la prueba de ribosomas
3



citoplasmaticos “inmaduros” para un ensamblaje adecuado, inmediatamente antes

de los Ultimos pasos de construccion de las subunidades.®®

Pol | Pol lll Transcription Pol Il

s&g’eﬁ: ¥ | 3\; %NA

355¢RNA  Folding Processing  Modification = snoRNAs'

Assembly

Preribosomal
particles

CYTOPLASM

“AAAAA

Translation

Figura 2. Descripcion general del proceso de ensamblaje del ribosoma eucariota. El ensamblaje del
ribosoma requiere las tres RNA polimerasas: Pol | que sintetiza el precursor del rRNA 35S, Pol lll
que sintetiza el rRNA 5S y Pol Il que sintetiza snoRNAs y mRNA de proteinas ribosomales, que
también codifican las proteinas ribosomales (r-proteinas). Durante la transcripcion, el pre-rRNA se
pliega, se procesa nucleoliticamente y se modifica (p. Ej., metilado o pseudouridinilado). Ya en esta
etapa temprana, los factores de ensamblaje de ribosomas y las r-proteinas se ensamblan con el pre-
rRNA naciente para formar particulas preribosomales que, posteriormente, atraviesan por mas
etapas de maduracién, pasando asi desde el nucleolo y a través del nucleoplasma al citoplasma,
donde las subunidades maduras 60S y 40S se unen para formar a los ribosomas 80S, que traducen

los mRNA en proteinas.!



1.3.Ribosomopatias

El ensamblaje de ribosomas es el proceso que mas consume energia en una célula
en crecimiento, y que requiere una amplia regulacion y coordinacion con otras vias
celulares.! La importancia de obtener una comprension integral del ensamblaje de
ribosomas ha sido impulsada principalmente por el reconocimiento de una familia
de enfermedades, denominadas como ribosomopatias. Las ribosomopatias son un
subconjunto diverso de enfermedades causadas por defectos en el ensamblaje de
los ribosomas; entre ellas una expresion reducida 0 mutaciones en genes gue
codifican r-proteinas, factores de ensamblaje o componentes de la maquinaria de
transcripcion del rDNA. Aunque todas las ribosomopatias comparten defectos en la
produccion de ribosomas, no todas son causadas por defectos en el mismo paso
del proceso.*®

Cuando se descubrié por primera vez que las dificultades en la produccion de
ribosomas podian conducir al sindrome de insuficiencia de médula 06sea,
comunmente llamada como anemia de Diamond-Blackfan (DBA del inglés Diamond
Blackfan Anemia)?, no estaba claro cémo un defecto en el proceso ubicuo de
fabricacion de ribosomas podria conducir a una enfermedad tejido-especifico.
Desde entonces, se han identificado nuevas ribosomopatias, cada una con
manifestaciones especificas de tejido.?! La diversidad de presentaciones clinicas de
las ribosomopatias hace que sea dificil unificarlas. Sin embargo, la mayoria
comparten caracteristicas clinicas comunes que incluyen insuficiencia de la médula
0sea, retraso mental, anomalias esqueléticas y cutaneas y algunas, pero no todas,
predisposicion al desarrollo de cancer.>?122 |as variaciones en la composicion de
los ribosomas entre diferentes tipos de células y/o en diferentes tejidos conducen a
una traduccion especializada; las mutaciones que disminuyen los niveles de
proteinas ribosomales especificas o deterioran la maquinaria de modificacion del
rRNA pueden, por tanto, reducir o alterar la produccion de proteinas particularmente
requeridas en ciertos tipos de células, induciendo asi el fenotipo de la enfermedad.
Otra posible base molecular de los defectos especificos de tejido observados en las
ribosomopatias pueden ser las alteraciones en la traduccion provocadas por la alta

demanda de ribosomas en los tejidos de rapida proliferacion.®



Con base en el conocimiento actual, Farley-Barnes, K. |. y colaboradores??
proponen la siguiente clasificacion de las ribosomopatias por el paso en que se ve
afectada la sintesis de los ribosomas. Ribosomopatias que resultan de defectos en
(I la transcripcion y modificacion del pre-rRNA, (I1) el procesamiento de pre-rRNA 'y
(1) en el ensamblaje de los ribosomas.??

En las siguientes dos secciones se describira brevemente como mutaciones en la
proteina SBDS y RPL10 estan involucradas en el desarrollo de ribosomopatias.
Segun la clasificacién anterior estas pertenecen a las ribosomopatias que resultan
de defectos en el ensamblaje de los ribosomas. Esto se debe, a que SBDS es un
factor de ensamblaje que participa en el ultimo paso de maduracién citoplasmatica

de la subunidad pre-60S y RPL10 es una proteina ribosomal de la subunidad 60S.

1.3.1. Sindrome de Shwachman-Diamond
El sindrome de Shwachman-Diamond (SDS del inglés Shwachman-Diamond
syndrome; OMIM 260400) es un trastorno autosémico recesivo?? causado en el 90
% por mutaciones bialélicas en el gen homoénimo del sindrome de Shwachman-
Bodian-Diamond (SBDS). Sin embargo, aproximadamente el 10% de las personas
con SDS carecen de mutaciones en el gen SBDS, por lo que se ha informado
recientemente que otros genes, incluido el miembro C21 de la familia de proteinas
de choque térmico DNAJ (DNAJC21), el tipo factor de elongacion 1 (EFL1) y la
particula de reconocimiento de sefial 54 (SRP54), también estdn asociados con un
fenotipo similar al de SDS. Curiosamente, SBDS, DNAJC21, EFL1 y SRP54 estan
involucrados en la biogénesis del ribosoma. SBDS, a través de la interaccion directa
con EFL1, promueve la liberacion del factor de iniciacion eucariota 6 (elF6) durante
la maduracion del ribosoma, DNAJC21 estabiliza el ribosoma 80S y SRP54 facilita
el trafico de proteinas. Estos hallazgos refuerzan el postulado de que SDS es una
ribosomopatia.?> SDS es una enfermedad multiorganica caracterizada
principalmente por insuficiencia de la médula 6sea, malformaciones 6seas (que
incluyen condrodisplasia metafisaria, displasia de la caja toracica y osteopenia),
disfuncién hematoldgica, insuficiencia pancreética y trastornos cognitivos.2%:2324
Casi el 15-20% de los pacientes con SDS presentan sindrome mielodisplasico con

alto riesgo de transformacion a leucemia mieloide aguda (AML).23 Un desafio clave
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gue queda por resolver es explicar como las mutaciones que afectan la sintesis de
proteinas en todas las células causan tales anomalias especificas de tejido.?!
Desafortunadamente, ademas del trasplante de médula 6sea, aun no se ha
desarrollado una terapia basada en genes para el SDS.% Por lo tanto, es necesario
aprovechar nuevos conocimientos mecanicos para desarrollar terapias novedosas
gue mejoren los resultados para los pacientes con SDS. Los datos registrados
indican que el espectro fenotipico de esta rara enfermedad es amplio, con una
prevalencia estimada de 1 en 77,000 nacimientos.?! La proteina SBDS funciona
como un cofactor para EFL1 al liberar el factor anti-asociacién elF6 de la interfase
de union de la subunidad ribosomal pre-60S en el ultimo paso de la maduracion
citoplasmica. Por esta razén, mutaciones bialélicas en el gen de SBDS’ o0 en el gen
EFL1 causan SDS, debido a que se interrumpen la liberacion de elF6 de las
subunidades pre-60S. En conclusion, SDS se ha definido como una ribosomopatia
causada por la corrupcion de un mecanismo fundamental conservado, que autoriza

la entrada de la subunidad ribosomal mayor a la traduccién.®

1.3.2. Ribosomopatia causada por la disfuncién de RPL10
El gen RPL10 (OMIM # 312173) se encuentra en el cromosoma Xg28 y codifica
para la proteina ribosomal L10 (RPL10 del inglés ribosomal protein L10 o uL16
segin la nueva nomenclatura®), un componente multifuncional altamente
conservado, desde la levadura hasta el ser humano, de la subunidad mayor (60S).%°
RPL10 es una proteina ribosomal que realiza una multitud de funciones asociadas
a los ribosomas; entre ellas se encuentra la maduracion de la subunidad mayor, la
union de las subunidades ribosomales y la expresiéon diferencial de mRNA.%®
Aunque, originalmente RPL10 se informé como un locus de susceptibilidad al
autismo, publicaciones recientes han sugerido que las variantes patogénicas en
RPL10 también pueden conferir un sindrome de ribosomopatia multisistémica. La
caracteristica comun del fenotipo relacionado con mutaciones en RPL10 es la
discapacidad intelectual o del desarrollo. Sin embargo, varios estudios han
demostrado que las mutaciones en el extremo C-terminal de la proteina (L206M vy
H213Q) parecen estar asociadas con: la susceptibilidad al autismo y discapacidad

intelectual de moderada a grave.?® Por otro parte, las mutaciones en el extremo N-
7



terminal (A64V, K78E y G161S) dan lugar a un sindrome que incluye microcefalia,
anomalias genitourinarias (como criptorquidia e hipospadias) y problemas
neurolégicos que incluyen convulsiones, hipotonia y ataxia con y sin atrofia
cerebelosa.?>?¢ Ensayos genéticos, funcionales y bioquimicos combinados sugieren
gue la mutacién sin sentido K78E causa defectos graves en la formacion y funcion
del cerebro, probablemente debido a defectos en la traduccion masiva y el aumento
de la apoptosis en el cerebro.?” Ademas, mutaciones en RPL10, que se encuentran
el asa del sitio P, se han identificaron como mutaciones con alta predisposicién de
desencadenar leucemia linfoblastica aguda de células T (T-ALL). Las mutantes T-
ALL, incluida la mutante RPL10-R98S, exhibe un gran defecto en la biogénesis de
las subunidades en el que se bloquean la liberacion de Tif6 y Nmd3. De manera
similar, las mutaciones en el asa P de RPL10 (RPL10-S104) bloquean la liberacién
de Tif6 y Nmd3.1° Los defectos del desarrollo neurol6gico en humanos representan
un grupo de trastornos clinicamente heterogéneo.?’ La frecuencia de mutaciones de
RPL10 en trastornos del neurodesarrollo sigue siendo baja, sin embargo, estan
empezando a surgir temas fenotipicos comunes, asi como la correlacion genotipo-
fenotipo especifica de una mutacion. La genética ribosomal y la contribucion del
ribosoma a los trastornos del neurodesarrollo es un campo que avanza rapidamente
y RPL10 representa solo uno, de los muchos genes en la via de la biogénesis del

ribosoma, que pueden desempefiar un papel en el neurodesarrollo.?®

1.4. Ultimo paso de maduracion citoplasmatica de la subunidad 60S
Después del preensamblaje en el nucleo, los precursores de las subunidades
ribosdmicas grandes 60S y pequefias 40S se exportan al citoplasma, donde se
completan los pasos finales de la maduracion.?! La subunidad ribosomal mayor
naciente (60S) se somete a una serie ordenada de pasos finales de maduracién en
el citoplasma antes de que sea competente para entrar en la traducciéon.?® De
manera similar, la subunidad 40S durante los pasos finales de maduracién esta
sujeta a un paso de revision final.?8 En Saccharomyces cerevisiae, el Gltimo paso
de la maduracion citoplasmética de la subunidad ribosomal mayor requiere de la
liberacion del factor de iniciacién eucarionte 6 (elF6, o su ortdlogo en levadura Tif6)

de su superficie. Esta proteina bloquea estéricamente la asociacion prematura de
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ambas subunidades dentro del ndcleo al unirse a la superficie de la intersubunidad
60S en el puente B6, estableciendo contactos con el asa de sarcina-ricina (SRL del
inglés Sarcin-Ricin Loop), uL14 y eL24 (nomenclatura unificada para proteinas
ribosomales®) bloqueando asi la unién de 40S.?® Por lo tanto, su remocién es
fundamental para permitir la formacion de ribosomas (80S) traduccionalmente
competentes. Este paso es desencadenado por la accion conjunta de la proteina
mutada en el sindrome de Shwachman-Diamond, SBDS (o su ort6logo en levadura
Sdol), y la GTPasa EFL1 (por sus siglas en inglés Elongation Factor Like 1).67

La liberacion de elF6 requiere de un cambio conformacional en EFL1, quien compite
por un sitio comdn con elF6 favoreciendo su liberacion.”?® Este mecanismo de
liberacion inicia cuando la proteina SBDS (estado cerrado) se recluta en una
subunidad citoplasmética inmadura, pre-60S cargada con elF6, después del
ensamblaje de la base del tallo P y el reclutamiento de RPL10 (uL16).
Posteriormente, EFL1 se une al centro asociado de GTPasas, en contacto directo
son SBDS y elF6, en un estado de union a GTP inactivo y de baja afinidad.
Compitiendo con SBDS por un sitio de unién superpuesto, el dominio V de EFL1
promueve un desplazamiento rotacional de 180 ° del dominio Il de SBDS desde la
base del tallo P (estado cerrado) hacia la hélice 69 (estado abierto), lo que hace que
la proteina SBDS adopte una conformacion que es estabilizada por interacciones
entre los residuos de SBDS K151y R218y la hélice 69. Continuamente, en el estado
abierto, SBDS impulsa el equilibrio de EFL1 unido a GTP hacia una conformacion
unida a SRL activa de alta afinidad (acomodada) que compite con elF6 por un sitio
de union superpuesto en la SRL y promueve el desplazamiento de elF6 de la
subunidad 60S. En el paso final del ciclo catalitico, la interaccion de EFL1 con SRL
promueve la hidrélisis de GTP, cambiando asi el equilibrio conformacional de EFL1
de un estado de unién a ribosoma de alta a baja afinidad y promoviendo la
disociacion, tanto de EFL1 como de SBDS, de la subunidad 60S. La maduracion del
ribosoma eucariota es similar estructuralmente al reciclaje del ribosoma
procariota.?® La imposibilidad de liberar a elF6 por EFL1 y SBDS es la principal
alteracion molecular en el sindrome de Shwachman-Diamond.” Adicionalmente,
SBDS y EFL1 también se encargan de evaluar el correcto ensamblaje de

estructuras funcionalmente importantes del ribosoma durante la traduccion. SBDS
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evalGa la integridad del sitio peptidil?®, mientras que EFL1 lo hace para el tallo

ribosomal.10

1.4.1. SBDS Y EFL1

Como elF6, la proteina SBDS es compartida por eucariotas y arqueas. La
cristalografia de rayos X y la espectroscopia de RMN en solucién han revelado la
arquitectura tripartita conservada de la proteina SBDS.?%-3! La proteina humana
SBDS comprende los dominios | (dominio FYSH, residuos S2-S96), Il (residuos
D97-A170) y Il (residuos H171-E250). ElI dominio | de SBDS protege y
potencialmente corrige el tinel de salida del péptido y el PTC; el dominio Il
promueve la conmutacién conformacional de EFL1 y, junto con el dominio I, media
la union 60S y el movimiento dindmico entre dominios. El dominio Il protege primero
el sitio de unioén a la GTPasa de traduccion en la base del tallo P y luego, en la
conformacién abierta, promueve el cambio conformacional de EFL1.%8

EFL1 es homdloga a la translocasa ribosomal EF-G (del inglés Elongation factor G)
en células procariotas y al factor de elongacién 2 (EF-2 del inglés Elongation factor
2) en células eucariotas.?? Al igual que EF-2, EFL1 tiene una arquitectura general
de cinco dominios, incluido el dominio I, que contiene los motivos G1-G5 que unen
e hidrolizan GTP y comparten un 40 % de identidad de secuencia, que se extiende
a lo largo de toda la proteina. Curiosamente, el pliegue de tipo ferredoxina del
dominio Il de SBDS esta mas estrechamente relacionado con el dominio V de EF-
2, que también se encuentra en EFL1 19122 | a presencia de una inserciéon de
longitud variable dentro del dominio Il distingue a EFL1 de otras translocasas

ribosémicas.28

1.4.2. Ensamblaje del tallo P
El tallo ribosomal es una estructura vital para el funcionamiento de los ribosomas,
ya que de ella depende el reclutamiento y activacién de factores involucrados en la
traduccion. Los factores de translocacion eEF-2/EF-G son reclutados por el tallo
para su interaccion en el centro asociado de GTPasas del ribosoma, tal que la
hidrélisis de GTP resulta en un cambio conformacional que transloca al peptidil-

ARNLt del sitio A/P al P/P. El tallo esta formado por las proteinas uL16/uL30/uL11
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(segln la nomenclatura unificada para proteinas ribosomales®) y es ensamblado de
forma independiente al resto de la subunidad 60S. La proteina uL1l6 (en la
nomenclatura unificada para proteinas ribosomales®), antes llamada RPL10 (del
inglés Ribosomal Protein L10), se encuentra en una hendidura entre la
protuberancia central y el tallo del ribosomal. El asa-P de la proteina uL16 es
también necesaria para la activacion de EFL1 y la subsecuente liberacion de
elF6/Tif6. Se conoce que el asa del sitio P (aa 102-112) se extiende hacia el centro
catalitico del ribosoma (sitio P) y abarca el acido ribonucleico de transferencia
(ARNY) del sitio P. Mutaciones en el asa-P de la proteina ribosomal uL16, a 13 A del
centro catalitico de la subunidad 60S, impiden la liberacién de elF6/Tif6 a 90 A de
distancia.01?

El Dr. Arlen Johnson y colaboradores?'? identificaron una clase de mutaciones dentro
del asa-P de RPL10 (uL16) que impiden la liberacién de Tif6, afectando asi la
biogénesis de la subunidad 60S. Las mutantes incluidas en esta clase son RPL10-
S104D, C105G y A106R. Estas mutaciones presentan halmers, es decir, complejos
de mRNAs unidos a las subunidades 40S que aln no se han unido a las
subunidades 60S. La mutacion RPL10 S104D presento el fenotipo mas fuerte de
esta clase. Sin embargo, este defecto es corregido a su vez por mutaciones
supresoras en Tif6 y en EFL1, que se predice desestabilizan interacciones intra-
dominio facilitando el cambio conformacional necesario para la liberacion de
Tif6.1912 Datos preliminares en colaboracién con el Dr. Arlen Johnson, University of
Texas-Austin, sugieren que mutaciones supresoras en Sdol (ortélogo en levadura
de SBDS) también son capaces de revertir el defecto observado por la mutacién
S104D antes mencionada en el asa-P de RPL10 (uL16). La mutante RPL10 S104D
inhibe especificamente la liberacion de Tif6, resultado de una unién defectuosa de
Sdol a la subunidad 60S. El planteamiento fue que si la activacion de EFL1 falla en
RPL10 S104D como resultado de la union defectuosa de Sdol a la subunidad 60S,
los alelos de Sdol dominantes que promueven la union de Sdol deberian suprimir
el efecto de la mutacion RPL10 S104D. Por lo tanto, analizaron las mutaciones en
Sdol que podrian suprimir el defecto de crecimiento de RPL10 S104D. Tras una
mutagenesis aleatoria de Sdol, aislaron las transformantes de rapido crecimiento,

de las cuales 40 clonas albergaban mutaciones sin sentido en Sdol. Diversas
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mutaciones se identificaron varias veces, por ejemplo, Sdol K175E estuvo presente
en 8 aislamientos y Sdol V36A estuvo presente en 12 aislamientos. Después de
subclonar y reintroducir los plasmidos de Sdol mutantes en células RPL10 S104D,
se identificaron un total de 8 alelos independientes de Sdol que suprimen el defecto
de crecimiento de RPL10 S104D; Sdol V36A, K62R, K106R, E110G, [114R,
P144R, K175E y V238I.1% Interesantemente, los aminoacidos afectados por estas
mutaciones supresoras en Sdol (proteina de 250 residuos) se localizan a lo largo
de los tres dominios estructurales de la proteina.?® Por lo que se cree que las
mutaciones supresoras en el dominio N-terminal modifican la unién con el sitio
peptidil, mientras que las mutaciones en el C-terminal se localizan en la interfase de
la interaccion entre Sdol y el dominio IV de EFL1, por lo que también podrian
favorecer su unién.?® Las mutaciones en el dominio central de Sdol resultan mas
dificiles de explicar, sin embargo, podrian alterar su flexibilidad.3132 En este trabajo
de investigacion se seleccionaron tres de estas mutantes supresoras: Sdol V36A
(dominio 1), P144R (dominio 1) y K175E (dominio Ill), para su estudio. Las mutantes
Sdol V36A y K175E se seleccionaron para este trabajo, debido a que fueron las
mutantes con mayor frecuencia identificadas en la mutagenesis aleatoria de sdol
realizada por Johnson, A. y Patchett, S. A., en el 2016. Por otro lado, la mutante
P144R se seleccion0 aleatoriamente entre las mutantes que se identificaron en el
dominio II, del mismo estudio. Los residuos de aminoacidos correspondientes en la
proteina SBDS son V36, V144 y R173, respectivamente (figura 3).
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Dominio Il

Dominio Il

Figura 3. Ubicacion de los residuos de aminoacidos V36 (dominio 1), V144 (dominio Il) y R173
(dominio 1) en la estructura de SBDS humana obtenida por Finch, A. J. y colaboradores’ por
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (PDB:2L9N). Estructura modificada usando el

programa PyMOL (http://www.pymol.org).

1.5.Analisis de interacciones proteina-ligando por anisotropia de
fluorescencia

La anisotropia de fluorescencia proporciona una herramienta poderosa en la
investigacion bioquimica y en las pruebas médicas para la determinacion precisa de
parametros de unién de ligandos a proteinas cuando se une un fluoréforo al ligando.
Para las biomoléculas, la anisotropia disminuye debido tanto a la difusion rotacional
como a la flexibilidad interna. Como ejemplos, observamos que las mediciones de
anisotropia de fluorescencia se han utilizado para cuantificar la desnaturalizacion
de proteinas, que generalmente da como resultado: una mayor flexibilidad de la
estructura del péptido y la asociacién de proteinas con otras macromoléculas; lo
gue cambia la velocidad general de rotacion. Ya que la tasa de difusion rotacional
depende de la viscosidad del solvente, del tamafio y forma de la molécula rotatoria,
en soluciones de una viscosidad determinada, las moléculas mas pequefias giraran

mas rapido que las mas grandes como se ejemplifica en la figura 4.34-36
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Figura 4. Esquema conceptual del uso de la anisotropia para medir la unién de una molécula con
otra molécula de mayor tamafio. La esfera rosa es una molécula que se encuentra etiquetada con
un fluoréforo (esfera verde). En la molécula marcada con un fluoréforo, tanto los movimientos de giro
segmentarios como los globales contribuiran a la movilidad del fluoréforo en la solucién. Ambos tipos
de movimiento estaran restringidos al unirse a la molécula de mayor tamafio (elipsoide azul). Imagen

modificada de.3®

La medicion de la anisotropia de fluorescencia se ilustra en la figura 5. Para la
mayoria de los experimentos, la muestra se excita con luz polarizada verticalmente.
El vector eléctrico de la luz de excitacidn esta orientado en paralelo a la vertical o al
eje z. La intensidad de la emision se mide mediante un polarizador. Cuando el
polarizador de emision esta orientado en paralelo (||) a la direccion de la excitacion
polarizada, la intensidad observada se denomina I;. Asimismo, cuando el
polarizador es perpendicular (1) a la excitacion, la intensidad se llama I,. Estos
valores de intensidad se utilizan para calcular la anisotropia:

_hi—-h

I+ 21

La anisotropia es una cantidad adimensional que es independiente de la intensidad
total de la muestra. Esto se debe a que la diferencia (I — I,) esta normalizada por
la intensidad total, que es (I = I + 21,).3*
Tras la excitacién con luz polarizada, la emision de muchas muestras también se
polariza. ElI grado de polarizacion de la emisiébn se describe en términos de
anisotropia (r). Se dice que las muestras que presentan anisotropias distintas de
cero presentan una emision polarizada. El origen de la anisotropia es la existencia
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de momentos de transicion para la absorcion y la emisién que se encuentran en
direcciones especificas dentro de la estructura del fluoréforo. En solucidn
homogénea, los fluoroforos en estado fundamental estan todos orientados
aleatoriamente. Cuando se exponen a luz polarizada, los fluor6foros que tienen sus
momentos de transicion de absorcion orientados a lo largo del vector eléctrico de la
luz incidente se excitan preferentemente. Por tanto, la poblacién del estado excitado
esta parcialmente orientada.*

Tedricamente, cuando toda la emision es paralela al eje z (I, =1 e I} = 0, dando
r = 1), significa que la sonda esta inmoévil ya que la excitacion y la emision estan
ambas en el mismo plano. Por el contrario, si la sonda gira a una velocidad infinita,
I seraigual a I, dando r = 0. Por lo tanto, se espera que A caiga entre 1y 0 para
los fluoréforos mas comunmente utilizados en disolucién, lo que indica una
polarizacion 'y despolarizacibon completa, respectivamente. En algunas
circunstancias, es posible observar r < 0, aunque esto requiere que la poblacion de
dipolos de emision esté fuertemente sesgada en el plano perpendicular a la
excitacion, limitando donde I;; = 0 e I; = 1, dando r = —0.5. Sin embargo, valores
en el maximo y minimo de anisotropia, comunmente, solo se encuentran en
muestras muy estructuradas, como los cristales, pero raramente se observan en
mediciones realizadas con disoluciones. En la practica, los valores maximo y
minimo de anisotropia para los fluor6foros mas comunes son 0.4 y O,

respectivamente.3®

Light e
Source

Iy
Polarizer

Detector

Figura 5. Diagrama esquematico para la mediciéon de anisotropias de fluorescencia.®*
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1.5.1. Analisis de datos
1.5.1.1. Aditividad de la anisotropia de fluorescencia
Las aplicaciones mas comunes de la anisotropia de fluorescencia al estudio de los
eventos de unién proteina-ligando son medir cuantitativamente las afinidades de
estas interacciones. Habitualmente, se mide la anisotropia de concentraciones
limitantes de un ligando fluorescente a través de una titulacion a su supuesta pareja
de unién (por ejemplo, una proteina). Asi mismo, se mide la anisotropia de
concentraciones limitantes de un ligando a través de una titulacion a su supuesta
pareja de union fluorescente (por ejemplo, una proteina). Para obtener las
constantes de union en equilibrio de estas isotermas de union, en condiciones de
rendimiento cuantico de la fluorescencia constante, la anisotropia total medida de
una muestra (r) es una funcion aditiva de la anisotropia intrinseca de cada especie

fluorescente (r;) y la fraccion en concentracion de cada especie fluorescente (f;).

n
i=1

En la practica, por tanto, r disminuye linealmente desde un méaximo de 0.4 a un
valor minimo de 0 a medida que aumenta la fraccion de moléculas reorientadas.
Para una molécula esférica, el tiempo de relajacion rotacional (p) se describe
mediante la ecuacion de Stokes:

3nV
~ RT
Donde p, es el tiempo de relajacion de la rotacion (tiempo que tarda la molécula en

p

girar 68.5 °); V, es el volumen molecular; n, es la viscosidad; R, es la constante
universal de los gases ideales y T, es la temperatura. Con otras condiciones
constantes, la velocidad de giro esta inversamente relacionada con el volumen
molecular. Por tanto, es probable que una molécula grande retenga la misma
orientacion durante el intervalo entre la absorcion y la emision de un foton (~ 4 ns
para la fluoresceina), mientras que una mas pequefia es mas probable que se
reoriente (figura 4). Por tanto, la unidon de una proteina marcada con un fluoréforo
(P) aun ligando (L) aumenta la anisotropia (r). La r medida es entonces la suma de

todas las especies con anisotropia como se explicé anteriormente. En este caso, es
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la suma de la anisotropia debida a la proteina fluorescente libre (1) y la debida a la
proteina fluorescente unida PL (1p;):

r = fprp + fpL7pL
Donde f; y fpS0N las concentraciones fracciones de la proteina libre (marcada con
un fluoréforo) y unida, respectivamente (fp + fp;, = 1). Lo anteriormente descrito es
la base para los modelos analiticos de los equilibrios de union proteina-ligando que

se estudiaran a continuacion.3537:38

1.5.1.2. Derivacion y analisis de los modelos de unién
Los modelos de union se obtienen a partir de un modelo de reaccién de asociacion
secuencial mediante el cual las proteinas se unen sucesivamente a un ligando con

forme al siguiente esquema general:

J PL+L3PL2+L---+L<'3‘>PL,C
Donde P es la proteina marcada con un fluoréforo, L es el ligando asociado y los
valores de Ky representa las constantes de asociacion de equilibrio que describen
cada evento de union (K = 1/ Kq). En consecuencia, se utilizé este marco genérico
para desarrollar algoritmos de elucidacion de las constantes de unidén en equilibrio
a partir de los datos generados por las mediciones de anisotropia de fluorescencia.
En la practica, se pueden considerar una amplia variedad de eventos de unién
proteina-ligando, utilizando subconjuntos de este modelo general. La concentracion
en estado estacionario de cada complejo de proteina:ligando ([PL,]) esta
relacionada con las concentraciones del ligando libre ([L]), de la proteina libre ([P])
y las constantes de equilibrio de asociacion relevantes por medio de:
[PL] = [L][P]Ky
[PL,] = [P][L]*K: K
)

[pL = (PILI ] | K

En condiciones de rendimiento cuantico de fluorescencia constante, la anisotropia
medida (r) de una mezcla de especies fluorescentes marcadas con un fluoréforo
puede interpretarse mediante la ecuacion (1).
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r= Zn:firi 1)

i=1
Aqui, r; representa la anisotropia intrinseca de cada especie fluorescente y f;
representa la fraccion en concentracion de cada especie fluorescente. Aplicando
esta funcién a las reacciones de union que contienen la proteina marcada con un
fluoréforo y los ligandos no marcados, las concentraciones fraccionarias relevantes
de los componentes de reaccion fluorescentes estan dadas por la ecuacién (2),
donde [P]; es la concentracion total de la proteina marcada con un fluoréforo en la

reaccion de unién.

[P] [PL] [PL,]
fP:[P_]t;fPL:[P_]t;'";fPLx:[P_]t (2)
Si sustituimos ecuacién (2) en ecuacion (1) obtenemos:
r=i(rP[P]+rPL[PL]+”'+rPL [PL,]) 3)
[P]; *

Incorporando el esquema general (mencionado al inicio) y la ley de conservacion de
la masa, la ecuacién (4) describe la relacién general entre r y la concentracion total
del ligando [L],dada en la ecuacién (5)
[Pl = [P]+ [PL] + -+ + [PL,] (4)
. rp + 1o [L]eKy + -+ + 1o [LIF TTEC1 K
1+ [L]Ky + -+ [LIF I, K;

(5)

Donde r es la anisotropia medida, rp, 5., €tc. representan los valores intrinsecos
de anisotropia de la proteina libre (marcada con un fluor6foro) o de los complejos
especificos proteina:ligando designados por los subindices. La expresion general
de la ecuacién 5 relaciona la anisotropia medida r con la concentracion total del
ligando, las constantes de asociacion de equilibrio y la anisotropia intrinseca de
cada especie fluorescente. Para la aplicacion practica de este algoritmo, [P]; debe
ser limitante y, en general, debe ser al menos 5 veces menor que cualquier valor de
K;(= 1/K). En estas circunstancias, la concentracion del ligando libre en solucion
([L]) se aproxima a la concentracion total del ligando en el sistema de reaccién ([L],),
lo que permite la solucién de los parametros de reaccion mediante regresion no

lineal de conjuntos de datos r versus [L],.3%3°
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1.5.1.2.1. Modelo de un sitio de unién
La relacion mas simple de union entre el ligando y la proteina puede describirse
mediante la unién reversible en un solo paso. Resolviendo la ley de conservacion

de la masa se obtiene el modelo de un sitio de unién ecuacion (6).

K
P+L & PL

_ret rp K[L], 6)
1+ K[L];

Donde P es la proteina, L es el ligando, r es la anisotropia medida, r» es la
anisotropia de la proteina libre (marcada con un fluor6foro); rp; es la anisotropia del
complejo proteina:ligando, K es la constante de afinidad y [L].es la concentracion

total del ligando.

1.5.1.2.2. Modelo de dos sitios distintos de unién
Para las reacciones que se describen mejor mediante dos sitios distintos de unién
reversible proteina: ligando, resolviendo la ley de conservacién de la masa se

obtiene el modelo de dos sitios distintos de unién ecuacion (7).
Ky K;
P+L o PL+L & PL,

Tt rp Ky [L]¢ + 751, K1 K, [L]7
B 14 K;[L]; + K1 K, [L]?

(7)

Donde P es la proteina, L es el ligando, r es la anisotropia medida, r» es la
anisotropia de la proteina libre (marcada con un fluoréforo); rp;, es la anisotropia del
complejo PL, 7p;, €s la anisotropia del complejo PL,, K, es la constante de afinidad
del primer evento de unién, K, es la constante de afinidad del segundo evento de

unién y [L], es la concentracion total del ligando.35:3°

1.5.1.2.3. Modelo de un sitio de union con efecto de
agotamiento de ligando
Hasta este punto, todos los algoritmos de union descritos han supuesto que las
concentraciones de la proteina son limitantes, lo que permite la aproximacion [L] =
[L];. Sin embargo, en algunas circunstancias, la afinidad de proteinas de unién a un

ligando puede exceder este limite. En tales situaciones, los eventos de union

19



binarios reversibles pueden resolverse en términos de las concentraciones totales
del ligando y de la proteina en el sistema. Resolviendo el balance de masa, los
resultados se pueden ajustar a un modelo de un sitio de union con efecto de

agotamiento de ligando ecuacion (8).

K
P+L & PL

r=rp + 2 x (14 KIP + KILL) — /(T4 KIPL + KILL? — 4K2[PLILL) (8

Donde P es la proteina marcada con un fluoréforo, L es el ligando, r es la
anisotropia medida, rp es la anisotropia de la proteina marcada con un fluoré6foro;
rp, €S la anisotropia del complejo PL, K es la constante de afinidad, [P]; es la
concentracion total de la proteina marcada con un fluoréforo y [L]; es la
concentracion total del ligando.383°
La derivacion para obtener la ecuacion (8) a partir de la ecuacion (1) se desarrolla
a continuacion:
Reescribiendo la ecuacion (1) como:

r=fprp + fpL7pL €))
Donde rp y 15, representan la anisotropia intrinseca de la proteina libre (marcada
con un fluoréforo) y unida, respectivamente, f» y fp, representan la fraccion en
concentracion de la proteina libre (marcada con un fluoréforo) y unida
respectivamente. Aplicando esta funcion a las reacciones de union que contienen la
proteina marcada con un fluoréforo y el ligando no marcado, las concentraciones
fraccionarias relevantes de los componentes de reaccion fluorescentes estan dadas
por la ecuacion (10) y (11):

Pl IP)
Pl +[PL]  [P]
_[pPL]  [PL]
for = BT+ 1L T P, ()

Donde [P] y [PL] representan la concentracion de la proteina libre (marcada con un

fe= [ (10)

fluoréforo) y unida, respectivamente. Ahora, definimos que la suma de las especies
libre y unida es igual a la concentracion total:
[Pl = [P] + [PL] (12)
[L] = [L] + [PL] (13)
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Donde [P]; y [L]; representan la concentracion total de la proteina marcada con un
fluoréforo y del ligando, respectivamente. Ahora, resolveremos la ecuacion (9) en

términos de [P].y [L];. Rearreglando la ecuacién (9) obtenemos:

r=0—fpre + fpLTpL (14)
r=1p+ (rp, —1p) (15)
y sustituyendo fp; de la ecuacion (11) obtenemos:
[PL]
r=1p+ fpr(rpL — TP)W (16)
t
La constante de afinidad puede ser calculada por:
P+L & PL 17

Donde P representa la proteina libre (marcada con un fluoréforo), L representa el

ligando libre, y PL es el complejo formado por la unién del ligando a la proteina.

La constante de afinidad puede escribirse como:
K = APLL (18)
[P1[L]
Rearreglando esta ecuacion obtenemos
[PI[L]IK = [PL] (19)
Ahora sustituimos [P] de la ecuacién (12) y [L] de la ecuacion (13) en la ecuacion
(29):
([Pl — [PLD([L]; — [PLDK = [PL] (20)
K[PL)> = (1 + K[P]; + k[L])[PL] + K[P][L]; = O (21)

Resolviendo esta ecuacion cuadratica obtenemos:

(1 + KIP1, + KIL1e) — /(T + KIPI, + K[LT))? — 4K*[PLILI, )
2K
Sustituyendo la ecuacion (22) en la ecuacién (16) obtenemos la ecuacion (8).

[PL] =

(22)
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CAPITULO 2
2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS

2.1. Planteamiento del problema
En este trabajo se busca entender la funcién de las mutaciones de Sdol capaces
de aliviar el lento crecimiento observado en células de levadura con mutaciones en
el asa-P de la proteina ribosomal RPL10. Para comprender el efecto de estas
mutaciones a nivel molecular se evaluardn cambios estructurales y de estabilidad
térmica en las mutantes supresoras de Sdol mediante dicroismo circular. También
se evaluara la interaccion entre estas mutantes supresoras con scEFL1 mediante
anisotropia de fluorescencia. Lo anterior nos permitird ampliar nuestro conocimiento
en la funcién molecular de Sdo1/SBDS, scEFL1 y RPL10, y su participacion en un
proceso fundamental, como lo es la biogénesis ribosomal y su posible impacto en
el proceso de traduccién cuando hay fallas en el ensamblaje de los ribosomas, como
resultado de la incapacidad de liberar a elF6/Tif6, lo cual origina ribosomas
anormales con capacidades alteradas de traduccién, que es la principal causa del
desarrollo del Sindrome de Shwachman-Bodian-Diamond y de otras
ribosomopatias.

22



2.2.Objetivos

2.2.1. Objetivo general

« Entender la funcién de las mutantes Sdol V36A, P144R y K175E capaces de

>

o
A5

restituir el defecto originado por mutaciones en el asa-P de la proteina

ribosomal L10 (RPL10) en términos de la constante de disociacion.

2.2.2. Objetivos particulares

Obtener las construcciones de Sdol y las mutantes Sdol V36A, P144R y
K175E en el vector pRSET con una etiqueta FIAsSH en el extremo N-terminal.
Expresar las proteinas Sdol-FIAsH silvestre y las mutantes de las Sdol
V36A-FIAsH, P144R-FIAsH y K175E-FIAsH de forma recombinante en
células de Escherichia coli y purificarlas mediante técnicas convencionales
de cromatografia de proteinas.

Expresar de forma recombinante en Saccharomyces cerevisiae la proteina
scEFL1 silvestre y purificarla mediante técnicas convencionales de
cromatografia de proteinas.

Caracterizar estructuralmente las proteinas Sdol-FIAsH silvestre y las
mutantes de las Sdol V36A-FIAsH, P144R-FIAsH y K175E-FIAsH por
Dicroismo circular.

Obtener las constantes de disociacion de scEFL1 con las proteinas Sdol-
FIAsH silvestre y las mutantes de las Sdol V36A-FIAsH, P144R-FIAsH vy
K175E-FIAsH.
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CAPITULO 3
3. MATERIALES Y METODOS
La metodologia empleada para desarrollar este trabajo de investigacion se dividio

en 7/ etapas:

1)

2)

3)
4)

5)

6)

7)

Amplificacién y purificacion de los vectores que presentan las secuencias
génicas que codifican las proteinas Sdol-FIAsH silvestre, las mutantes Sdol
V36A-FIAsH, P144R-FIAsH y K175E-FIAsH y la proteina scEFL1.

Expresion de las proteinas recombinantes Sdol-FIAsH silvestre y las
mutantes Sdol V36A-FIAsH, P144R-FIAsH y K175E-FIAsH.

Expresion de la proteina recombinante sceFL1.

Purificacion de las proteinas Sdol-FIAsH silvestre y las mutantes Sdol
V36A-FIAsH, P144R-FIAsH y K175E-FIAsH mediante cromatografia de
afinidad a iones Ni?*, cromatografia de intercambio catiénico y cromatografia
de exclusién molecular.

Purificacion de la proteina scEFL1 mediante cromatografia de afinidad a
iones Ni?* y cromatografia de exclusion molecular.

Caracterizacion estructural de las proteinas Sdol-FIAsH silvestre y las
mutantes Sdol V36A-FIAsH, P144R-FIAsH y K175E-FIAsH por dicroismo
circular.

Estudios de unién de las proteinas Sdol-FIAsH silvestre y las mutantes Sdol
V36A-FIAsH, P144R-FIAsH y K175E-FIAsH a scEFL1 por anisotropia de

fluorescencia.

3.1. Amplificaciéon y purificacion de los vectores de interés

3.1.1. Caracteristicas de los plasmidos que presentan las secuencias

génicas de las proteinas recombinantes

El esqueleto de los plasmidos utilizados para la expresion de la proteina Sdol-
FIAsH silvestre y las mutantes Sdol V36A-FIAsH, P144R-FIAsH y K175E-FIAsH
corresponde a el pRSET-A de Invitrogen (figura 6) y para la proteina scEFL1

contiene el esqueleto del vector pRS426 (figura 7). A continuacion, se describen

sus principales caracteristicas.
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El plasmido pRSET-FIAsHSdo1-His codifica para una construcciéon que tiene una
cola de seis histidinas en el carboxilo terminal de la proteina Sdol (ortélogo en
levadura de la proteina SBDS) y una etiqueta FIAsH en el amino terminal. La
etigueta FIAsH corresponde a la secuencia Cys-Cys-Pro-Gly-Cys-Cys. Esta
secuencia reacciona con el colorante fluorescente 4'5'-bis(1,3,2-ditioarsolan-2-
iNfluoresceina, lo que da como resultado una sefal fluorescente brillante, que es
necesaria para realizar los estudios de anisotropia de fluorescencia como se
describe en la seccion 3.7. La construccion se encuentra clonada entre los sitios
Ndel y EcoRlI en el esqueleto del vector pRSET-A. Este vector esta disefiado para
una expresion en procariota controlada por el promotor del bacteriéfago T7/lac que
es un promotor fuerte inducible con IPTG. La expresion es inducida por la
produccion de la ARN polimerasa de T7 en cepas de E. coli BL21(DE3) o derivadas.
Ademas, posee un sitio de clonacion multiple; el gen bla que confiere resistencia a
ampicilina, el cual permite la seleccion del plasmido; tiene un origen de replicacion

en E. coli y el terminador transcripcional T7.49

(98) Ndel (ATG]
(ATG

RBS 6xHis
(58) Xbal 'NheI (136)
AT \ [/ / ,BmtI (140)
(2834) BspQI-Sapl_ N
2550t Teapt e _BspDI* - ClaI* (195)
RPN - \ / /7 7 _BamHI (202)
(2717) AFIIII - PGil S /7~ Eco53KI (210)
B " VX - Aval - BSoBI - PaeR7I - XhoI (211)
“ ~__-BmeT110I - SacI (212)
N —— BgIII (215)
—— PstI (223)

(2417) PspFI_
(2413) BseYI_ Pvull (224)

T —{MCS

_ Acc65I (227)

_Btgl - KpnI - NcoI (231)
~ EcoRI (236)

_ BstBI (240)

HindIII (243}

~_BIpI (301)

_ . Eco0109I (328)
N BspEI* (378)
NgoMIV (581)
NaeI (583)

\ BtgzZI (681)
\ BsaAI (686)
Dralll (589)

3 7 / \ .
> / / o N . N\
V4 VN @ . Psil (814)
’ AN
o
N

(2308) AIWNI-__

PRSET A
2897 bp

ok /
(1829) Ahdr ~ AmpR promoter
(1789) BmrI

1760) BpmlI
( ) Bpm. XmnI (1229)

(1682) NmeAIII ‘ BsaHI (1289)

TatI (1346)
Scal (1348)

Figura 6. Mapa del vector de expresion pRSET A utilizado para la insercion de la secuencia de DNA
gue codifica para la proteina Sdol-FIAsH silvestre y las mutantes Sdol V36A-FIAsH, P144R-FIAsH

y K175E-FIAsH. El mapa se realiz6 con el programa SnapGene.
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El plasmido pRS426-scEFL1His codifica para una construccién que tiene una cola
de seis histidinas en el carboxilo terminal de la proteina scEFL1 de levadura. Esta
construccion se encuentra insertada en el plasmido pRS426 entre los sitios Ncol y
BamHI y su expresion es regulada por el promotor GAL1/10 y la secuencia
terminadora MATa. Es un vector cuyo marcador de seleccién en bacteria es la
resistencia a ampicilina y en levadura es la complementaciéon genética de la
auxotrofia a uracilo por la presencia del gen URA3 que le confiere la capacidad de
crecer en medio sin uracilo. Ademas, contiene las secuencias de REP3 y FRT

necesarias para la propagacion de alta copia en levadura.*

(5607) Mfel Pfol (46)
(5593) BseRI \ NdelI (330)
(5395) BmgBI \ / Bsgl (363)
N |/ Sbfr (399)
"/ _BfuAl - BspMI (402)

_PpuMI (570)
-~ _Ncol (622)
-~ _BStBI (682)

- . BsmI (779)
"~ _Stul (853)

(4957) SnaBI_

- BpulDI (1147)

BtgZI (1576)

/" NgoMIV (1676)
oA /// Nael (1678)

7" Acc65I (2004)

/ /" KpnlI (2008)
" AbsI - PaeR71I - PspXI - XhoI (2019)
~_Sall (2025)
~ BspDI - Clal (2035)
- HindIII (2040)
- EcoRI (2052)

— TspMI - Xmal (2064)
— Smal (2066)

— BamHI (2070)
____ Spel (2075)
~._ EagI - NotI (2089)
5 / L\ N\ AleI (2100)
i \ N\ N\ SacI@ (2101)

/ / \ BstXI (2102

(3545) NmeAILI |\ EcoS3kI ((2108))

(3387) AhdI | sacl (2110)
(lac operator

pRS426
5726 bp

(3934) BsaHI

Figura 7. Mapa del vector de expresion pRS426 utilizado para la insercién de la secuencia de DNA

gue codifica para la proteina scEFL1. El mapa se realizé con el programa SnapGene.

3.1.2. Cepa de Escherichia coli C41 (DE3)
La cepa de Escherichia coli C41 (DE3) tiene el genotipo FFompT hsdSg (rs'mg’) gal
dcm (DES3). Esta cepa es efectiva para expresar proteinas toxicas y de membrana
de toda clase de organismos, incluidas bacterias, levaduras, plantas, virus y
mamiferos. Esta cepa contiene mutaciones genéticas seleccionadas

fenotipicamente para conferir tolerancia a las proteinas toxicas. Tiene una eficiencia
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de transformacion = 1 x 10° cfu/ug pUC19 y es deficiente en las proteasas Lon y
ompT. Esta cepa tiene una mutacion que reduce el nivel de actividad de la ARN
polimerasa del bacteriéfago T7, evitando asi la muerte celular asociada con la
sobreexpresidon de muchas proteinas téxicas recombinantes. Esta cepa es
adecuada para la expresion de proteinas a partir de genes diana clonados en
sistemas de expresién impulsados por el bacteriéfago T7.4? El gen que codifica para
la ARN polimerasa de T7 en si mismo se ha disefiado en esta cepas de E. coli bajo
el sistema del operdn lac modificado. Con frecuencia es llamado DE3 en el nombre
de la cepa de E. coli. Una vez que la proteina de ARN polimerasa de T7 se expresa,
se une a la secuencia promotora T7 corriente arriba de su gen de interés en el
inserto del plasmido y transcribe su gen objetivo. El gen de interés esta bajo el
control del operador lac, por lo que su expresiéon es inducida por isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranosido (IPTG, analogo sintético de la lactosa). Por lo general, dentro

de una o dos horas, la proteina de interés es la proteina mas comun en la célula.*®

3.1.3. Cepa de Saccharomyces cerevisiae BCY123
La cepa de S. cerevisiae BCY123 haploide (tipo a) tiene el genotipo pep4::HIS3
prb::LEU2 barl:HISG lys2::GAL1/10-GAL4 canl ade2 ura3 leu2-3, 112. Esta cepa
es deficiente en proteasas disminuyendo el riesgo de protedlisis de las proteinas de
interés. Ademés, permite la seleccion de auxétrofos a uracilo y adicionalmente

expresa el activador transcripcional Gal4 durante la induccién con galactosa.*

3.1.4. Mutagénesis sitio-especifica en el vector de expresion de la
proteina Sdo1 silvestre

Se empled el método de mutagénesis sitio-especifica (SDM del inglés Site-directed
mutagenesis) que incluye dos reacciones en cadena de la polimerasa (PCR del
inglés Polymerase Chain Reaction) ejecutadas en paralelo con cada uno de los
cebadores directo e inverso. Al final de la PCR, las reacciones se combinan y
después de tres pasos; desnaturalizacion, realineacion y digestion del DNA
plasmidico parental metilado con Dpnl, los productos se transformaron directamente

en células huésped (figura 8) .*°
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Plasmido parental metilado.

Dos reacciones de PCR en paralelo usando un cebador
portador de la mutacidn (X)

PCR1: PCR 2:
Solo cebhador directo Solo cebador inverso
O

O

Combinar las dos reacciones de PCR y desnaturalice a 98 °C.

OO00OO0

Enfriar para el alineado aleatorio de productos de PCRy las
hebras del plasmido parental.

0000

Digerir hebras de ADN parental metilado (no mutado) con

Dpnl. - — -
te TN /, \‘
{ n
- @)
N\ == N ~—

Transformar el plasmido mutado en E. coli.
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Figura 8. Diagrama de flujo del método de mutagénesis sitio-especifica de un solo cebador. El
plasmido parental se muestra en color gris y las dos cadenas sintetizadas por PCR se muestran en

rojo y azul. La letra x marca la posicion de la mutacion. Imagen modificada de.*®

Los cebadores mutagénicos fueron sintetizados por Sigma-Aldrich Co. Estos

contenian el cambio de secuencia que permitio la introduccién de las mutaciones al
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vector pRSET-FIAsHSdol-His correspondiente para ambas direcciones. Estos
cebadores se disefiaron con el programa SerialCloner 2.6.1 y se analizaron con
OligoAnalyzer 3.1. La PCR se llevo acabo en un termociclador Techne TC-512 que
amplificé el vector pRSET-FIAsHSdol-His con cebadores mutagénicos que se
alineaban en la misma regién, pero en direcciones opuestas de la cadena de DNA
(figura 8).

Para la SDM se realizaron dos reacciones de PCR por separado en paralelo con los
cebadores directo e inverso en tubos separados (ver los componentes de reaccién
y concentraciones en la tabla 1). Las condiciones de amplificacion para cada
reaccion de PCR (tabla 2) estan conformadas por una etapa de desnaturalizacion
inicial a 98 °C durante 30 s. Posteriormente, por una etapa de veinticinco ciclos de
PCR. Se realizaron ciclos sucesivos de desnaturalizacion a 98 °C durante 10 s y de
un paso combinado de alineamiento/extension que se realiz6 a 72 °C durante 30 s
por cada 1 kb de secuencia de cDNA plasmidico, esta etapa se repitidé veinticinco
veces. Posteriormente, una etapa de extension final a 72 °C durante 10 min. Por
ultimo, la mezcla de reacciéon de PCR se llevé a una temperatura de 4 °C. La DNA
polimerasa utilizada fue la Phusion™ Hot Start Il (Thermo Scientific).

Después de las PCR realizadas en paralelo, los dos productos de PCR se
combinaron (dando un volumen total de 40 pL) y se calentaron a 98 °C para separar
el producto de PCR del molde del plasmido. Luego, el tubo se enfrio lentamente a
37 °C, para promover el realineamiento de los moldes del plasmido
desnaturalizados y los productos de PCR (figura 8). Posteriormente, agregamos
0.2 uL de la enzima Dpnl (Thermo Scientific), 2.5 pL de la solucion amortiguadora
10X Tango y 2.3 pL de agua libre de nucleasas a los productos de PCR realineados
(como se indicé anteriormente, en 40 uL) y se incubaron durante toda la noche a 37
°C. La enzima de restriccion Dpnl digiere las cadenas de plasmidos parentales
metiladas, dejando el recién sintetizado con las cadenas intactas que contienen las
mutaciones deseadas (figura 8).

El producto obtenido de la PCR previamente digerido por la endonucleasa Dpnl fue
transformado en células de E. coli DH5a de acuerdo con la metodologia que se

muestra en la siguiente seccion. Por ultimo, cabe mencionar que el DNA obtenido
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en la PCR corresponde a un fragmento pseudo-circular debido a la
complementacion de partes de bases en la region de los oligos (figura 8) que
terminé de ser ligado por la maquinaria de la célula, por lo que no requirid un

tratamiento de ligacion previo a la transformacion.

Tabla 1. Reactivos, volimenes y concentraciones finales empleadas para las reacciones de PCR.

Reaccion Reaccién  Concentracion
de PCR1 dePCR2 Final para
cada reaccion
Solucién amortiguadora 5X Phusion HF 4 L 4 uL 1X
10 mM dNTPs 0.5 uL 0.5 puL 250 uM
Cebador directo (10 pM) 1.0 pL - 0.5 uM
Cebador inverso (10 pM) - 1.0 uL 0.5 uM
DNA molde pRSET-FIAsHSdo1-His 2.0 uL 2.0 uL 15 ng
Enzima Phusion Hot Start [I DNA 0.2 pL 0.2 uL 0.02 U/ pL
Polymerase (2 U/pL)
H20 (libre de nucleasas) 12.3 pL 12.3 uL n/a
Volumen final 20 pL 20 pL

Tabla 2. Condiciones de amplificacion de la PCR

Paso del ciclo Temperatura Tiempo Ciclos

Extension final 72 °C 10 min 1

4°C Fin

3.1.5. Transformacion de DNA plasmidico en células bacterianas
La transformacién de DNA plasmidico para su propagacion se realizé en células
competentes de E. coli DH5a y para la expresion de proteina se realizé en células
competentes de E. coli C41 por el método de choque térmico. Inicialmente, se
descongelaron 50 uL de células competentes DH5a o C41 en hielo durante 5 min.

Una vez descongeledas las células competentes, se adicionaron 100 ng de ADN
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plasmidico y se incubaron en hielo durante 30 min. Posteriormente, se incubd la
reaccion de transformacion a 42 °C durante 45 s en un termobloque (AccuBlockTM
Digital Dry Bath) y en seguida se coloco la reaccion en hielo durante 2 min. Después
se adicionaron 500 uL de medio de cultivo LB (5.0 g/L NaCl, 5.0 g/L extracto de
levadura y 10.0 g/L peptona de caseina) y se incubaron las reacciones a 37 °C con
agitacion constante a 200 rpm durante 1 hora. Finalizado el tiempo de incubacion,
el cultivo celular se centrifugd a 12,000 rpm durante 2 min en una centrifuga
MiniSpin® plus (Eppendorf AG, Germany). Se desechd el sobrenadante por
decantacion y el pellet de células se resuspendié en 100 uL de medio LB. Se
plagued todo el volumen de la muestra de transformacion en una placa de medio
sélido LB conl.5 % agar y suplementado con 100 pg/mL de ampicilina. Finalmente,
se dejo incubando la placa de transformacién: a 37 °C, sin agitacion y durante 16

horas.

3.1.6. Aislamiento de DNA plasmidico por la técnica de lisis alcalina
Una vez realizada la transformacion del DNA plasmidico en células competentes de
E. coli DH5a o C41 se seleccionaron algunas colonias resistentes a ampicilina y se
les extrajo el DNA plasmidico por la técnica de lisis alcalina. Las colonias
seleccionadas se inocularon por separado en 1.5 mL de medio LB suplementado
con 100 pg/mL de ampicilina. Los cultivos se incubaron: a 37 °C, con agitacion
constante, a 200 rpm y durante 12 horas. Finalizado el tiempo de incubacion, cada
cultivo celular se centrifug6 a 8,000 rpm durante 2 min en una centrifuga MiniSpin®
plus (Eppendorf AG, Germany). Se desecho el sobrenadante por decantacion y se
adicionaron 100 pL de la solucion S1 (50 mM Glucosa, 25 mM Tris-HCI pH 8, 10
mM EDTA y 10 mg/mL RNAsa) al pellet celular. Esta mezcla se resuspendié hasta
observar una mezcla homogénea. Posteriormente, se adicionaron 200 uL de la
solucion S2 (200 mM NaOH y 1 % SDS) y se mezclé suavemente por inversion.
Esta mezcla se dej6 reposar en hielo durante 5 min. Después se adicionaron 150
uL de la solucion S3 (5 M Acetato de potasio pH 4.8) y se mantuvo en hielo durante
5 min. La mezcla se centrifug6 a 12,000 rpm durante 15 min para eliminar los restos

celulares y el sobrenadante se transfiri6 a un tubo nuevo. Posteriormente, se

31



adicionaron 400 uL de isopropanol al sobrenadante y se mantuvo a -80 °C en un
ultracongelador por 30 min. De esta forma se permitio la precipitacion del plasmido.
Esta mezcla se centrifug6 a 12,000 rpm durante 15 min en la centrifuga mencionada,
se decanto cuidadosamente el sobrenadante y se lavo el pellet con 500 uL de etanol
absoluto. Posteriormente, se decant6 el sobrenadante y los residuos de etanol se
eliminaron por evaporacién. Finalmente, se resuspendio el pellet en 30 uL de agua

libre de nucleasas.

3.1.7. Restriccion del DNA plasmidico con la enzima de restriccion Xbal
El ADN plasmidico purificado por la técnica de lisis alcalina se analizé mediante la
técnica de electroforesis, en un gel de agarosa al 1.0 % como se explica en la
seccion 3.1.8. Posteriormente, los pladsmidos de las clonas que presentaron una
banda con el peso molecular esperado (3553 pb) se analizaron mediante un ensayo
de restriccion con la enzima Xbal. La preparacion de las muestras se realizd
mezclando 3 pL del plasmido de interés (400 ng), 0.3 uL de la enzima de restriccion
(1 U), 1 uL de la solucion amortiguadora 10X Tango y 5.7 pyL de agua libre de
nucleasas, con un volumen final de la mezcla de reaccion de PCR de 10 uL. Esta
mezcla se dejo incubando a 37 °C, sin agitacion, durante 3 horas. Finalizado el
tiempo de la restriccion, los productos se analizaron mediante la técnica de
electroforesis en un gel de agarosa al 1.0 %, como se explica en la seccion 3.1.8.
Las clonas cuyo patrén de restriccion experimental coincidié con el patron de
restriccion esperado (dos bandas; una con un peso de 2944 pb y otra de 609 pb) se
les extrajo nuevamente ADN plasmidico, pero esta vez con el Kit de extraccion Fast-
n-Easy Plasmid Miniprep (Jena Bioscience). Cada plasmido purificado con este Kit

se envid a secuenciar a la compariia Gen Script USA Inc.

3.1.8. Electroforesis de DNA en geles de agarosa
La electroforesis de DNA se realizd en un gel de agarosa al 1%, en una soluciéon
amortiguadora TAE 1X (40 mM Tris-acetato pH 8.0, 1 mM de EDTA). El gel de
agarosa a una concentracion de 1 % proporciona un rango de separacion de

tamarnos de DNA de 250 pb-12 kb. Para la preparacion del gel, se disolvieron 0.5 g
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de agarosa en 49.71 mL de solucién amortiguadora TAE 1X. La mezcla se calent6
en un horno de microondas, hasta que se observo que toda la agarosa se habia
fundido. Posteriormente, la solucibn de agarosa se dej6 enfriar, hasta una
temperatura de unos 50 °C. Alcanzada esta temperatura, la solucion de agarosa se
vertio sobre el molde del gel; con el peine previamente colocado y se dejé solidificar,
durante 30 min. Por otra parte, la preparacion de las muestras se realizé mezclando
3 uL de cada DNA a estudiar con 3 pL de solucién amortiguadora de carga tipo |l
6X (0.25 % azul de bromofenol, 0.25 % xileno cianol y 30% glicerol) y 3 uL de agua
destilada estéril. Una vez solidificado el gel y colocado en la camara de
electroforesis se afadio la solucion amortiguadora TAE 1X hasta cubrir el gel unos
5 mm. Se retir6 el peine y se cargaron en los pocillos las muestras previamente
preparadas, asi como el marcador de peso molecular (GeneRuler 1 kb DNA). Por
ultimo, la electroforesis se realiz6é aplicando un voltaje de 90 V durante una hora y
media. Finalizada la electroforesis, el gel se tifio sumergiéndolo en una solucién de
bromuro de etidio (0.5 ug/mL) durante 5 min. Posteriormente, el DNA se visualizo el

gel a luz ultravioleta (1 = 300 nm) en un transiluminador de Bio-Rad®.

3.1.9. Transformacion de DNA plasmidico en levadura
Se preparo un pre-indculo de 2 mL con células BCY123 de S. cerevisiae en medio
YEPD. Se dej6 crecer en agitacion toda la noche a 30 °C en un equipo Excella E24
Incubator Shaker (New Brunswick®). Se tomaron 1.5 mL de este cultivé y se
inocularon en 50 mL de medio YEPD, se pusieron a incubar con agitacién a 30 °C
por 3-5 h o hasta lograr una DO de 0.6-0.7 UA. Logrado esto, se colectaron las
células por centrifugacion a 5,000 rpm por 6 min a 21 °C en una centrifuga Beckman-
Coultier rotor JA-14. El paquete celular se resuspendié en 3 mL de agua estéril y se
volvieron a centrifugar de la misma forma. El paquete celular se resuspendi6 en 1
mL de una solucion estéril recién hecha 1X TE/LiAc. De esta forma obtuvimos
células competentes. Para el proceso de transformacion se mezclaron 100 uL de
células, 100 ug de esperma de salmon que nos servira como DNA acarreador y 200
ng de DNA plasmidico. Se agregaron 600 pL de una solucién estéril recién hecha
de 1X TE/LIAC/PEG y se incub6 a 30 °C en agitacion por 2 h. Se agregé 30 pL de
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DMSO antes de dar un choque térmico a 43 °C por 15 min. Las células se colectaron
por centrifugacién a 3500 rpm por 5 min y se resuspendieron en 100 uL de 1X TEy
se sembraron en medio solido SD-URA (8.0 g/L base nitrogenada de levadura sin
aminoacidos, 11 g/L casaminoacidos, 134 mg/L adenina, 100 mg/L tirosina, 60 mg/L
leucina y 40 mg/L de triptéfano suplementado con 2% de glucosa para incubarse
por 1-2 dias a 30 °C.

3.2.Expresion de las proteinas recombinantes
3.2.1. Expresion de las proteinas recombinantes Sdo1-FIAsH silvestre
y las mutantes Sdo1 V36A-FIAsH, P144R-FIAsH y K175E-FIAsH

Para la expresion de las proteinas recombinantes se utilizé la cepa de E. coli,
C41(DE3) debido a su efectividad para expresar proteinas toxicas y de membrana
de toda clase de organismos, incluidas de levaduras, asi como es deficiente en la
expresion de proteasas disminuyendo asi el riesgo de protedlisis de las proteinas
de interés. Ademas, contiene el gen que codifica para la RNA polimerasa de T7
indispensable para la expresion del vector pRSET-FIAsHSdo1-His.*%43
Después de transformar las bacterias C41(DE3) con cada uno de los plasmidos, se
procedié a inducir la expresion de cada una de las proteinas recombinantes. Se
inocul6 una colonia de la cepa transformada con el plasmido correspondiente en 5
mL de medio LB suplementado con 100 pg/mL de ampicilina. Este cultivo se incub6
a 37 °C, con agitacion constante, a 200 rpm, durante 12 horas. Posteriormente, se
adicionaron 2 mL del cultivo anterior a 1 L de medio LB suplementado con 100
ug/mL de ampicilina y se incubo a 37 °C, con agitacion constante, a 200 rpm, hasta
alcanzar una densidad éptica ODsoonm de 0.5-0.7 UA correspondiente a la fase
exponencial del crecimiento bacteriano. Posteriormente, se adiciond el inductor
isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) a una concentracion de 0.5 mM y se
incubd a 37 °C, con agitacion constante, a 200 rpm, durante 4-5 horas. Finalizado
el tiempo de induccion, el cultivo celular se centrifugé a 4,500 rpm, durante 10 min,
en una centrifuga Thermo Scientific™ Heraeus™ Megafuge™ 16. Se desecho el

sobrenadante por decantacion y el pellet de células se guardo a -20 °C.
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3.2.2. Expresion de la proteina recombinante scEFL1

Para la expresion de la proteina scEFL1 se empled la cepa de S. cerevisiae
BCY123, ya que es deficiente en proteasas disminuyendo asi el riesgo de protedlisis
de las proteinas de interés. Ademas, permite la seleccion de auxétrofos al gen URA3
y adicionalmente expresa el activador transcripcional Gal4 durante la induccion con
galactosa.**

Se inoculé una colonia de S. cerevisiae BCY123 previamente transformado con el
plasmido pRS426-scEFL1His en 50 mL de medio SD-URA. Este cultivo se incub6 a
30 °C, con agitacion constante, a 200 rpm, durante 12 horas. Posteriormente, se
adicion6 el cultivo anterior a 1 L de medio SD-URA suplementado con 2% de
glucosa y Drop Out-Ura y se incubo a 30 °C, con agitacion constante, a 200 rpm,
hasta alcanzar una densidad 6ptica ODsoonm de 2.0 UA. Posteriormente, la expresion
de la proteina se indujo mediante la adicion de galactosa al 2.8 % y se incubd a 30
°C, con agitacion constante, a 200 rpm, durante 20 horas. Finalizado el tiempo de
induccién, el cultivo celular se centrifugé a 4,500 rpm, durante 10 min, en una
centrifuga Thermo Scientific™ Heraeus™ Megafuge™ 16. Se desecho el

sobrenadante por decantacion y el pellet de células se guardé a -20 °C.

3.3. Purificacion de las proteinas recombinantes
3.3.1. Lisis bacteriana mediante sonicacion
Cada pellet de células bacterianas obtenido de la expresion de las proteinas
recombinantes Sdol-FIAsH silvestre y las mutantes Sdol V36A-FIAsH, P144R-
FIAsH y K175E-FIAsH de 1 L de cultivo se descongeld y fue resuspendido en 20 mL
de solucién amortiguadora para lisis (50 mM HPO4%>/H2PO4 pH 8.0, 250 mM NacCl,
1 Mm B-mercaptoetanol y 20 mM imidazol). A la suspension anterior se le adicioné
1 mM de PMSF, 1 mM de benzamidina y 10mM de [-mercaptoetanol.
Posteriormente, la suspension de células se vertié en un contenedor de 50 mL y se
aforé hasta % de su volumen total, con solucion amortiguadora para lisis. La
suspension final fue sonicada durante 5 ciclos de 10 s de encendido y 50 s de
apagado, en un Misonix Sonicator 3000 a 6.5 V; el contenedor con la suspension
final se sumergié en hielo durante la sonicacion. Finalmente, el lisado se centrifugd

a 11,000 rpm, durante 50 min, en una centrifuga Thermo Scientific™ Heraeus™
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Megafuge™ 16. El sobrenadante obtenido, es decir, la fraccion (fase) soluble, se
filtré por una membrana hidrofilica con un tamafio de poro de 0.45 um (Merck

Millipore).

3.3.2. Purificacion de las proteinas Sdo1-FIAsH silvestre y mutantes
Las proteinas Sdol-FIAsH silvestre y las mutantes Sdol V36A-FIAsH, P144R-
FIAsH y K175E-FIAsH expresadas en la cepa de E. coli, C41(DE3) con el pldsmido
pRSET-FIASHSdo1His presentan en su carboxilo terminal, una cola de seis
histidinas que interaccionan con niquel (Ni%*), propiedad que fue utilizada para el
primer paso de purificacion de la proteina recombinante por cromatografia de
afinidad a iones Ni?*. Por otro lado, se empleé cromatografia de intercambio iénico
separando la proteina de interés por intercambio catiénico. Finalmente, se empleé
cromatografia de exclusibn molecular como Ultimo paso de purificaciéon

considerando que el peso molecular de dicha proteina es de 29.542 kDa.

3.3.2.1. Purificacion mediante cromatografia de afinidad a iones
Ni2+

La proteina de interés se purtifico a través de cromatografia de afinidad a iones Ni%*
en una columna QIAGEN, con un volumen de cama de 5 mL. Inicialmente, la
columna se equilibré con 3 volumenes de columna (CV del inglés de column volume)
de agua destilada, seguidos de 3 CV de la solucibn amortiguadora para lisis.
Posteriormente, el volumen de la fraccion soluble del lisado celular se adicioné a la
columna cromatografica a un flujo de 1 mL/min. Después, se realizé un lavado con
2 CV de solucion amortiguadora para lisis, seguido de 3 CV de una solucion
amortiguadora de baja sal (50 mM HPO4?/H2PO4 pH 8.0, 50 mM NacCl, 1 mM B-
mercaptoetanol y 20 mM imidazol). Acto seguido, se procedi6 a la elucién de la
proteina con 4 CV de una solucién amortiguadora para eluciéon (50 mM HPQO4?*
/H2PO4 pH 6.0, 50 mM NaCl, 1 mM B-mercaptoetanol y 300 mM imidazol) a un flujo
de 1 mL/min. Finalmente, se realiz6 un lavado con 3 CV de la solucién
amortiguadora para elucion. Para la recuperacion de la columna, se hizo un lavado
de 3 CV de agua destilada y 3 CV de una solucién de etanol al 20 % para su

almacenamiento. Toda solucion utilizada en este procedimiento fue filtrada
36



previamente por una membrana hidrofilica con un tamafio de poro de 0.45 um. Cada
una de las fracciones obtenidas en el tren cromatografico, entre ellas: fraccion
insoluble, fraccion soluble, no retenido, lavado con solucion amortiguadora para
lisis, lavado con solucién amortiguadora de baja sal, elucién de la proteina de interés
y el lavado con solucion amortiguadora de elucién fueron analizadas por SDS-
PAGE.

3.3.2.2. Purificacion mediante cromatografia de intercambio
cationico

Como segundo proceso de purificacion de la proteina de interés, la muestra
obtenida de la elucion de la columna de afinidad a Ni?*, se purifico a través de
cromatografia de intercambio cationico en una columna HiTrap SP Fast Flow (GE
Healthcare) de 1 mL. Inicialmente, la resina se equilibr6 con 3 volimenes de
columna de agua destilada, seguidos de 3 CV de la solucién amortiguadora de
equilibrio (50 MM HPQO4?/H2PO4 pH 6.0 y 50 mM NacCl). Posteriormente, el volumen
de la fraccion de elucién de la columna de afinidad a Ni?* se adicion6 a la resina en
la columna cromatografica a un flujo de 1 mL/min. Luego se realiz6 un lavado con 3
CV de solucion amortiguadora de equilibrio. Se procedio a la elucién de la proteina
con 10 CV de una solucién amortiguadora para elucién (50 mM HPQO4?/H2PO4 pH
6.0, 1.0 M NaCl y 5 Mm B-mercaptoetanol) a un flujo de 1 mL/min. Finalmente, se
realizé un lavado con 10 CV de la solucién amortiguadora para elucion. Para la
recuperaciéon de la resina, se hizo un lavado de 3 CV de agua destiladay 3 CV de
una solucion de etanol al 20% para su almacenamiento. Toda solucién utilizada en
este procedimiento fue filtrada, previamente, por una membrana hidrofilica con un
tamafo de poro de 0.45 um. Cada una de las fracciones obtenidas en el corrido
cromatografico, entre ellas: fraccion de elucion de la columna de afinidad a Ni?*, no
retenido, lavado con solucién amortiguadora de equilibrio, elucién de la proteina de
interés y lavado con solucion amortiguadora de elucion fueron analizadas por SDS-
PAGE.
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3.3.2.3. Purificacion mediante cromatografia de exclusion
molecular

Para finalizar el proceso de purificacion de las proteinas Sdol de interés, la fraccion
de la elucion de la columna intercambio catidnico se concentré en un Amicon Ultra-
15 con membrana Ultracel de celulosa regenerada, con un limite nominal de peso
molecular de 10 kDa hasta un volumen de 1 mL. La muestra se aplicé a la columna
HiLoad 16/600 Superdex 75 prep grade (GE Healthcare) que tiene una matriz de
agarosa-dextrano, equilibrada con solucién amortiguadora para exclusiéon molecular
(50 mM HPQO4?/H2PO4 pH 6.0, 250 mM NaCl y 5 Mm B-mercaptoetanol), a un flujo
de 0.5 mL/min. Los picos de elucién se colectaron en fracciones de 2 mL. El proceso
cromatografico se realizé a temperatura ambiente. Las fracciones colectadas de la
cromatografia de exclusion molecular fueron analizadas por SDS-PAGE (imagenes

no mostradas).

3.3.3. Lisis de células de levadura mediante friccién
El pellet de células de levadura obtenido de la expresion de la proteina
recombinante scEFL1 de 1 L de cultivo se descongel6 y fue resuspendido en 20 mL
de solucion amortiguadora para lisis (50 mM Hepes pH 8.0, 2 M NaCl, 5 mM MgClz,
40 mM imidazol y 10 % glicerol). A la suspension anterior se le adicionaron 1 mM
de PMSF, 1 mM de benzamidina y 10mM de B-mercaptoetanol. Posteriormente, la
suspension de células se verti6 en el depésito de un equipo BeadBeater
previamente llenado % de su volumen total, con perlas de vidrio (=500 pum)
humedecidas, previamente, con solucion amortiguadora para lisis. El depdsito fue
aforado, hasta su volumen maximo, con la solucién amortiguadora para lisis y se
sello. Las células fueron lisadas en el equipo BeadBeater durante 6 ciclos de 2 min
de encendido y 15 min de reposo, a 4 °C. Finalmente, el lisado se centrifug6 a
11,000 rpm, durante 50 min, en una centrifuga Thermo Scientific™ Heraeus™
Megafuge™ 16. El sobrenadante obtenido, es decir, la fraccidon soluble, se filtré por

una membrana hidrofilica con un tamafio de poro de 0.45 um (Merck Millipore).
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3.3.4. Purificacion de la proteina scEFL1

La proteina scEFL1 expresada en la cepa de S. cerevisiae BCY123 con el plasmido
pRS426-scEFL1His presenta en su carboxilo terminal, una cola de seis histidinas
gue interaccionan con niquel (Ni%*), propiedad que fue utilizada para el primer paso
de purificacion de la proteina recombinante por cromatografia de afinidad a iones
Ni2*. Por otro lado, se emple6 cromatografia de exclusién molecular como segundo
paso de purificacién considerando que el peso molecular de dicha proteina es de
127.33 kDa.

3.3.4.1. Purificacion mediante cromatografia de afinidad a iones
Ni2*

Inicialmente, la columna se equilibr6 con 3 volumenes de columna de agua
destilada, seguidos de 3 CV de la solucion amortiguadora para lisis (50 mM Hepes
pH 8.0, 2 M NaCl, 5 mM MgClz, 40 mM imidazol y 10 % glicerol). Posteriormente, el
volumen de la fraccion soluble del lisado celular se adiciond a la columna
cromatografica a un flujo de 1 mL/min. Después, se realiz6 un lavado con 2 CV de
solucién amortiguadora para lisis, seguido de 3 CV de una solucién amortiguadora
de alta sal (50 mM Hepes pH 8.0 y 2 M NaCl) y después 3 CV de una solucién
amortiguadora de baja sal (50 mM Hepes pH 8.0, 500 mM NaCl, 5 mM MgClz, 40
mM Imidazol y 10 % glicerol). Acto se guido, se procedio a la elucion de la proteina
con 4 CV de una solucién amortiguadora para elucién (50 mM Hepes pH 8.0, 150
mM NaCl, 5 mM MgClz, 250 mM Imidazol y 10 % glicerol) a un flujo de 1 mL/min.
Finalmente, se realiz6 un lavado con 3 CV de la solucion amortiguadora para
elucion. Para la recuperacion de la columna, se hizo un lavado de 3 CV de agua
destilada y 3 CV de una solucién de etanol al 20% para su almacenamiento. Toda
solucion utilizada en este procedimiento fue filtrada, previamente, por una
membrana hidrofilica con un tamafio de poro de 0.45 um. Cada una de las
fracciones obtenidas en el corrido cromatografico, entre ellas: fraccion insoluble,
fraccion soluble, no retenido, lavado con solucién amortiguadora para lisis, lavado
con solucién amortiguadora de alta sal, lavado con solucion amortiguadora de baja
sal, elucion de la proteina de interés y el lavado con solucion amortiguadora de

elucién fueron analizadas por SDS-PAGE.
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3.3.4.2. Purificacion mediante cromatografia de exclusion
molecular

Para finalizar el proceso de purificacion de la proteina scEFL1, la fraccién de la
elucién de la columna de afinidad a Ni?* se concentré en un Amicon Ultra-15 con
membrana Ultracel de celulosa regenerada, con un limite nominal de peso
molecular de 100 kDa hasta un volumen de 1 mL. La muestra de 1 mL se aplico a
la columna HiLoad 16/60 Superdex 200 prep grade (GE Healthcare) que tiene una
matriz de agarosa-dextrano, equilibrada con solucion amortiguadora para exclusion
molecular (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 250 mM NaCl, 5 mM MgClz, 10 % glicerol y 5
mM B-mercaptoetanol), a un flujo de 0.5 mL/min. Los picos de elucion se colectaron
en fracciones de 2 mL. El proceso cromatografico se realiz6 a temperatura
ambiente. Las fracciones colectadas de la cromatografia de exclusiébn molecular
fueron analizadas por SDS-PAGE.

3.4.Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida: SDS-PAGE
Las fracciones obtenidas en cada uno de los procesos de purificacion se analizaron
y caracterizaron por la técnica de electroforesis desnaturalizante en geles de
poliacrilamida. Esta técnica permite separar las proteinas cargadas negativamente
en funcion del tamafio, de tal forma se puede determinar el peso molecular aparente
de las proteinas. Por ende, se compara la movilidad electroforética (Rf) de la
proteina de peso molecular desconocido con el de proteinas de referencia de peso
molecular conocido.
Se realiz6 una electroforesis desnaturalizante en un gel de poliacrilamida al 12 %
para las proteinas Sdol-FIAsH silvestre y las mutantes Sdol V36A-FIAsH, P144R-
FIAsH y K175E-FIAsH, y al 7.5 % para la proteina scEFL1. Para la visualizacién de
las proteinas en el gel de poliacrilamida se utilizé el método de tincion con azul de

coomassie G-250.

Preparacién del gel separador al 12 %
El gel separador (0.75 mm de espesor) se prepar6 mezclando 2200 uL de agua

destilada, 1250 uL de una soluciéon amortiguadora de 1.5 M TrisHCI pH 8.8, 50 uL

40



SDS 10 %, 1500 uL acrilamida/bisacrilamida 40%, 10 uL TEMED y 50 uL persulfato

de amonio 10 %.

Preparacién del gel separador al 7.5 %

El gel separador (0.75 mm de espesor) se prepard6 mezclando 2763 uL de agua
destilada, 1250 pL de una solucion amortiguadora de 1.5 M TrisHCI pH 8.8, 50 uL
SDS 10 %, 937 uL acrilamida/bisacrilamida 40%, 10 uL TEMED y 50 pL persulfato

amonio 10 %.

Preparacién del gel concentrador al 3 %

El gel concentrador se prepar6é mezclando 1267 uL de agua destilada, 500 pL de
una solucion amortiguadora de 0.5 M TrisHCI pH 6.8, 20 uL SDS 10 %, 203 pL
acrilamida/bisacrilamida 40%, 5 uL TEMED y 25 pL persulfato de amonio 10 %.

Una vez mezclados los componentes del gel separador, la mezcla se vertié en el
dispositivo previamente armado y se cubrid la superficie del gel con isopropanol.
Esto evito el contacto del oxigeno con el gel que inhibe la reaccidén de polimerizacion
y homogenizé el borde superior del mismo. Alcanzado el punto de polimerizacion,
se elimind el isopropanol y se lavo la parte superior del gel con agua destilada para
elimina cualquier residuo de acrilamida no polimerizada. Posteriormente, se vertié
la mezcla del gel concentrador sobre la superficie del gel separador y
inmediatamente se insertd el peine en la solucién concentradora. Al finalizar la
polimerizacion, se retir6 el peine y quedaron listos los pocillos para cargar las
muestras. Las muestras se prepararon adicionando 20 uL cada fraccion a analizar
y 5 uL de solucién amortiguadora de carga 4X (200 mM TrisHCI pH 6.8, 400 mM
DTT, 40 % glicerol, 8% SDS y 0.4% azul de bromofenol) en un tubo eppendorfy se
calentaron a 100 °C durante 5 min. La electroforesis se realiz6 sumergiendo el
sistema conteniendo el gel polimerizado en un tanque previamente llenado con una
solucion amortiguadora de electroforesis 1X (25 mM Tris base, 200 mM glicinay 0.1
% SDS). Se aplicé un voltaje constante de 100 V durante 80-90 min. El gel se revelo

colocandolo primero en solucién fijadora (40% etanol y 10 % &cido acético) por 10
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min y después en una solucion de tinciobn de azul de coomassie, por 15 min.

Finalmente, el gel se destifio, con agua destilada, durante 1 h.

3.5. Cuantificacién de la concentracidon de proteinas
La cuantificacién de la concentracién de las proteinas se determind mediante
espectrofotometria UV-visible debido a la propiedad de las proteinas de absorber
luz en el UV a una longitud de 280nm. Las mediciones se realizaron en un
espectrofotometro  UV-visible Cary® 50 (Agilent Technologies). Para la
determinacién de la concentracion de las soluciones proteicas se aplico la ley de
Lambert-Beer (ecuacion (23) una vez obtenido el valor de la cantidad de luz
absorbida por las mismas.
A=¢-1l-C (23)
Donde A corresponde a la luz absorbida, C la concentracion de la solucion proteica
(M), ¢ es el coeficiente de extincion molar (M2 cm™?), I corresponde 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 composicién de aminoéacidos
de las proteinas usando la ecuacién (24),
E280nm = @ ggggnm “b- ‘g;ggnm "Ct ggggnm (24)
Donde a, b y ¢ corresponde al niumero de triptéfanos, tirosinas y cistina presentes
enla proteina. engb. 27y eSXs  corresponden a los coeficientes de extincion
molar del triptéfano (5500 M-icm?), tirosina (1490 M-1cm) y cistina (125 M*cm?) a
280 nm respectivamente 46. De acuerdo con lo anterior, los coeficientes de extincién

molar de las proteinas usadas es este trabajo se encuentran listadas en tabla 3.

Tabla 3. Coeficientes de extincion molar de las proteinas scEFL1, Sdol silvestre y las mutantes
Sdol V36A, P144R y K175E.

Proteina €280 nm (M 'em™) €508 nm (M'em™)
scEFL1 83770 -
Sdol silvestre 11460 -
Sdol V36A 11460 -
Sdol P144R 11460 -
Sdol K175E 11460 -
Lumio™Green 12500 41000
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Para la cuantificacion de proteinas marcadas con el reactivo biarsénico
Lumio™Green se obtuvo la absorbancia a dos longitudes de onda, 508 nm y 280
nm, debido a que este reactivo absorbe a ambas longitudes de onda. La absorcion
a 280 nm se describe como

Azgonm = C - €360 m + C - L 35340, (25)
Sabiendo la concentracion de proteina total, por sustitucion de la ecuacion 3, y la
concentracion de proteina marcada con Lumio™Green a partir de la ecuacion 1 a
una longitud de onda de 508 nm, podemos determinar el porcentaje de proteina

marcada (ecuacion (26))

[Proteina marcadal]
- 508 nm , 100 — %
[Proteina totall,go nm

Proteina marcada (26)

3.6. Caracterizacion estructural de las proteinas Sdo1-FIAsH silvestre y las
mutantes Sdo1 V36A-FIAsH, P144R-FIAsH y K175E-FIAsH por
dicroismo circular (DC)

Se analizo el contenido de estructura secundaria de las proteinas por dicroismo
circular (DC) en la region del UV lejano y se analiz6 la estabilidad térmica de las
mismas. Los experimentos se realizaron en el Laboratorio Nacional de Estructura
de Macromoléculas (LANEM) del instituto de Quimica de la UNAM, en un
espectropolarimetro JASCO J-1500 equipado con un médulo Peltier para el control
de la temperatura. Para la determinacion del contenido de estructura secundaria
cada una de las proteinas se prepard en una solucion amortiguadora de fosfatos
(25 mM HPO4?/H2PO4 pH 7.4) a una concentracion de 2.9 uM. La coleccién de
datos se realiz6 en un rango de las longitudes de onda de 195-260 nm a una
temperatura constante de 20 °C empleando una celda de cuarzo con una longitud
de trayectoria de 0.2 cm. Ademas, se utiliz6 una velocidad de muestreo de 20
nm/min, una constante de tiempo experimental de 2 s, una amplitud de la banda
espectral de 1.0 nm y finalmente el nimero de mediciones a ser promediadas fue
de 3. Los valores de la sefial de DC observada se transformaron a valores de
elipticidad molar media por residuo (MRW del inglés mean residue weight) utilizando
la ecuacion (27)
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[@] _ G)obs -MRW _ (miligrados) . (%) .
MRW ™ 10-[P]-d ~— 10'<m—g3)'(cm) (27)
cm

[@]mrw = [grados - cm?/dmol]

Donde [@] yzw €s la elipticidad molar media por residuo en grados-cm?/dmol, 0,,.es
la elipticidad observada en miligrados, MRW es el peso molecular medio de los
residuos en g/mol, [P] es la concentracion de la proteina en mg/mL (o mg/cm?3) y
d es la longitud de trayectoria de la celda en cm.

La deconvolucién de los datos se llevd a cabo con los softwares DichrowWeb?#’:48
(http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/home.shtml) en un rango de 195-260 nm y
BeStSel #° (http://bestsel.elte.hu) en un rango de 200-250 nm.

3.6.1. Analisis de la estabilidad térmica de las proteinas por DC

Se realiz6 un andlisis de la estabilidad térmica para cada una de las proteinas en
una solucién amortiguadora de fosfatos (25 mM HPQO4?/H2PO4 pH 7.4) a una
concentracion de 2.9 uM empleando una celda de cuarzo con una longitud de
trayectoria de 0.2 cm. Ademas, la coleccion de datos se realizé a una temperatura
inicial de 10 °C y una temperatura final de 90 °C con un intervalo de 1 °C, un
gradiente de 1.0 °C/min, un tiempo de espera de 5 s, una constante de tiempo
experimental de 2 s, una amplitud de la banda espectral de 1.0 nm a una longitud
de onda de 208 nm. Los datos fueron procesados a valores de elipticidad media por
residuo como fue explicado anteriormente. La fraccion desnaturalizada en funcion
de la temperatura (fy (T)) fue calculada de la siguiente manera:
6(T) — 0y(T)

Oy(T) — On(T)

Donde 6(T), 65(T) y 6,(T) son los valores de elipticidad observada, nativa y

fu(T) = (28)

desnaturalizada, respectivamente.

3.6.2. Determinacion de la reversibilidad del proceso de
desnaturalizacion térmica
La determinacién del contenido de estructura secundaria de cada una de las

proteinas después de su desnaturalizacion por calor se realizé en un rango de las
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longitudes de onda de 195-260 nm a una temperatura constante de 20 °C
empleando una celda de cuarzo con una longitud de trayectoria de 0.2 cm. Ademas,
se utilizé una velocidad de muestreo de 20 nm/min, una constante de tiempo
experimental de 2 s, una amplitud de la banda espectral de 1.0 nm y finalmente el
namero de mediciones a ser promediadas fue de 3. Los datos fueron procesados a
valores de elipticidad molar media por residuo como fue explicado inicialmente. Para
realizar este experimento después del analisis de la estabilidad térmica la muestra
se enfrid bajo las mismas condiciones en las que fue calentado, hasta llegar a una
temperatura de 20 °C. Una vez alcanzada esta temperatura, se procedié a obtener
el espectro en la region del UV-lejano para determinar la estructura secundaria de

la muestra.

3.7.Estudios de union de las proteinas Sdo1-FIAsH silvestre y mutantes

con scEFL1 por anisotropia de fluorescencia

3.7.1. Marcaje con el reactivo Lumio™Green
Las proteinas Sdol silvestre y las mutantes Sdol V36A, P144R y K175E presentan
en su amino terminal una secuencia de reconocimiento pequefia de seis residuos
(Cys-Cys-Pro-Gly-Cys-Cys), nombrada como etiqueta FIASH™ (Eluorescein
Arsenical Hairpin binding) o etiqueta Lumio™. Esta secuencia reacciona con el
colorante fluorescente 4',5'-bis(1,3,2-ditioarsolan-2-il)fluoresceina (Lumio™Green),
de forma altamente especifica y con gran afinidad, lo que da como resultado una
sefal fluorescente brillante (figura 9).
Se mezclé 1 nmol de proteina con 2 nmol del reactivo Lumio™Green en una
solucion amortiguadora para ensayos de anisotropia de fluorescencia (50 mM Tris-
HCIl pH 7.5, 250 mM NaCl, 5 mM MgClz, 10 % glicerol y 5 mM B-mercaptoetanol) en
un volumen de 10 uL. EI B-mercaptoetanol se empled para mantener reducidos los
residuos de cisteinas, para una adecuada union de la etiqueta FIAsH y el reactivo
Lumio™Green. Se dej6 incubando la reaccién durante 8 h a 4°C. Finalizado el
tiempo de incubacion, se dializé la muestra contra la misma solucién amortiguadora
durante toda la noche para eliminar el reactivo Lumio™Green libre. Finalmente, se
utilizé la ley de Lambert-Beer para cuantificar el % de proteina marcada con el

reactivo Lumio™Green como se indica en la seccion 2.5.
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Figura 9. El reactivo de Lumio™Green fluoresce al unirse a la etiqueta Lumio™ %0,

3.7.2. Experimentos de anisotropia de fluorescencia

Se estudié la unién de la proteina Sdol-FIAsH silvestre y mutantes a scEFL1
usando anisotropia de fluorescencia en un espectrofluorbmetro de ISS, en el
Laboratorio de Fisicoquimica e Ingenieria de Proteinas de la Facultad de Medicina
de la UNAM. Para determinar la constante de union de la proteina Sdol-FIAsH
silvestre, se titulé una solucion stock de scEFL1 en una solucién amortiguadora para
ensayos de anisotropia (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 250 mM NaCl, 5 mM MgClz, 10 %
glicerol y 5 mM B-mercaptoetanol) que contenia 0.1 uM de Sdol-FIAsH silvestre
marcada. Cada adicién fue de 2 uL con un tiempo de agitacion de 30 sy 4.5 min de
incubaciéon. Finalizado el tiempo de incubacion se midi6 la anisotropia de
fluorescencia a 25 °C. Las longitudes de onda de excitacion y emision empleadas
fueron 500 y 535 nm, respectivamente, usando una resolucién espectral de 2 nm
para ambos casos.

El valor de la constante de disociacion (Kg) para la proteina Sdol-FIAsH silvestre se
obtuvo a partir de la inversa de la constante de asociacion (K). El valor de K se
determiné ajustando los datos de anisotropia a un modelo de un sitio de unién con
efecto de agotamiento de ligando®2® (considerando las condiciones
experimentales) como se describe en la seccién 1.5.1.2.3 empleando la ecuacion 8.
En ésta ecuacion, P es la proteina Sdol-FIAsH silvestre, L es el ligando scEFL1, r
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es la anisotropia medida, rp es la anisotropia de la proteina Sdol-FIAsH silvestre
libre; rp;, es la anisotropia del complejo Sdol-FIAsH silvestre:scEFL1, K es la
constante de afinidad, [P]; es la concentracion total de la proteina Sdol-FIAsH
silvestre y [L]; es la concentracion total del ligando scEFL1.

En el caso de las proteinas mutantes Sdol V36A-FIAsH, P144R-FIAsH y K175E-
FIAsH el valor de K se determiné ajustando los datos de anisotropia a un modelo de
un sitio de unién y a un modelo de dos sitios distintos de unién33°, como se describe
en las secciones 1.5.1.2. (empleando la ecuacion 6) y 1.5.1.2.2 (empleando la
ecuacion 7), respectivamente. Con base en las condiciones experimentales, para
los estudios de estas mutantes, se puede asumir que la concentracion del ligando
es por lo menos 5 veces mayor a la concentracion de la proteina ([L] > [P]) en
cualquier momento de la titulacion, por ende, se puede inferir que la concentracion
del ligando scEFL1 libre es casi igual a la concentracién total del mismo (L = L,),
condiciones necesarias para emplear los modelos de un sitio de unién y de dos
sitios distintos de unién.353° En la ecuacion 6, P es la proteina Sdol1-FIAsH silvestre,
L es el ligando scEFL1, r es la anisotropia medida, r» es la anisotropia de la
proteina Sdol-FIAsH silvestre libre; rp; es la anisotropia del complejo Sdol-FIAsH
silvestre:scEFL1, K es la constante de afinidad y [L]; es la concentracion total del
ligando scEFL1. Por otro lado, en la ecuacion 7, P es la proteina Sdol-FIAsH
silvestre, L es el ligando scEFL1, r es la anisotropia medida, r» es la anisotropia de
la proteina Sdo1-FIAsH silvestre libre; rp; es la anisotropia del complejo Sdol1-FIAsH

silvestre:scEFL1, rp,, es la anisotropia del complejo Sdol1-FIAsH silvestre:2scEFL1,

K; es la constante de afinidad del primer evento de union, K, es la constante de
afinidad del segundo evento de unién y [L]; es la concentracion total del ligando
SCEFL1.
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CAPITULO 4
4. RESULTADOS
4.1.Construccion de los vectores de expresidon para las proteinas Sdo1-
FIAsH silvestre y las mutantes Sdo1 V36A-FIAsH, P144R-FIAsH y
K175E-FIAsH
El vector que presenta la secuencia génica que codifica la proteina mutada en el
sindrome de Shwachman-Bodian-Diamond de la levadura (Sdol) -FIAsH silvestre y
los vectores que presentan las secuencias génicas que codifican las proteinas
mutantes Sdol V36A-FIAsH, P144R-FIAsH y K175E-FIAsH (obtenidos empleando
el método de mutagénesis sitio-especifica) fueron amplificados mediante la
transformacion de estos en células competentes de E. coli DH5a. Posteriormente,
el plasmido pRSET-FIAsHSdo1-His y los plasmidos pRSET-FIAsHSdo1-His con las
mutaciones respectivas insertadas fueron purificados por la técnica de lisis alcalina
como se describe en la seccion 3.1.5. Los productos de las purificaciones fueron
analizados por la técnica de electroforesis en un gel de agarosa al 1 %. En la figura
10 en el carril nombrado como WT (del inglés Wild-type) se corrié el plasmido
PRSET-FIASHSdo1-His purificado, en los carriles nombrados como V36A, P144R y
K175E, se corrieron lo plasmidos pRSET-FIAsHSdol-His con las mutaciones
respectivas insertadas purificados, en el cual se puede observar para los cuatro
casos una banda de DNA con un peso molecular de aproximadamente 3553 pb,
correspondiente al peso molecular esperado. Ademas, se puede observar un tenue
barrido en la parte superior de nuestra banda de interés, que se debe a los
topoisémeros del DNA plasmidico. Por otro lado, para confirmar que las bandas de
nuestro interés son del plasmido pRSET-FIAsHSdol-His y de los plasmidos pRSET-
FIAsHSdo1-His con las mutaciones respectivas insertadas puros se realizo el corte
de los plasmidos con la enzima de restriccion Xbal. Los productos de la digestiéon
fueron analizados por la técnica de electroforesis en un gel de agarosa al 1 %. En
la figura 11, se puede observar en los carriles nombrados como WT, V36A, P144R
y K175E las muestras que fueron digeridas. Los plasmidos al ser digeridos con la
enzima de restriccion Xbal generaron para cada uno de los casos dos fragmentos

con pesos moleculares de 2944 y 609 pb. Esto se debe a que la secuencia que
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codifica cada una de las proteinas de Sdol-FIAsH mutadas presenta dos sitios de

corte para esta enzima.

Sdo1- Etiquetas His-FIAsH
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Figura 10. Purificacion de los plasmidos pRSET-FIAsHSdol1-His que presentan las secuencias que
codificante de la proteina Sdol-FIAsH silvestre y las mutantes Sdol V36A-FIAsH, P144R-FIAsH y
K175E-FIAsH. Carril M, marcador de peso molecular; WT, plasmido pRSET-FIAsHSdo1-His; V36A,
plasmido pRSET-FIAsHSdo1-V36A-His; P144R, plasmido pRSET-FIAsHSdo1-P144R-His; K175E,
plasmido pRSET-FIAsHSdo1-K175E-His.

1% agarosa

Finalmente, las clonas cuyo patrén de restriccion experimental coincidié con el
patrén de restriccion esperado (dos bandas; una con un peso de 2944 pb y otra de
591 pb) se secuenciaron con la compafiia Gen Script USA Inc. para verificar la

correcta insercion de las mutaciones deseadas.
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Figura 11. Restriccion de los plasmidos pRSET-FIAsHSdol1-His que presentan las secuencias que
codifican la proteina Sdol1-FIAsH silvestre y las mutantes Sdol V36A-FIAsH, P144R-FIAsH y K175E-

FIAsH con la enzima Xbal.

Las secuenciaciones de los plasmidos pRSET-FIAsHSdo1-His con las mutaciones
respectivas insertadas se analizaron con el programa SerialCloner 2.6.1. Mediante
el alineamiento de la secuencia del plasmido pRSET-FIAsHSdol-His (proteina
Sdol-FIAsH silvestre) contra la secuencia de los plasmidos pRSET-FIAsHSdol-
V36A-His (figura 12 A), pRSET-FIAsHSdo1-P1445-His (figura 12 B) y pRSET-
FIAsHSdo1-K175E-His (figura 12 C) se identificé el cambio del codon original por
el mutante, asi como el cambio del residuo de amino&cido original por el mutado.
Ademas, a través del analisis se confirmd la secuencia respectiva para la etiqueta
de seis histidinas (necesaria para realizar el proceso de purificacion) en el extremo
C-terminal y la secuencia para la etiqueta FIAsSH (Fluorescein Arsenical Hairpin
binding) de seis residuos (Cys-Cys-Pro-Gly-Cys-Cys) en el extremo N-terminal
(necesaria para realizar los estudios de unién por anisotropia de fluorescencia). No

se encontrd ninguna otra mutacion en la secuencia de los plasmidos analizados.
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A v
K A2 R KR F E WV &2 C Y @Q H KV QD Y R K
Seq_1 181 aaggctogcaagagatttgaagtogegtgectaccaaaataagyteccaagactatogaaaa 240
Ferrrreerrrrrreerrrrrrerrrrrre et rrrrererrrgrrrrrrrreerrrnnl
Seq_2 134 ANGECTCOGCARGAGRATTTGRAAGTCGCGTGCTACCARRRTRRAGECCCARGACTATCGRRARE 193
K A B KR F E WV &2 C Y @Q HEKAOQTDTYZER K
A
B v
F 5 P VW I NI EKU P AU EKILGGRQZ ARTLEWHSRTIIEKTLL
Seq_l1 540 gttcagccctgttattaacaaacctgocaaattgecaagectttagaggctatcaaattatt 599
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Figura 12. Alineamiento con el programa SerialCloner 2.6.1 de la secuencia del plasmido pRSET-
FIAsHSdol-His (proteina Sdol-FIAsH silvestre) contra la secuencia de los plasmidos pRSET-
FIAsHSdo1-V36A-His (figura 12 A), pRSET-FIAsHSdo1-P1445-His (figura 12 B) y pRSET-
FIAsHSdo1-K175E-His (figura 12 C). En estos alineamientos, se sefiala el cambio del codén original

(V) por el mutante (A), asi como el cambio del residuo de aminoécido original por el mutado.

4.2. Expresion y purificacion de las proteinas recombinantes
4.2.1. Expresion y purificaciéon de las proteinas Sdo1-FIAsH silvestre y
mutantes
Las proteinas Sdol-FIAsH silvestre y las mutantes Sdol V36A-FIAsH, P144R-
FIAsH y K175E-FIAsH fueron expresadas en la cepa de E. coli C41(DE3) como se
describié en la correspondiente seccion de metodologias. Las proteinas fueron
purificadas mediante tres técnicas de cromatografia secuencialmente. Inicialmente
se emple6 una cromatografia de afinidad a iones Ni?*, posteriormente una
cromatografia de intercambio catidnico y, finalmente, una cromatografia de
exclusion molecular. En la figura 13, se observa la proteina Sdol-FIAsH silvestre
pura obtenida mediante cromatografia exclusion molecular, la banda observada
tiene un peso molecular de aproximadamente 30 kDa lo que concuerda con el peso
molecular de nuestra proteina que es de (29.542 kDa). En la figura 14, se muestran
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los resultados de la purificacion de las proteinas mutantes Sdol V36A-FIAsH,
P144R-FIAsH y K175E-FIAsH puras obtenidas mediante cromatografia exclusion
molecular, las bandas observadas en los tres casos tiene un peso molecular de

aproximadamente 30 kDa lo que concuerda con el peso molecular de nuestras
proteinas (29.542 kDa).
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Figura 13. Proteina recombinante Sdol-FIAsH silvestre pura obtenida mediante cromatografia de
exclusion molecular y analizada por SDS-PAGE.
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Figura 14. Proteinas mutantes Sdol V36A-FIAsH, P144R-FIAsH y K175E-FIAsH puras obtenidas
mediante cromatografia exclusion molecular y analizadas por SDS-PAGE.
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4.2.2. Expresion y purificacion de la proteina scEFL1
La proteina scEFL1 expresada en la cepa de S. cerevisiae BCY123 con el plasmido
pRS426-scEFL1His fue purificada mediante dos técnicas de cromatografia
secuencialmente. Inicialmente se empleé una cromatografia de afinidad a iones Ni%*
y posteriormente una cromatografia de exclusion molecular. En la figura 15, se
observa la proteina scEFL1 purificada mediante cromatografia afinidad a iones de
niquel (Ni2*), la banda principal en el carril de elucién tiene un peso molecular de
aproximadamente 130 kDa lo que concuerda con el peso molecular de nuestra
proteina que es de (127.33 kDa). Sin embargo, se observa una gran cantidad de
bandas contaminantes de menor peso molecular, es por ello que se procedioé a un
segundo paso de purificacion mediante cromatografia de exclusion molecular. En la
figura 16, se observa la proteina scEFL1 pura obtenida mediante cromatografia
exclusion molecular, la banda observada tiene un peso molecular de
aproximadamente 130 kDa lo que concuerda con el peso molecular de nuestra

proteina que es de (127.33 kDa).
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Figura 15. Proteina recombinante scEFL1 purificada mediante cromatografia de afinidad a iones de
niquel (Ni2+) y analizada por SDS-PAGE.
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Figura 16. Proteina recombinante scEFL1 pura obtenida mediante cromatografia de exclusion
molecular y analizada por SDS-PAGE.

4.3. Caracterizacion estructural de las proteinas Sdo1-FIAsH silvestre y
mutantes mediante dicroismo circular

La espectroscopia de dicroismo circular (DC) en la region del UV lejano es una
técnica ampliamente utilizada para el estudio de la estructura secundaria de las
proteinas °1. Por esto se utilizé esta técnica para verificar el correcto plegamiento
de las proteinas Sdol-FIAsH silvestre y mutantes, y hacer una comparacion
estructural entre ellas. En la figura 17 se presenta el traslape de los espectros de
DC en el UV lejano de las proteinas Sdol-FIAsH silvestre y las mutantes Sdol
V36A-FIAsH, P144R-FIAsH Y K175E-FIAsH. Se observa claramente que tanto la
proteina silvestre como las mutantes tienen el mismo espectro de DC en el UV
lejano, lo que sugiere que el contenido de estructura secundaria se conserva. Los
espectros de DC presentan las sefiales de un minimo a 208 nm y a 222, asi como
un maximo a 195 nm. Estas sefiales son caracteristicas de una proteina que
contiene una mezcla de a-hélices y hojas . Este dato concuerda con la estructura
de SBDS humana obtenida por Finch, A. J. y colaboradores’, por espectroscopia
de resonancia magnética nuclear (PDB:2L9N).
Se han desarrollado numerosos algoritmos para la estimacion de la composicion de

la estructura secundaria a partir de los espectros de DC. Estos métodos a menudo
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no brindan resultados aceptables en proteinas mixtas a /B o ricas en estructura .52
En este trabajo de investigacion la deconvolucién de los datos se llevo a cabo con
los programas DichroWeb?*”*8, en un rango de 195-260 nm y BeStSel*°, en un rango
de 200-250 nm. El programa BeStSel emplea un algoritmo que caracteriza la
estructura secundaria de proteinas mediante el uso de ocho componentes
dimensionales.*® Por otro lado, el programa DichroWeb emplea un método de
deconvolucién de datos basado en redes neuronales que implican el algoritmo de
propagacion inversa.*’* Ademds, se realizé la prediccion de la estructura
secundaria de proteinas de Sdol-FIAsH silvestre y mutantes partiendo de su
secuencia de aminoacidos mediante el programa RaptorX Property.>3 El programa
RaptorX Property emplea un modelo de aprendizaje automatico emergente llamado
DeepCNF (campos neuronales convolucionales profundos del inglés Deep
Convolutional Neural Fields) para predecir la estructura secundaria.>?

En las tablas 4 y 5 se muestran los porcentajes de cada tipo de estructura
secundaria para las proteinas Sdol-FIAsH silvestre y las mutantes Sdol V36A-
FIAsH, P144R-FIAsH y K175E-FIAsH obtenidos mediante los programas DichroWeb
y BeStSel, respectivamente. Estos resultados obtenidos por los dos diferentes
programas de deconvolucion nos permiten confirmar que el contenido de estructura
secundaria se conserva. Ya que las diferencias de los porcentajes de cada tipo de
estructura secundaria de la proteina Sdol-FIAsH silvestre y las mutantes entran
dentro del error experimental, como se puede observar en las tablas 4 y 5,
respectivamente. Cabe mencionar que los porcentajes para cada tipo de estructura
secundaria obtenidos mediante los dos programas son distintos, ya que los
algoritmos que emplean para obtener estos valores son diferentes. Por otra parte,
en la tabla 6, se encuentran los porcentajes predichos de cada tipo de estructura
secundaria para las proteinas Sdol-FIAsH silvestre y las mutantes mediante el
programa RaptorX Property. Entre los porcentajes de cada tipo de estructura
secundaria obtenidos mediante los programas de deconvolucion se observan
diferencias significativas respecto a los porcentajes predichos a partir de las
secuencias de las proteinas (asi como, respecto al contenido porcentual de 39 %

de hélices alfa y 15 % de hojas beta observados en las estructuras obtenidas por
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crio-EM de la proteina SBDS humana unida a la subunidad ribosomal 60S). Esta

diferencia se puede atribuir a la falta precision de los programas empleados.

Tabla 4. Deconvolucion de los espectros de dicroismo circular de las proteinas Sdol-FIAsH

silvestre y mutantes mediante el programa DichroWeb.

Proteina Hélice alfa Hoja beta Hebra al azar
Sdol-FlAsH silvestre 26 % 21 % 53 %
Sdol V36A-FIAsH 25% 21 % 55 %
Sdol P144R-FIAsH 23 % 22% 54 %
Sdol K175-FIAsH 25 % 22 % 54 %

Tabla 5. Deconvolucion de los espectros de dicroismo circular de las proteinas Sdol-FIAsH

silvestre y mutantes mediante el programa BeStSel.

Proteina Hélice alfa

Sdo1-FIAsH silvestre ‘
Sdol V36A-FIAsH ‘

Sdol P144R-FIAsH ‘ 20.9 %
Sdol K175-FIAsH ‘ 18.8 %

Hoja
antiparalela
24.9 %
23.1%
22.4 %
255 %

Hoja paralela

0.1%

0.4%
0%
0%

14.1 %
14.3 %
14.3 %
13.8 %

Giro beta

Hebra al
azar
42.9 %
46.6 %
42.4 %
41.9 %

Tabla 6. Prediccién de la estructura secundaria de las proteinas Sdol-FIAsH silvestre y mutantes
partiendo de su secuencia de aminoécidos mediante el programa RaptorX Property.

Proteina

Sdol-FIAsH silvestre
Sdol V36A-FIAsH
Sdol P144R-FlAsH
Sdol K175-FIAsH

Hélice alfa

‘ 38 %
38 %
38 %

‘ 38 %

Hoja beta

16 %
17 %
16 %
17 %

Hebra al
azar
45 %
44 %
45 %
44 %
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Figura 17. Espectros de DC en el UV-lejano a 20 °C de las proteinas Sdol-FIAsH silvestre (e) y las
mutantes Sdol V36A-FIAsH (e), P144R-FIAsH (e) y K175E-FIAsH (e).

4.3.1. Analisis de estabilidad térmica de las proteinas por CD

La estabilidad térmica de las proteinas las proteinas Sdol-FIAsH silvestre y las
mutantes Sdol V36A-FIAsH, P144R-FIAsH y K175E-FIAsH se evalué usando
dicroismo circular (DC) siguiendo los cambios en el espectro con el aumento de
temperatura a una longitud de onda de 208 nm como se describe en la seccién
3.6.2. Los datos de elipticidad experimentales fueron convertidos a la fraccion
desnaturalizada en funcién de la temperatura (f; (T)) como se explica en la seccion
3.6.2 (ecuacion 28).

En la figura 18, se traslaparon los perfiles de desnaturalizaciéon térmica obtenidos
de las proteinas Sdo1-FIAsH silvestre y mutantes mediante DC. En todos los casos,
la desnaturalizacion térmica indicé que la transicion de las proteinas fue sigmoidea
con un punto medio en la temperatura de desnaturalizacion (Tm). Se observo que
la proteina Sdol-FIAsH silvestre fue més resistente a la perturbacion térmica en
comparacion con las mutantes, con un inicio de despliegue de ~ 48 ° C, mientras

gue para la mutante Sdol P144R-FIAsH fue de ~ 40 ° C, para la mutante Sdol
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V36A-FIAsH fue de ~ 31 ° C y para la mutante Sdol K175E-FIAsH fue de ~ 30 ° C.
A pesar de esto, la temperatura de desnaturalizaciéon (Tm) determinada para la
proteina Sdol-FIAsH silvestre es la misma que para las mutantes Sdol V36A-FIAsH
y Sdol P144R-FlAsH, siendo esta de 60 °C. Mientras que para la mutante Sdol
K175E-FIAsH fue de 55 °C (tabla 7). Con base a esto se puede concluir que la
estabilidad térmica de la proteina Sdol1-FIAsH silvestre no es igual a la estabilidad
térmica de las mutantes Sdol V36A-FIAsH y Sdol P144R-FIAsH. Aunque tienen el
mismo valor de Tm, las mutantes son menos resistente a la perturbacién térmica,
ya que estas comienzan a desplegarse a una temperatura mucho menor que la
proteina Sdol-FIAsH silvestre. Por otro lado, la estabilidad térmica para la mutante
Sdol K175E-FIAsH es menor que la proteina Sdol-FIAsH silvestre y que las
mutantes Sdol V36A-FIAsH y Sdol P144R-FIAsH. Esta mutante es la menos
estable frente a la perturbacion térmica, ya que comienza a desplegarse
aproximadamente a 30 °C y su Tm es de 55 °C.

En conclusion, las mutaciones introducidas en la proteina Sdol-FIAsH disminuyen
la estabilidad térmica de esta. De modo que el despliegue térmico de estas mutantes
no sigue la misma transicion que la proteina Sdol-FIAsH silvestre como se observa
en la figura 18. La mutacion K175E que se encuentra localizada en el dominio Il
es la que mas afecta (disminuye) la estabilidad térmica de la proteina. En
comparacion, la mutacién V36A que se encuentra localizada en el dominio | tiene
un efecto intermedio en la disminucion de la estabilidad térmica de la proteina.
Finalmente, la mutacion P144R que se encuentra ubicada en el dominio Il es la

mutacién que menos efecto provoca en la estabilidad térmica de la proteina.

Tabla 7. Temperaturas de desnaturalizacién (Tm) de las proteinas Sdol-FIAsH silvestre y mutantes

obtenidas a partir del analisis de estabilidad térmico por DC a una longitud de onda de 208 nm.

Proteina Tm (°C)
Sdol-FlAsH silvestre 60
Sdol V36A-FIAsH 60
Sdol P144R-FIAsH 60
Sdol K175E-FIAsH 55
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Figura 18. Perfiles de desnaturalizacion térmica de las proteinas Sdol-FIAsH silvestre (o) y las
mutantes Sdol V36A-FIAsH (e), Sdol P144R-FIAsH (e) y Sdol K175E-FIAsH (e) a partir del cambio
de elipticidad a 208 nm.

4.3.2. Determinacién de la estructura secundaria de las proteinas a 20
°C después de la desnaturalizacion térmica

Se determiné el contenido de estructura secundaria de cada una de las proteinas
en estudio después de haber sido calentadas a 90 °C para evaluar si el proceso de
desnaturalizacion térmica reversible. En la figura 19, se presenta la superposicion
de los espectros de DC en el UV lejano de las proteinas Sdol-FIAsH silvestre y las
mutantes estudiadas a 20 °C antes y después de haber sido calentadas a 90 °C. Se
observa en los espectros de todas las proteinas estudiadas una disminucién
significativa en la intensidad de las sefiales después del tratamiento con calor, sin
gue su valor en las regiones indicativas de estructura secundaria, por ejemplo a 220
nm, haya tomado valores cercanos a cero. Lo anterior sugiere que el contenido de
estructura secundaria no se recupera en su totalidad en consecuencia, el proceso
de desnaturalizacidon térmica no es reversible. La presencia de sefial significativa de
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elipticidad molar se puede deber a que en ocasiones la forma desplegada de una
proteina posee una estructura secundaria definida, pero totalmente diferente a la
forma nativa.>® Ademas, es de resaltar que los espectros de DC de las proteinas
desnaturalizadas concuerdan con los resultados obtenidos en el analisis de
estabilidad térmica, ya que la mutante Sdol K175E-FIAsH presenta el espectro con
mayor pérdida de estructura secundaria en comparacion con las otras dos mutantes
y la proteina silvestre. Esto se podria deber a que la mutacion K175E localizada en
el dominio Il afecta en mayor medida la estabilidad térmica de la proteina. Por otro
lado, las mutantes Sdol V36A-FIAsH y P144R-FIAsH desnaturalizadas presentan
espectros casi iguales al de la proteina silvestre desnaturalizada. Esto concuerda,
con que las mutaciones V36A (dominio 1) y P144R (dominio Il) afectan en menor

medida la estabilidad térmica de la proteina.
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Figura 19. Comparacion de los espectros de DC en el UV-lejano de las proteinas nativas (n) Sdol-

FIAsH silvestre (e) y las mutantes Sdol V36A-FIAsH (e), P144R-FIAsH (e) y K175E-FIAsH (e)
respecto al de la proteina correspondiente después de haber sido sometidas a un tratamiento térmico

(d).
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4.4.Interaccion de Sdo1-FIAsH silvestre y mutantes con scEFL1 mediante
anisotropia de fluorescencia

Se estudio la union de las proteinas Sdol-FIAsH silvestre y mutantes a scEFL1
usando anisotropia de fluorescencia. Previo a los ensayos, las proteinas se
marcaron con el reactivo Lumio™Green, alcanzando al menos un porcentaje de
marcacion del 80 % a las 8 horas de reaccion. De acuerdo con informacion previa
de nuestro grupo de trabajo la interaccién del ortélogo humano de EFL1 con la
proteina SBDS consta de dos eventos distintos y cooperativos de unién, donde los
dominios II-lll de SBDS dirigen la interaccién inicial con hsEFL1 como un cuerpo
rigido, seguido del acoplamiento del dominio 1.54
La interaccion entre sceFL1 y Sdol-FIAsH silvestre se muestra en la figura 20. Los
datos obtenidos se ajustaron a un modelo de un sitio de union con efecto de
agotamiento de ligando con una Kgq de 0.11 uM (tabla 8). Para introducir el
agotamiento de ligando, la ecuacién que describe la unidon en el modelo esta en
funcion de la concentracion total de Sdol-FIAsH silvestre. Cabe mencionar que la
Kq de 0.11 uM obtenida en este trabajo concuerda con la Kq obtenida por Luviano,
A. y colaboradores?® de 0.3+0.07 uM en el estudio de unién entre scEFL1 y Sdol
silvestre realizado por ITC.
De acuerdo con la informacion previa de nuestro grupo de trabajo la interaccién de
hseEFL1 humana con la proteina SBDS humana consta de dos eventos distintos y
cooperativos de unién (5.43 uM y 0.4 uM, respectivamente).>*>> En consecuencia,
se esperaria que la interaccion entre Sdol silvestre (ortélogo de levadura de SBDS)
y scEFL1 (EFL1 en levadura) siga un mecanismo de interaccion similar. Sin
embargo, en este trabajo obtuvimos una Ky de 0.11 pM. Esto se debe a que las
constantes de disociacion de la interaccion entre scEFL1 y Sdol-FIAsH silvestre
son muy altas y debido las condiciones experimentales empleadas solo pudimos
ajustar los datos de anisotropia a una modelo de un sitio de union con efecto de
agotamiento de ligando, es decir, solo pusimos determinar la unién de sceFL1 y
Sdol-FIAsH silvestre como un evento de un solo paso.
En este trabajo de investigacion los datos no se pudieron ajustar a un modelo de

dos sitios de unidn distintos, ya que este tipo de modelo, con efecto de agotamiento
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de ligando, solo se han realizado mediante simulaciones tedéricas por computadora,
debido a la complejidad del analisis en si. Por lo que, la literatura recomienda que,
para el caso de las investigaciones experimentales se deben maodificar las
condiciones experimentales para evitar el agotamiento de ligando.%® Por lo cual,
dentro de las perspectivas de este trabajo se propone modificar las concentraciones
empleadas en el experimento para evitar el efecto de agotamiento de ligando y asi
poder ajustar los datos experimentales a un modelo de dos sitios distintos de union
y poder verificar si la interaccion de scEFL1 con la proteina Sdol-FIAsH silvestre
consta de dos eventos distintos y cooperativos como en el caso de la interaccion
entre hseFL1 con la proteina SBDS humana.

Los datos obtenidos de la interaccion de las mutantes Sdol-FIAsH a scEFL1 se
ajustaron a un modelo de un sitio de union y a uno de dos sitios distintos de unioén.
Para todas las mutantes de Sdol1-FIAsH el ajuste que mejor describié su interaccion
con sceFL1 fue el modelo de dos sitios distintos de union con cooperatividad
positiva, ya que para todos los casos la Kq2<Kq1 como se puede observar en la tabla
8. En las figuras 21, 22 y 23 se muestra el grafico de union entre scEFL1 y la
mutante Sdol V36A-FIAsH, scEFL1 y la mutante Sdol P144R-FIAsH, y scEFL1 y
la mutante Sdol K175E-FIAsH, respectivamente. Por otra parte, los ajustes a un
modelo de un sitio de union que no describieron bien las interacciones de las
mutantes de Sdol-FIAsH con scEFL1 se pueden consultar en el anexo B.

En conclusion, los valores de las constantes de disociacion Kq1 y Kg2 obtenidas para
las mutantes de Sdol-FIAsH se encuentran en el mismo orden de magnitud, ya que
se encuentran dentro de la incertidumbre en ambos casos. Sin embargo, estas
constantes de disociacion son al menos un orden de magnitud mas débiles que la
constante de disociacion de la proteina Sdol1-FIAsh silvestre. Por otro lado, el hecho
de que la interaccion de scEFL1 y las mutantes de Sdol-FIAsH se ajustaron mejor
al modelo de dos sitios distintos de unién nos da un indicio de que la interaccién de
SCEFL1 y Sdol-FIAsH silvestre también consta de dos eventos distintos y

cooperativos.
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dos sitios distintos de union.
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Tabla 8. Constantes de disociacion de la interaccion entre sScEFL1 y las proteinas Sdol silvestre y
mutantes que rescatan el lento crecimiento de células con mutaciones en el asa-P de la proteina
RPL10.

Dominio Proteina Ka1 (uM) Kaz (UM)
Sdol-FIAsH silvestre 0.11 + 0.008
I Sdol V36A-FIAsH 8.49+ 4.07 1.73+£0.92
Il Sdol P144R-FIAsH 12.49+ 2.88 2.27+ 0.62
i Sdol K175E-FIAsH 9.68+ 2.56 3.34+ 0.94
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CAPITULO 5

5. DISCUSION DE RESULTADOS

En este trabajo se busco entender la ganancia de funcion de las mutantes Sdol
V36A, P144R y K175E, que Johnson, A. y colaboradores®® identificaron como
mutaciones capaces de revertir el defecto de lento crecimiento observado por la
mutacion S104D, en el asa-P de RPL10. La mutante RPL10 S104D inhibe
especificamente la liberacion de Tif6, lo que sugiere una unién defectuosa de Sdol
a la subunidad 60S.1%13 Para comprender el efecto de estas mutaciones a nivel
molecular se evaluaron los cambios estructurales y de estabilidad térmica en las
mutantes supresoras de Sdol mediante dicroismo circular. Asi como, se evalud la
interaccion entre estas mutantes supresoras con scEFL1, mediante anisotropia de
fluorescencia.

Los espectros de dicroismo circular y la deconvolucién de estos mostraron que las
mutantes estudiadas conservan el contenido de estructura secundaria de la proteina
Sdol silvestre. Es asi como estas mutaciones mantienen su funcion original y, a la
vez, rescatan el lento crecimiento ocasionado por la mutacién RPL10 S104D.*2 Por
otro lado, los estudios de estabilidad térmica demostraron que la mutacion K165E
gue se encuentra en el dominio Il tiene un gran efecto en la disminucién de la
estabilidad térmica de la proteina, en comparacion con las mutaciones V36A y
P144R que se encuentran en el dominio | y I, respectivamente, ya que afectan en
menor medida la estabilidad térmica de la proteina. Con el objetivo de caracterizar
como esta disminucién de la estabilidad térmica de la proteina, debido a las
mutaciones localizadas en los tres dominios afecta la union con la proteina scEFL1,
se llevaron a cabo los ensayos de interaccion.

Los resultados de la interaccién de las mutantes con scEFL1 indicaron una
constante de disociacion un orden de magnitud mayor para todas las mutantes
estudiadas, comparadas con la Kq obtenida para la proteina Sdol silvestre. Estos
resultados se pueden explicar de la siguiente manera:

El dominio I, que ancla el extremo N-terminal de Sdol en el sitio P, es necesario
para la unién de Sdol a la subunidad 60S.?® Varias mutaciones asociadas a
enfermedades en SBDS, el ortélogo humano de Sdol, se presentan en el dominio

[, lo cual disminuye la union de Sdol. Johnson, A. y Patchett, S. A., en el 2016,
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predicen que las mutaciones en el dominio | de Sdol que suprimen RPL10 S104D
mejoran la unidon de Sdol en el sitio P. Las estructuras de crio-EM que han obtenido
de Sdol unida a la subunidad 60S muestran que el residuo conservado K62 esta
ubicado entre el asa-P de RPL10 y H93 del ARNr 25S, lo que potencialmente hace
una interaccion electrostatica con H93. Por tanto, las mutaciones supresoras que se
encuentra en el dominio | podrian mejorar esta interaccion. A lo que nosotros
complementamos con base a los resultados obtenidos en este trabajo de
investigacion que la mutacién Sdol V36A que se encuentra localizada en el dominio
[, disminuye su afinidad por scEFL1 en un orden de magnitud aproximadamente.
Por lo tanto, Sdol V36A probablemente aumenta su afinidad a la subunidad 60S y
desestabiliza interacciones intra-dominio con scEFI1, como lo demuestran los
resultados de este trabajo, facilitando el cambio conformacional necesario para la
liberacion de Tif6.

La reorganizacion de Sdol de una conformacion “"cerrada” a una "abierta" es
facilitada por el dominio Il, que sufre una rotacion de 60 grados, con respecto al
dominio | cuando se une a scEFL1. Este cambio conformacional es necesario para
la unién y activacion de scEFL1.153133 Por o tanto, las mutaciones en el dominio I
podrian influir en la rotacion y estabilizar la conformacion "abierta” funcionalmente
importante. Por lo que la mutacion Sdol P144R probablemente aumenta su
flexibilidad y actta debilitando su interaccién con scEFL1 en un orden de magnitud
aproximadamente, promoviendo asi la conformacion abierta y facilitando, asi, el
cambio conformacional necesario para la liberaciéon de Tif6.

En un inicio se pensé que la mutacion K175E que se localiza en el dominio Il podria
favorecer la union con sceEFL1, debido a que esta mutacion en el C-terminal se
localiza en la interfase de interaccion entre Sdol y el dominio IV de scEFL1. Sin
embargo, los resultados obtenidos demuestran que la interaccién entre Sdol K175E
y sCEFL1 es debilitada en un orden de magnitud aproximadamente. Por lo que se
propone que el mecanismo por el cual esta mutante suprime el defecto de RPL10
S104D es diferente. Debido a que se conoce que tras la union de sceFL1, el dominio
Il se desplaza de su posicion cerca del tallo P y gira en una conformacion "abierta”,
uniéndose cerca de la hélice 69, la transicion de Sdol de "cerrado" a "abierto”

permite que scEFL1 se asocie con el centro de union de GTPasa desocupado en la
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base del tallo P. Algunos estudios han propuesto que esto impulsa a scEFL1 hacia
una conformacion que es incompatible con Tif628, induciendo asi la liberacién de
Tif6. Con base en nuestros resultados se propone que la mutacién K175E debilita
su interaccion con scEFL1, aproximadamente en un orden de magnitud,
promoviendo asi la conformacion abierta de Sdol y, en consecuencia, facilitando
asi el cambio conformacional necesario para la liberacion de Tif6. Cabe resaltar,
gue este mecanismo, aparentemente, sigue la misma via que la mutante P144R, ya
gue ambas probablemente promueven la conformacién abierta de Sdol, facilitando
asi el cambio conformacional necesario para la liberacién de Tif6.

Finalmente, con base en estos resultados, se propone que el mecanismo que siguen
las mutantes Sdol V36A, P144R y K175E para rescatar el lento crecimiento
provocado por la mutacién S104D en el asa-P de RPL10 es desestabilizando las
interacciones intra-dominio entre Sdol y scEFL1 facilitando asi el cambio
conformacional para la liberacion de Tif6. Por lo cual, las mutaciones supresoras en
Sdol, que se encuentran localizadas a lo largo de sus tres dominios, siguen el
mismo mecanismo de debilitamiento de interacciones intra-dominio que siguen las
mutaciones supresoras de Tif6 y scEFL1, para rescatar el lento crecimiento

provocado por la mutacion RPL10 S104D.
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CAPITULO 6

6. CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion se propuso un
mecanismo por el cual las mutaciones de Sdol, que se encuentran localizadas a lo
largo de los tres dominios de ésta, son capaces de aliviar el lento crecimiento
observado en células de levadura con mutaciones en el asa-P de la proteina RPL10.
Esto nos permitio ampliar nuestro conocimiento acerca de la funcién molecular de
Sdol1/SBDS, scEFL1 y RPL10, y su participacion en un proceso fundamental, como
lo es la biogénesis ribosomal y su posible impacto en el proceso de traduccién
cuando hay fallas en el ensamblaje de los ribosomas, como resultado de la
incapacidad de liberar a elF6/Tif6, lo cual origina ribosomas anormales con
capacidades alteradas de la traduccion, que es la principal causa del desarrollo del
Sindrome de Shwachman-Bodian-Diamond y de otras ribosomopatias.
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CAPITULO 7

7. PERSPECTIVAS

Los datos obtenidos de la interaccion entre scEFL1 y Sdol-FIAsH silvestre por
anisotropia de fluorescencia no se pudieron ajustar a un modelo de dos sitios de
unién debido a que las condiciones experimentales empleadas se encontraban bajo
el efecto de agotamiento de ligando. Por esta razon, se propone evaluar la
interacciéon de scEFL1 con Sdol-FIAsH silvestre mediante anisotropia de
fluorescencia, a menores concentraciones, 10 nM y 30 uM, respectivamente, para
determinar sila interaccion de scEFL1 con Sdol1-FIAsH silvestre consta de dos sitios
distintos y cooperativos de unién, como en el caso de la interaccion entre hseFL1

con SBDS humana.
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ANEXOS

ANEXO A

Reactivos quimicos

Los reactivos quimicos empleados en la parte experimental de este trabajo de
investigacién fueron adquiridos por Sigma Chemical Co., BD (Becton, Dickinson and
Company) y Merck & Co. (New Jersey, EUA). Los componentes de los medios de
cultivo se compraron a ForMedium®. El antibiético ampicilina se adquirié de Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). El IPTG se adquirié de la compafiia GoldBio
Technology. Los aminoacidos no naturales se adquirieron de la compafia Bachem
Américas, Inc. (Torrance, CA, EUA). Las unidades para concentracion de proteinas
por centrifugacion, Centricon® y Centriprep®, fueron comprados a la compafiia

Merck Millipore. Finalmente, El reactivo Lumio Green se adquirié de Invitrogen™.
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ANEXO B
Ajustes a un modelo de un sitio de union de las interacciones de las mutantes de
Sdol-FIAsH con scEFL1.
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Figura 24. Gréafico de unién entre scEFL1 y la mutante Sdol V36A-FIAsH evaluado mediante

anisotropia de fluorescencia. La linea roja corresponde al ajuste mediante regresion no lineal a un

modelo de un sitio de union.
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Figura 25. Grafico de union entre scEFL1 y la mutante Sdol P144R-FIAsH evaluado mediante
anisotropia de fluorescencia. La linea roja corresponde al ajuste mediante regresion no lineal a un
modelo de un sitio de union.
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Figura 26. Grafico de union entre scEFL1 y la mutante Sdol K175E-FIAsH evaluado mediante
anisotropia de fluorescencia. La linea roja corresponde al ajuste mediante regresion no lineal a un

modelo de un sitio de unién.
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