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RESUMEN

Los minigenes son secuencias con marcos de lectura abiertos caracterfsticos de genes.
Cuando uno de estos minigenes, bar, se presenta naturalmente en el genoma del
bacteridfago lambda y se expresa en células deficientes en la actividad de la enzima Pth,
las células ;'nueren. Diferentes cepas con mutaciones distintas en el gen pth,
especificamente Ts y rap, muestran grados variables de resistencia a la toxicidad
generada por la expresion del minigen bar, una situacién donde la temperatura juega un
papel importante. Esto indicé que el mecanismo del minigen ber para matar a las
bacterias, est4 relacionado con la presencia de tRNA libre, ya que el papel de la enzima
Pth es el de hidrolizar el peptidil-tRNA, con el fin de reciclar el tRNA que sers
posteriormente utilizado por la célula en la traduccién. Mediante la medicién de peptidil-
tRNA ahora se sabe que el minigen bar causa la caida prematura, o “drop-off”, de
peptidil-tRNA del ribosoma, antes de que pueda ser hidrolizado y se genere la rea-ccién
de terminaci6n. Al encontrarse mutantes del minigen bar que no presentan toxicidad
{como es el caso de‘ bar 101) se observ6 que la secuencia del minigen, asi como el hecho de
que esté completo (secuencia Shine-Dalgarno, codén de inicio, codén de paro, etc.) son
clementos fundamentales en la determinacién de la toxicidad. Con la finalidad de
comprender el mecanismo por el cual los minigenes producen la caida de peptidil-tRNA,
se construyeron minigenes artificiales basados en la estructura de bar, variando solo el
segundo de tres codones, teniendo después 63 variables del original. Se encontro que los
minigenes varian-entre si en lo que se refiere a la toxicidad que generan al expresarse en
un vector regulable y, con el uso de antibiéticos, se,cbrroboré que todos los minigenes,

sin importar su letalidad, son traducibles (con excepcion a los que tienen codones de paro

en la segunda posicion) Al medir la concentracién del mRNA especifico de los

I



minigenes, se vi6 que las bacterias transformadas con las construcciones portadoras de
los mas toxicos, presentan una mayor concentracién del RNA mensajero. Esto nos indicé
que, al no existir una terminacién correcta por parte de estos minigenes, el ribosoma

quedd6 “estancado” en su posicién, brindando estabilidad y protecci6n al transcrito,



Introduccion

Durante la infeccién los virus compiten con la célula huésped por la maquinaria de
sintesis de macromoléculas. La sintesis de protefnas es uno de los mecanismos que los
virus alteran para favorecer la sintesis de sus propias proteinas. En los virus animales se
han descrito diversos mecanismos mediante los cuales se abate la traduccién de la célula
huésped. Entre estos mecanismos se tienen la degradacion de mRNA célulares, la
inactivacién de factores de traduccién, la produccién de factores que especificamente
inhiben la traduccién célular o facilitan la traduccién viral. Otros mecanismos incluyen el
aumento en la sintesis de mRNA virales que por cantidad compiten por la maquinaria -
traduccitnal y cambios en el ambiente i6nico intracélular que favorecen la traduccién de
mensajeros virales (Schneider, 1987). A pesar de que los virus de bacterias o bacteritfagos
han sido ampliamente estudiados, poco se sabe acerca de como pueden apropiarse de la
maquinaria de sintesis de proteinas de sus hospederos. En el caso del fago T4, se ha
descrito la presencia de 8 nuevas especies de tRNA sintetizados por el fago, que
optimizan la sintesis de sus proteinas, aunque los genes que codifican dichos tRNA no
son esenciales para su desarrollo (Wilson y col., 1972).

En el caso del bacteri6fago lambda, se sabe que durante la infeccién, existe inhibicién
parcial de la sintesis de proteinas del huésped, mientras que las protefnas del fago se
sintetizan preferencialmente. El mecanismo de esta inhibicién se desconoce. Existen
reportes que sugieren que la expresién de la regién del genoma del fago, entre los genes
exo y bet, es importante para producir inhibicién en la sintesis de proteinas, RNA y DNA
del huésped (Cohen y Chang, 1970). El estudio de mutantes de Escherichia coli resistentes

al crecimiento del fago lambda, ha resultado en un mejor entendimiento de los sisternas



de replicacion del DNA, terminacién de la transcripeion,  antiterminacion  y

recombinacién (Friedman y col. , 1984) .

Sintesis proteica

La sintesis proteica es uno de los procesos célulares mas complejos hasta ahora conocidos
que requiere de la participacion de una compleja maquinaria molecular: ¢l RNA
mensajero, los ribosomas, los aminoacil-tRNA y varios factores proteicos de traduccién.
Para el inicio de la traduccion, es necesaria la presencia de “sefialamientos” en el mRNA,
como el codén de iniciacién que normalmente es AUG y la secuencia Shine-Dalgaro
(SD), que es complementaria con el extremo 3° del RNA ribosomal 165 de la subunidad
menor del ribosoma (Shine y Dalgarno, 1974; Jacob y col,, 1987). La secuencia SD consiste
de 3 a 9 bases contiguas en el mRNA que forma pares de base estindar (no incluyendo G-
U) con algunas o todas las bases 1534 a 1542 (ACCUCCUUA) en el extremo 3' del rRNA
165. Chen et al. (1994) han propuesto una manera de alinear mRNAs que interactiian con
diferentes bases dentro de esta extensi6n de 9 nucledtidos, sus anélisis indican un
espaciamiento 6ptimo de 5 nucle6tidos entre fa secuencia SD y el cod6n de iniciacion. La
secuencia SD funciona, aunque con eficiencia reducida, cuando reside a un maximo de de
13 nuclestidos del codén AUG; pero existe evidencia que apoya la especulacién de que
una secuencia localizada considerablemente retirada “rio arriba” puede servir como el
elemento SD si es acercada al codén AUG por una estructura de talio-asa.

Podria verse como sorprendente que los elementos SD en mRNAs naturales a menudo
consisten de 3 o 4 bases, a pesar de la disponibilidad de 9 bases en el rfRNA 16S. En
alguncs transcritos de prueba, la traduccién mejoré cuando una secuencia SD corta fue
alargada (Ringquist et al., 1992). Generalmente, una secuencia SD mas larga que el

promedio, aumenta la traduccion solo si el mRNA contiene estructura secundaria que
4 .



limite el acceso ribosomal al codon AUG (De Smit y van Duin., 1994a ) o si un codén
alternativo sustituye a AUG (Weyens et al., 1988). El requerimiento de una interaccién SD
de al rﬁenos 3 pares de bases es-casi universal. En los casos raros donde el codén AUG
estd exactamente en el extremo 5 del mRNA, la iniciacion es baja, pero detectable. La
interaccion SD podrfa no ser necesaria en tales casos, debido a que la localizacién 5’
expone al cod.()n AUG. A diferencia de AUG, un codon més débil como UUG o GUG no
puede apoyar la iniciacién cuando estd posicionado exactamente en el extremo 5 del
mRNA (Van Teten y Janssen, 1998). Existe un mecanismo, sin embargo, donde afin
codones que no son AUG ,que carecen de una secuencia SD, pueden apoyar un nivel muy
bajo de iniciacién. Esto puede ser logrado mediante traduccién pareada; por ejemplo, un
cistron rio arriba que termina cerca al codon de inicio UUG o GUG del cistrén siguiente
entrega ribosomas al sitio interno de inicio, el cual carece de un elemento SD y no puede
reclutar ribosomas independientemente (Groeneveld .et al., 1996). Como uno pudiera
deducir, este mecanismo es usado para lograr una expresi6n limitada de proteinas que no
deben ser sobreexpresadas.

Al promover la entrada del ribosbma mientras un mRNA estd desplegado
transitoriamente, la interaccion SD también inhibe la reformacién de estructuras
secundarias que pudieran afectar el acceso al codén AUG (De Smit y van Duin, 19%4a).
Experimentos de sondeo quimico sugiereﬁ que el TRNA permanece pareado con la
secuencia SD aun después de Ja formacion del primer chlacg: peptidico (Hitttenhofer y
Noller, 1994). No se sabe exactamente cuér-ldo se rompe el contacto, Tocando otro punto,
es interesante que la secuencia anti-S5D en el rRNA 165 ocasionalmente reemerge para
estabilizar los complejos ribosoma/mRNA durante la elongacién (Rettberg et al., 1999;

Weisset al., 1988). Con muchos mRNAs bacterianos, la iniciacién depende simplemente



en la secuencia SD y que el codén AUG cercano sea accesible a los ribosomas (De Smit y
van Duin, 1994b). En algunos casos, la iniciacion es regulada por una proteina represora
que atrapa al ribosoma en el sitio SD/ AUG, en lugar de bloquear la entrada del ribosoma
(Philippe et al., 1993; Spedding y Draper, 1993).

La traduccién es a menudo regulada por pareo de bases entre el dominio SD/AUG de un
cistron rio abajo y parte de la secuencia codificadora precedente . El pareo es roto
mientras los ribosomas avanzan a través del cistron rio arriba, activando entonces el sitio
de inicio rio abajo (van Himbergen et al., 1993; Lesage et al., 1992). Esto implica que que
los ribosomas en fase de elongacién pueden deshacer la estructuras secundarias que son
inhibitorias para los ribosomas que entran; el pareo traducciénal es un componente
importante del mecanismo que coordina la sintesis de protefnas ribosomales (Keener y
Nomura, 1996; Zengel y Lindahi, 1994).

En algunos c.;asos, el pareo ocurre por un mecanismo de reiniciacién en donde las
subunidades ribosom—ales que han traducido el cistrén rio arriba son reutilizadas al
comienzo del siguiente cistr6n (Blomberg et al., 1992; Govantes et al., 1998; Saito et al.,
1994}. Resultados de un estudio en E. coli sugieren que, siguiendo a la terminacién, el
ribosoma suelto puede “deslizarse” hacia delante o hacia atras para localizar un sitio de
reinicio (Adhin y van Duin, 1990). Estudios recientes apuntan hacia el papel potencial de
los factores de terminacion en el control de Ia reiniciacién (Crawford et al., 1999; Janosi et
al., 1998). Para iniciar la sintesis proteica es necesario que el mRNA esté alineado de tal
forma que la sintesis comience en el codén correcto. Esto se logra mediante un complejo
de iniciacion 70S, formado por la subunidad 30S, la subunidad 505, el mRNA y un
metionil-tRNA especifico, denominado tRNA iniciador (tRNAMet), El tRNA iniciador se

utiliza exclusivamente en el comienzo de la sintesis de proteinas. La formacion del



complejo de inicio depende de la accién de tres factores de iniciacion, denominados 1F-1,
IF-2 e IF-3. El primer factor que acta es el IF-3, que tiene como funcién promover Ia
disociacién del ribosoma 705 en sus dos subunidades.

El IF-3 se une a la subunidad 30S y, aparentemente; provoca un cambio conformacional
en la sul:yunidad, de tal forma que esta ya no se puede asociar con la subunidad mayor
50S.

Los factores IF-1 e |F-2, también se unen a la subunidad 30S. EI IF.2, que posee un sitio
de uni6n para GTP, es capaz de distiguir especificamente el tRNAMet de entre todas las
otras moléculas de tRNA dentro del citoplasma de la célula.

Para que se una el tRNAMet al IF-2 es necesario que se forme el complejo IF-2:GTP. El IF-1
facilita la accién de los factores IF-2 e IF-3, IF-3 contribuye a la fidelidad de la iniciacién
de una manera especial, desestabilizando complejos de iniciacién que pudieran formarse
transitoriamente en sitios débiles, tales como en los codones que no sean AUG (Butler et
al., 1987; Sussman et al., 1996).
La subunidad 305, junto con los otros factores de iniciacién que estan unidos a ella, es
capaz de unir tanto el mRNA como el fMet-tRNAM#, Una vez que estdn unidos el mRNA
y el fMettRNAMt se disocia el 1F-3, completandose asi la formacion del complejo de
iniciacién 30S. A continuacion la subunidad 505 se une al complejo de iniciacion 30S,
formandose un complejo de iniciacién 706 alctivo, en el cual el mRNA y el fMet-tRNAMet
estan unidos al ribosoma.

La proteina IF-2 (97 kDa, E.coli gen infB) e-s ¢l principal factor involucrado en la seleccion
y unién de fMet-tRNA a la suiJunidad ribosomal 30S. Esta protefna mantiene similitud
estructural con el factor de elongacion TU; IF-2 es una GTPasa latente que es activada

cuando la subunidad 505 se une (Severini et al, 1991). La hidrolisis y consecuente



disociacién del nucledtido de guanina activa la liberacion de IF-2 del complejo ribosomal
708, dejando atr4s fMet-tRNA en el sitio P (Luchin et al., i999; Maitra et al., 1982), y la
liberacion de IF-2 expone el sitio A para la entrada de aminoacil-tRN A Tu.GTP.

La pregunta de que si la uni6n de IF-2 a la subunidad 30S precede o acompafia la union
de fMet-tRNA ha sido contestada de ambas maneras. Una hipétesis es que IF-2 se pre-
une a la subunidad 30S: Ia interaccitn entre IF-2 y fMet-tRNA podria entonces ocurrir ,
no en solucién, sino s6lo en la subunidad ribosomal. Esta idea fue apoyada por estudios
de uni6n de tRNA (revisados por Gualerzi y Pon, 1990). Pero experimentos recientes in
vivo, en donde la traduccién de varios mRNAs fue hecha dependiente de formas
mutantes de tRNA™  (Wu y RajBhandary, 1997), apoyan la idea de que IF-2 escolta
activamente el tRNA iniciador a la subunidad 305, similar a como Tu escolta otros tRNAs
al ribosorna 705.

La cuestion de que si la subunidad 305 se une al mRNA antes o después de unir IF-
2. fMet-tRNA también ha sido contestada de ambas maneras. Experimentos in vitro han
mostrado que el mRNA se puede unir débilmente a una subunidad ribosomal 305 que
carece de fMet-tRNA (Hartz et al., 1991), per-o experimentos in vivo recientes desafian la
nocién de que el mRNA se une primero (Wu et al., 1996). Este ultimo estudio, que
también hizo use de tRNAs iniciadores mutantes, sugiere que las subunidades 30S usan
un tRNA pre unido para seleccionar el sitio de inicio del mRNA.

Cuando se forma el complejo de iniciacién 70S se hidroliza el GTP, se libera Pi y el IF-
2.GTP y el IF-1 se disocian del complejo. E! GDP se disocia del 1F-2, de forma que el 1F-2
estd en disposicién de unirse a otra molécula de GTP. Y el fMet-tRNAMet se ubica en el
sitio P del ribosoma, en donde puede reaccionar con el aminoacil-tRNA que ingresa,

codificado por el segundo codén del mRNA en el sitio ribosomal A (Kosak, 1983).



El factor de elongacién Tu (EF-Tu), el cual escolta a todos los otros tRNA al ribosoma 705
» No puede unirse eficientemente a la subunidad 305 aislada. IF-2 es el tnico factor de
union a tRNA capaz de actuar directamente sobre la subunidad 305, y fMet-tRNA es el
tnico tRNA reconocido por IF-2. Se observa que todas las cadenas polipeptidicas
comienzan con metionina, conclusién que se mantiene atun cuando el codén de inicio es
otro que AUé.

AUG es el cod6n de iniciacién m4s comiin debido a que forma la interaccién mas estable
con el anticodén CAU en fMet-tRNA, pero GUG y UUG son usados como codones de
inicio en > 10% de genes bacterianos (Blattner et al., 1997). Una interaccién de dos pares
de bases con el anticod6n aparentemente es suficiente con aquélies codones que no son
AUG. Inf C es el dnico gen de E. coli conocido que inicia con AUU. Dado que el exceso de
IF-3  desfavorece la iniciacion en sitios débiles, el uso de un cod6n no estandar para
iniciar la traduccién de IF-3 permite la autorregulacion (Butler et al., 1987; La Teana et al.,
1993). Es de notarse que, en todo el reino piocarionte, un cod6n débil, que no es AUG, es
usado para iniciar la traduccion de IF-3 (Blattner et al., 1997), sugiriendo que la
regulacion estricta de niveles de IF-3 es importante.

Durante la fase de alargamiento de la cadena peptidica, se requiere del factor EF-Tu que
lleva unido GTP. EF-Tu-GTP se une al aminoacil-tRNA para llevarlo al sitio A del
ribosoma, el cual tiene unido el pepﬁdﬂ-téNA en el sitio P. La liberaci6n de EF-Tu del
sitio A involucra la hidrélisis del GTP que ests acoplada a2 la formacién del enlace
peptidico y que ademas requiere de la actividad de peptidil transferasa localizada en la
subunidad ribosomal 70S. Para el funcionamiento del factor EF-Tu, se requiere del factor

de alargamiento EF-Ts, que regenera la forma activa de EF-Tu, remplazando al GDP por

GTP.



La fase final de un ciclo de alargamiento involucra la translocacién del ribosoma que
avanza tres nucledtidos sobre el mRNA dando como resultado la expulsién del tRNA no
cargado del sitio P para remplazarlo por peptidil-tRNA que est4 siendo sntetizado. La
translocacién del ribosoma se lleva a cabo por el factor EF—G-GTP e implica la hidrélisis
de GTP catalizada por cl ribosoma (Lewin, 1990).

bl evento de terminaci6n de la sintesis de proteinas, ocurre cuando el codén que entra al
sitio A del ribosoma es uno de los tres tripletes UAA, UAG o UGA. El reconocimiento de
los codones de terminacién no es mediado por moléculas de tRNA, sino que son
recono;:idos directamente por factores de terminacion. En E. coli se han descrito dos
factores de terminacién, RF1 (Caskey y.col, 1969) que reconoce a los codones UAA y
UAG, y RF2 {Capecchi y Klein, 1969) que reconoce los codones UGA y UAA (Craigen y

Caskey, 1987).

. Para la terminacion de la sintesis de proteinas, se requiere la hidrolisis x;lel polipéptido del
peptidil-tRNA, localizado en el sitio P, la expulsién del tRNA final no cargado, la
liberacion del mRNA y el desensamblaje de las subunidades del ribosoma. (EI
mecanismo de fa traduccién se encuentra resumido en la Fig. 1).

Segun estudios recientes (Karimi y col. , 1998), los factores de iniciacion IF1 e IF2 aceleran
fuertemente la tasa de "dfop—off" de peptidil-{RNAs con polipéptidos que contienen
hasta siete residuos de aminoacidos; feném;ano que se vuelve mas débii con polipéptidos

mas largos, y requiere GTP péro no su hidrolisis.
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Fig. 1. Traduccion.

Las 4 etapas basicas de la traduccién: (A} En la iniciacion, la subunidad
ribosomal pequefia se une al mRNA, y el complejo de iniciacién es
completado después de que el tRNA iniciador (con metionina) se une. (B) La
subunidad ribosomal mayor se une y el siguiente tRNA se une al sitio A; se
forma el enlace peptidico y el complejo se mueve al sitio P. El ribosoma se
mueve en direccion 5" a 3'. (C} Otro tRNA se mueve al sitio A en orden de
anadir otro residuo a la cadena peptidica. (D) El ribosoma encuentra al cod6n
de paro, ningin tRNA es atraido y el ribosoma se separa dejando al mRNA.



La caida de peptidil-tRNA Met pudo ser observada solamente en Ia presencia de
tRNAMet deacilado, indicando una reunién répida del peptidil-tRNA al sitio ribosomal P
en este caso especial. Se sabe también que Ia sobreexpresion simulténea de IF1 e [F2
codificados en plasmidos inhibe el crecimiento de cepas bacterianas deficiéntes en en la
actividad de peptidil-tRNA hidrolasa, lo que sugiere que la caida de peptidil-tRNA
dependiente de factores de iniciacion puede ocurrir frecuentemente en la célula
bacteriana. Surgieron dos razonamjeﬁtos distintos acerca de esta induccién de “drop-off”
por IF1 e IF2; el primero implica que el papel de los factores en la iniciaciéon tiene el
indeseable pero inevitable efecto secundario que también induce la caida det peptidil-
tRNA, afectando por lo tanto los procesos célulares y la tasa de crecimiento. El segundo
dice que posiblemente los dos factores de iniciacién tienen funciones duales, lo que poedria
significar que fueron seleccionados positivamente por su habilida_d de promover la
iniciacidn de la traduccion y catalizar la caida de peptidi}-tRNA; podria ser que finaliza la
sintesis de proteinas en etapas tempranas de la elongacién bajo condiciones ligeras de
“inanicién”. (limitacion de tRNAs)

Existen substancias con funcién antibiética, cuya Euncié.n bésica es inhibir la sintesis de
proteinas de los organismos sobre los cuales actian; un efecto que tienen en comtin con ia
expresion de minigenes tipo bar en células deficientes en la enzima Pth.

[a pactamicina es un potente inhibidor de Ia sintesis proteica, tanto 3;1 extractos como en
células intactas de bacterias y eucariontes (Colombo et al. , 1966) .

A 0° C la pactamicina se une rapidamente a un sélo sitio en la subunidad ribosomal 305
(ya sea que se encuentren con mRNA) y a ribosomas 70S libres, pero no a subunidades
ribosomales 505 o a particulas 70S que porten mRNA (Stewart y Goldberg, 1973) . Sin

embargo hay una marcada diferencia en la union con estas dos particulas; la unién con



las subunidades 30S ocurre con una alta afinidad, pero los ribosomas 70S se unen a la
pactamicina s6lo débﬂmeﬁte. La pactamicina estabiliza los poliribosomas bacterianos in
vivo (Cundliffe y McQuillen, 1967), asf como in vitre ( Tai et al. , 1973), y deja peptidil-
tRNA en los sitios ribosomales P, donde puede ser extraido con puromicina. En otros
experimentos tratando a bacterias intactas (Cundliffe, 1972) con pactamicina, se previno
la inhibicién de la reaccién con puromicina por la eritromicina.

En conjunto, estos datos indican que cuando la pactamicina inhibe la elongacion de la
cadena polipeptidica en bacterias, no lo hace mediante algiin efecto sobre la reaccion de
peptidil transferasa o sobre la translocacion. Lo que sugirieron Cundliffe ¥y McQuillen,
(1967) (Cundliffe, 1972) es que la pactamicina podria prevenir la unién funcional del
aminoacil-tRNA al sitio ribosomal A, pero por falta de evidencia mas directa se le
considera una conclusion tentativa.

La eritromicina es un antibittico que inhibe la sintesis de proteinas. Este compuesto se
une a las subunidades ribosomales 505 (Taubman et al. , 1966) en la presencia de iones
Mg?* y K*. El antibi6tico no afeclta las reacciones GTPasa ribosomales y tampoco inhibe la
unién de aminoacil-tRNA  a los ribosomas, con o sin e] factor tde elongacién EF-Tu.
. Otros ensayos llevaron a la conclusién de que la formacion del enlace peptidico no es el
procese principalmente afectado por este farmaco.

Se encontr6 que la eritromicina inhibe la translocacién al observar que el farmaco no
permite la liberacién dependiente de translocacion de tRNA deacilados de los ribosomas
(Igarashi et al. , 1969), y la sintesis de tripéptidos /pero no dipéptidos (Corcoran y
Oleinick, 1969). La eritromicina no inhibe la reaccidn de la puromicina directamente in
vitro, pero si inhibe ésa fase de la reaccion dependiente de la presencia de los factores EF-

G y GTP (lgarashi et al. , 1969). Se ha propuesto que la translocacién abortiva, en



ribosomas con tRNA deacilado secuestrado en el sitio P, lleva a la pérdida de peptidil-
tRNA en la presencia de eritromicina (Tanaka, 1973; Otaka y Kaji, 1975); entonces, muy
posiblemnente, este antii:idtico inhibe la translocacion, secuestrando tRNA deacilado en el
Sitior ribosomal P.

El cloramfenicol, un agente bacteriostético, fué el primer antibiético de amplio espectro
en ser usado clinicamente. Después de la observacion de que el cloramfenicol inhibfa la
sintesis de proteinas en bacterias, se estableci6 pronto que en concentraciones
bacteriostaticas no inhibia la sintesis de é4cidos nucleicos, de peptidoglicanos de la pared
célular o de polisacaridos. Este farmaco inhibe la sintesis de proteinas en extractos
bacterianos con una potencia variable dependiente del templado usado (Gale y col,
- 1981). La primera demostracion de que el cloramfenicol impide la reaccion de formacion
del enlace peptidico fué hecha por Traut y Monro en 1964 (Gale y col., 1981); ensayos

posteriores corroboraron que el cloramfenicol afectaba la funcién de peptidil transferasa.

El gen pth de Escherichia coli.

La enzima peptidil-tRNA hidrolasa es una hidrolasa especifica que corta la unién éster
entre el tRNA y residuos aminoacil N- sustituidos ya sea N-acetil o polipeptidil-tRNA
(Cuzin y col. , 1967), y es incapaz de hid;'olizar al N-formilmetionil-tRNAMet aunque
reconoce al N-acetilmetionil-tRN A gmet (Kissel y RajBhandary, 1968). (Fig- 2)

Mutaciones en el gen que codifica a la enz.ima Pth afectan la traduccién en la célula y su
viabilidad. Asi, una mutante llamada pth(Ts) muestra un crecimiento exponencial a los 30
°C, pero al cambiar a 43 °C, acumula peptidil-tRNA y sufre una inhibicién en la sintesis
. de proteina's: {Atherly y Menninger, 1972; Hernandez-Sanchez y col., 1998; Menninger,

1976).



Péptido

Fig. 2. Actividad de la Peptidil-tRNA hidrolasa (Pth).

La enzima peptidil-tRNA hidrolasa (Pth} tiene como funcién el hidrolizar al peptidil-
tRNA, liberando asi al péptido naciente y reciclando al tRNA para su reincorporacion a
las funciones célulares.
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Por otra parte, se han aislado mutantes de Escherichia coli defectuosas en pth, denominadas
pth(rap), que impiden el crecimiento del fago lambda silvestre (Henderson y Weil, 1976;
Guarneros y col. , 1987) . El aislamiento de mutantes del fago capaces de crecer sobre
cepas rap y la ubicacion de estas mutaciones definen 3 regiones en el genoma del fago
denominadas bar (por blanco de acci6n de rap) . Las regiones descritas son: barl que se
ubica sobre el sitio attP, barll localizada en la region clil-ssb y barlll en la region de
inmunidad (Guzmén y Guarneros, 1989). Una mutaci6n en cualquiera de estas regiones
permite al fago crecer en cepas rap. Un hecho que llama la atencién es la similitud que
existe entre la muerte bacteriana inducida por la transcripcion de plasmidos bar+ (Pérez-
Morga y Guarneros, 1990) y la muerte de la mutante pth* descrita por Atherly y
Menninger (1972). Cuando un cultivo de la mutante pth creciendo en fase exponencial se
incuba a 43° C, se observa que lé'sintesis de proteiﬁas cesa entre lc;s 6 y 8 minutos; sin
embargo, la sintesis del RNA y DNA no se afectan. Esto sugiere que la deficiencia
funcional de la mutante es a nivel traducciénal, sin embargo, se han medido in vitro las
fases de iniciaci()'n, elongacién y .‘terminacién de la traducci6n en extractos de las mutante‘rs
termo sensibles sin encontrar alguna deficiencia funcional evidente mas que en la
actividad de la peptidil-tRNA hidrolasa, lo que sugiere que es una funcién esencial para
la bacteria (Atherly y Menninger, 1972; Menninger y col. , 1973).

Se ha sugerido que los sustratos naturales de la enzima podrian ser los peptidil-tRNAs
que se han separado prematuramente de los rib-osomas. La mutacién pth(Ts) es el cambio
de Gly 101 por Asp, lo que causa una reduccién considerable de su actividad en extractos
célulares; la actividad es sensible a la incubacién a altas temperaturas. (Garcia-Villegas y

col, 1991; Menninger y col., 1973)



A diferencia de la mutaci6n pth(rap), la mutacidn pih(Ts) no afecta la activi;iad especifica
de Pth pero genera una proteiﬁa altamente inestable in vivo; su concentracién, ya
disminuida a 32 °C, disminuye atin mas a 43 °C. La sobreproducci6n de Pth(Ts) ayuda a
las célu]#s mutantes a sobrevivir a temperaturas no permisivas; se ha propuesto que el
exceso de enz.ima~ promueve la sintesis general de proteinas y, pof lo tanto, su propia

sintesis. (Cruz-Vera y col., 2000)

Secuencias bar del fago lambda

Los marcos de lectura abiertos de corto tamafio son relativamente abundantes en los
genomas de tocios los organismos hasta ahora estudiados. Algunos de estos mini-ORFs
son potencialmente traducibles a péptidos pequefios funcionalmente activos,
especialmente aquéllos encontrados en RN As transcritos (mRNA, rRNA, etc) .

Varios ejemplos estudiados muestran que la expresién de péptidos C(-)l'tOS especificos
puede tener efectos dafiinos para la célula. En estos casos el efecto fisiologico esta
mediado por la maquinaria de la sintesis proteica . Existe la evidencia contl;ndente de
que la expresion de minigenes de dos codones (bar), presentes de manera natural en el
bacteritfago lambda, es toxica en células con una actividad deficiente en peptidil-tRNA
hidrolasa. La evidencia dirécta de la inhibicién mediada por secuencias bar se obtuvo al
construir plismidos en donde se clon6 un fragmento de 130 pb que contiene a la regi6n
barl bajo la &anscripcién iniciada en un promotor activo ya sea pgal o pL. Con el sistema
de pldsmidos se pudo ver que sélo cuando hay transcripcién de la secucnlcia bar silvestre
se observa el efecto letal, miéntras que la transcripcion de la secuencia con la mutacion
puntual bar 101 o la transcripcion de la region silvestre en sentido contrario al que ocurre

in vivo en el fago no tiene ningdn efecto letal (Guzman y col. , 1990) . El hecho de que se



-

pueda reproducir en plasmidos el efecto inhibitoricg de bar demuestra que no se requiere
de la participaci6n de otras funciones del fago para provocar la letalidad.

En la region barl se ha localizado una secuencia de repetidos invertidos, esta secuencia
también esta presente en la region berll en donde se encuentra un repetido invertido casi
idéntico (12 de las 14 i)b son iguales); se sabe yue el repetido no es el dnico elemento que
participa en gl fenémeno, ya que por reconstruccion de la region barl con
oligonucleétidos  sintéticos se encontré qm; una secuencia de 21 pb (5-
TATATTGATATTITATATCATT- 3') impide el mantenimiento de plésmidos en cepas rap
{Guzman y col. , 1990). Al estudiar el mecanismo de la letalidad mediada por secuencias
bar presentes en pldsmidos, Pérez-Morga y Guarneros (1990) reportaron que durante la
transcripcion de secuencias bar silvestres en una bacteria rap, el RNA bar tiene una vida
media 3.5 veces mayor que en la cepa bacteriana silvestre, ademas, se presenta una
inhibicién de la expresion de los genes contenidos en los plasmidos bar aunque et RNA
mensajero esta presente. Se observa también una inhibicion general cie la sintesis protéiéa
de la bacteria medida como incorporacién de [335])-metionina posterior a la induccién de
‘transcripci()n de bar, asi como en la obtencion de un patrén bidimensional de proteinas
- alterado. Con base en ésto se ha propuesto que la transcripcion a través de las regiones
bar o la acumulacion del RNA bar proveque una inhibiciém generalizada en la sintesis de
proteinas de Ja bacteria que culminaria en la muerte célular (Pérez - Morga y Guarneros,
1990) .

Se ha propuesto que los transcritos de bar de alguna manera inhiben o depletan una
funcién bacteriana en la mutante rap y que esta funcion pudiera ser la de la peptidil-
tRNA hidrolasa, una enzima involucrada en la sintesis de protefnas (Guzman y col. ,

1990; Pérez-Morga y Guarneros, 1990) . La transcripcion de las regiones barl y barll
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produce molécula.s de RNA que contienen secuencias del tipo Shine-Dalgarno (SD),
seguidas por el codon de inicio de la traduccion AUG, un seguﬁdo codén con sentido y fa
sefial de paro traducciénal. Existen experimentos que indican que los transcritos son
traducidos, produciendo fMet-TletRNAle, pero la liberacion del dipéptido dada por los
factores de terminacion RF1 y RF2 es parcialmente defectuosa, llevando a la caida de .
dipeptidi]-.tRNA"'-‘ y a la escasez letal de tRNAlle (Hermandez-Sanchez y col., 1998).
Estudios recientes muestran que muiltiples pardmetros relacionados a la secuencia del
transcrito del minigen contribuyen al efecto inhibitorio del crecimiento (Dingbas y col.,
1999). Entonces, cuando los sitios de unién al ribosoma relativamente débiles de las
regiones naturales SD bar son reemplazadas por una secuencia SD que interachia
fuertemente con el rRNA 165, Ia; expresion de un minigen puede ser letal ain en células
con Pth del tipo silvestre, lo que confirma las observaciones de Tenson y col., (1999). En
parte, ésto se debe al aumento de la probabilidad de que los ribosomas retraduzcan el
mismo mini mRNA sin disociarse de él después de la liberacion del péptido. Otros
parametros que parecen afectar la tasa de acumulacion de peptidil-tRNA son: la
eficiencia de la terminacion, la tasa de “drop-off” y la tasa de hidroélisis del peptidil-tRNA
resultante por la Pth; estos parémletros parecen variar (o sus efectos) de acuerdo al ultimo
codén traducible en el mini ;'rlRN A, al codén de paro presente y al nucleGtido posterior al
codén de paré (Dingbas y col., 1999). Asf, en la mutante barli (bar 205), la sustitucién de
"una base qu.e maodifica el segundo codén del ORF de AUA a AUG fué tan poco toxica

como la mutacion bar 101 (llamada después A704).(Fig 3)
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Fig. 3. Minigenes bar en el DNA de A.

Los minigenes barl y barll son minigenes que ocurren naturalmente en el
genoma del fago A. (A) se muestran las regiones barl y barll, la primera se
encuentra dentro del ciclo de replicacion, y barll cerca del final del sitio de
regulacion del fago. (B) se observan las diferencias entre las secuencias de barl y
barll, asi como las mutaciones bar 704, bar 702 y bar 205. En bar 704 el codon de
inicio es cambiado de met a ile; en bar 702 el segundo cod6n es cambiado de ile a

lys, y en bar 205 el segundo codon es cambiado de ile a arg. Hemander, )., Ontivercs, C,
Valades, |. G., Buckingham, R. H. y Guarneros, G. 1997. Regulation of protein synthesis by minigene expression. Bieclmnic. 79
527-531.
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Asi, otras mutaciones como barl 701 y G703, donde se cambia el segundo codén AUA
(lle) por AAA (Lys) y GUA (Vél), respectivamente, resultaron débilmente téxicas
(Valadez et al., 2001).

Durante el proceso de la sintesis de proteinas existe una reaccién que puede competir con
la termjnaciép normal (la liberacion del péptido al citoplasma mediante Ia hidrolisis en el
ribosoma de la unién éster entre el tRNA y el péptido en si (Hershey, 1987; Buckingham y
col., 1§9ﬂ), donde el peptidii-tRNA se disocia del ribosoma antes de la hidrélisis de la
union éster (Menninger, 1976; Herndndez y col., 1997; Heurgué-Hamard y col.,, 1998).
Entonces el peptidil-tRNA es hidrolizado por la enzima peptidil-tRNA hidrolasa {Pth),
permitiendo que et tRNA libre pueda volver a cargarse y ser reutilizado en la sintesis
proteica. Esta disociaciéon prematura de peptidi]-tRNA del ribosoma ¢s conocida como
“drop-off”, y es una acompaﬁaﬁfe normal de la sintesis de proteinas, lo que vuelve a la
Pth una enzima esencial para el crecimiento y supervivencia de las células (Atherly y
Menninger 1972; Schmitt y col., 1997),

Sin embargo, este fenémeno de “drop-off” no esta asociado solamente a los componentes
moleculares antes mencionados, ya que trabajos recientes han demostrado que existen
dos'rgrupos de proteinas que pueden catalizar este proceso. El primer grupo son tres
factores involucrados en el reciclamiento ﬁbosomal (Karimi y col., 1999): el factor de
terminacion RF3, el factor de rediclamiento ribosomal RRE y el factor de elongacian EF-G,
siendo este ﬁlt‘imo el que cataliza principalmente la translocacién de peptidil-tRNA del
sitio A al sitio P (Haenni y Lucasl[,cnard, 1968).

El segundo grupo de moléculas que estimulan el ‘;drop-off" son los factores de iniciacion
IF1 ¢ IF2 (Karimi y col,, 1998). Se ha visto que las mutaciones que reducen los niveles de

expresion de RRF, y otras que inactivan RF3, reducen el “drop-off” in vive (Heurgué-
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Hamard y col., 1998). En el caso dé las 3 proteinas RF3, RRF y EF-G, se ha observado que
en ensayos in vitro pueden estimular la- disociacién precoz de peptidil-tRNA,
aumentandola al menos unas 30 veces (Dingbas y col., 1999).

A pesar de que los experimentos i1 vivo ofrecen pruebas convincentes de la importancia
fisiologica de RRF y RF3 en la reacci6n de “drop-off”, todavia se desconoce si su papel en
la estimulacién de la cafda de peptidil-tRNA se limita a péptidos cortos ¢ a un mayor
rango de longitudes de cadenas peptidicas.

Cuando la tasa de “drop-off” excede la capacidad de reciclamiento del tRNA secuestrado
como peptidil4RNA, ocurre un efecto de “inanici6n” en la célula al faltar tRNAs
isoaceptores, lo que lleva a la inhibicion traducci6nal.

En el siguiente trabajo se opté por el andlisis de minigeneé de dos codones, manejando en
las construcciones una misma secuencia Shine-Dalgarno, un mismo codén de paro, asi
como un mismo promotor y terminador. Esto limit6 todas Jas variables del problema a

s6lo una: la naturaleza del segundo, y en este caso, iiltimo codén del minigen,
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Hipétesis

La toxicidad de un minigen depende del t‘xltimc.) cod6n traducible.

Objetivo .general'

Comparar la toxicidad de los minigenes de dos codones del tipo AUG NNN UAA. -

Objetivos parﬁculares.

-Usar las clonas de los 64 minigenes de dos codones en un vector con un promotor
transcripcional regulable para evaluar la toxicidad en cepas pti(Ts) y pth(rap) de todas las

secuencias.

-Cuantificar el mRNA de los minigenes producido en células transformadas con los

plasmidos portadores de los diferentes minigenes.
-Valoraci6n de la concentracion de peptidil-tRNA en minigenes t6xicos ¥ no tdxicos.

-Determinar si la toxicidad de un minigen en particular se altera al sobreexpresar en el

mismo sistemna el tRNA especifico para ese minigen .
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MATERIAL Y METODOS GENERALES.

Cepas bacterianas y plasmidos utilizados,

Cepas de E. coli utilizadas.

Cepa ‘ .Genotipd origen
P90C — ' F-ara A(gpt-lac) Guarneros y col., 1987.
PQOCpthl(rap)_ F- ara A{gpt-lac) pth(rap) Tenson y col., 1999.
zch:: Tn10
C600 — Thrl leu6 thil supE44 tonA Coleccitn del
lacY1 laboratorio de Gabriel

Guarneros.

C600pth(rap) pth(rap) zch:Tn10

Garcfa-Villegas y col,,

1991

Co00pth(Ts) pth(Ts) zch:Tn10

Garcia-Villegas y col,,

1991,
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Plasmidos utilizados en este trabajo.

Plasmidos Genotipo Fuente
P1489 Se obtuvo clonando Del Tito y col., 1995,
ileX en PDPT489
PDC952 Un derivado de James Walker,
pACYC184 que University of Texas.
contiene argll,
PY489 Lys V cionadolen Laboratorio del Dr.
pDFPT489. Gabriel Guarneros.
PDPT489 Cmr Del Tito y col., 1995.
PKQV4 Lacld Ampr Strauch y col., 1989,
PACYC CmrTetr - New England Biolabs
Guillermina Rosas,
comunicacién personal.
. Pth{sil Cmr Tets 750
PGREC Pth{silvestre) Cmr Te El fragmento de 750 pb

BarmHI-Scal del

plasmido pGI01 fué

clonado en los sitios

BamHI-EcoRV del

plasmido pACYC.
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Medios de ctiltivo. Los medios de cultivc; y las soluciones que lo requieren fueron
ésterilizados en autoclave durante 20 minutos a 121°C y 15 libras de presion. Se les
agreg6d, después de enfriarse a 50°C, el antibi6tico de seleccién adecuado.
andiciones distintas a éstas seran sefialadas,

Los medios de cultivo empleados fueron los siguientes:

-Medio Luria-Bertani (LB}, por litro: 10 g de Triptona, 5 g de-extracto de levadura y
10 g de NaCl. Cuando se utiliz6 en placas se agregaron 15 g de agar.

-Medio SdB, por litro: 20 g de Triptona, 5 g de extracto de levadura. Posteriormente
a la ésterilizacion se adicion6 2 mi de una soi‘uci(m de MgClz 2M.

-SM (Buffer de dilucién para bacterias), por litro: 1.21 g de Tris base, 1.2 g de -
MgSO; y 0.1 g de gelatina. Se ajusta el pH a 7.4 con HCI conceﬁtrado.

-Medio S-lﬁl], se prepararon por separado las siguientes soluciones: Solucion I: 10 g
de peptona, 23.8 mi de glicerol, 33 mg de CaCl;, 10 mg de gelatina, 1 g de NH4Cl y
0.3 g de MgS0, en 50 ml de agua destilada. Soluci6n II: 5 g de glucosa en 50 ml de
agua destilada. Solucion HI: 9 g K2HPO, y 3.45 g de KH2PO; en 30 ml de agua
destilada. bespués de ésterilizar las soluciones se mezclaron a una temperatura de
45°C aproximadamente y se afor6 la solucién combinada con agua estéril a la misma

ternperatura.

Enzimas y condiciones para la clonacién molecular. Todas las enzimas de
restriccion  y la DNA ligasa de T4 se adquirieron de New England Biolabs y
Bethesda Research Laboratories. Las enzimas fueron utilizadas en las
concentraciones y en los buffers de acuerdo a las temperaturas que estable.;cen los

fabricantes. Los fragmentos de DNA utilizados en las clonaciones se eluyeron de
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geles de aparosa mediante electroelucion e;n una cimara de marca BRL; se utilizo
como buffer.de corrida 0.5 X de TBE (5X: 54 g Tris base, 27.5 g acido bé.rico y 20 ml
de EDTA pH 8). Las muestras se recolectaron en 150 pi de una solucién de acetato de
amonio 7.5 M y se precipitaron con 2.5 voliimenes de etanol.
Construjccién de minigenes sintéticos.
64 oligonuclestidos de cadena sepcilla fueron sintetizados manteniendo constantes
el primer codén (codén de inicio AUG), y el tercer codén (codédn de paro UAA),
variando ﬁnicar.nente la secuencia del segundo cod6n de manera que en esta
posiciéfl se obtuvieran los 64 codones p;)sibles. Estos oligonuciedtidos contenian en
sus extremos 5 y 3’ las secuencias para las enzimas de restriccion EcoRl y Hindlll
fespectivamente como sigue : 5-AATTCATGNNNTAAATA-3. Se sintetizaron
también los 64 oligonucledtidos complementarios a los anteriormente descritos:
5-AGCTTATTTANNNCATG-3".

400 pmoles de cada uno de los oligonucledtidos fue hibridado con su
complementario en 50 mM de MgCla y 50 mM de Tris-HCl pH7 a 65°C por 10
minutos en un volumen de 100pl, dejando enfriar a temperatura ambiente por una
hora. 80 fmoles del vector de expresion PKQV4 fueron ligados con 225 fmoles de
oligos hibridados, con 1U de DNA ligasa de T4 (Giixo BRL), incubando a 16 °C a lo
largo de una noche. Las células POOC fueron transformadas con estas ligaciones. Las
transforméﬁtes fueron aisladas v crecida;; en medio LB por una noche y el DNA fue
extraido con el Concert Rapid Plasmid Miniprep System (Gilbco BRL) para su
secuenciacién, La secuenciacion se réalizé utilizando el Big Dye Sequencing Kit de
Perkin Elmer, con 1 pg de DNA, utilizando el oligonucledtido 510 (5'-

GACA'EAACGG’ITCT GGC-¥, PKQV4) con el siguiente ciclaje: 96 °C 307 (1 ciclo), (96

i
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*C 307, 53 °C 20", 60 °C 4”) 30 ciclos. Estas reacciones fueron purificadas con las
‘columnas Centrisep (Perkin Elmer) y analizadas ren el ABI PRISM 310. La
construccion fué iniciada por Benito Aguilar Carrillo y posteriormente la labor
continué a manos de Helena Hernadez Ramén. (Comunicacion personal) (Fig. 4)
Transformacion.

Utilizamos el método descrito por Hanahan (1983). Iniciaimente las células se
hicieron con';petentes para la transformacién a partir de cultivos crecidos en medio
S0B con una O. D. de 0.5 a 600 nm. A partir de 30 ml] del cultivo se recolectarén las
células por p'entrifugacién y se resuspendieron en 10 ml del buffer TFBI (30 mM de
acetato de potasio, 100 mM de RbCl, 10 mM de Ca_lC]z; 50 mM de MnCly, glicerol al
15% y 3 mM de hexacloruro de cobalto; pH 5.8), después de 10 minutos de
incubacién a 0°C se recolectaron nuevamente. Las células se resuspendierén en 4 ml
del buffer TFBU (10 mM de MOPS o PIPES, 75 mM de CaCly, 10 mM de RbCl,,
glicerol al 15% y 3 mM de hexacloruro de cobalto; pH 6.5). Las células se alicuotaron
y se guardalron a -20°C. De la suspenci6n en TFBII, se tomaron 100 pl y se incubaron
junto con el plésmido de interés durante 30 minutos a 0°C, posteriormente se pas6 la
mezcla a 37°C durante 5 minutos regresando dicha mezcla a los 0°C; se le adicioné
después dé 5 minutos 1 ml de LB o LB con Ampicilina [LB-Amp (50 pg/ml)] y se dej6
incubar a 37°C con agitacion durante 1 hora. Los tubos se centrifugaron a 10000 rpm
en una centrifuga Eppendorf, se elimin6 la mayor parte del sobrenadante y con el

remanente se resuspendieron para espatularse en las cajas de medio adecuado.
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Coden de paro

I
Tmlb
AGGA-(N;AUGNNNUAA — I

Shine-Da!garno -

Codon de inicio

Fig. 4. Estructura de los genes artificiales tipo bar portadores de los 64
posibles codones en la segunda posicién.

La estructura de los 64 minigenes artificiales tipo bar es la misma en todos los casos,
varia salamente el segundo codén del gen (marcadeo en negritas). La construccién
cuenta con el promotor Ptac, el cual es inducible por la presencia de IPTG. La

secuencia Shine-Dalgamo fué la misma en todos los casos (AGGA), encontrandose

siempre a una distancia de 7 basesa del codén de inicio. El codén de paro fué UAA, ya
que es el que se encuentra en el minigen bar.

29



Valoracién de [a toxicidad y cinéticas de crecimiento.

Para valorar la toxicidad de los minigenes en las cepas deficientes en Pth se estri6 una
colonia en cajas de LB-Amp en las cuales previamente se espatularon 200 ul de Luria
con IPTG (100 mM). Las cajas fueron incubadas durante 48 horas a temperatura
ambiente y durante 24 horas a 32°C y 34°C.

Para evaluar la cinética de crecimiento, la cepa problema se cultivé usando una dilucién
1:50 del cultivo inicial hasta una O.D. de 0.4 (600 nm). De los cultivos se tomaron
muestras de 0.1 ml cada 30 minutos hasta completar 3 horas {Se considerd el tiempo 0
minutos cuando el cultivo llegd a una O.D.e0 = 0.4 en donde se adiciono el IPTG). Se
hicieron diluciones en medio SM y de éstas se tomaron 0.1 ml y se espatularon sobre
cajas de medio LB y LB - ampicilina (50 pg/ml), por duplicado. Las cajas se incubaron
a 32 °C durante toda la noche y las ¢olonias se contaron con el cuenta colonias (Miller,
1972).

Aislamiento de RNA total.

El RNA fue preparado a 'parﬁr de 10 ml del cultivo por el método de fenol caliente
descrito por Portier y col.(1987). Se tomaron 10 mi de cultivo con una OD. de 0.5 a 600
nm y se recolectaron las células por centrifugacion, posteriormente se resuspendieron
en 3 ml de la solucién de rompimiento (0.15 M de sacarosa, 0.02 de acetato de sodio y
SDS al 1%) y 3 ml de fenol 4cido pH 5. La mezcla se incubd a 65°C con agitacion
durante 10 minutos, se separaron las fases y se extrajo nuevamente con 3 mi de fenol.
Posteriormente se adicionaron 3 ml de cloroformo y después de separar las fases, la
solucién final se precipité con 0.6 volimenes de isopropanol. Los precipitados
obtenidos se resuspendieron en agua y se reprecipitaron con 2.5 voliimenes de etz.mol.

1

El precipitado se resuspendi6 en 100 pl de agua (= 100 ug de RNA).
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Northern Blots. El RNA total fue separado por electroforesis en un gel al 1.5% de
agarosa/2.2 M de formaldehido, y posteriormente transferido a una membrana de
nylon (Hybond-N, Amersham) como recomienda el fabricante (Manson y Williams,
1985). Las membranas fueron hibridadas a 55°C usando 5X de SSPE (0.9M de NaCj,
0.05M de fosfato de sodio v 0.004M de EDTA pH 7.7), 0.5% de dodecil-sulfato de sodio
(SDS), 100 ug/mi de DNA de esperma de saﬁn(m, 40% de formamida y 5X de solucion
de Denhart's (2% de albumina de suero bovino (BSA), 2% de ‘Ficoll y 2% de Polyvinyl-
Pyrrolidona). bespués de 16 horas de incubacién, las membranas fueron lavadas dos
vece.s a 55°C C(;n 2X de SSPE/(.1% de SDS, un lavado a 65°C con 1X de SSPE/0.1% SDS
y por ultimo un lavado a 65°C con 0.1% de SSPE/0.1% de SDS. Después, la membrana
fue expuesta a una pelicula de rayos X (Hyperfilm-MP, Amersham).

Medicion de peptidil-tRNA.

La extraccion y procesamiento del tRNA fueron realizados segin los métodos de
Umesh Varshhey etal., 1991. -

| Aislamiento de tRNA de E. coli bajo condiciones dcidas- Se inoculé medio 2YT (4 ml),
conteniendo 30pg/mi de ampicilina y 25ug/ ml de kanamicina, con 0.2 mi de un cultivo
fresco, deja'do- crecer una noche, de transformantes CA274 de E. coli. Se incubo por 3
horas a 37 °C en rotacién, y se enfrié en hielo. Todos los pasos subsecuentes se
realizaron en frio. Las células fueron centrifugadas a 4°C, resuspendidas en 0.3 mi de
acetato de sodio 0.3 M (pH 4.5) y NazEDTA 10mM, transferidas a tubos Eppendorf de
1.5 ml, y se sometieron a 2 extracciones con voliimenes iguales de fencl equilibrado con
el mismo buffer. Durante la primera extraccion, las células fuexfon agitadas mediante un
“vortex” 3 \'re_ces por periodos de 30, 60 y 60 segundos, con intervalos de 60 segundos

entre cada agitacibn. Después de centrifugar por 10-15 minutos en una microcentrifuga
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Eppendorf, la fase acuosa fué transferida a nuevos tubos con 0.3 ml de fenol, se agitaron
mediante un “vortex” por 60 segundos y centrifugaron posteriormente por 10 minutos.
La fase acuosa fué transterida a nuevos tubos, se mezclo con 2.5 voliimenes de etanol y
se dejo en hielo por 1-2 horas. Se recuperaron acidos nucléicos totales mediante
centrifugacion por 15 minutos. La pastilla fué disuelta en 60pl de acetato de sodio 0.3m
(pH 4.5). Los 4cidos nucléicos fueron reprecipitados con 2.5 voltimenes de etanol, se
dejaron en hielo por 2-3 horas y se recuperaron mediante centrifugacion por 15
minutos. La pastilla fué disuelta e 20! de acetato de sodio 10mM (pH 4.5) y NazEDTA.
Una alicuota (1.5u) fué utilizada para medir absorbancia a 260nm, y otra alicuota (tpd)
fué usada para ‘estimar la calidad de la preparacién de tRNA mediante electroforésis en
un gel de agarosa al 1.2% con bromuro de etidio (Ipg/ml). El material restante fué
dividido en alicuotas, congelado répidamente en hielo seco y almacenado a - 80°C. La
obtencién de tRNA ;tal de un cultivo de 4ml fué de aproximadamente 0.25 Az
unidades.

Electroforésis del IRNA en geles dcidofiirea y electrotransferencia a una membrana de Nitran- Se
adaptaron las condiciones para la clectroforésis segiin lo descrito por Ho y Kan (1987).
Ya que se introdujeron varias modificaciones al protocolo sugerido, se describe a
continuacién el procedimiento modificado en detalle. Se mezclo tRNA (1.0 pl, ~0.01 Axeo
unidades) con 1.5 pl de buffer de prueba (acetato de sodio 0.1 M (pH 5.0}, urea 8M, azul
de bromofenol al 0.05% y xilen cianol al 0.05%) y se fraccioné en gel de poliacrilamida al
6.5% con 0.4mm de]‘espesor (191 aérilmrﬁda:bisacrilamida) conteniendo urea 8M en
buffer de acetato de sodio 0.1M (pH 5.0). La electroforésis a 500V (~12V/ecm) fué

realizada en un cuarto frio hasta que el colorante del azul de bromofenol alcanzé el

fondo del gel (20-24 h). La porcion del gel entre el xilen cianol y los colorantes del azul
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de bromofenol, que contenia los tRNAs de interés, fué electrotransferida a una
membrana de Nitran (Schleicher & Schuell) usando un aparato de electrotransferencia
Hoefer a 20 V par 90 minutos con trisacetato 40mM, Na:EDTA (pH 8.1) 2mM como
buffer de transferencia. La membrana fué enjuagada brevemente con 4 X SET (1 X SET =
NaCl 0.15M, Tris.HCI 0.03M y Na:EDTA 2mM (pH 8.0})) y después horneada a 70°C por
2-3 horas. .

Deteccion de tRNAMtcy, mutante mediante hibridacion northern Blot- tRNAs mutantes
fueron detectados mediante hibridacién a una sonda de oligodeoxiribonuclestido
marcada con 5-32P (~1-2 x 106 cpm/ml) complementaria a los nucle6tidos 29-47 de los
tRNAs mutantes. Ya que lfos tRNAs mutantes con el anticodon CUA difieren del
anticodén silvestre (CAU) en dos posiciones, la sonda de 19 nucleotidos de largo es
especifica para la deteccion de tRNAs mutantes . En algunos experimentos, una sonda
de DNA , marcada con 5 -32P, complementaria a los nucle6tidos 2-44 del tRNA supresor
ambar de tirosina en E. coli fué usado como control interno y para la normalizacion de
la cantidad total de tRNAs mutantes relativa al tRNA de tirosina. Debido a que esta
sonda es de 48 nucleotidos y tiene una s6la variacion (“mismatch”) con el tRNATY
silvestre, hibrida con los tRN As silvestres de tirosina de E. coli.

Las membranas fueron prehibridadas a 42°C por ~4h en una solucion (15 ml/17 x 13-cm
de membrana) que consistia de 4 x SET, .250 ng/ml de DNA de esperma de salmén
desnaturalizado y cortado, dodecil sulfato de sodio al 0.1% y solucion de Denhardt 10X
(Solucién de' Denhardt 1X= albimina de S;JETO bovino al 0.02%, polivinilpirrolidona 40 al
(.02% y Ficoll al 0.02%). La hibridacion se llevé a cabo durante toda una noche a 42°C en

la misma solucién (10ml) con las sondas mencionadas anteriormente. Las membranas
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fueron lavadas 4 veces por 30 minutos a temperatura ambiente con SET 3x y dodecil

sulfato de sodio al 0.1 % y se autorradiografiaron.
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RESULTADOS

Obtencién del banco de minigenes de dos codones.

Inicialmente se propusc obtener el banco por medic de la clonacion de
oligonucledtidos sintetizados al azar, modificando el segundo codén (ver material y
métodos). La ligacién fue transformada directamente a la cepa C600 pth(rap) y
posteriormente las clonas individuales fueron evaluadas. en su crecimiento en
presencia de IPTG. Con esta técnica se obtuvieron sélo 43 clonas diferentes de las
cuales sélo diez fueron poco letales o no téxicas para ta cepa pth(rap): todos los
codones de Gli’; UCC y UCG; UGC, UGA, UAA y GCG, los 20 codones restantes
fueron sintetizados individualmente y de ellos cinco clonas fueron poco letales o no
toxicas para la cepa pth(rap). GCU,GCC, GCA y UGU. Con estos resultados creemos
que la seleccién no fue preferente a ningiin tipo de toxicidad. Sin embargo sélo el

25% de las clonas fueron poco letales.

Toxicidad de los minigenes de dos codones.

Para poder clasificar mejor a los minigenes de dos codones por su grado de
toxicidad utilizamos ademas de la cepas C600 pth(rap) a la cepa C600 pth(Ts), debido
a que ambas son sensibles a la produccion de peptidil-tRNA, pero, la pth(Ts) tiene
una mayor actividad de Pth (Cruz-Vera, et al., 2000). Tanto la cepa C600 como sus
mutantes en pth fueron transformadas con las 64 construcciones portadoras de los
minigenes; se indujo la expresion de estos con IPTG y se valoré el crecimiento de las
cepas a tres diferentes temperaturas (material y métodos). Observamos que existian

tres fenotipos cuando las células crecieron a 32°C (Fig. 5): a} algunos minigenes eran
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letales para las cepas mutantes pero no para la cepa silvestre en Pth (codén CGA); b)
otros s6lo eran letales para la cepa +pth(rap) (codén CGT) y otros no eran téxicos aun
en la cepa ,t‘ath(rap) (codén CGC). En base a diferencias como estas se clasificaron los
64 minigenes en seis grupos segin el grado de inhibicién que conferian al
crecimiento bacteriano (Tabla I); el primer grupo abarca a los minigenes que son
toxicos para las cepas pth(rap) y pth(Ts) a cualquier temperatura; el grupo dos son
aquéilos minigenes que no son toxicos para la cepa pth(Ts} a temperatura ambiente y
toxicos para los demads casos; aquéllos minigenes que resultan medianamente t6xicos
para la pth(Ts) y toxicos para pth{rap) se encuentran en el grupo tres; el grupo cuatro
son aquéllos minigenes que resultan ser no toxicos para la cepa pth(Ts) y t6xicos en
los demas casos; los que resultan ser s6lo medianamente toxicos para la cepa pih(rap)
estdn en el grupo cineo; y el grupo seis son los minigenes que no muestran toxicidad
alguna.

En el caso de los minigenes del grupo 1 se usé otra metodologia para diferenciar la
toxicidad entre ellos, midiendo halos de inhibicion de crecimiento en cajas de petri
(ver material y métodos, Figura 6). Tanto el minigen AUA como el minigen AAA
muestran halos de similar tamafio en la cepé pth(rap), sin embargo en la cepa C600
pti(Ts) el halo de inhibicién provocado por el minigen AUA es més reducido que el
de AAA. Usando esta metodologia observamos que el minigen cuyo segundo codén

es  AAA  (Lys), es el més téxico de todos los del grupo 1.
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Sin IPTG Con IPTG

Fig.5. Crecimiento de las cepas C600 y sus mutantes en pth durante la
sobrexpresién de minigenes con los codones CGA, CGC y CGU. Los
cultivos bacterianos de las cepas C600/CGA(6), C600 pth(T s)/ CGA(5), C600
pth(rap)/ CGA(4), C600 pth(Ts)/CGU(3), C600 pth(rap)/CGU(2) y C600
pth(rap)/CGC(1) se crecieron durante 16hrs. a 32°C en presencia de ImM de
IPTG. .
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Tabla. 1. Clasificaciéon de la toxicidad de los minigenes artificiales de dos
codones tipo bar al expresarse en las cepas mutantes C600 pth(Ts) y C600

pth(rap) a diferentes temperaturas.

GRUPO1
CODON | ANTICO | AMINO rap Ts Ts Ts

DON ACIDO 32°C 34°C 32°C T.A.
AAA U*uu Lys - - - -
CGA ICG Arg - - - -
AGA UCU Arg - - - -
AGG ccu/ Arg - - - -

u*Cu
AUA LAU Iso - - - -

GRUPO 2
CODON [ ANTICO | AMINO rap Ts Ts Ts

DON ACIDO | 32°C 34°C 32°C T.A.
ACA U*GU Thr - - - +/-
ACU GGU Thr - - - +/-
ACC GGU Thr - - - +/-
ACG CGU Thr - - - +/-
AAU QuUU Asn - - - +/-
AAC QuUU Asn - - - +/-
AAG U*UU Lys - - - +/-
AUC GAU Iso - - - +/-
AUU GAU Iso - - - +/-
AGU GCU Ser - - - +/-
GUG U*AC Val - - - +/-
GUA U*AC Val - - - +/-
UAC QUA Tyr - - - +/-
UAU QUA Tyr - - - +/-
UGG CCA Trp - - - +/-
CGG CCG Arg - - - +/-
CAU QUG His - - - +/-
CAC QUG His - +/-
GUU GAC Val - - - +/-
CAA U*UG Gln - - - +/-
CAG CUG Gln - - - +/-
AUG CAU Met - - - +
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GRUPO3

CODON | ANTICO [ AMINO rap Ts Ts Ts
DON ACIDO | 32°C 34°C 32°C T.A.
GAU CcucC Asp - - +/- +
GAC GAA Asp - - +/- +
Uuu GAA Phe - - +/- +
uuc CAA Phe . - +/- +
uuG UAA Leu - - +/- +
UUA GAC Leu - - +/- +/-
GUC ICG Val - - +/- +/-
CcGU UucC Arg - - +/- +/-
GAA GGA/ Glu - +/- +/- +/-
- UGA
ucu Ser - *f- +/- +/-
CCG CGG Pro . +/- +/- +/-
_ GRUPO 4
CODON | ANTICO | AMINO rap Ts "Ts Ts
DON | ACIDO | 32°C M°C 32°C T.A.
AGC GCU |  Ser - +/- +/- +/-
UCA U*GA Ser - +/- +/- +/-
CCu GGG Pro - +/- +/- +/-
CCC GGG Pro - +/- +/- +/-
GAG U*UC Glu - +/- +/- +/-
CCA UGU Pro - +/- +/- +/-
- CUG CAG Leu - +/- +/- +/-
GRUPO 5
CODON | ANTICO | AMINO rap Ts Ts Ts
DON | ACIDO | 32°C 34°C 32°C T.A.
GGU - GCC Gly +/- +/- +/- +/-
CuUyu GAG Leu +/- +/- +/- +/-
CucC GAG Leu +/- +/- +/- +/-
CUA U*AG Leu +/- +/- +/- . /-
uCC . GGA Ser +/- +/- +/- +/- -
UCG CGA/ Ser +/- +/- +/- +/-
- U*GA
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GRUPO 6

CODON [ ANTICO | AMINO rap Ts Ts Ts
DON | ACIDO | 32°C 34°C 32°C T.A.

GGC GCC Gly +/- +/- +/- +/-

. GGA U*CC Gly +/- +/- +/- +/-
GGG cCcC Gly +/- +/- +/- +/-
GCC GGC Ala +/- +/- +/- +/-
GCG UGC Ala +/- +/- +/- +/-
UGU GCA Cys | +/- +/- | /- +/-
UGC GCA Cys +/- F/- +/- +/-
GCA | U*GC Ala +/- +/- +/- +/-
GCG UGC Ala +/- +/- +/- +/-
CGC ICG Arg +/- +/- T +/- +/-

En la primera columna est4 representado el segundo codén del minigen en
cuestion, la segunda columna muestra el anticodén del tRNA que codifica
para ése minigen, la tercera columna indica el residuo de aminoécido
resultante del codén, la cuarta columa registra la calidad del crecimiento de la
cepa C600 pth(rap) a 32°C cuando es transformada con el minigen indicado,
la cuarta columna es la calidad del crecimiento de la cepa C600 pth(Ts) a 3
diferentes temperaturas (34°C, 32°C y températura ambiente) cuando es
transformada con el minigen que se indica. + indica un buen crecimiento por
parte de la bacteria, - indica que la bacteria no pudo crecer en esas
condiciones, +/- indica un crecimiento defic:ente o alterado, * indica una
modificaci6én postrancripcional.
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priirap) Pl (Ts)

Fig. 6. Diferencias en 4reas de inhibicién del crecimiento de las cepas
mutantes C600 pth(Ts) y C600 pth(rap) al expresarse en ellas diferentes
minigenes toxicos.

Los cultivos de las cepas C600 pth(Ts} y C600 pth(rap) transformadas ambas
con los minigenes. AUA y AAA fueron esparcidos en cajas con medio
LB/amp, donde se dej¢ difundir IPTG 10mM (ver material y métodos). Se
crecieron '} a - 32°C durante 16 horas.

41



Para facilitar el manejo de estos resultados diferenciamos tres tendencias en la toxicidad
las cuales se resumen en la tabla I1; se nota que existen coincidencias de toxicidad entre
los minigene_;; expresados en la cepa pth(Ts) y las familias asignadas por Menninger
(1978). l.a tabla esta basada en el codigo genético y se les asigné un color a cada codén
seglin el grédo de toxicidad: se les di6 el color rojo a los tc’).xicos para ambas cepas
mutantes en pil, el color azul para las clonas medianamente t6xicas o no toxicas en la
pth(Ts} pero téxicas en la pth(rap); y el verde fue asignado a las clonas no téxicas en
pth(Ts) y medianamente, o no t6xicas, en pth(rap). En Ia tabla se puede observar que la
toxicidad tiende a depender principalmente de la posicién de una sola base, la adenina.
Asf, todos los codones que tienen una adenina en la primera posicion son de los mas
téxlicos exceptuando el codén AGC. Si existe una adenina en la segunda posici6n, en
general los codones también son de los més toxicos, siempre y cuando no exista en la
primera posicion una guanina (obsérvese los codones de Asp y Glu). Por otra parte, los
codones que tienen una adenina en la tercera posicién muestran variacién en su
toxicidad, por ejemplo obsérvese el caso de los codones GCA, GUA, y GAA; o CUA,
CCA v CAA; en ambos casos se pueden apreciar los tres grados de toxicidad. Al parecer
las dos primeras bases de los codones estan relacionadas con el grado de toxicidad de
estos minigenes. Por otro lado, parece que el tipo de aminodcido esta también
relacionado con la toxicidad, ya ciue parece existir una tendencia a que los codones que
codifican para un aminoécido en particular comparten ef mismo grado de letalidad,

como Pro, Thr y Ala.
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Tabla. IL Agrupacién de los minigenes artificiales tipo bar por colores
seghn la intensidad de toxicidad que producen al expresarse.

A los 64 minigenes artificiales tipo bar se les asign6 un color dependiendo del
grupo de toxicidad al cual pertenecen. A los mds t6xicos, grupos 1y 2, se les
asigné el color rojo; a los medianamente toxicos, grupos 3 y 4, les fué-
otorgado el color azul; y el color verde fué para los minigenes con menor
toxicidad, los grupos 5 y 6. Entre llaves estin marcados los codones que son
codificados por un mismo tRNA.
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Existe otra condicién donde la toxicidad varia sin importar el tipo de aminoécido ni el
codén, como Arg y Ser, donde se aprecia la gama completa de toxicidad. Al parecer, por
lo general, el tRNA que decodifica cada residuo no interviene en la letalidad que
presenta la construccion. .
Se ha observado que.la toxicidad de construcciones gue generan peptidil-tRNA se
incrementa cuando se sube la temperatura de crecimiento de la cepa pth(Ts) (Menez et
al., 2000), dependiendo ia toxicidad total de la construccién en cuestion. Por esta razon
probamos las diferentes construcciones sobre la cepa pth(Ts) a temperaturas menores y
mayores de 32°C (Fig. 7); si observamos el caso de las muestras 1 y 3 (CGA y GUU
respectivamente} se aprecia que existen diferencias de crecimiento a temperatura

ambiente, siendo que estos dos codones fueron clasificados como rojos (los més

toxicos).

Relacion entre la concentracién de mRNA del minigen y la toxicidad que produce.
Existe evidencia que muestra una relacion directa entre la toxicidad del minigen bar y la
concentracién de su mRNA. Valadez y cols., 2001y Dingbas y cols., 1999, han p-aropuesto
que la tasa de formacién de peptidil-tRNA libre es proporcional a la concentracién de
los transcritos de los minigenes. Por lo tanto, mediante ensayos de northern blot (ver
material y métodos) nosotros determinamos la concentracion del mRNA de nuestras
construcciones (Ver Material ¥ Meétodos). Se observé que el nivel de mRNA de los
minigenes al expresarse varia con la toxicidad de cada minigen (Fig. 8). La
concentracién de los mRNAs de los minigenes que son toxicos para la cepa pth(Ts) es
mayor que la observada por los minigenes no téxicos, mientras los no toxicos no

presentan altas concentraciones de RNA (Ver CGC, UGC y GCU).
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Temperatura ambiente 32°.C ' 34° C

Fig.7. Inhibiciébn del crecimiento de la cepa C600 pth(Ts) al ser
transformada con diferentes minigenes. _

Los cultivos de las cepas C600 pth(Ts)/CGA(1), C600 pth(Ts)/ GUC(2), C600
pth(Ts)/GUU(3), C600 pth(Ts)/CGC@4), C600 pth(Ts)/CAG(E) y C600
pth{Ts)/ CGU(6) se crecieron a temperatura ambiente durante dos dias; a 32°C
y 34°C durante 16 hrs. En presencia de 1ImM de IPTG.
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CGU
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Fig. 8. Concentracion de mRNA al expresarse distintos minigenes en la

cepa C600 pth(Ts).

La cepa bacteriana C600 pth(Ts) fué transformada con algunas de las
construcciones que portan los minigenes, se cultivaron a 32°C induciendo la
expresion de los minigenes con IPTG y se extrajo el RNA para su posterior
analisis mediante la técnica de northern blot (Ver material y métodos).

En la imagen se observan los niveles de mRNA (marcados con una flecha)
producidos al expresarse los minigenes. El orden de los carriles de izquierda
a derecha: AAA sin IPTG, CGA, AAA, GUG, CGU, AGC, UUC, CGC, UGC y
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Con la finalidad de ver si los minigenes que no presentan mRNA son traducibles
nosotros evaluamos la concentracién de sus mRNAs en presencia de inhibidores
traduccionales. Se utilizé cloramfenicol, que es un inhibidor de la elongacion de la
traduccién(Pestka, 1970}, pactamicina, que es un inhibidor de la elongacion de la
traduccién y que se ha demostrado que tiene efecto sobre losr primeros codones
ademas de ser un inhibidor de la iniciacién de Ia traduccién(Goldberg et al., 1973), y
ademas utilizamos eritromicina que es un inhibidor de la élongaci(‘m de la traduccitn
el cual produce “drop-off” del peptidil-tRNA. Como se observa en la Figura 9
ninguno de los tres farmacos tiene efecto en la concentracién de los mensajeros de
codones toxicos (CGA y AGA). Por ofra parte la concentracion de los mRNAs de los
minigenes no téxicos varfa dependiendo del farmaco, asi la pactamicina aumenta la
concentracion de mensajero a niveles similares a los de un mRNA de minigen téxico,
eritromicina produce un aumento discreto y cloramfenicol no produce cambios.
Estos resultados indican que todos los minigenes son potencialmente traducibles sin
importar su grado de toxici'dad, ya que la pactamicina inhibe el inicio de la.
elongacién, “congelando” al ribosoma después de sélo dos bases; si el ribosoma se

encuentra ya montado sobre el mRNA la posibitidad de su traducci6n es obvia.
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COA CGC AGA GCC

CPECPETCUPECPE

Fig. 9. Concentracién de mRNA al expresarse distintos minigenes en la

cepa C600 pth(Ts) en un ambiente con farmacos bacteriostaticos.

La cepa C600 pth(Ts) fué transformada con algunos de los minigenes, se
cultivaron a 32°C en presencia de cloramfenicol, pactamicina y eritromicina,
induciendo la expresién de los minigenes con IPTG; se extrajo RNA para su
anélisis mediante la técnica de northern blot (Ver material y métodos). En la
imédgen se aprecian las concentraciones de mRNA de la cepa C600 pth(Ts) al
ser transformada con 4 rmrugenes CGA, CGC, AGA y GCC. El orden de los
cultivos para cada caso es el siguiente: el primero es en presencia de
cloramfenicol (C), el segundo con pactamicina (P} y el  tercero con
eritromicina (E).
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Efecto de la sobreexpresion de la Pth en la concentracion de mRNA y toxicidad de los
minigenes.

Debido a que algunos minigenes son téxicos para una cepa pth(rap) y no para una pti(Ts)
se decidi6 analizar el nivel de rnRN.A de algunos minigenes en estas cepas deficientes en
Pth (Fig. 10). Los minigenes t6xicos muestran uha mayor concentracién de mRNA en las
cepas pth(rap) con respecto a las cepas pth(Ts) (Ver CGA y AUA). Sin embargo, aquéllos
minigenes los cuales slo son toxicos para la cepa pth{rap) no muestran .un incremento
aparente (Ver CGU y GAA). Ademis, el minigen AUA, el cual es m4s toxico que CGA en
una cepa pih{rap), mostré una diferencia substancial en la concentracién de su mRNA,
aumentando significativamente en la cepa p#i(rap) con respecto a pth(Ts). Con estos
resultados concluimos que en general la toxicidad de un minigen es directamente

proporcional a la concentracion de su mRNA.

Efecto de la sobreexpresidn del f:RNA especifico sobre la concentracién de mRNA y
toxicidad de los minigenes.

Conociendo que la exprels_ién de los minigenes téxicos provoca la caida de peptidil-
tRNA, las cepas portadoras de mixﬁger;es se cotransformaron con un plasmide portador
del tRNA especifico para el minigen (ver material y métodos) con la finalidad de
conocer las condiciones con las que se pueden suprimir la toxicidad de estos minigenes

y con ello poder determinar ei comportamiento de su mRNA. Si el mecanismo de
toxicidad propuesto para los mi.nilgenes es correcto (Ontiveros, 1996), al sobreexpresar

el tRNA especifico del segundo codén, la célula tendra acceso al tRNA, contrarrestando

el efecto del secuestro y evitando finalmente la inanicién.
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Fig. 10. Concentracién de mRNA al expresarse distintos minigenes en las
cepas C600 pth(Ts) y C600 pth(rap).

Las cepas C600 pth(Ts) y C600 pth(rap) fueron transformadas con algunos de
los minigenes, se cultivaron a 32°C induciendo la expresién de los minigenes
con IPTG; se extrajo el RNA para su estudio mediante la técnica de northern
blot (Ver material y métodos). En la imagen se ven los niveles de mRNA de
las cepas transformadas; el orden es CGA, CGU, CGC, AUA, GAA y GCG.
Estadn acomodadas por pares, siendo en todos los casos el primer carril la
cepa C600 pih(rap) y el segundo C600 pth(Ts).
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Lo que observamos fué que la sobreexpresion del tRNA especifico no parece restaurar
en un 100% el crecimiento de la t‘aacteria, s6lo en una cepa C600 pth(Ts) a temperatura
ambiente se logra apreciar una restauracion del crecimiento bacteriano {Fig. 11). Con la
sobrexpresién del tRNA que decodicifca al codéﬁ AGA se vid c]araménte que la
bacteria crece, sin embargo cuando se sobrexpresé el tRNA que decodifica al codén
AAA la supresién es mucho menor. Sin embargo, cuando las cepas C600 ptli(Ts) y C600
ptl(rap) con los minigenes téxicos v los plasmidos portadores del tRNA especifico
fueron evaluadas mediante la formacién de halos de inhibicién (Ver Introduccion pag.
29) se pudo observar un efecto de dismin;xcién del halo de inhibicién de crecimiento
{Tabla III). Conociendo las condiciones de supresién utilizando el tRNA evaluamos
ahora la concentraciéon de sus mRNAs (Figqxa 12). Los ensayos mostraron que al
expresarse el minigen con su tRNA especifico el nivel del mRNA de tres minigenes
toxicos especificos (Arg, Lys e Ile) no cambia, stlo se aprecia en el caso de Lys un
aumento del mensajero cuando se expresa junto'c-on su tRNA. Lo que indica gue la
concentracion de tRNA no influye en el tiempo de estadia del ribosoma sobre el mRNA,
Por otra parte, al cotransformar las bacterias portadoras de minigenes con un
plasmido que cxpresa el gen pth silvestre se aprecia que tanto en la cepa C600
pth(rap), como en la cepa pth(Ts) las bacterias crecen normalmente a pesar de la
presencia de! minigen téxico (Fig. 13). Nosotros realizamos ensayos de northern blot
(ver material y métodos) del minigen durante la sobrexpresion de la Pth (Fig. 14).
Utilizamos el minigen taxico AUC; en el caso de la cepa C600 no se aprecia diferencia
-alguna del mRNA al expresarse o no la Pth dado que no hay una gran cantidad de

mensajero; sin embargo, en las cepas deficientes en Pth el mensajero esta altamente

concentrado, no asf cuando la Pth se sobrexpresa en estas células.
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Fig. 11. Crecimiento de la cepa C600 pih(Ts) durante la sobrexpresioén de
minigenes y sus tRNAs. -

La cepa C600 pth(Ts) fué transformada con los minigenes AAA y AGA, a su vez se
cotransformaron un vector vacio, un tRNA de Lys y un tRNA de Arg: se dejaron
crecer a 32°C por 16 horas (Ver material y métodos). El orden de las muestras es el
siguiente: ' :

1. AAA/tRNALsV 3. AAA/tRNAA® 5 AGA/ Vector
2. AAA/ Vector 4. AGA/tRNAAB: 6. AGA/ tRNALysY
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Minigen/tRNA pth (rap) pth (Ts)
AAANV? 32 2.0
AAA/Y2 2.7 1.7
AGAN? 26 22
AGA/Y2 2.7 2.5
AGA/PDCY52 " 23 1.5*
bar/V2 27 23
bar/Y2 | ememeeeee- 24
bar/P1489 2.7 1.9
UGC/vV2 0.0 0.0
UGC/y2 0.0 0.0

Tabla. I1I. Longitud de los radios de inhibicién al expresarse minigenes

toxicos junto a tRNAs en cepas pth mutantes.
Las cepas C600 pth(Ts) y C600pth(rap)’ fueron

transformadas con los

minigenes bar, AAA, AGA y UGC; y cotransformadas con los vectores V2, Y2,
PDC952 y Pl489. Se crecieron a 32°C dirante 16 horas en cajas de cultivo
donde se dej6 difundir IPTG 1 mM (ver material y métodos). Se registran en
cm los radios de los halos de inhibicién resultantes.
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AAA AGA AUA
CtRNA 4+ - + - + -

Fig. 12. Concentracion de mRNA de los minigenes AAA, AGA y AUA al
expresarse en una cepa C600 pth(Ts) s6los o en conjuncién de su tRNA
especifico.

La imagen superior muestra los niveles de mRNA (En un ensayo northern
blot, ver material y métodos.) de los minigenes AAA, AGA y AUA al ser
transformados en la cepa C600pth(Ts) s6los o en conjuncién de sus tRNA
especificos. La imagen inferior indica las concentraciones de RNA total de las
muestras de la imagen superior, en el mismo orden.
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Sin IPTG | Con IPTG

Fig. 13. Crecimiento de las cepa C600 pth(Ts) durante la sobrexpresion de
minigenes y de Pth,

La cepa C600 pth(Ts) fué transformada con tres distintos minigenes (AAA,
AGA y bar 101) asf como un plasmido inducible con IPTG (pACYC) vacio o
con una copia del gen pth silvestre; los cultivos se dejaron crecer a 32°C por
16 horas en presencia de IPTG 1mM (Ver material y métodos). El orden de la
figura es el siguiente: o

1. AAA/pACYC 3. AGA/ pACYC 5.101/ pACYC

2. AAA/Pth 4. AGA/ Pth 6.101/ Pth
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Fig. 14. Concentracion de mRNA en las cepas C600 Ce00 pth(Ts) y €600
pthirap) al expresarse el minigen AUC sé6lo y con pth.

En la imagen se observan los niveles de mRNA (en un ensayo northern blot)
del minigen AUC en tres cepas de Escherichia coli al expresarse sblo o en
conjuncién con el gen pth silvestre. (Ver material y métodos)

1.- AUC/C600 2.-AUC/C600/pth 3.-AUC/Ts 4.-AUC/Ts/pth

5.- AUC/rap 6.- AUC/rap/pth
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De estos resultados concluimos que la concentracién del mensajero de un minigen
depende principalmente de la actividad Pth. La funcion de Ia Pth es la de hidrolizar el
peptidil-tRNA, dejando libre al RN A de transferencia; en el caso de un minigen toxico
parece que al no hidrolizarse el peptidil-tRNA en el dltimo codén (en el caso de
ausencia de actividad de Pth), el ribosoma se queda atascado en su posicion,

protegiendo y estabilizando al mRNA.

Correlaci6n de la concentracion de peptidil-tRNA con la toxicidad de un minigen.

Con la finalidad de medir in vivo la acurmulacion de peptidil-tRNA por la expresion
de los minigenes inicialmente decidimos averiguar la cinética del crecimiento
bacteriano al ser afectado por la expresion de minigenes, tanto toxicos como
medianamente toxicos, ésto para averiguar el mejor punto de crecimiento para
extraer el peptidil4RNA. Como se aprecia en la Figura 15 el tiempo de extraccion de
la muestra, marcade por una flecha, es uno donde se pueden apreciar ligeras
diferencias en el patrén de crecimiento sin que lleguen a ser radicales; en el caso del
minigen toxico CGA es cuando se manifiesta la caida de crecimiento en la cepa C600

pth(rap), mientras que el crecimiento con el minigen medianamente téxico CGT se

encuentra estable en esos momentos.
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Fracclén sobrevivients

Fig. 15. Curva de viabilidad de la cepas C600, C600 pth(Ts) y C600 pth(rap)
al ser transformadas con los minigenes CGA y CGT, induciendo su
expresién con IPTG.

La grafica de la izquierda muestra el cambio de las fracciones sobrevivientes
en relacion a los minutos de crecimiento de los cultives: O C600
pth(rap)/ CGA, A C600 pth(Ts)/ CGA, Q C600/CGA. El grafico de la derecha
es similar al primero, siendo los cultivos los siguientes: A C600
pth(rap)/ CGT, B C600 pth(Ts)/CGT, ® C600/CGT. Ambas series de cultivos
fueron tratadas con IPTG imM. {(Ver material y métodos)
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A las muestras obtenidas tanto del minigen toxico como del minigen mediananmente
toxico les practicamos un ensayo de northern blot en geles acidos (Ver material y
métodos), agregando una muestra obtenida con la sobrexpresion del minigen CGC, con
la finalidad de apreciar las concentraciones de peptidil-tRNA generadas en cada caso
(Fig. 16). Algunas muestras fueron tratadas con sulfato de cobre para distinguir la
presencia del aminoaciltRNA de la del pe;ptidil—tRNA, para evidenciar los niveles
reales de peptidil-tRNA. Se ve claramente cémo al expresarse un minigen muy téxico
(CGA) los niveles de peptidil-tRNA son mayores en la cepa C600 pth(Ts) con respecto a
la C600, asi como es mayor en la cepa CGOO pth(rap) en relacién a la cepa C600 pth(Ts).
Al expresarse un minigen medianarmente téxico no puede apreciarse una diferencia en
la concentraci6n de peptidil-tRNA en ambas cepas deficientes en pih, siendo sin
embalggo mis baja que la de un minigén toxico. La expresion de un minigen no téxico
(CGC) produce la concentracién de peptidil-tRNA mas baja con respecto a las demas,
al expresarse en la cepa C600 pth(rap). Por ende se puede decir que los minigenes
téxicos propician una mayor caida de peptidil-tRNA que los'medianamente téxicos y
los no tdxicos; peptidil-tRNA que puede ser hidrolizado de manera mas eficiente por

las cepas con una mejor actividad de Pth.
Comparacion de la composicion de minigenes con mis de dos codones.

En el caso de los minigenes de dos codones tipo bar la toxicidad indudablemente
depende del segundo codén, siendo este la tnica variante; sin embargo, en la naturaleza
el mecanismo puede diferir ya que muchos minigenes poseen mas de dos codones. Para

tratar de resolver esta cuestién seleccionamos minigenes toxicos aleatortos, de entre uno a
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cinco codones de la biblioteca de Alexander Mankin (Ver material y métodos),
probéndolos tanto en la cepa C600 como en la C600 pth(rap). En la Tabla 4 se aprecian los
minigenes obtenidos, con su secuencia identificada con los colores usados en caso de que

cada codén fuera el segundo codén de un minigen tipo bar.
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Fig. 16. Concentraciones de tRNA y pep-tRNA en las cepas C600, C600
pth(Ts) y C600 pth(rap) al ser transformadas con los minigenes CGA, CGT
y CGC.

La figura muestra un ensayo de northern blot donde se sondeé para registrar
el tRNA (ver material y métodos). A la izquierda se indican las distancias de
migracién de aa-tRNA o pep-tRNA y tRNA. Unas muestras fueron tratadas
con sulfato de cobre (ver material y métodos), el orden de las muestras es el
siguiente: (1) tRNA, (2) tRNA+aa-tRNA, (3) CGA/C600- Cu**, (4) CGA/C600
+ Cu*, (5) CGA/Ts + Cu**, (6) CGA/rap + Cu*, (7) CGT/ Ts + Cu**, (8)
CGT/rap + Cu**, (9) CGC/ rap + Cu**. W=C600, T=C600 pth(Ts) y R=C600
pth(rap).
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Se puede ver que los minigenes toxicos para la cepa C600 varfan en longitud, observamos
que existian de entre tres a cinco codones; siendo igual para los que s6lo fueron toxicos
para la cepa C600 pth(rap). El titimo codén en todos los minigenes resulto ser azul o rojo,
pero nunca verde; ademaés en tres de los seis minigenes toxicos para la C600 pthirap) la
peniltima posicion corresponde a un codén verde. El minigen MKNT, toxico para la
€600, es similar al minigen MKKNT, sin embargo este tiltimo es s6lo toxico para la C600
pth(rap); este tltimo minigen es el Gnico caso en el que su tltimo codén es treonina y no
es toxico para la cepa silvestre. Otro caso similar es cuando el minigen termina en
fenilalanina ya que estos minigénes son téxicos o medianamente téxicos en la cepa

silvestre.
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. Minigenes Rewlduos Toxicidad
AUG GUA ACAUAA MVT Silvestre
AUG CAA UUA UAA MOQL Silvestre*
AUG AAG AACACCUAA MKNT Silvestre
AUG CCG CCA AUG UAA MFPM Silvestre
AUG CGA AGA AGAUAA MRRR Silvestre
AUG GUG UUU AGU UGA MVFS Silvestre
AUG AAC AAUGAU AGC UAA MNNDS Silvestre
AUG CAC GCA UUA ACA UAA MHALT Silvestre
AUG UAU AAA CGG UUCUAA MYKRF Silvestre
AUG CCC GGU ACA ACGUAA MPGTT Silvestre*
AUG CAA CAA AUUCACUAA MQQIH Silvestre*
AUG CAG CCU AUA UUC DAA MOQPIF Rap!
AUG GAUGAC UAA MDD Rap
AUG AGC AAA GGCUUA UAA MSKGL Rap
AUG AAA GAA CUA AAAUAA MKELK Rap
AUG AAA GAA UCU AAA UAA MKESK Rap
AUG AGG GGG GGU GUG UAA MRGGV Rap
AUG AAA AAA AAC ACUUAA MKKNT Rap

Tabla. 4. Secuencia, composicion y grados de toxicidad de
minigenes mis largos de dos codones encontrados en una librerfa

aleatoria.

En una libreria aleatoria de minigenes de hasta 5 codones, expresada
en PO0C se aislaron minigenes téxicos para las cepas C600 silvestre
y €600 pth(rap). El color representa el grupo de toxicidad al cuai
pertenece el residuo si fuera el segundo codon de un minigen tipo
bar (ver Tabla 3). * indica que su toxicidad fue encontrada primero
en la cepa C600 pHhi(rap); 1 indica que el minigen es medianamente

toxico al expresarse en la cepa pth silvestre.
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Discusion

Toxicidad debida al segundo codén

Se ha reportado que cambios en la secuencia del segundo codén de un minigen de dos
codones, como bar, afectan la toxicidad (Valadez et al, 2001). Por otra parte es
importante la naturaleza del wltimo codon con sentido para que se lleve a cabo una
buena terminacion (Menez et al., 2000). Debido a que la toxicidad de un minigen es
generada por una ineficiente terminacién que lieva al “drop-off” del correspondiente
peptidil-tRNA creemos que las secuencias del minigen cercanas a su codén de paro
determinan su toxicidad. Por esta raz6n, en este trabajo se decidi6 estudiar el efecto de
la naturaleza del segundo codén sobre la toxicidad producida por un minigen de dos
codones en cepas de Escherichia coli deficientes en su actividad de Pth.

Con la metodologia utilizada en la obtencién de lo; minigenes nosotros no obtuvimos
los 64 codones en un inicio, sin embargo ésto ap;arentemente no estd relacionado con
algiin factor de la secuencia o toxicidad del minigen debido a que los minignes no
obtenidos se encuentran dispersos en la gama de uso de codones, y ademas el
porcentaje de toxicos y no téxicos entre los obtenidos al azar y los no obtenidos es
similar.

Utilizando la cepa pth(rap) se observé que el 75% de las clonas son téxicas, sin embargo
se sabe que la actividad de Pth en esta cepa corresponde sélo al 1% de la actividad
silvestre; debido a ésto decidimos utilizar a la pth(Ts) ya que su actividad enzimatica a
32°C es mucho mayor (Cruz-Vera et al,, 2000), ademas se conoce por Dingbas et al.
(1999) que la acumulacion de peptidil-tRNA depende principalmente de la baja
velocidad de hidrélisis del peptidil-tRNA por Pth Con esta metodologia nasotros

pudimos diferenciar a2 minigenes semitdxicos, los cuales ademas de su toxicidad

64



también se diferencian de los téxicos por su nivel de mRNA. (Ver Fig. 8) Lo que valida
el uso de la pth(Ts) como un factor de diferenciaciéon por su distinta eficacia en la
actividad de Pth.

En los resultados observados de la Tabla II se revela que las adeninas localizadas en la
primera y segunda base del codo6n estan relacionadas con una toxicidad alta. Se ha
demostrado que la fuerza de uni6n del coddén-anticodén esta soportada en el primer
apareamiento de bases (Lim et al., 1992). Asi, por ejemplo, creemos que la generacion de
peptidil-tRNA de los minigenes con los codones de fenilalanina y lisina debe ser igual y
tal vez la diferencia en sus toxicidades se debe a que el tRNA que decodifica a los
codones de fenilalanina es mejor substrato que el tRNA que decodifica a lisina (Dingbas
et al,, 1999). Otro ejemplo es el de los codones de asparagina y acido aspértico cuyos
tRNAs, similarmente abundantes, tienen una susceptibilidad a la hidrolisis por Pth
semejante (Kossel, 1968), sin embargo los codones de asparagina son més toxicos. En los
casos de histidina y glutamina, que poseen en su primera posicion una C se podria creer
que su interacccion fuese similar a los de codones de 4cido aspértico y 4cido glutdmico,
'y sin embargo, tienen diferencias, ya que los dos primeros son considerablemente mas
bajos en su concentracion de tRNA, tan parecidos a la concentracién de tRNAs raros
como el que codifica al codon AGA. Por lo que creemos de que si los tRNAs que
decodifican a estos 4 pares de codones se liberan a la misma velocidad, y sabiendo que
sus velocidades de hidrélisis son similares (Menninger, 1978), creemos que su
diferencia radica en su concentracion de tRNA. Se observa entonces que al parecer la
toxicidad estd determinada por las dos primeras bases del segundo codén de los

minigenes, y tiene relacion con el aminoacido gue decodifica. Por otra parte, los grupos
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de codones que codifican Serina (UCX y AGX) v los codones de arginina CGU, CGCy
CGA muestran que la toxicidad se relaciona con la base en la t-ercera posicion.

En resamen, parece que por lo general, las dos primeras bases del cod6n son las que
juegan el papel principal en la atribucién de distintos grados de toxicidad en los

diferentes minigenes.
Relacion de la concentracién del mRNA y la generacion de peptidil-tRNA.

Al evaluar la concentracion de RNA mensajero en minigenes t6xicos .y no téxicos
(Figura B), es claro que en las bacterias pth portadoras de minigenes téxicos la
concentracion es mayor que en las portadoras de minigenes no toxicos. Esto coincide
con la idea de que el RNA mensajero es estabilizado y protegido por el ribosoma; ésto
" se observa claramente al aumentar la concentracion de mRNAs de minigenes no toxicos
cuando se adiciona a la célula un inhibidor traduccidnal, como la pactamicina (Figura
9). Se ha demostrado que la pactamicina, un inhibidor de la iniciacién de la traduccién,
inhibe por medio de dos mecanismos, uno impidiendo la asociacién de la subunidad de
505 al compleje de iniciacién y el otro no permitiendo la elongacién del primer
dipéptido formado, lo cual detiene y fija al ribosoma en el mensajero. En la misma
Figura 9 observamos que el cloramfenicol, un inhibidor de Ia unién del peptidil-tRNA
al sitio de la peptidil-tRNA transferasa durante la elongacion de la traduccién, no tiene
efectos sobre la concentracién del mensajero de los minigenes téxicos y no toxicos.
Creemos que ésto se debe a que no afecta a la reaccion de transferencia del formil-
metionil al aminoacil-tRNA del segundo codén asi como tampoco afectaria la reaccion

de terminacién, ya que se ha observado que la inhibicién del cloramfenicol no afecta a
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peptidil-tRNAs que estén fuertemente unidos al ribosoma, como en el caso del formil-
metionil-tRNA (Pestka, 1970). Por ofra parte utilizando eritromicina, el cual es un
farmaco que induce la caida de peptidil-tRNA, aumenta ligeramente la concentracion
de mensajero de los mir';igenes no téxicos. Con estos resultados mostramos que existe
una correlacion entre la acumulacién de peptidil-tRNA y la acumulacién de mensajero.

Tomando en cuenta que algunos minigenes son toxicos para la cepa rap y no para la Ts,
se analizé ¢l nivel de mRNA de algunos minigenes en las dos distintas cepas (Figura
10}. Existe una mayor cantidad de mRNA en la cepa pifi(rap) con respecto a la cepa
pth(Ts);, ésto podria indicar que la escasez de Pth funcional estd directamente
relacionada con la cantidad de mRNA producido, supuestamente el aumento de
mensajero se debe a que éste es protegido por el ribosoma estancado, entonces la falta
de Pth estd relacionada con el estancamiento, lo que podria ocasionar que, al no

disociarse el peptidil-tRN A, el ribosoma se detenga,

En los experimentos posteriores se cotransformaron las células portadoras de minigenes
con el tRNA especifico al segundo codén del minigen en particular; el hecho de que
s6lo creciera la cepa pth(Ts) indica que debe de existir algin tipo de equilibrio en lo que
respecta a la concentracion Lie enzima activa. Se observé también que el aumento del
RNA de transferencia, en particular el correspondiente al segundo codén del minigen
expresado, né cambia la concentracitén de mensajero (Figura 12), lo que indica que el
tamafio de la reserva de tRNA no estd directamente relacionado con el estancamiento
del ribosoma. Por lo tanto el estancamiento del ribosoma se debe s6lo al exceso de

petidil-tRNA en la célula, tal como se explica arriba.
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Conclusiones

En resumen, los datos obtenidos en este estudio pueden conducir a las sigunientes
conclusiones:
1.- La cepa pth{Ts) de Escherichie coli resiste mejor que la cepa pth(rap) la expresién de
las construcciones portadoras de minigenes.
2.- La toxicidad causada por la expresion de un minigen de dos codones no es la
misma para todos los minigenes, ya que esta \.’aria dependiendo del codén que ocupe
la segunda posicién del gen.
3.- En general existe una relacion directamente proporcfona] entre la concentracion
del mensajero y la toxicidad del minigen.
4.- Los transcritos de los minigenes no téxicos son haducid;)s, ya que al inhibir el
trafico ribosomal se observé un aumento de estos.
5.- El aumentar la concentracion de los tRNA especificos para cada minigen en las
células transformadas no afecta en nada la concentracién del mRNA producido,

6.- La actividad de Pth reduce los niveles de mensajero en los minigenes toxicos.
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GLOSARIO

30S: Subunidad ribosomal pequena con coeﬁcier;te de sedimentacién de 305
50S: Subunidad ribosomal mayor con coeficiente de sedimentacion de 505
.705: Unidad ribosomal conjuntada por las dos subunidades, coeficiente de
sedimentacion de 705
aminoacil4RNA: Complejo formado de una molécula de tRNA unida a un
aminoacil
bar : Blanco de accién de rap , sitio en el genoma de lambda que contrarresta
la mutacion rap
cistron: Gen
Dl\_IA: Acido desoxiribonucleico
E. coli: Escherichin coli
fMet-tRNA: Formil-Metionil-tRNA, el tRNA iniciador de la traducciém
GDP: Guanosin difosfato
GTP: Guanosin trifosfato
IF-1: Factor de inicio de la traduccion 1
IF-2: Factor de inicio de la traduccion 2
IF-3: Factor de inicio de la traduccion 3
IPTG: Isopropil-p-D-tiogalactosido
mRNA: RNA mensajero
pb: Pares de bases
peptidil-iRNA: Complejo formado de una molécula de tRNA unida a un
" peptidil
pTAC: Promotor del gen fac
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pth: Gen que codifica para la enzima Pth

Pth: Peptidil tRNA hidrolasa, enzima que hidroliza el peptidil-tRNA dando
como resultado péptidos y tRNA libres

rap: Mutacién de E. coli que no permite la propagacion del bacteriofago
lambda -

RF1: Factor de liberacién ribosomal 1

R¥2: Factor de liberacion ribosomal 2

RF3: Factor de liberacién ribosomal 3

RNA: Acido ribonucleico

RRF: Factor de reciclamiento ribosomal

rRNA: RNA ribosomal

SD: Secuencia Shine-Dalgarnoe, sefial de inicio de la traduccion; involucrada en la
unién del ribosoma al mRNA

sitio A: Sitio aminoacil del ribosoma

sitio P: Sitio peptidil del ribosoma

{RNA: RNA de transferencia

Ts: Mutacion de E. coli que presenta termosensibilidad

Tu: Factor de elongacion TU
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