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“I have found from experience that atypical
cases usually turn out to be typical cases of
something else. The job is to identify the
something else”

L. Diamond
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Resumen

Los ribosomas son la maquinaria molecular esencial que decodifica el ARNm en
proteinas en la célula y, por lo tanto, su produccion es fundamental para el desarrollo
de ésta. En organismos eucariontes, los ribosomas estdn compuestos por una
subunidad 40S y una 60S, que se asocian para generar un complejo 80S capaz de
llevar a cabo la traduccion. La biogénesis del ribosoma comienza en el nucléolo
finalizando en el citoplasma y es un proceso que involucra la sintesis, modificacion,
ensamblaje y transporte de 4 ARNr y 78 proteinas ribosomales. Para que este proceso
se lleve a cabo de manera correcta en tiempo y espacio se requiere de la participacion
de cerca de 200 proteinas accesorias y 75 snoRNPs. Entre estas proteinas accesorias
encontramos a la GTPasa EFL1 que a través de la energia de hidrolisis de GTP
promueve la liberacion del factor de anti-asociacion Tif6/elF6, el cual se encuentra
unido a la subunidad mayor del ribosoma para evitar la unién prematura de las dos
subunidades. Para llevar a cabo su funcion, EFL1 requiere de la actividad de la
proteina Sdol en levadura y su ortélogo en humanos, SBDS, quien actia como un
factor intercambiador de nucle6tidos (GEF). Fallas en la sintesis de ribosomas o en su
estructura resultan en un conjunto de enfermedades que se conocen como
ribosomopatias, y entre éstas se encuentra el sindrome Shwachman-Diamond. EI 90%
de los pacientes que sufren esta enfermedad contienen mutaciones en el gen que
codifica para la proteina SBDS. Existen mutaciones que truncan o desestabilizan a la
proteina generando un particula disfuncional, sin embargo existen mutaciones
puntuales que no han sido estudiadas. Con el fin de estudiar la interaccion entre las
proteinas EFL1 y SBDS, en este trabajo se llevaron a cabo ensayos de foto-
entrecruzamiento en residuos especificos de SBDS con aminoacidos no naturales. Los
resultados indican que los residuos P122, K177, P168, K126, K141 y L152 de SBDS
participan directamente en la interaccién con la proteina EFL1. Debido a que algunos
de estos residuos se encuentran mutados en pacientes con el Sindrome de
Shwachman-Diamond, se buscO caracterizar el efecto de estas mutaciones en la
interaccion con EFL1. La interaccion se describi6 como una union a dos sitios
distintos con cooperatividad positiva. Los resultados mostraron que las mutaciones

presentes en la enfermedad debilitan la interaccion con EFL1.



1 Antecedentes

Las proteinas son las biomoléculas més versétiles existentes en los sistemas vivos y
juegan un papel central en todo proceso bioldgico. Las proteinas son polimeros de
aminoacidos con distintos niveles de organizacion estructural que le proveen una
funcion especifica llevada a cabo por medio de interacciones fisicas con metabolitos,
lipidos, acidos nucleicos y otras proteinas. Se estima que hay cerca de 19,000 genes
(1) que codifican un mill6n de diferentes proteinas (2,3), y que expresadas en distintas
proporciones representan el 50% del peso seco de una célula (bacteria: 3x10°,
levadura: 1x10®, humano: 1x10' proteinas por célula) (4). Debido a la cantidad y
variedad de proteinas presentes en la célula, las interacciones proteina-proteina juegan
un papel fundamental en cada via o sefial presente en la célula. Actualmente se
reconoce que los procesos celulares no son aislados y que mas bien estan
interconectados haciendo una red de vias de interaccion, lo que convierte a la célula
en un sistema altamente organizado y dinamico. Por tal razén, para entender la

funcion de una proteina es critico el estudio de sus interacciones con otras moléculas

(5).

1.1 Interacciones proteina-proteina

Una de las maneras en las que la quimica bioldgica se diferencia de la quimica
tradicional es porque la bioquimica se basa en uniones no covalentes y reversibles,
caracteristica esencial para la vida. En las proteinas, las uniones no covalentes entre
las cadenas laterales de los aminoacidos son las responsables de la estructura,
ensamblaje y funcién de la proteina (6). No es de sorprenderse que el 80% de las
proteinas forman complejos proteicos (2), y su estudio constituye un area de intenso
trabajo para la comunidad cientifica. En la actualidad, existen diversos tipos de
métodos que se han desarrollado para estudiar las interacciones entre dos proteinas,
sin embargo no siempre es posible estudiarlas por mas de un método como forma de
comparacion debido a las limitaciones de cada método y las caracteristicas de la
interaccion. Las técnicas espectroscépicas se usan de manera extensiva con el
requisito de tener una respuesta diferente entre el componente libre y el complejo.
Una de las ventajas con mayor peso de estos métodos es que el estudio puede ser

cuantitativo (2).



1.1.1 Modelos de unién
Para hacer el analisis de la interaccion entre un receptor y su ligando de manera
simplificada es necesario asumir ciertos criterios como los que se muestran a
continuacion:
1. Se asume que las interacciones son reversibles. En el caso mas simple, la
asociacion es bimolecular y la disociacion es unimolecular.
2. Todos los receptores son equivalentes e independientes.
3. La respuesta a medir es proporcional al nimero de sitios ocupados en el
receptor.
4. Lainteraccion se encuentra en equilibrio.
5. Los componentes no llevan a cabo otras reacciones quimicas, y solo existen en
estado libre y unido.
Se entiende como receptor a la proteina con una concentracion fija y limitada, y
aquella en cantidades variable como el ligando. Estas suposiciones pueden no ser
verdad en casos mas complejos. A continuacion se hara el desarrollo del analisis de la
unién de un ligando a un solo sitio en el receptor, y el analisis cuando el receptor une

ligando(s) a dos sitios idénticos o diferentes.

1.1.1.1 Interaccién a un sitio de unién
La union de una molécula de ligando (L) a un solo sitio en el receptor (R) estd
descrita de acuerdo al equilibrio que se muestra a continuacion,

ky

Ry + Ly =RL (1)

k,
donde R es la concentracion del receptor libre, L es la concentracion del ligando libre,
RL la concentracion del complejo, k; es la constante microscopica de velocidad de
asociacion, y k, es la constante microscépica de velocidad de disociacion. Cuando el

sistema se encuentra al equilibrio se puede describir como,

[RellLs]
RL] Kq (2)

donde Kj es la constante de equilibrio de disociacion.
Si sustituimos los términos libres por concentraciones totales aplicando la ley de
conservacion de masas, donde [L{=[L]+[RL] y [R{=[Rd+[RL], obtenemos la

siguiente ecuacion:
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L] - [RLD([R,] — [RL
(L] -1 g;(L[]] [ D=Kd 3)

Para arreglar la ecuacion tal que quede en términos de saturacion fraccional [RL]/[R{]

se siguen los siguientes pasos:

(Re-[RL)  Kq

[RL] ([L¢]-[RLD
(Rel-[RLD _ R _[RLI _ [R]
[RL]  [RL] [RL] [RL]
(Re-[RL)  Kq

Rl (QLd-lre) 1

Donde 1 puede ser el cociente de cualquier valor sobre si mismo,
1 = ULd=IRLD | Kg+[Ld—[RL]

L) ([L¢]—[RL])
[Re]  Ka+[L¢]-[RL]

[RL]  ([L¢]-[RLD

Si sacamos el reciproco de la ecuacién llegamos a la expresion que se buscaba, la cual

puede ser expresada en términos de [Ly] sustituyendo ([L¢-[RL]),

[RL] _ [LJ—[RL] _  [Lf] @
[Re] Kq+I[L]—I[RL] K,;+ [Lf]

Al graficar la saturacién fraccional en funcién de la concentracion de ligando libre se

obtiene una hipérbola rectangular (Figura 1A), o si se grafica la saturacion fraccional
en funcion del log[Ls] (gréafica de Klotz) se obtiene una sigmoide (Figura 1B). Sin
embargo, para ambos gréaficos los valores de la ecuacion que describen a estas
funciones s6lo se obtienen a partir de una regresién no lineal por iteraciones, y para
eso se requiere de un programa de computo. Un analisis mas simple se puede llevar a
cabo por linealizaciones de este modelo como la gréfica de Scatchard que relaciona el
[LR]/[Ls] en funcion del [L¢, y de donde se obtiene las variables a partir de una
regresion lineal por las intersecciones con los ejes (Figura 1C). Si este

comportamiento no se observa hay que sospechar de un sistema mas complejo.
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Figura 1. Simulacion de los gréficos para la interaccion de un solo sitio union. (A) Gréfico de la
saturacion fraccional en funcién de la concentracion del ligando libre. (B) Gréfico de Klotz y (C)
gréafico de Scatchard de los mismos datos.

12



1.1.1.2 Interaccion a multiples sitios de union independientes
Cuando hay mas de una molécula de ligando que se une al receptor, la ecuacion se

complica obteniendo la siguiente ecuacion para n sitios de union:

_ _(RA[L] . [RA[L] [R[Ly]
[RL] = [RLl] + [RLZ] + ot [RLn] - Kd1 N [Lf] Kdz N [Lf] Kdn n [Lf] (5)
Si los sitios son idénticos (misma Kg), la ecuacion 5 se puede simplificar a
RL L
[RL] L] ©)

n[R,] B K, + [Lf]
Una descripciéon completa de la unién requiere que la concentracion de ligando libre
varie dos unidades logaritmicas por abajo y por arriba de la Ky, sin embargo no
siempre es posible abarcar este rango de concentraciones. En el limite inferior
podemos tener problemas con la sensibilidad del equipo, mientras que
concentraciones muy altas pueden ser dificiles de alcanzar por la falta de solubilidad
del ligando.
Existe la posibilidad de que los sitios de union no tengan la misma afinidad por sus
ligandos (diferente Kg), y aunque muchos de estos casos son debidos a una interaccion
no especifica, no siempre es asi. Un grafico de Scatchard nos permite discernir entre
un sitio de unién o un modelo mas complejo y de qué tipo (Figura 2). Si el grafico de
Scatchard que se obtiene es una curva coOncava, entonces el modelo de union
corresponde a més de un sitio con sitios distintos con cooperatividad negativa o unién
inespecifica (7). En contraparte, si se trata de un modelo de unioén a mas de un sitio
con sitios distintos pero con cooperatividad positiva o si el ligando es inestable,
entonces el grafico de Scatchard ser4 convexo. No importa cual sea el caso, se
requiere informacién adicional para poder concluir el tipo de interaccidén que ocurre

entre las proteinas (8).

1.1.2 Cooperatividad

El proceso de cooperatividad puede ocurrir si existen dos 0 mas sitios de interaccion.
Se dice que hay cooperatividad si la afinidad de un sitio de unién por su ligando
cambia cuando otro sitio se encuentra ocupado. Si bien el coeficiente de Hill es la
descripcion mas comun de la cooperatividad, su valor no se relaciona directamente

con el influencia de un sitio sobre otro. La definicion correcta de cooperatividad se
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debe de dar en términos de energia libre (AG), sin embargo, en situaciones donde s6lo
las constantes macroscopicas de unidén son obtenidas no es posible calcular dicho

valor (9).

Figura 2. Graficos de Scatchard simulando los distintos tipos de unién. (A) Gréfico de Scatchard
para un solo sitio de unién o sitios idénticos sin interaccion. (B) Grafico de Scatchard con una
desviacion cdncava que representa la union en sitios distintos, cooperatividad negativa o interaccion
no especifica. (C) Grafico de Scatchard con una desviacion convexa que representa la unién de sitios
distintos con cooperatividad positiva.
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1.2 El ribosoma

El ribosoma es la maquinaria molecular encargada de la sintesis de proteinas en la
celula, por lo que entender su mecanismo de accion y ensamblaje han sido de gran
interés  bioldgico y farmacolégico (10). Los ribosomas son complejos
ribonucleoproteicos compuestos de dos subunidades, que en eucariontes se conocen
como 60S (subunidad mayor) y 40S (subunidad menor) (Figura 3). La subunidad
mayor del ribosoma de levadura cuenta con tres ARNr (5.8S, 5S y 25S) y 46 proteinas,
mientras que la menor consta de un ARNr (18S) y 32 proteinas. En el proceso de
traduccion cada subunidad tiene funciones diferentes: la mayor tiene actividad de
peptidil-transferasa formando la cadena de aminoacidos a partir de la decodificacion

del ARNm, llevada a cabo por la subunidad menor (11,12).

Figura 3. Estructura cristalografica de la particula ribosomal eucarionte 80S. En la figura se
representa la subunidad mayor en amarillo con sus respectivas proteinas en naranja, mientras que la
subunidad menor se encuentra en color cian con sus proteinas en azul. En rojo se muestras los
segmentos de expansion de eucariontes, los cuales no se mencionan en este trabajo (11).

Al proceso en el cual se sintetizan los ribosomas se le conoce como biogénesis
ribosomal. Este proceso constituye un gasto energético y de biomateriales
considerable para la célula. Para llegar a una particula ribosomal madura se requiere
de la sintesis, modificacion, ensamblaje y transporte de las particulas estructurales,
tarea que debe ser coordinada de manera correcta en tiempo y espacio. Para que este
proceso se lleve a cabo se necesita la participacion de las tres ARN polimerasas, mas
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de 200 proteinas accesorias y 75 ribonucleoproteinas pequefias nucleolares (SNnORNPS).
Incrementando la dificultad de la via, se necesitan cerca de 200,000 ribosomas para
mantener los niveles proteicos en la célula, y si tomamos en cuenta que el tiempo de
duplicacion de una levadura es de ~100 min, la célula necesita sintetizar 2,000
ribosomas cada minuto. Como si no fuera suficiente, este es un proceso que inicia en
el nucléolo y finaliza en el citoplasma, por lo que se requiere la exportacion de las
subunidades por poros nucleares. Siendo aproximadamente 150 poros nucleares en
una célula, cada poro debe importar cerca de 1,000 proteinas ribosomales por minuto
que se ensamblaran en las pre-subunidades ribosomales, y la subsecuente exportacion
de 25 de éstas ultimas cada minuto para terminar su proceso de maduracion en el
citoplasma. Con esta informacién uno pensaria que la célula s6lo hace ribosomas, y
no es tan erroneo, pues el 60% del trascrito total es destinado al ribosoma, incluso el
50% del transcrito que lleva a cabo la ARN polimerasa Il es para la sintesis de
proteinas ribosomales (13). A continuaciéon se hablard con mas detalle sobre la
biogénesis ribosomal y de las consecuencias que genera un error en este complejo

rompecabezas.

1.2.1 Biogénesis ribosomal y ribosomopatias

Debido a su extenso uso por la facilidad de manejo, Saccharomyces cerevisiae ha sido
un modelo clave para el estudio de la biogénesis ribosomal, por lo que la informacion
que aqui se presenta correspondera a levadura a menos que se especifique lo contrario.
A pesar del amplio y detallado conocimiento que se tiene sobre la estructura y funcion
del ribosoma, falta mucha informacidn sobre su via de sintesis.

Se sabe que proceso de biogénesis ribosomal comienza en el nucléolo con la sintesis
de una molécula de ARN precursora 35S por la ARN polimerasa I. Este pre-ARN
contiene a los ARNr 18S, 5.8S y 25S, asi como regiones no codificantes que deben
ser removidas para su respectiva maduracion. Para ello, este ARN policistronico sufre
reacciones de corte endo- y exonucleoliticas, y modificaciones post-transcripcionales
tales como metilacion de la ribosa o de la base nitrogenada y pseudouridinilacion por
proteinas accesorias (14). Hasta la fecha se han descrito cerca de 100 sitios de
modificacion post-transcripcional, y aunque la funcién de ellas se desconoce parecen
ser importantes durante el proceso de traduccién (15). Al mismo tiempo que el ARN
se modifica, proteinas ribosomales y accesorias se van ensamblando para formar el

complejo pre-90S que es procesado rapidamente para formar las subunidad pre-60S y
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pre-40S, quienes siguen un proceso de maduracion independiente. La ARN
polimerasa Il sintetiza al ARNr 5S que se integra posteriormente a la particula pre-
60S (Figura 4) (14,16,17). La ARN polimerasa Il se encarga de crear a los ARNm de
cada proteina que participa en la via, ya sea estructural o accesoria. Las proteinas
accesorias son las encargadas de darle tiempo y direccion al proceso; se han
encontrado cerca de 200 proteinas con diversas funciones, tales como endo- y
exonucleasas, helicasas, ATPasa, GTPasas, chaperonas y proteinas de exportacion,
entre otras (14,18).
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Figura 4. Diagrama del proceso de biogénesis ribosomal en Saccharomyces cerevisiae. Inicio en el
nucléolo con la sintesis del ARN ribosomal 35S quien se acopla con factores modificadores para
formar el procesomaepre-90S. El procesamiento de particula pre-90S da lugar a las subunidades pre-
60S y pre-40S que llevan procesos de maduracién independiente finalizando en el citoplasma. En el
proceso, proteinas accesorias con diversas funciones se asocian a las particulas ribosomales para darle
direccion y tiempo a la via (modificado de (19))

Debido a la funcion esencial del ribosoma, un error en su estructura o en su via de
ensamblaje compromete la viabilidad de la celula. Al conjunto de enfermedades
relacionadas con deficiencias en la biogénesis ribosomal y funcion del ribosoma se les
conocen como ribosomopatias. Estas son enfermedades con cuadros clinicos

heterogéneos (incluso entre pacientes con la misma enfermedad) pero que
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cominmente presentan fallas en la médula 6sea, anormalidades esqueléticas y
predisposicion a desarrollar cancer (20). Debido a que este trabajo se centra en solo
una ribosomopatia, mencionaré de manera breve las causas y consecuencias de la
aberracion ribosomal en las distintas enfermedades, y describiré con mas detalle la
informacion que se tiene sobre el Sindrome Shwachman-Diamond.

Segun la proteina afectada, las ribosomopatias las podemos dividir en aquellas que
alteran la sintesis, el procesamiento o la maduracion de la particula ribosomal por
mutaciones en proteinas accesorias, y aquellas que comprometen al ribosoma por

mutaciones en proteinas estructurales.

1.2.1.1 Ribosomopatias debido a mutaciones en proteinas estructurales

Dentro de las enfermedades con mutaciones en proteinas estructurales, se encuentran
la anemia Blackfan-Diamond, el sindrome causado por la pérdida del brazo largo del
cromosoma 5 (5¢°) y la asplenia congénita. La anemia Blackfan-Diamond (OMIM
#105650) es una enfermedad autosdmica recesiva que se caracteriza por una anemia
macrocitica, es decir, incremento en el tamafio de los eritrocitos, y una insuficiencia
en sus precursores. Los pacientes también presentan malformaciones Gseas y un
crecimiento deficiente, asi como un aumento en la predisposicion a desarrollar
leucemia mieloide aguda (AML). Esta enfermedad es causada, en el 70% de los
pacientes, por mutaciones en proteinas estructurales tanto de la subunidad mayor
como de la menor. Hasta el momento se desconoce la relacion entre proteinas
mutadas y el cuadro clinico del paciente, s6lo se han asociado mutaciones en las
proteinas L11 y L5 con anormalidades en el pulgar y en el paladar (21), y mutaciones
en S19 y L11 generan una deficiencia en la traduccion de ARNm dependientes de
IRES implicados en la via hematopoyética (22).

El sindrome 59" (OMIM #153550) se asemeja a la Anemia de Blackfan-Diamond, sin
embargo este sindrome es causado, como su nombre lo indica, por la delecion del
brazo largo del cromosoma 5. Entre los genes que se pierden en esta regiéon se
encuentra el de la proteina S14, quien parece ser responsable de la anemia macrocitica
en los pacientes (23).

La dltima de las ribosomopatias que afectan proteinas estructurales es la asplenia
congenita aislada (OMIM #271400). Esta enfermedad tiene como Unica caracteristica

la ausencia de bazo por lo que se tiene un alto riesgo de infecciones. Mas de la mitad
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de los pacientes presentan mutaciones en el gen RPSA por lo que se considera a la
proteina codificada el blanco de estudio para entender esta enfermedad (24).

1.2.1.2 Ribosomopatias debido a mutaciones en proteinas accesorias

Dentro de las enfermedades con mutaciones en proteinas accesorias, se encuentran el
sindrome Treacher Collins, la cirrosis en nifios indios norteamericanos, sindrome
Bowen-Conradi, la disqueratosis congénita, la hipoplasia cartilago cabello y el
sindrome Shwachman-Diamond.

El sindrome Treacher Collins (OMIM #154500 y #613717) es un desorden
autosdmico dominante que se caracteriza por un deficiente desarrollo craneofacial.
Este sindrome es causado por mutaciones en el gen TCOF1, el cual codifica para una
fosfoproteina nucleolar Ilamada Treacle. La funcién exacta de esta proteina no se
conoce, sin embargo, se encuentra afectada la sintesis de ARNTr por la interaccion con
un factor de transcripcion de la ARN polimerasa | (25). También se han encontrado
mutaciones en los genes POLR1C y POLR1D en pacientes con esta enfermedad, los
cuales codifican para subunidades de la ARN polimerasa | y 111 respectivamente (26).

La cirrosis en nifios indios norteamericanos (OMIM: 604901) es una enfermedad
autosomica recesiva que solo se ha encontrado en nifios Ojibway-Cree en Canada.
Comienza como una ictericia neonatal que evoluciona a cirrosis biliar e hipertension
en la vena porta, siendo el trasplante de higado el Gnico tratamiento. La causa de esta
enfermedad se relaciona con la mutacién R565W del gen CIRH1A (27) que codifica
para la proteina Utp4/Cirhin, un elemento del procesoma de la subunidad menor (SSU,
de sus siglas en inglés Small SubUnit processome) (28). Modelos de pez cebra
registran una alta expresion del gen en el higado cuando el organismo esta en
desarrollo, por lo que se infiere que mutaciones en el gen hacen mas susceptible al
higado a presentar deficiencias (29). Otro gen mutado involucrado con el procesoma
SSU es el que codifica para la proteina Emgl, que en levaduras se ha demostrado que
tiene funcion de pseudouridin-N1-metiltransferasa. Esta mutacion es la causa del
sindrome Bowen-Conradi en humanos (OMIM #211180), que se caracteriza por el
retraso de crecimiento pre- y post-natal, microcefalia, asi como muerte en edad
temprana. Curiosamente, la mutacién en pacientes Bowen-Conradi parece afectar s6lo
su localizacion en la célula (30).

La disqueratosis congénita (DC, OMIM #127550) es un desorden caracterizado por

pigmentacion anormal de la piel, leucoplaquia y distrofia en la ufias. Como otras
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ribosomopatias, presenta fallas en la médula 6sea, deficiencias inmunoldgicas y un
aumento en la predisposicién de desarrollar leucemia. De acuerdo a su modelo de
herencia existen tres tipos: la ligada al cromosoma X, la autosémica dominante y la
recesiva. En pacientes con DC ligada al X se encuentra mutado el gen DKC1 que
codifica para la proteina disquerina, que junto con la proteina GAR1, NHP2 y NOP10,
proteina mutada en la DC recesiva, componen el complejo asociado a ARN H/ACA
(31). Estos complejos, conocidos como snoRNPs, son ribonucleoproteinas con
funcién de pseudouridinilacion y maduracion del ARNr, llevado a cabo por
apareamiento de bases del ARNr y del ARN del complejo H/ACA. Modificaciones en
la pseudouridinilacion del ARNr parecen afectar la afinidad del ribosoma por ARNm
cuya traduccién depende de IRES (sitios internos de traduccién) entre los que se
incluyen supresores de tumores como p27. Este complejo parece también relacionarse
con el mantenimiento celular al unirse al ARN de la telomerasa. Los pacientes con
DC dominante presentan mutaciones en TERC o TERT (subunidad catalitica de la
telomerasa) (32).

La hipoplasia cartilago cabello (OMIM #250250) es la Gltima de las ribosomopatias
que involucran una modificacion en el procesamiento del ARNr. Este sindrome se
describid por primera vez en la comunidad Amish, aunque también se han reportado
casos en Finlandia. Es un desorden autosomico recesivo, las principales
caracteristicas son enanismo, disostosis metafiseal, cabello fino y escaso, vy
disfunciones gastricas. La causa de este desorden es la mutacion del gen RMRP que
codifica para el ARN catalitico de la RNasa MRP, dicho complejo esta encargado de
cortes nucleoliticos en el ARNr y degradacion de ARNm (33). La alta predisposicion
a desarrollar cancer se atribuye a la acumulacién de la ciclina B, por falta de
degradacion de su ARNm, siendo esta proteina importante en el ensamblaje mit6tico
(34).

La Gltima ribosomopatia de la cual voy a hablar esta relacionada con el penaltimo
paso de la maduracion de la subunidad 60S, y debido a que es el tema central de este
trabajo dedicaré una seccion completa para hablar de ella a detalle. Para mas
informacion relacionada con la biogénesis del ribosoma y ribosomopatias referirse a
(35-38).
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1.2.2 EIl Sindrome Shwachman-Diamond y la proteina SBDS

El sindrome Shwachman-Diamond (SDS, OMIM #260400) es una enfermedad
autosdmica recesiva (39) que se caracteriza por insuficiencia pancreatica exocrina,
disfuncion de la médula ésea y anormalidades esqueléticas. EI SDS es un sindrome
multisistémico con fenotipo variable y una incidencia aproximada de 1:168,000 en
nacimientos vivos (40). A pesar de ser una enfermedad poco comun, el SDS es
considerado como la causa mas comun de insuficiencia pancreética en nifios junto con
la fibrosis quistica. EI 86% de los pacientes tiene mala absorcién y diarrea con grasa
en las heces (esteatorrea) conduciendo a una mala nutricion y deficiencia de vitaminas
liposolubles. Las manifestaciones mas severas ocurren en la infancia, sin embargo,
conforme pasan los afios mas del 50% de los pacientes mejoran la produccion
enzimatica y generan suficiencia pancreatica con absorcién normal de grasas (41).

El SDS es el tercer sindrome mas comun de disfuncion medular después de la anemia
de Fanconi y la anemia Blackfan-Diamond. Uno de los requisitos para el diagnostico
de SDS es el bajo numero de neutrofilos (neutropenia) en los nifios, ésta es la
anormalidad méas comin con una incidencia entre 88-100% en los pacientes (42). Los
neutrofilos son el primer tipo celular que responde a una infeccion y, por ende, los
pacientes con SDS son susceptibles a infecciones bacterianas, virales o micéticas.
Complicaciones con una sepsis es la causa mas comin de muerte en los primeros afios
de vida. Esta susceptibilidad existe por el bajo nimero de células y una deficiencia en
la movilidad y migracion en las células existentes (43). También es comun tener bajos
niveles de reticulocitos y plaquetas, pero si se presenta hipoplasia de las tres lineas
celulares (pancitopenia) hay un mal pronéstico por una elevada probabilidad de
desarrollar sindrome mielodisplasico (de sus siglas en inglés, MDS) o leucemia (42).
La leucemia o cancer de la sangre es una enfermedad que afecta a la médula dsea. El
Instituto Nacional de Cancer de EUA registrd 54,270 nuevos casos de leucemia en el
2015 y 24,450 muertes. Con esta incidencia, la leucemia se considera un céncer
relativamente raro (11° lugar), sin embargo, la tasa de muerte la pone entre los cinco
canceres mas peligrosos (el 42.5 % de las pacientes morirdn en 5 afios 0 menos). En
los ultimos 20 afios, los avances en la ciencia no han logrado disminuir el nimero de
muertes debido a la complejidad y variedad de la enfermedad, por lo que SDS juega
un papel importante como modelo de estudio (44).

El sistema 6seo es el mas afectado después del pancreatico y el hematopoyético en
pacientes con SDS. Las anormalidades en este sistema son muy variadas, sin embargo,

21



méas de la mitad de los pacientes tienen disostosis metafiseal, generalmente de la
cabeza femoral. Otros 6rganos o estructuras afectadas son el higado, cerebro, rifiones,
ojos, piel, testiculos, corazén, sistema pancreatico enddcrino y nervioso, y la

estructura craneofacial (41,45).

1.2.2.1 SBDS

Como en el resto de las ribosomopatias, la causa de la enfermedad no se sabe con
seguridad, sin embargo, la mayoria de las personas que padecen el sindrome
Shwachman-Diamond presentan mutaciones en un gen, el cual actualmente se conoce
como SBDS debido al sindrome. Este gen se compone de cinco exones con una
longitud de 7.9 kb y un transcrito de 1.6 kb que codifica para una proteina de 250
aminoacidos (46). Solo el 90% de los pacientes contienen al gen SBDS mutado en uno
0 ambos alelos alterando la funcion del producto (ver APENDICE), del 10% restante
se desconoce la particula afectada. Se infiere que este porcentaje corresponde a
afecciones en el ribosoma o la proteina EFL1 debido a la funcion conjunta que llevan
a cabo (ver mas adelante), pero hasta hace poco no se tenia un caso que lo confirmara
(47). Ahora se sabe de un paciente que no presenta mutaciones en SBDS sino en el
gen que codifica para la proteina EFL1 (Dra. Katherine Kim, Ann & Robert H. Lurie
Children’s Hospital of Chicago, comunicacion personal). De los pacientes con
mutaciones en SBDS, la mayoria (75%) presentan mutaciones ocasionadas por la
conversion con un pseudogen (SBDSP) adyacente con 97% de identidad y que predice
la sintesis de una proteina truncada (46). Estas mutaciones son la 183-184TA—CT,
que genera un coddn de paro (X) en el aminoacido 62 (K62X), y la 258+2T—C que
interrumpe el sitio donador del empalme en el intron 2 generando otro en el sitio 251-
252. Este cambio en el sitio de empalme produce un corrimiento en el marco de
lectura (frameshift, fs) que codifica para un codon de paro tres residuos después del
aminoacido 84 (C84fsX3) (46). El 25% de los pacientes restantes contienen
mutaciones que resultan de la insercion o eliminacion de nucledtidos en el gen o a
cambios que codifican para aminoécidos distintos (Figura 5) (ver APENDICE). El
60% de los pacientes presentan mutaciones en ambos alelos y generalmente uno de
ellos es a causa de la conversion con SBDSP, incluso se han detectado més de una
mutacion en el mismo alelo. La mayor parte de estos pacientes son heterocigotos, sin
embargo, se han presentado pacientes homocigotos con la mutacion del sitio de

empalme, lo interesante es que no existen homocigotos con la mutacién K62X
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presumiblemente letal. Hasta ese punto se desconocia la funcion del gen pero era
claro que este sindrome debia tener mas factores involucrados, ya que, pacientes con
las mismas mutaciones no presentan el mismo fenotipo (48). Entre las mutaciones que
presentan pacientes con SDS se puede hacer una clasificacion segun el efecto que
tengan sobre la proteina: 1) mutaciones que truncan a la proteina, 2) mutaciones
puntuales que desestabilizan a la proteina causando su desnaturalizacion y 3)
mutaciones puntuales que afectan epitopos en la superficie de la proteina (49) (Figura
5).
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Figura 5. Estructura cristalogréafica de la proteina humana SBDS. Distribucién en el espacio de los
tres dominios (I: verde; II: azul, y Ill: naranja). Mutaciones presentes en pacientes con SDS que
afectan la superficie de la proteina se resaltan con esferas de color amarillo, mientras que las que
afectan la estabilidad de la proteina son marcadas de color morado. Esferas rojas representan residuos
donde es truncada la proteina por mutaciones. En el interior del rectdngulo se presenta el péptido que
se sintetiza cuando se presenta la mutacion K62X (PDB 2L9N).

En condiciones normales, el gen SBDS codifica para una proteina de 250 aminoacidos
conocida por el mismo nombre y que se expresa en todos los tejidos del cuerpo
humano (46). Esta proteina forma parte de una familia altamente conservada en el
dominio Archaea y Eucarya, pero no en Bacteria (50). Las estructuras cristalinas de
ortdlogos de SBDS de Archaeoglobus fulgidus (51,52) y Methanothermobacter
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thermautotropihcus (53), asi como la estructura de la proteina humana obtenida por
RMN (49) (Figura 5) muestran una estructura tridimensional muy similar entre ellas a
pesar de la poca identidad (22%) (49). SBDS esta formada por tres dominios: un
dominio N-terminal con un plegamiento denominado FYSH (por su homologia con
un dominio de la proteina de levadura Yhr087wp; Fungal, Yhr087wp, Shwachman),
el cual parece contribuir al plegamiento y estabilidad de la proteina; un dominio
central que confiere especie-especificidad a la proteina; y el C-terminal con una
estructura del tipo ferredoxina con homologia estructural al dominio V del factor de
elongacion 2 de levadura, dominio de unién a ARN (50-52).

SBDS es un gen cuasi-esencial, modelos en ratones (54) y levadura (55) muestran la
pérdida de viabilidad al eliminar el gen, hasta que se generan mutaciones supresoras
que recuperan la capacidad celular. La proteina SBDS se localiza tanto en citoplasma
como en nucleo, con altas concentraciones en el nucléolo (47). Evidencias por
estudios en ortdlogos de SBDS sugieren su participacion en la biogénesis ribosomal.
En Archaea, el gen se encuentra en un operén que contiene genes procesadores de
ARN (56). De igual forma, diversos ensayos en Saccharomyces cerevisiae relacionan
a Sdol, ortélogo de SBDS, en el procesamiento de ARN y biogénesis ribosomal
(52,57). Menne et al. (55) demostraron su participacion en la maduracion de la
subunidad 60S al liberar al factor de anti-asociacion Tif6; esta informacién fue
confirmada posteriormente por Finch et al (49).

La biogénesis ribosomal es una via esencial para la célula, pero no explica todas las
caracteristicas clinicas que presentan los pacientes con el sindrome Shwachman-
Diamond. Ademas de biogénesis ribosomal, otros estudios han relacionado a la
proteina SBDS con mudltiples vias tales como motilidad celular (58), regulacion de
especies reactivas de oxigeno (59), estabilizando el huso mitético (60,61), y funcion
mitocondrial (62).

123 EFL1

EFL1 (Elongation Factor-Like 1) es una proteina de levadura con funcion de GTPasa
presente en la biogénesis ribosomal. Su ortélogo en humano se le conoce con el
mismo nombre, por lo que se usara los prefijo sc (Saccharomyces cerevisiae) 0 hs
(Homo sapiens) para diferenciarlas. Esta proteina es homdloga a la GTPasa EF-
G/eEF2, que es un factor de elongacion de la traduccion que utiliza la energia de
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hidrolisis del GTP para generar un re-arreglo conformacional que facilita el traspaso
del aminoacil-ARNt del sitio A al sitio P. Modelos estructurales proponen que EFL1
presenta la estructura basica de los factores de elongacion EF-G/eEF2, es decir, cinco
dominios siendo el dominio de unién a nucleétidos de guanina el | y los restantes
enumerados del IlI-V. Estas GTPasas presentan una alta homologia, sin embargo,
EFL1 se distingue por tener una insercion de aproximadamente 160 residuos en el

dominio Il (Figura 6).
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Figura 6. Organizacion estructural de la GTPasa EF-2 y sus homologas EFL1. A) Distribucién de los
dominios estructurales de la proteina EFL1 de levadura y humana, y la proteina EF-2. B) Modelo
tridimensional de scEFL1 obtenida por homologia a la proteina EF-2 (Modelo de Alfonso Méndez-
Godoy).

Asi como para la proteina Sdol, se describi6 la interaccidon genética que existe entre
esta GTPasa y la proteina Tif6 (63,64). Basandose en esta informacién, se propuso un
modelo en el que Sdol y EFL1 se unen al ribosoma para liberar a Tif6 mediante un
re-arreglo conformacional promovido por la energia de hidrolisis de GTP, asi la
subunidad ribosomal pre-60S sufre un ultimo paso de maduracién por la GTPasa

Lsgl antes de estar listas para participar en el proceso de traduccion (Figura 7). Para
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empezar a entender como es que EFL1 y Sdol llevan a cabo esta funcion se
obtuvieron los parametros cinéticos de EFL1 (65). Es bien sabido que las GTPasas
relacionadas con el ribosoma no se caracterizan por llevar a cabo una funcion
eficiente, incluso se acostumbra llamarlas proteinas unidoras de nucleétidos de
guanina en vez de enzimas. Para que estas proteinas puedan hidrolizar GTP de
manera eficiente se necesita la participacion de una o varias biomoléculas efectoras
que modifiquen los parametros cinéticos de la enzima. Existen factores que favorecen
la catélisis (GAP, GTPase Activating Proteins) o que intervienen en el recambio de
los nucledtidos de guanina (GEF, Guanine nucleotide Exchange Factors) (66). Si bien
el papel de Sdo1/SBDS en la liberacion de Tif6é (elF6 en humanos) se desconocia, era
claro que algun efecto debia tener en la funcion de EFL1. Dicho esto, se demostrd que
tanto la proteina SBDS de levadura como la humana disminuyen a la mitad la
constante de Michaelis-Menten de EFL1 por GTP debido a un aumento en la
constante de disociacién por GDP (ver Tabla 1) (65,67). De tal modo que SBDS es
una proteina efectora de EFL1 que actia como su intercambiador de nucleotidos de
guanina. La relacion intracelular de GDP/GTP en condiciones normales es 1:10 (68),
por lo que la proteina EFL1 libre se encuentra preferentemente en un estado inactivo
unido a GDP con una relacion de 2:1 con respecto al estado activo unido a GTP. Esta
situacion cambia cuando EFL1 se encuentra en complejo con SBDS donde la relacion

se invierte a 1:50.

Tabla 1. Constantes de disociacién de la interaccion entre andlogos fluorescentes de guanina y EFL1
sola 0 en complejo con SBDS (67).

Complejo Nucleétido Kq (uM)
EFL1 Mant-GDP 9.7
EFL1.SBDS Mant-GDP 618
EFL1 Mant-GTP 171
EFL1-SBDS Mant-GTP 231
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Figura 7. Modelo de la funcion de la proteina Efl1 y Sdol. Efl1, unida a Sdol, interaccionan con la
subunidad 60S y a partir de la fuerza de hidrélisis de GTP liberan al factor de anti-asociacién Tif6
que se encuentra generando un impedimento estérico entre las subunidades ribosomales.

27



2 Planteamiento del problema

Las proteinas son las biomoléculas encargadas de un sin fin de actividades dentro y
fuera de la célula. Los ribosomas son la maquinaria celular encargada de la sintesis de
estas biomoléculas y por eso son elementos esenciales para la vida, tal que, pareceria
impensable errores graves en la estructura o en la via de sintesis del ribosoma. Sin
embargo, se han reportado mutaciones ribosomales en organismos vivos, lo cual
resulta en un fendmeno complejo. Mutaciones en una proteina especifica afectan
tejidos especificos causando un tipo de enfermedad. Pero si los ribosomas estan
presentes en todos los tejidos, ¢por qué el defecto en una proteina ribosomal se
relaciona con la disfuncion de un solo tejido? Mas adn, diferentes mutaciones en la
misma proteina resultan en diferentes fenotipos. Hasta la fecha, esta observacion
sigue siendo un misterio.

Al conjunto de enfermedades causadas por defectos en la estructura o en la biogénesis
ribosomal se le conoce como ribosomopatias. El ejemplo més claro de este misterio es
la asplenia congénita causada por mutaciones en el gen que codifica a la proteina
RPSA. Aunque esta proteina estructural estd mutada en todas las subunidades
menores del ribosoma, pacientes con esta enfermedad carecen de bazo como Unica
anormalidad.

Entre la lista de ribosomopatias también se encuentra el sindrome Shwachman-
Diamond causado por defectos en la proteina SBDS. Ahora se sabe que esta proteina
es un factor intercambiador de nucleétidos de la GTPasa EFL1, la cual remueve al
factor de antiasociacion elF6. Que esta disociacion se lleve a cabo es crucial para la
maduracion de la subunidad 60S, de lo contrario las subunidades ribosomales no
seran capaces de unirse para llevar a cabo el proceso de traduccién. Desde el
descubrimiento del gen SBDS, se han descrito multiples mutaciones, siendo las mas
comunes por la conversion con el pseudogen SBDSP. La mayoria de las mutaciones
resultan en una pérdida de funcion por la desestabilizacién de la proteina; sin embargo,
hay mutaciones puntuales de las cuales no se conoce su efecto. Debido a que la
funcion de SBDS se lleva a cabo por la union con EFL1, se espera entender el efecto

funcional de las mutaciones en SBDS observadas en pacientes.
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3 Hipotesis

Si un residuo de la proteina SBDS/Sdol participa en la interaccion con la
proteina EFL1, entonces al sustituirlo por H-4-Azido-Fenilalanina-OH o H-p-
Benzoil-Fenilalanina-OH se producird un foto-entrecruzamiento entre estas

proteinas que podra ser detectado por Western Blot.

Si residuos de la proteina SBDS mutados en pacientes con el Sindrome
Shwachman-Diamond estan involucrados en la interaccion con la proteina
EFL1, entonces sus constantes de disociacion medidas por anisotropia de

fluorescencia se veran disminuidas con respecto a la proteina silvestre.
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4  Objetivos

4.1 Objetivos generales

Identificar los residuos involucrados en la interaccién entre la proteina SBDS/Sdol y

la GTPasa EFL1 y determinar el efecto de las mutaciones en SBDS en el Sindrome

Shwachman-Diamond en términos de la constante de disociacion.

4.2 Objetivos particulares

421

4.2.2

Ensayos de foto-entrecruzamiento

Obtener las construcciones de SBDS y Sdol en el vector pRSET mutadas con
el coddn &mber en diferentes residuos.

Sobreexpresar en Escherichia coli y purificar las proteinas SBDS y Sdol
recombinantes sustituidas con los amino acidos no-naturales H-4-Azido-
Fenilalanina-OH o H-p-Benzoil-Fenilalanina-OH.

Sobreexpresar en Saccharomyces cerevisiae y purificar las proteinas EFL1
recombinantes de humano y de levadura.

Realizar ensayos de entre-cruzamiento entre EFL1 y mutantes de SBDS y

evaluar la interaccién mediante Western Blot.

Ensayos de anisotropia de fluorescencia

Obtener las construcciones de SBDS en el vector pRSET con una etiqueta
FIAsH y con mutaciones observadas en pacientes con el sindrome
Shwachman-Diamond.

Transformar la cepa C41 de Escherichia coli con las construcciones de las
mutantes de la proteina SBDS modificadas con una etiqueta FIAsH en el
extremo C-terminal.

Sobreexpresar en Escherichia coli y purificar las proteinas SBDS.
Sobreexpresar en Saccharomyces cerevisiae y purificar la proteina EFL1 de
humano.

Obtener las constantes de disociacion de EFL1 con las mutantes de SBDS por

anisotropia de fluorescencia.
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5 Metodologias

5.1 Reactivos quimicos

Los antibidticos ampicilina y cloranfenicol se adquirieron de Sigma Chemical Co. (St
Louis, MO, EUA). Los reactivos quimicos fueron adquiridos de 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 inhibidor de
proteasas de amplio espectro, ProBlock™ sin EDTA, asi como el IPTG se obtuvieron
de la compafiia GoldBio Technology. Los aminoacidos no naturales se adquirieron de
la compafia Bachem Americas, Inc (Torrance, CA, EUA).

Las unidades para concentracion de proteinas por centrifugacion, Centricon® y

Centriprep®, fueron comprados a Merck Millipore.

5.2 Disoluciones y amortiguadores de pH

La composicion de las soluciones y amortiguadores de pH cominmente usados en

este trabajo se encuentran enlistados en las Tabla 2 y 3, respectivamente.

Tabla 2. Composicion de las disoluciones utilizadas en este trabajo.

DISOLUCIONES

COMPONENTES

Glucosa al 20%

100 g de glucosa y aforar a 0.5 L de dH,0

Galactosa al 20%

200 g de galactosa y aforar a 1 L de dH,0

Solucion Drop Out 100X

0.6 g de leucinay 0.4 g de triptéfano en 100 mL de dH,O

10X TE

100 mM Tris-HCI pH 7.4, 10 mM EDTA

1X TE/LiAc

4 mL dH,0, 0.5 mL TE 10X, 0.5 mL LiAc 1 M

1X TE/LIAC/PEG

4 mL PEG 50%, 0.5 mL TE 10X, 0.5 mL LiAc1 M

Solucion S1

50 mM glucosa, 25 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA pH 8,
RNAsa 10 mg/mL

Solucion S2

0.2 M NaOH, 1% SDS

Solucion S3

Acetato de potasio 5 M pH 4.8

Solucion fijadora de SDS-
PAGE

40% etanol, 10% acido acético

Solucion de Coomassie

0.025% Azul Brillante Coomassie G-250, 10% &cido acético

Inhibidor de proteasas

100 pL de solucion amortiguadora para reconstitucion de un
vial ProBlock® libre de EDTA

Solucion 20X de H-4-Azido-
Fenilalanina-OH

20 mM de H-4-Azido-Fenilalanina-OH pH 5.0

Solucion 20X de H-p-Benzoil-
Fenilalanina-OH

20 mM de H-p-Benzoil-Fenilalanina-OH pH 11.0

31



Tabla 3. Amortiguadores utilizados en este trabajo.

Purificacién de
proteinas EFL1

50 mM Tris-HCI pH 8.0, 300 mM NaCl, 10%

Para lisis glicerol, 5 mM MgCl,, 1 mM f-
mercaptoetanol, 30 mM imidazol.
De alta sal 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 2 M NaCl

Para elucion de columna de Ni?*

50 mM Tris-HCI pH 8.0, 300 mM NaCl, 10%
glicerol, 5 mM MgCl,, 500 mM imidazol.

Para cromatografia por exclusion
molecular

50 mM Tris-HCI pH 7.5, 250 mM NaCl, 10%
glicerol, 1 mM EDTA.

Purificacion de proteinas
SBDS/Sdol

Para lisis

50 mM HPO,*/H,PO4 pH 7.0, 250 mM
NaCl, 1 mM p-mercaptoetanol, 20 mM
imidazol.

Para elucion de columna de Ni?*

50 mM HPO,*/H,PO4 pH 6.0, 250 mM
NaCl, 300 mM imidazol

Para columna de intercambio
ionico

50 mM HPO,*/H,PO, pH 6.0, 50 mM NaCl

Para elucién de columna de
intercambio iénico

50 mM HPO,”/H,PO, pH 6.0, 1.0 M NaCl, 5
mM p-mercaptoetanol.

Amortiguadores de los diferentes experimentos

Para el gel concentrador de
electroforesis SDS-PAGE 1X

0.5 M Tris-HCI pH 6.8

Para el gel separador de
electroforesis SDS-PAGE 1X

1.5 M Tris-HCI pH 8.8

Amortiguador de corrida para
electroforesis SDS-PAGE 10X

30.0 g de Tris-base, 144.0 g de glicina y 10.0
g de SDSen 1L de dH,0

Amortiguador de transferencia
para Western Blot 1X

12 mM Tris-base, 90 mM glicina
*Agregar metanol 20% antes de su uso

Amortiguador Tris salino con
Tween (TBST) 1X

100 mM Tris-base, 140 mM NaCl, 0.05%
Tween 20 pH 8.0

Para experimentos de dicroismo
circular y dispersion dindmica de
luz

50 mM HPO,*/H,PO, pH 7.4

Para experimentos de anisotropia

50 mM Tris-HCI pH 7.5, 250 mM NaCl, 5

mM B-mercaptoetanol
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5.3 Medios de cultivo
La composicion de los medios de cultivo sélido y liquido utilizados en este trabajo se

enlistan en la Tabla 4.

Tabla 4. Composicion de los medios de cultivo utilizados para el crecimiento de microorganismos.

MEDIO DE

CULTIVO COMPONENTES

Se disolvio en 1.5 L de agua destilada 12 g de base nitrogenada de
SD-URA liquido | levadura sin aminoacidos, 16.5 g de casaminoacidos, 200 mg de adenina
y 150 mg de tirosina.

Se disolvié en 1 L de agua destilada 10 g de NaCl, 5 g de extracto de

LB liquido levadura y 10 g de triptona.

Se disolvié en 1 L de agua destilada 16 g de triptona, 5 g de NaCly 10 g

2xTY liquido
a de extracto de levadura.

Se disolvid en 1 L de agua destilada 10 g de extracto de levadura, 20 g
de peptona, y 20 g de glucosa.

YEP(D) liquido

Para el correspondiente medio de cultivo sdlido se adicion6 1.5% de agar a la

composicién antes mencionada.

5.4 Plasmidos de expresion
Los plasmidos utilizados para la expresion de las proteinas EFL1 fueron derivados del
vector pRS426 y para las proteinas Sdo1/SBDS fueron derivados del vector pRSET-A

(Invitrogen). A continuacion se describen sus principales caracteristicas.

5.4.1 Plasmido pRSET-HisSBDS-FIAsH

Este plasmido codifica para una construccién que contiene una etiqueta de 6
histidinas en el extremo N-terminal de la proteina humana SBDS seguido de una
etigueta FIAsH en el extremo C-terminal. La etiqueta FIAsH corresponde a la
secuencia Cys-Cys-Pro-Gly-Cys-Cys. La construccion se encuentra clonada entre los
sitios Ndel y EcoRlI en el esqueleto del vector pRSET-A.

5.4.2 Plasmidos pRSET-HisSBDS / pRSET-Sdo1His

Estos plasmidos codifican para una construccién que contiene una etiqueta de 6
histidinas en el extremo N-terminal de la proteina humana SBDS vy el ortdlogo de
levadura Sdol con una etiqueta de 6 histidinas en el extremo C-terminal,
respectivamente. Ambas construcciones se encuentran clonadas entre los sitios Ndel y

EcoRlI en el esqueleto del vector pRSET-A.
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5.4.3 Plasmidos pRS426-scEFL1TevHis / pRS426- hsEFL1TevHis

En estos plasmidos, las secuencias codificantes de los ortélogos de levadura y
humano de EFL1 se encuentra fusionadas al sitio de reconocimiento de la proteasa
TEV y una etiqueta de 6 histidinas en el extremo C-terminal. Adicionalmente, las
construcciones utilizadas en los ensayos de foto-entrecruzamiento cuentan con una
etiqueta V5 en el extremo N-terminal para inmuno-deteccion. Estas construcciones se
encuentran insertadas en el plasmido pRS426 entre los sitios Ncol y BamHI, y su
expresion es regulada por el promotor GALL y la secuencia terminadora MATa. El
plasmido PRS426 es un vector cuyo marcador de seleccion en bacteria es la
resistencia a ampicilina y en levadura es la complementacion genética de la auxotrofia
a uracilo por la presencia del gen URA3 que le confiere la capacidad de crecer en
medio sin uracilo. También contiene las secuencias de REP3 y FRT necesarias para la
propagacion de alta copia en levadura.

5.4.4 Plasmidos pEVOL-pAzF y pEVOL-pBpF

Los plasmidos pEVOL-pAzF y pEVOL-pBpF se adquirieron de la compafiia
Addgene, Inc. para la expresion del par ortogonal tARN/aminoacil tARN sintetasa y
la incorporacién en una proteina del aminoacido no natural H-4-Azido-Fenilalanina-
OH y H-p-Benzoil-Fenilalanina-OH, respectivamente (69). Este es un plasmido de
alta copia que le confiere resistencia a cloranfenicol a la bacteria.

5.5 Mutagénesis sitio-especifica en el vector de expresion de las proteinas
Sdoly SBDS

Para la construccion de los plasmidos utilizados para la sobreexpresion de las
proteinas SBDS/Sdol mutadas, ya sea con el codén de término amber (TAG) u otro,
se hizo mutagénesis sitio-especifica. Se sintetizaron oligonucle6tidos, por Sigma-
Aldrich Co., que tuvieran el cambio de secuencia correspondiente para ambas
direcciones. Estos oligonucledtidos se disefiaron con el programa SerialCloner 2.6.1 y
se analizaron con OligoAnalyzer 3.1. La PCR se llevd a cabo en un termociclador
Techne TC-512 que amplificé el vector pRSET-SBDS/Sdol con oligonucle6tidos
mutagénicos que se alinean en la misma region pero en direcciones opuestas de las
cadenas de ADN (Figura 8).
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Figura 8. Esquema del proceso de mutagénesis sitio-especifica por PCR inversa utilizada para la
introduccién de mutantes sencillas en los vector de expresion que se usaron en este trabajo.

55.1 PCRinversa

La composicion de la reaccion, asi como las condiciones ocupadas para la PCR
inversa se muestran en la Figura 9 y Tabla 5. La adicion de DMSO facilitd la
separacion de regiones ricas en GC reduciendo la posibilidad de formacion de
estructuras secundarias en el ADN.

Tabla 5. Composicion de la mezcla de reaccion para la PCR.

PCR inversa

Amortiguador 10X KOD 50puL
MgSO4 (25 mM) 3.0uL
dNTP (10 mM) 15.0 uL

Oligo 1 (10 uM) 1.0 uL

Oligo 2 (10uM) 1.0 uL
Molde pRSET-SBDS/Sdol 15.0 ng
Enzima KOD (U/uL) 1.0puL
DMSO 2.5 uL
dH,0 Cbp 50.0 uL
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Iniciacion Desnaturalizacion Hibridacion Extension Elongacion final

95.°C 95 °C
3 min 30s 73 °C 73 9C
60 °C / 3 min 10 min

30s

FIN

Ciclos

X 24

Figura 9. Condiciones de reaccidn para la PCR inversa.

El producto obtenido de la PCR inversa previamente digerido por la endonucleasa
Dpnl fue transformado en células de E. coli DH50 de acuerdo a la metodologia que se
muestra a continuacion. La restriccion con Dpnl se realizd para destruir el ADN
molde que carece de mutacion. Asimismo, el ADN obtenido en la PCR corresponde a
un fragmento pseudo-circular debido a la complementacion de pares de bases (ver
Figura 8) que terminara de ser ligado por la maquinaria de la célula, por lo que no

requiere un tratamiento de ligacién previa a la transformacion.

5.6 Transformacion de ADN plasmidico en células bacterianas

La transformacion de ADN plasmidico para su propagacion se realizé en células
bacterianas DH50 por el método de choque térmico a 42°C por 45 segundos
(AccuBlock™ Digital Dry Bath) y 2 min en hielo seguido de una incubacién con
agitacion por una hora en medio LB para la recuperacion celular. Posteriormente, las
células fueron plagueadas en medio sélido LB suplementado con el antibi6tico
adecuado segun el(los) plasmido(s) en cuestion, e incubadas durante 18 horas a 37°C.
Para la expresion de las proteinas SBDS/Sdol, mutadas con el aminoacido no-natural,
utilizados en los ensayos de foto-entrecruzamiento se realizé la co-transformacion de
las cepas E. coli C41 y Tuner con los plasmidos pRSET-sdol/SBDS y pEVOL-
pAzF/pBpF. Mientras que para los experimentos de anisotropia con las mutantes
SBDS- FlasH sélo se transformé la cepa E. coli C41 con los plasmidos pRSET-SBDS
de las mutantes correspondientes. La cepa C41 tiene una alta eficiencia de
transformacion (1-3x10” ufc/ug DNA), la expresion de la ARN polimerasa T7,
deficiencia de proteasas Lon y OmpT. La cepa Tuner, ademas de tener el mismo
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trasfondo gendémico que C41, presenta mutacion en la permeasa Lac (lacY) que
permite la entrada uniforme de IPTG a todas las células, lo cual genera una expresion
con dependencia homogénea a la concentracion de inductor. Esta capacidad le
permite a la célula variar los niveles de expresion de robusta a muy baja ayudando a
la solubilidad de la proteina.

5.7 Aislamiento de ADN plasmidico por la técnica de lisis alcalina

Las colonias transformadas con ADN plasmidico se inocularon por separado en 5 mL
de medio LB con el antibidtico correspondiente. Los cultivos se incubaron a 37°C
durante 18 h con agitacién constante (200 rpm). De cada cultivo se obtuvo el boton
celular por centrifugacion (8000 rpm, 1 min), y se trataron como se describe a
continuacion: se agregaron 100 uL de la solucion S1 y se resuspendi6 con el vortex
hasta obtener una mezcla homogénea. Después se adicionaron 100 pL de la solucion
S2, se mezclo6 por inversion y en seguida se agregaron 120 pL de la solucién S3. La
mezcla se centrifugd a 12000 rpm 15 min para eliminar restos celulares y el
sobrenadante fue transferido a un tubo con 400 pL de isopropanol. Esta mezcla se
centrifugd a 12000 rpm 15 min y el boton se limpi6é con 500 pL de una solucion de
etanol al 70% v/v. Finalmente, el etanol se elimind por evaporacion y el botén se

resuspendio en 30 pL de agua libre de nucleasas.

5.8 Patron de restriccidn para la seleccion de mutantes

El ADN resultante de las PCR realizadas para introducir las mutaciones amber o las
mutaciones puntuales en el gen Sdol o SBDS fue transformado en células de E. coli.
De las colonias transformadas se extrajo el ADN plasmidico por la técnica de lisis
alcalina. El producto se visualizd en un gel de agarosa al 1.0% tefiido con de bromuro
de etidio. Las clonas que presentaron una banda en el peso esperado se les llevd a
cabo un ensayo de restriccion con la enzima Xbal que consto de 400 ng de plasmido,
1U de enzima y el amortiguador recomendado por el fabricante en un volumen final
de 10 pl. Las clonas cuyo patrén de restriccion experimental coincidio con el patrén
de restriccion esperado se les extrajo nuevamente el ADN plasmidico, pero esta vez
con el Kit de extraccion Fast-n-Easy Plasmid MiniPrep (Jena Bioscience). Los
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productos se mandaron a secuenciar a la comparfiia Laragen Inc. o Gen Script USA

Inc.

5.9 Electroforesis en geles de agarosa

La visualizacién de ADN plasmidico se llevd a cabo mediante electroforesis en geles
de agarosa al 1.0%. Para ello se disolvieron 0.5 g de agarosa en 50 mL de dH0O; la
mezcla se calenté hasta obtener una solucién translicida. La mezcla se vertio en el
dispositivo previamente armado, y una vez finalizada la gelificacion, se retiraron los
peines que dan lugar a los pozos para cargar la muestra. La electroforesis se realizd
aplicando un potencial eléctrico de 90 V por hora y media. EI gel se reveld
colocadndolo en una solucién de 0.5 ug/mL de bromuro de etidio por 5 min,
posteriormente en dH,O por 10 min y exponiéndolo a la luz UV con un equipo de

transiluminacién Bio-Rad®.

5.10 Transformacion de ADN plasmidico en levadura

Se prepard un pre-indculo de 2 mL con células BCY123 de Saccharomyces cerevisiae
en medio YEP(D). Se dejo 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 cultivo
y se inocularon en 50 mL de medio YEP(D), se pusieron a incubar con agitacion a
30°C por 3-5 h o hasta lograr una DOgoonm 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-Coulter 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
resuspendio en 1 mL de una solucidn estéril recién hecha 1X TE/LiAc. De esta forma
obtuvimos células competentes. Para el proceso de transformacién se mezclaron 100
UL de células, 100 pg de esperma de salmén que nos servird como ADN acarreador y
200 ng de ADN plasmidico. Se agregaron 600 pL de una solucion estéril recién hecha
de 1X TE/LIAC/PEG y se incubd a 30°C en agitacion por 2 h. Se agregd 30 uL de
DMSO antes de dar un choque térmico a 43°C por 15 min. Las células se colectaron
por centrifugacion a 3,500 rpm por 5 min y se resuspendieron en 100 uL de 1IX TE y
se sembraron en medio SD-URA para incubarse por 1-2 dias a 30°C.
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5.11 Expresion de proteinas recombinantes

5.11.1 Expresion de proteinas recombinantes en Saccharomyces cerevisiae

Se inoculd una colonia de S cerevisiae BCY123 previamente transformada con el
plasmido correspondiente en 20 mL de medio SD-URA suplementado con 2% de
glucosa y Drop out-Ura. Se dejo crecer toda la noche con agitacion constante de 200
rpm a 30°C. Se tomaron 10 mL de estas células y se inocul6 1.5 L del mismo medio
hasta alcanzar una DOgoonm de aproximadamente 0.05 UA. Este cultivo se dejé crecer
sin agitacion por 19 h para posteriormente incubarse con agitacion constante de 200
rpm a 30°C por 5 h més o hasta alcanzar una DOgoonm de 2.0 UA. Una vez alcanzado
este valor el cultivo se indujo con una concentracion final 2.8% de galactosa y se
incubd con agitacion constante de 200 rpm a 30°C por 16-18 h. Pasado este tiempo se
colectaron las células por centrifugacion a 5,000 rpm por 6 min en una centrifuga
Beckman-Coulter, con rotor JA-14. El paquete celular se guard6 a -20°C. La
manipulacion de reactivos se llevo a cabo en zona estéril en campana de flujo laminar
ESCO®.

5.11.2 Expresion de proteinas recombinantes en Escherichia coli

5.11.2.1 Expresion de mutantes Sdol y SBDS modificadas con los aminoacidos H-
4-Azido-Fenilalanina-OH y H-p-Benzoil-Fenilalanina-OH
Se inoculd una colonia de E. coli C41 o E. coli Tuner previamente transformada con
los plasmidos correspondientes en 5 mL de medio LB suplementado con 100 pg/mL
de ampicilina y 25 pg/mL de cloranfenicol, y se incub6 toda la noche a 37°C. Se tomd
este cultivo para inocular 100 mL de medio 2xTY suplementado con ampicilina y
cloranfenicol, y se incubd con agitacion constante de 200 rpm a 37°C hasta alcanzar
una DOgoonm de 0.5-0.7 UA. Alcanzado este punto, se indujo la expresion de nuestra
proteina con 1.0 mM de IPTG y la expresion del par tARN/aminoacil tARN sintetasa
con 0.02% de arabinosa. A su vez, se adiciond una concentracion final de 1 mM del
aminoacido sintético H-4-Azido-Fenilalanina-OH/H-p-Benzoil-Fenilalanina-OH para
luego ser incubado nuevamente por 4-5 h. Al término de esta etapa se centrifugo el
cultivo por 5 min a 6,000 rpm en una centrifuga Beckman-Coulter, con rotor JA-14,
se eliminé el sobrenadante y el pellet se guardé a -20°C. El manejo de reactivos se

realiz6 en zona estéril en campana de flujo laminar.
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5.11.2.2 Expresion de mutantes SBDS-FLASH

Se inoculd una colonia de E. coli C41 previamente transformada con el plasmido
correspondiente en 5 mL de medio LB suplementado con 100 pg/mL de ampicilina, y
se incubo toda la noche a 37°C. Se tomo este cultivo para inocular 1 L de medio LB
suplementado con ampicilina y se incubd con agitacion constante de 200 rpm a 37°C
hasta alcanzar una DOgoonm de 0.5-0.7 UA. Alcanzado este punto, se indujo con 0.5
mM de IPTG para luego ser incubado nuevamente por 4-5 h. Al término de esta etapa
se centrifugd el cultivo por 5 min a 6,000 rpm en una centrifuga Beckman-Coulter,
con rotor JA-14, se elimind el sobrenadante y el pellet se guardé a -20°C. EI manejo

de reactivos se realiz6 en zona estéril en campana de flujo laminar.

5.12 Purificacion de proteinas recombinantes

5.12.1 Purificacion de EFL1

Se descongel6 el pellet de células provenientes de 1.5 L de cultivo y se resuspendid
en 15 mL de solucion amortiguadora para lisis suplementado con 150 pL de inhibidor
de proteasas ProBlockTM-EDTA . La suspension de células se vacié en el contenedor
de un equipo BeadBeater previamente llenado hasta la mitad con perlas de vidrio (& =
500 um) humedecidas con la misma solucion amortiguadora hasta llenar el
contenedor. Las células se lisaron por 2 min, se desmonto el contenedor y se metio al
congelador por 15 min. Este proceso se repitié en dos ocasiones mas aumentando el
tiempo de lisis por 2.5 min obteniendo un tiempo total de ruptura de 7 min. El lisado
se recuperd en tubos y se centrifugd a 15,500 rpm durante 55 min en una centrifuga
Beckman-Coulter, rotor JA-17. El sobrenadante se filtr6 por una membrana
hidrofilica de 0.45 pm (Merck Millipore).

5.12.1.1 Purificacién por cromatografia por afinidad a iones Ni*

La purificacién por cromatografia de afinidad a iones Ni?* se llevé a cabo en una
columna (GE Healthcare) de 5 mL. Se equilibré la columna pasando 15 mL de dH20
seguidos de 15 mL de la solucion amortiguadora de lisis. Se pasé el volumen de

muestra a través de la columna y se hizo un lavado de 10 mL con amortiguador para
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lisis. Para mejorar el proceso de purificacion se hizo pasar 30 mL de una solucion
amortiguadora de alta sal seguido de 15 mL del amortiguador de lisis. Por altimo se
hizo la elucion con 20 mL del amortiguador correspondiente y un lavado de 10 mL
con el mismo amortiguador. Para la recuperacion de la columna, se hizo un lavado de
15 mL de agua y 15 mL de etanol al 20% para su almacenamiento. Toda solucion
utilizada en este procedimiento fue filtrada previamente por una membrana hidrofilica
de 0.45 pm.

5.12.1.2 Purificacion por cromatografia de exclusién molecular

La purificacion se llevé a cabo en una columna HiLoad 16/600 Superdex 200 PG (GE
Healthcare). Se equilibré la columna con 150 mL de solucion amortiguadora para
exclusion molecular. Se inyectd 1 ml de la muestra obtenida de la elucion de la
columna de afinidad a Ni** a un flujo de 0.7 mL/min. Este proceso de purificacion
sOlo se aplico a la hsEFL1 que se utilizaria en experimentos de anisotropia de
fluorescencia. Toda solucion utilizada en este procedimiento fue filtrada previamente

por una membrana de 0.45 um.

5.12.2 Purificacion de las proteinas Sdol y SBDS

El paquete celular correspondiente se resuspendié en 20 mL de amortiguador de
fosfatos para su ruptura y se sonicé en hielo por 4 min totales con ciclos de 10 s
prendido y 50 s apagado en un Misonix Sonicator® 3000. La solucion anterior se
centrifugdé a 15,000 rpm por 50 min, la fase soluble se filtr6 por una membrana de
0.22 um (Merck Millipore) y la proteina se purifico a través de una columna de
afinidad a Ni** como se describe en la seccién 5.12.1.1 con la diferencia de los tipos
de amortiguadores que se usaron, asi como la eliminacion del paso de alta
concentracion de sal. Toda solucion utilizada en este procedimiento fue filtrada

previamente por una membrana hidrofilica de un poro de 0.45 pm.

5.12.2.1 Purificacion por cromatografia de intercambio cationico

La muestra obtenida de la cromatografia de afinidad a iones Ni** se diluy6 1:6 con un
amortiguador de 50 mM fosfatos pH 6.0, se volvio a ajustar el pH a 6.0 y se filtrd por
membrana hidrofilica de 0.22 um (Merck Millipore). Para la purificacion se utilizd
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una columna S FF (GE Healthcare) de 1 mL, la cual se equilibré con 5 mL de dH20 y
5 mL del amortiguador correspondiente. Se pasé la muestra a través de la columna y
luego se hizo un lavado con 5 mL del mismo amortiguador. Por ultimo, se realizo la
elucién con 3 mL del amortiguador de elucién, finalizando con un segundo lavado
pasando 5 mL del dltimo amortiguador. Sélo las proteinas mutantes SBDS utilizadas

para anisotropia de fluorescencia fueron purificadas con esta metodologia.

5.13 Electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-
PAGE)
Para evaluar el proceso de purificacion de las proteinas se llevd a cabo una
electroforesis SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 7.5% para las proteinas EFL1
y al 12% para las proteinas SBDS/Sdol. Los geles se tifieron con azul de Coomassie
G-250. El gel separador se prepard mezclando 2763 pL de agua dH20, 1250 L de la
respectiva solucion amortiguadora de pH, 50 uL de SDS 10%, 937 uL de acrilamida
40% para el gel de 7.5% ¢ 1250 pL para el de 12%, 8 uL de TEMED y 50 pL de
persulfato de amonio. El gel concentrador se preparé mezclando 1267 pL de agua
dH20, 500 pL de la solucion amortiguadora de pH correspondiente, 20 uL de SDS
10%, 203 uL de acrilamida 40%, 6 uL de TEMED y 50 pL de persulfato de amonio.
Una vez mezclados los componentes del gel separador, la mezcla se vertié en el
dispositivo previamente armado y en la superficie se agregaron 100 pL de isopropanol
60% para evitar que el borde superior fuese irregular. Al finalizar la polimerizacion,
se retird el isopropanol realizando un lavado con agua, se vertié la mezcla del gel
concentrador hasta el borde del dispositivo y se insertaron los peines que darian lugar
a los pozos para cargar las muestras. La electroforesis se realizd aplicando un
potencial eléctrico de 100 V durante aproximadamente 80 minutos. El gel se reveld
colocandolo primero en solucion fijadora por 15 min y posteriormente en solucion
tefiidora de Coomassie por 15 min. Finalmente el gel se destifié con agua destilada

durante una hora para permitir una buena visualizacion de las bandas de proteina.

5.14 Cuantificacion de la concentracién de proteinas
La concentracion de proteina se determind mediante espectrofotometria de absorcion
en el UV a 280 nm en un espectrofotometro Cary® 50 UV-Vis (Agilent

42



Technologies). Para la determinacion se ajustd con agua el blanco y a partir de la
ecuacion 7 correspondiente a la ley de Lambert-Beer se obtuvo la concentracion.
A=¢-1-C (7)
donde A corresponde a la luz absorbida, C la concentracién de la muestra (M™), € es
el coeficiente de extincion molar (M 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 composicion de aminoacidos de las proteinas

usando la ecuacion 8,

_ L ITrp . L oTyr . Cys
€280nm = A" €280 nm "D " €280 nm " € " €280 nm 8

donde a, b y ¢ corresponden al nimero de triptofanos, tirosinas y cistinas presentes en
la proteina. el0f e2" 'y esrs  corresponden a los coeficientes de extincion
molar del triptofano (5,500 M*cm™), tirosina (1,490 M™cm™) y cistina (125 M*cm™)
a 280 nm respectivamente (70). De acuerdo con lo anterior, los coeficientes de
extincion molar de las proteinas usadas en este trabajo se encuentran listadas en Tabla

6.

Tabla 6. Coeficientes de extincion molar de las moléculas usadas en este trabajo.

€280 (Mcm™?)

hsEFL1 SBDS Lumio™Green

105,770 11,460 12,500

€508 nm (M _lcm_l)

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 L &350mm + C 1" &350 m ©)
Sabiendo la concentracion de proteina total, por sustitucion de la ecuacion 9, y la
concentracion de proteina marcado con Lumio™Green a partir de la ecuacion 7 a una
longitud de onda de 508 nm, podemos determinar el porcentaje de proteina marcada
(ecuacién 10).
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[Proteina marcadalsog nm

- - 100 = % Proteina marcada (10)
[Proteina totall,g0 nm

5.15 Experimentos de foto-entrecruzamiento

Se incubd 0.5-2 mg de SBDS/Sdol con 5 mg de EFL1 por 20 min a 4°C a una
exposicion de luz ultravioleta de longitud 254 nm. Se corrieron geles NUPAGE®
Novex® Bis-Tris desnaturalizante con gradiente de 4-12%. La electroforesis se
realiz6 en un amortiguador MOPS SDS por 50 min a 200 V. Concluida la
electroforesis se transfirieron las muestras por 30 min a 20 V a una membrana PVDF
previamente activada en metanol. Para asegurar que la transferencia fuera eficiente
ésta se tifid con rojo de Ponceau y destifié con el amortiguador TBST. Se bloqueé la
membrana con leche al 1.0 % en TBST durante la noche a 4°C para después ser
lavada con TBST por 30 min tres veces para posteriormente agregar el anticuerpo
anti-V5 0 anti-His e incubar 3 h a temperatura ambiente. Nuevamente se lavo la
membrana tres veces por 30 min con TBST para remover el anticuerpo que no
interaccionara. Se colocd la mezcla del sustrato quimioluminiscente SuperSignal™
West Pico (Thermo Scientific) recién preparado y se revel6 por exposicion durante 10
S.

5.16 Dicroismo circular (CD)

Los experimentos de dicroismo circular se llevaron a cabo en un espectropolarimetro
JASCO J-720 equipado con un peltier para el control de la temperatura. Se prepararon
las muestras de la proteinas SBDS silvestre y las mutantes FIAsH en el amortiguador
correspondiente (ver Tabla 3) a una concentracion de 3 pM. Se obtuvo el espectro de
dicroismo circular de las proteinas y los blancos a longitudes de onda de 195 — 260
nm a 25°C en una celda de cuarzo con un paso de luz de 2 mm. Los valores de CD se
transformaron a valores de elipticidad molar utilizando la ecuacion 11,

CD,ps10°
PL (mm)-[Proteina](uM)-R

[0]x103(miligrados - cm? - dmol™1) = (112)

Donde O esladipticidad molar, CD las unidades obtenidas del equipo, PL € paso de
luz, y R & nimero de residuos de aminoécidos en la proteina. La deconvolucion de

los datos se llevo a cabo con el software CDNN en un rango de 195 — 260 nm (71).
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5.17 Dispersién dinamica de luz (DLS)

Los experimentos de dispersion dinamica de luz fueron llevados a cabo en el
laboratorio del Dr. Abel Moreno Carcamo, en el Instituto de Quimica de la UNAM,
en un equipo Malvern Nano S (Marlvern Ltd) equipado con un controlador de
temperatura y con tecnologia de laser NIBS (de sus siglas en inglés, Non Invasive
Back Scattering). Se obtuvieron las distribuciones de volumen en funcion del radio
hidrodinamico a una temperatura de 25°C y con una celda de cuarzo con un paso de
luz de 1 cm. Las muestras fueron centrifugadas 5 min a 14,000 rpm vy filtradas por
membrana de 0.22 pm previas al experimento. El radio hidrodindmico se calcul6 con

el programa ZetaSizer.

5.18 Ensayos de anisotropia de fluorescencia

5.18.1 Marcaje con el reactivo Lumio™ Green

A la proteina SBDS silvestre y sus respectivas mutantes se les disefié de tal forma que
en el extremo C-terminal tuvieran un motivo de seis residuos (Cys-Cys-Pro-Gly-Cys-
Cys), conocido como etiqueta FIAsH (Fluorescein Arsenical Hairpin binding) que se
usa comunmente para deteccion en geles de proteinas por fluorescencia al unirse al
reactivo 4’,5’-bis(1,3,2-ditioarsolan-2-il)fluoresceina (Lumio™Green) (Figura 10).
Utilizamos la cualidad de este motivo proteico de unir de manera especifica a dicho
fluor6foro para llevar a cabo pruebas de anisotropia. Para ello, se dejé reaccionando 3
nmol de proteina y 3 nmol del reactivo en el amortiguador para experimentos de
anisotropia con 5 mM de B-mercaptoetanol para mantener reducidos los residuos de
cisteinas por 8 horas y luego se dializé toda la noche en el mismo amortiguador (ver
Tabla 3).
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Figura 10. Interaccién de la etiqueta FIAsH con el
reactivo Lumio™Green (72).

5.18.2 Experimentos de anisotropia de fluorescencia

Los experimentos se llevaron a cabo en el laboratorio del Dr. Takuya Nishigaki
Shimizu, departamento de Genética del Desarrollo y Fisiologia Molecular del
Instituto de Biotecnologia de la UNAM, en un espectrofluorémetro de Olis, Inc. Se
titul6 hsEFL1 (30.16 uM) a 15 nM de SBDS silvestre marcada a 25°C en el
amortiguador correspondiente con un tiempo de agitacién de 30 s y 5 min de
incubacion. Las mediciones se hicieron excitando a una longitud de onda de 495 nmy
una emision de 540 nm. Las resoluciones espectral de excitacion y de emision fueron
de 8 nm. El valor de anisotropia (r) se obtuvo de relacionar el valor de la intensidad
de emisidn en paralelo y en perpendicular a partir de la siguiente ecuacion:

r= lyy =G Iyy (12)
Iy + 2G - Iy

donde lyv es la intensidad con una excitacion y emision en vertical, vy es la

intensidad con una excitacion en vertical y una emision en horizontal, y G es el factor

G, el cual no se relaciona con las propiedades de la muestra sino es una correccion

experimental por la desviacion de la polarizacion, y se describe como

= v (13)

IgH

Donde Iy es la intensidad con una excitacion en horizontal y una emision en vertical,
y lun es la intensidad con una excitacién y emision en horizontal. El factor G se
calculd al inicio de cada experimento. Los experimentos con las mutantes de SBDS
siguieron el mismo protocolo con la diferencia de un aumento en la concentracion de
la muestra de hseFL1 de 75 uM. Los datos de anisotropia de fluorescencia fueron

analizados por una regresion no lineal con el programa KaleidaGraph 4.1.3 (Synergy
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Software). El andlisis de los datos se llevo a cabo usando un modelo de unién de dos
sitios distintos debido a los resultados que se discutiran mas adelante.

P+LSpL+L5pL,
donde P representa una molécula de SBDS-FIAsH silvestre o mutante y L representa
una molécula de hsEFL1. La constante de disociacion para el primer y el segundo
evento de union corresponden a Kq; ¥ Kgz, respectivamente. La ecuacion 14 describe

este equilibrio:

2
ArpLK gz [L]lr+ArpL, [L]T

2
Kg1Kaz+Kaz[L]T+[L]T

Tobs = 10 (14

donde rqps corresponde al valor de anisotropia observada, ro la anisotropia inicial de la
especie libre, [L]t es la concentracion total de hsEFL1, y donde Arp. y Arpi, proviene
de la sustitucion de (reL-re)([P]1) Y (reL2-te)([P]1), respectivamente.
El anélisis de la cooperatividad en la union se realizé mediante el ajuste de los datos
experimentales a la ecuacién de Hill (ecuacion 15)

log% = hlog[L] — logKy (15)
donde Y y (1-Y) representan la fraccion unida y la fraccién libre de SBDS-FIAsH,
respectivamente, y Ky es la concentracion de ligando a la que se ocupa la mitad de los

sitios de unién. La proporcion de SBDS-FIAsH unida comparada con la libre se

relaciona con la sefial de anisotropia de acuerdo con la ecuacion 16

Y _ [SBDS—FlAsH]unida . T—To (16)
1-Y [SBDS—FlAsH]ipre TE-T

donde r; eslaanisotropia al final de latitulacion y se calcula mediante la ecuacién 17
TP =7+ Ar (a7
sustituyendo en la ecuacion de Hill, la ecuacién 18 correlaciona la cooperatividad (h)

con la sefid de anisotropia medida

log—2 = hlog[L] — logKy (18)

rf—r
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6 Resultados

Debido a la cantidad de mutantes obtenidas en el proyecto, para distinguir entre las
utilizadas para los dos tipos de experimentos, a las mutantes de foto-entrecruzamiento
se denominaran mutantes AMBER, mientras que, las utilizadas para anisotropia de
fluorescencia se llamaradn mutantes FLASH (motivo de unidn a reactivo biarsérnico).
En la Tabla 7 yTabla 8 se enlistan las mutantes que se evaluaron a lo largo de este

proyecto.

Tabla 7. Mutantes amber de las proteinas SBDS y Sdol utilizadas en este trabajo para los ensayos de
foto-entrecruzamiento.

Mutantes con aminoécido no natural | Mutantes con aminoacido no natural
p-Azido-Fenilalanina p-Benzoil-Fenilalanina

K118amb K15lamb K118amb K15lamb

R126amb Q153amb R126amb Q153amb
SBDS T129amb R169amb T129amb R169amb

S143amb R175amb S143amb R175amb

K148amb R218amb K148amb R218amb

R100amb K148amb K2lamb Al179amb

K118amb L152amb E92amb S18lamb

P122amb E156amb Q94amb E208amb

V123amb K159amb S96amb R224amb

K126amb L160amb N109amb T228amb
Sdol M132amb S163amb T113amb

E139amb Q165amb V123amb

K14lamb P168amb M132amb

S143amb R171amb K14lamb

V145amb K177amb S143amb

N147amb E156amb
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Tabla 8. Mutantes FIAsH presentes en la proteina SBDS utilizadas en los ensayos de anisotropia de
fluorescencia.

Mutantes presentes en la proteina SBDS descritas en pacientes con el Sindrome

Shwachman-Diamond

S143L
1167T

R19Q
E67K

6.1 Construccidn de los vectores de expresion de proteinas mutantes
Las mutaciones de la proteina SBDS/Sdol, tanto para las pruebas de foto-

entrecruzamiento como de anisotropia de fluorescencia, se llevaron a cabo por

mutagénesis sitio-dirigida con una PCR inversa.

MM
(Kb)

S96amb
T113amb
T226amb

E92amb
A179amb
E208amb

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de PCR inversa de mutantes
admber de la proteina Sdo1.

La Figura 11 muestra el producto de la PCR inversa de algunas de las mutantes &mber,
esperando una banda de aproximadamente 3.5 Kb (tamafio del vector 2,897 pb y
tamario del gen 750 pb). Lo mismo se percibe en la Figura 12 con las mutantes FIAsH.
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Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del producto de PCR inversa de mutantes SBDS
FIAsH.

Sin embargo, la presencia del plasmido en el peso esperado no garantiza una
mutacion exitosa, por lo que se mando6 a secuenciar por la compafiia Laragen Inc. y
GenScript USA Inc., no sin antes haberle hecho un patron de restriccion con la
enzima Xbal a las clonas para prever que se trataba de nuestro pldsmido (Figura 13).

Figura 13. Patron de restriccién de clonas de mutantes Sdol &mber en gel de agarosa al 1%. Patrén
de restriccion teérico al cortar el plasmido pRSET-Sdol con la enzima de restriccion Xbal.

Las secuenciaciones se analizaron con el programa 4peaks 1.7.1 y SerialCloner 2.6.1.
En la Figura 14-A se destaca la presencia del codon de término dmber (TAG),

sombreado en azul. Después de hacer una alineamiento contra la secuencia de la
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proteina silvestre (Figura 14-B) se observa el reemplazo del residuo de Lisina (K) por
un coddn de término. Este es una ejemplificacion de lo que se observa para cada una

de las mutantes &mber que fueron secuenciadas.

CCAACIBBGBIAGTAC
A

Figura 14. Andlisis de secuencia de

nucle6tidos de la mutante SBDS K148amb. A)

Cromatograma de la secuenciacién. B)

Alineamiento de secuencias de proteina

A mutante y silvestre. Las letras unidas por

/\/\ M /\ lineas representan la secuencia de nucleotidos
/\LL/\ L alineados, las letras en los extremos

B x 2 5 » s 7 x corresponden a los amino&cidos codificados.

GAAAACCAACTAGAGTACAAAI
LLRELLLELE FLEEELLET ]
G

AAAACCAACAAGAGTACAAAZ
K 2 N K 8§ 2 X

En lo que respecta a las secuenciaciones hechas para las mutantes FIAsH, en la Figura
15 se muestra el cambio del codoén original por el mutante. Resaltado con una sombra
azul se encuentra el coddn nuevo y bajo éste se colocé el coddn original como una

manera mas sencilla de visualizar el cambio de nucleétidos.

cliciel

TG GAACG GTCTGMEClcrcce TTGecleAMrrccrGcTCcGcclE@GIccG G
TT TCG

K67E

1 o/

Figura 15. Andlisis de secuencia de nucleétidos de las mutantes FIAsH de la proteina SBDS.

Para comprobar que el plasmido adquirido por Addgene, Inc. correspondiera al vector
de expresion del par ortogonal tARN/aminoacil tRNA sintetasa para la incorporacion
del amino&cido no natural H-4-Azido-Fenilalanina-OH y H-p-Benzoil-Fenilalanina-
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OH se llevd a cabo una electroforesis en agarosa (Figura 16) y un patron de
restriccion (dato no mostrado), los cuales nos corroboraron la correcta adquisicion del

producto.

Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los
pldsmidos pEVOLV-pAzF y pEVOLV-pBpF adquiridos
con la compafiia Addgene, Inc.

6.2 Sobre-expresion y purificacion de las proteinas recombinantes

6.2.1 Proteinas para el ensayo de foto-entrecruzamiento

Se transformaron células de la cepa C41 (DE3) de E. coli con las construcciones de
las mutantes &mber de Sdol y SBDS, teniendo una exitosa transformacion de las 57
proteinas. Se intentd expresarlas y purificarlas siguiendo el protocolo descrito en la
seccion de metodologias, sin embargo, s6lo algunas de ellas expresaron. Debido a
esto, se planted usar otra cepa bacteriana y se escogié Tuner (DE3) por su capacidad
de regular la expresion de proteinas recombinantes para mejorar la solubilidad (Figura
17).
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A Cepa Tuner ' Cepa C41

35 KDa Sdol Sdol Sdol Sdol Sdol Sdol
Kl4lamb Kl26amb Kl77amb P122amb L.152amb P168amb

L
25 KDa L d

#  Azido-Fenilalanina Gel de 12%
B C
scEFLI hsEFLI
. - -V5 -Myc
Cepa C41 135 KDa
35KDa SBDS SBDS ; p—
K151amb K118amb 100 KDa
25 KDa
.
e
Azido-Fenilalanina  Gel de 12% Gel de 7.5%
D
Cepa C41
35 KDa SBDS SBDS SBDS SBDS SBDS
“  Kli8amb  RiI26amb S143amb RI169amb - R218amb

25KD~ A - [ —
-

Benzoil-Fenilalanina Gel de 12%

Figura 17. Geles de electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE de la sobre-expresién y purificacion
de mutantes amber. A) Expresion de mutantes de Sdol con el aminodcido Azido-fenilalanina en
cepas C41 y Tuner. B) Expresion de mutantes de SBDS con el aminoacido Azido-fenilalanina en
cepas C41. C) Expresion de proteinas ligando EFL1 en levadura. D) Expresion de mutantes de SBDS
con el aminoacido Benzoil-fenilalanina en cepas C41.

Se transformaron las mutantes, que no se expresaron en C41, en la cepa Tuner
exitosamente. Los resultados de la expresion se presentan en la Figura 17-A y Figura
17-B donde se observan las bandas correspondientes al peso de las proteinas (30 kDa).
Debido a que los experimentos de foto-entrecruzamiento no se podran llevar a cabo
en todas las mutaciones por falta de expresion con el sistema del aminoacido 4-Azido-
L-Fenilalanina, los experimentos tambien se llevaron a cabo con el aminoacido no
natural p-Benzoil-L-Fenilalanina (Figura 17-D), teniendo como antecedentes
experimentos llevados a cabo por la Dra. Nuria Sanchez Puig. De igual manera, se
sobre-expresd la proteina ligando con el epitope de interés que nos permitio la
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identificacion por Western Blot. En la Figura 17-C se observan las bandas que
corresponden a las proteinas de interés con un peso aproximado de 130 kDa. Cabe
recordar que todas las proteinas son expresadas con una cola de histidinas, por lo que

también se llevaron a cabo ensayos de inmuno-deteccion contra esa etiqueta.

6.2.2 Proteinas para experimentos de anisotropia de fluorescencia

Se llevd a cabo la transformacion exitosa de las mutantes FIAsH, ademés de la
proteina silvestre SBDS-FIAsH, cuyo plasmido fue disefiado por la Dra. Nuria
Sanchez Puig. Siguiendo el protocolo descrito en la seccién de metodologias se sobre-
expresaron y purificaron ocho proteinas (Figura 18). Asimismo, se purificé la proteina
ligando (hsEFL1) que como se muestra en la Figura 19 se logra tener una banda en un
peso aproximado a 130 kDa, correspondiente a nuestra proteina, con un alto grado de

pureza.

Figura 18. Sobre-expresién en células E. coli C41 y purificacion de las proteinas SBDS silvestre y
mutantes FIAsH. La electroforesis SDS-PAGE se realiz6 en un gel de 12%.

Figura 19. Sobre-expresion en células BCY123 de S.
cerevisiae y purificacion de la proteina EFL1 humana por
medio de cromatografia de afinidad a Ni** seguido de
cromatografia de exclusion molecular. La electroforesis
SDS-PAGE se realizé en un gel de 7.5%.
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6.3 Ensayos de foto-entrecruzamiento de proteinas con residuos de p-
Azido-L-Fenilalanina y p-Benzoil-L-Fenilalanina
Para asegurar que el efecto de luz ultravioleta no genere entrecruzamientos
inespecificos se llevd a cabo un ensayo de inmuno-deteccion de las proteinas
silvestres con y sin exposicion a luz ultravioleta. En la Figura 20-A se observa que la
banda que corresponde a EFL1 tiene el mismo peso a pesar de la exposicion a luz UV
lo cual significa que no hay interaccion inespecifica y la ausencia del aminoacido no
natural en la proteina silvestre de Sdol impide la formacién del complejo en
condiciones desnaturalizantes. En la Figura 20-B se muestra la deteccidon por Western
Blot de la proteina scEFL1 con una etiqueta V5 6 6xHis, y del complejo scEFL1-
Sdol que se forma por entrecruzamiento provocado por luz ultravioleta. Se llevo a
cabo la prueba de las proteinas de levadura con ambos anticuerpos dando el mismo
resultado, sin embargo, en el caso de las proteinas humanas de las que se tenian dos
mutantes disponibles, se probd el anticuerpo para la etiqueta 6xHis y no se obtuvo un
entrecruzamiento (dato no mostrado). La Figura 21 muestra el lugar que ocupan estos
aminoacidos en el espacio asi como los residuos que dieron un entrecruzamiento al
sustituirlos con el aminoacido p-Benzoil-L-Fenilalanina, experimentos realizados por
la Dra. Nuria Sanchez Puig. Como se puede observar, los residuos se encuentran casi
en su totalidad en la parte externa del dominio Il por lo que se sugiere que esa region

interacciona con la proteina scEFL1.

A SCEFLA B g 22 228 8
scEFL1 +Sdo1 g g % Ev § § @
—— §8dEc 853 8¢
- 4+ - + Uv arp TR A T " 7
135 KDa
100 KDa
P o A W N e e
2282 222
§ §8S 8 §s8° Figura 20. Analisis de Western Blot de la
T e = E g 5(73) proteina SCEFL1 y los complejos de
entrecruzamiento con Sdol. A) Controles de
- Sdot-scEFL1 exposicion a luz ultravioleta de la proteina

SCEFL1 sola (carril 1y 2) y en presencia de la
proteina Sdol (carril 3 y 4). B) Controles de
exposicion a luz ultravioleta de las mutantes
dmber de Sdol. C) Ensayos de foto-
entrecruzamiento de las mutantes &mber de
Sdol con la proteina scEFL1.

fid
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Figura 21. Modelo estructural de la proteina Sdol. A la izquierda la distribucién de los dominios de
la proteina Sdo1, dominio I-verde, Il-azul, Ill-naranja. Se resaltan en amarillo los residuos sustituidos
por p-Azido-L-Fenilalanina o p-Benzoil-L-Fenilalanina y en morado aquellos que tuvieron un
entrecruzamiento por exposicion a luz ultravioleta. Se denotan con un () los ensayos llevados a cabo
por la Dra. Nuria Sanchez Puig. Residuos resaltados con un circulo se encuentran mutados en la
proteina SBDS en pacientes con el Sindrome Shwachman-Diamond. A la derecha vistas de la
superficie de la proteina Sdol resaltando en rojo los residuos que tuvieron un entrecruzamiento por
exposicion a luz ultravioleta (modelo de Alfonso Méndez Godoy).

6.4 Dicroismo circular

El dicroismo circular es una técnica espectroscépica que provee informacion sobre la
estructura secundaria de una proteina. Para asegurarnos del correcto plegamiento de
las proteinas mutadas en el sindrome Shwachman-Diamond que fueron estudiadas por
anisotropia de fluorescencia, se corrid un espectro de dicroismo circular en el UV-
lejano (Figura 22). El espectro caracteristico de estas proteinas presenta un minimo a
208 nm y una meseta a 218 nm que corresponde a una mezcla de hélices alfa y hojas
beta, este dato concuerda con la estructura reportada por RMN (49). En la figura 22 se
comparan los espectros de las distintas mutantes estudiadas y se observa que la forma
es consistente, lo que sugiere la conservacion de la estructura secundaria. Existen
ligeras diferencias en la magnitud de la sefial de elipticidad molar, que se atribuye a
un error en la cuantificacién de la proteina, sin embargo para asegurarnos de lo
anterior se llevé a cabo la deconvolucion de los espectros a través del programa
CDNN. En la Tabla 9 podemos observar los porcentaje de cada tipo de estructura
secundaria. Basandonos en el analisis que se hizo usando los datos de dicroismo
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circular que abarcan el intervalo de 195 nm — 260 nm podemos concluir que las

diferencias que se presentan entran dentro del error experimental.

15

10 +

5}

0+f

©-1 03(degree-cm2-dmo|'1)

5L '
.'

. SBDS R19Q

.10 | i e SBDS R19Q

g ....00" l'
“ .:;;..-::;c' * SBDSR126T
15 .:m. i + SBDS S143L
[ ey * SBDSHM67T |7
b + SBDSI212T

-20 . . . . . . .
190 200 210 220 230 240 250 260 270

Longitud de onda (nm)
Figura 22. Evaluacion de la estructura secundaria de la proteina SBDS-FIAsH nativa y mutantes
presentes en el Sindrome de Shwachman-Diamond mediante dicroismo circular en el UV-lejano.
Condiciones: 25 mM PO*, (pH 7.4) a 25°C.

Tabla 9. Deconvolucion de los espectros de dicroismo circular de mutantes SBDS-FIAsH.

SBDS 195-260 nm SBDS R19Q 195-260 nm
Hélice alfa 37.0% Hélice alfa 32.3%
Hoja antiparalela 8.3% Hoja antiparalela 11.5%
Hoja paralela 7.3% Hoja paralela 7.9%
Giro beta 16.4% Giro beta 17.3%
Hebra al azar 26.6% Hebra al azar 27.0%
Total 95.7% Total 96.1%
SBDS K67E 195-260 nm SBDS R175W 195-260 nm
Hélice alfa 32.2% Hélice alfa 38.5%
Hoja antiparalela 11.2% Hoja antiparalela 8.0%
Hoja paralela 8.2% Hoja paralela 6.8%
Giro beta 17.3% Giro beta 16.2%
Hebra al azar 28.2% Hebra al azar 24.5%
Total 97.1% Total 94.0%
SBDS R126T 195-260 nm SBDS S143L 195-260 nm
Hélice alfa 36.5% Hélice alfa 39.9%
Hoja antiparalela 8.5% Hoja antiparalela 7.2%
Hoja paralela 7.4% Hoja paralela 6.7%
Giro beta 16.5% Giro beta 16.0%
Hebra al azar 26.8% Hebra al azar 24.6%
Total 95.7% Total 94.4%
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SBDS 1167T 195-260 nm
Hélice alfa 33.9%
Hoja antiparalela 10.0%
Hoja paralela 7.9%
Giro beta 17.0%
Hebra al azar 27.7%
Total 96.5%

6.5 Dispersion dindmica de luz (DLS)

SBDS 1212T 195-260 nm
Hélice alfa 35.1%
Hoja antiparalela 9.9%
Hoja paralela 7.4%
Giro beta 16.8%
Hebra al azar 25.5%
Total 94.6%

La dispersion dinamica de luz es una técnica que nos permite obtener el tamafio de

una particula al relacionar el movimiento Browniano de ésta y la luz que dispersa

como resultado de dicho movimiento. EI movimiento Browniano es el movimiento

aleatorio que presenta una particula inmersa en un liquido, mientras méas grande es la

particula mas lento es el movimiento. Con el fin de conocer la calidad de nuestras

muestras, asi como descartar la formacion de dimeros, las proteinas SBDS-FIAsH

silvestre y mutantes se analizaron mediante DLS. La Figura 23 muestra la distribucion

de volumen en funcion del radio hidrodindmico de las proteinas, con un maximo

alrededor de 3 nm, correspondiente a un mondmero. Las muestras son polidispersas y

presentan una distribuciéon monomodal.

% Volumen

25
20+
15+
— Wt
R19Q
10}
— 51431
67T
R175W
5k 12127
ot
0.1 1 10 100 1000 10000

Radio hidrodinamico (nm)

Figura 23. Dispersion dindmica de luz de las proteinas SBDS-FIAsH nativa y mutantes.
Condiciones: 50 mM TrissHCI (pH 7.4) a 25°C.
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6.6 Ensayos de anisotropia de fluorescencia
Una vez que tuvimos las proteinas purificadas se llevaron a cabo los experimentos de
anisotropia de fluorescencia en un espectrofluorometro de la marca Olis. Previo a los
ensayos, las proteinas se marcaron con el reactivo biarsénico Lumio™Green por
distintos tiempos, alcanzando un marcaje maximo de 60-80% a las 8 h de exposicion
(dato no mostrado). Para llevar a cabo los ensayos de anisotropia de fluorescencia es
necesario asegurarse que el cambio de la fluorescencia neta sea insignificante, ya que
la anisotropia observada en una mezcla de especies esta representada por la ecuacién
19,

r=XiFn (19)
donde F; es la fluorescencia fraccional y r; es la anisotropia de cada componente. La
fluorescencia fraccional de cada especie depende tanto de su concentraciéon como de
su fluorescencia relativa, que esta definida por la ecuacion 20,

XiD;
£ =5xor (0)

donde X; es la fraccion mol de la especie i y ¢;i es el rendimiento cuantico de
fluorescencia de la especie |.

De tal forma que, si la fluorescencia cambia a lo largo de la titulacién es mejor medir
la formacion de complejo en funcion de fluorescencia y no de anisotropia, o bien, es
necesario corregir el valor de anisotropia. Como control, la Figura 24 muestra que no
hay cambio apreciable en la sefial de fluorescencia a lo largo de la titulacion por lo

que el uso de la técnica de anisotropia es adecuado.

0.6
05}
04
0.3}

N

0.1}

Fluorescencia

ol

-0.1}%

0.2 . . . . .
0 2 4 6 8 10
[EFTUD1] uM

Figura 24. Control del cambio en la fluorescencia con respecto a la concentracion de ligando en la
titulacion de hsEFL1 y SBDS-FIAs. Condiciones: 50 mM TriseHCI (pH 7.4) a 25°C.
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La unidn entre las proteinas hsEFL1 y SBDS silvestre esta representada por el grafico
ejemplificado en la Figura 25. A partir de los datos obtenidos se llevé a cabo el ajuste
por una regresion no lineal a un modelo de un sitio de union, P + L 2 PL. Como se
observa en la Figura 25, este modelo no describe adecuadamente a los datos
experimentales y por tanto no se logra un buen ajuste. Por lo que la interaccion entre
hsEFL1 y SBDS no corresponde a un modelo de un sitio de union y se opt6 por llevar

a cabo un ajuste a otro modelo de unién.

03} %
0.25
S
Qo
o
©
R]
c
< 0.2} o A= ST ATV
y = m3+(m2*m0)/(m1+m0)
Ermrl
K 3.0527 | 0.3347
0.15 Ar, 0.26465 | 0.010711
: fy| 0.11949 |0.003383
R| 0.99093 NA |
0 2 4 6 8
[EFTUD1] (uM)

Figura 25. Gréfico de unién entre hsEFL1 y SBDS-FIAsH silvestre evaluado mediante anisotropia de
fluorescencia. La linea sdlida roja corresponde al ajuste mediante regresion no lineal a un modelo de un
sitio de unién. Condiciones: 50 mM TriseHCI (pH 7.4) a 25°C.

Debido a que la unién no corresponde a un solo sitio existen dos posibilidades, que se
presente la unidén a multiples sitios con la misma constante de disociacion o que estos
tengan constantes de disociacion diferentes. En la Figura 26 se muestra el resultado
del ajuste a un modelo de unidn de dos sitios idénticos, P + 2L 2 PL,, 0 bien un
modelo secuencial de dos sitios distintos, P + L 2 PL + L 2 PL,. El ajuste a ambos
modelos mejora notablemente en comparacion con aquel a un solo sitio. Sin embargo,
la proteina SBDS es un mondmero, por lo que el modelo de dos sitios idénticos es
dificil de explicar en un sentido fisico y por ende poco probable. En cambio, un
modelo de unidn a dos sitios distintos resulta mas facil de explicar. En nuestro grupo
de trabajo se llevaron a cabo ensayos de doble hibrido en levadura para evaluar la
interaccion entre SBDS y EFL1. Para ello, se ensayaron los cinco dominios de EFL1
de manera independiente con la proteina SBDS completa y con una construccion de
SBDS que sélo contenia los dominios IlI-11l. Los resultados sugieren que la
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interaccion entre SBDS y EFL1 ocurre en los dominios | y 11 de ésta ultima; mientras

que en SBDS, el dominio | parece jugar un papel en la interaccién asi como el
dominio 11 y/o 111 (73).

Sitios idénticos Sitios distintos

03

0.25

Anisotropia
Anisotropia

0.2

0.15

[EFTUD1] (uM) [EFTUD1] (uM)

Figura 26. Gréfico de unidn entre hsEFL1 y SBDS-FIAsH silvestre evaluado mediante anisotropia
de fluorescencia ajustado por una regresion no lineal a un modelo de unién de dos sitios idénticos

(izquierda) o a un modelo secuencial de dos sitios distintos de unién (derecha). El ajuste se denota
con una linea roja sélida.
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Figura 27. Gréfico de Hill (A) y Scatchard (B) de la unién de EFTUD1 y SBDS-FIAsH.

Debido a que los valores de las constantes de disociacion en el modelo secuencial de
dos sitios distintos de union sugieren que la segunda unién ocurre con una afinidad
mayor que la primera se llevo a cabo un analisis de cooperatividad ajustando los datos
a la ecuacion de Hill y a un grafico de Scatchard. El coeficiente obtenido del analisis

de la grafica de Hill (Figura 27-A) corresponde a un valor de 1.8+0.02 lo que
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corrobora que la union de hseFL1 a SBDS constituye un evento de cooperatividad
positiva y la unién al primer sitio causa un aumento en la afinidad del segundo. Mas
aun, la forma céncava del grafico de Scatchard apoya el fendmeno de cooperatividad
positiva (Figura 27-B). El analisis de union de las SBDS-FIAsH mutantes se realizé
del mismo modo que para la proteina silvestre, en todos los casos la unién entre
ambas proteinas se describié adecuadamente mediante un modelo de dos sitios
distintos de union con cooperatividad positiva (Figura 28). En la Tabla 10 se resumen
los valores de las constantes de disociacion obtenidas de la interaccion entre hsEFL1
y SBDS mutantes.
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Figura 28. Gréficos de union entre hsEFL1 y SBDS-FIAsH mutantes evaluado mediante anisotropia
de fluorescencia ajustado por una regresién no lineal a un modelo de unidn a dos sitios distintos. Del
lado izquierdo se presentan los graficos de anisotropia de fluorescencia de las mutantes SBDS (A)
R19Q, (B) R126T, (C) 1167T, (D) K67E, (E) S143L y (F) R175W. Del lado derecho se presenta la
respectiva cooperatividad de las mutantes por un ajuste a la ecuacién de Hill y a la ecuacién de
Scatchard (gréfico interior). Condiciones: 50 mM TriseHCI (pH 7.4) a 25°C.

Tabla 10. Constantes de disociacién de la interaccion entre las proteinas SBDS silvestre y mutantes
asociadas con el Sindrome de Shwachman-Diamond y hsEFL1.

Dominio SBDS

silvestre
R19Q
K67E
R126T
S143L
1167T

R175W
1212T

ND: no disponible por falta de unién
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7 Discusion de resultados

7.1 Foto-entrecruzamiento en residuos de aminoacidos

Las proteinas constituyen un recurso esencial para la viabilidad celular siendo ellas
las responsables de gran parte de las actividades que se llevan a cabo dentro y fuera
de la célula. Para ello, la célula tiene a su disposicién un menu de cerca de un millén
diferentes proteinas. Tradicionalmente el estudio del interactoma se lleva a cabo
través de métodos como el doble hibrido en levaduras o purificacion por afinidad, a
pesar de que esto métodos han sido de mucha ayuda presentan limitaciones por lo que
desarrollar nuevas técnicas es crucial para abordar el problema.

Las proteinas son polimeros de aminoéacidos, y a pesar de la vasta coleccion de
proteinas solo existen 20 aminoacidos en la naturaleza con grupos funcionales
limitados. El grupo de Peter G. Schultz desarrollé una metodologia para evolucionar
un ARNt y su correspondiente aminoacil tRNA sintetasa capaz de incorporar
aminoacidos no naturales en una proteina al reconocer el codén de término amber
(TAG) (Figura 29).

Citoplasma

aaSR ARNt

" 4
(7

oo Wy

2. Sintesis de ARNm

1. Transformacion
3. ARNt cargado con g de la bacteria
aminoacido no natural A

"
Proteina blanco
con codén dmber |

UV-ao o ¢ #
Entrecruzamiento . , .

[e= g R R

5. Exposicion a luz UV

Figura 29. Incorporacion de un aminodcido no natural a una proteina. 1. Co-transformacion del ADN
que codifica al par ortogonal ARNt/aminoacil tRNA sintetasa (aaSR) y a la proteina blanco en célula
bacteriana. 2. Sintesis de los ARN correspondiente. 3. Acilacién del ARNt con el aminoacido no
natural por la enzima aminoacil tRNA sintetasa. 4. Reconocimiento del coddn de paro dmber por
ARNt cargado con amino4cido no natural en el proceso de traduccién. 5. Entrecruzamiento por luz
UV in vivo o in vitro e inmuno-deteccion.
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Entre los aminoacidos que se pueden adicionar en proteinas hay de muy diversas
funciones, los que utilizamos en este trabajo corresponden a aminoacidos con grupos
funcionales que reaccionan formando enlaces covalentes ante la exposicion a luz
ultravioleta de 254 nm. Con el propoésito de identificar los residuos de las proteinas
Sdo1/SBDS involucrados en la interaccion con la proteina scEFL1/hsEFL1 se
sustituyeron sitios especificos con los aminoacidos no naturales H-4-Azido-L-
Fenilalanina y/o H-p-Benzoil-L-Fenilalanina (Figura 30). La expresién de este tipo de
mutantes requiere no solo de la sobre-expresion del ARNt y del aminoacil tRNA
sintetasa, sino también de la sobre-expresién de la proteina de estudio. La
introduccién de un aminoacido no natural en la proteina puede provocar la
desestructuracion total o parcial de su plegamiento; razon por la cual la mayoria de las
mutantes evaluadas se encontraban formando agregados insolubles. De las mutantes
en que si se logré una expresiéon exitosa se obtuvo un foto-entrecruzamiento con
SCEFL1 en los residuos P122, K177, P168, K126, K141 y L152 de la proteina Sdol.
Por comunicacién personal de parte de la Dra. Nuria Sanchez Puig se sabe que los
residuos M132, V123 y S143 también producen foto-entrecruzamiento con scEFL1.
Si localizamos estos residuos en la proteina Sdol (Figura 21) se observa que la cara
externa del dominio 1l forma parte de la region de interaccion con SscEFL1.
Desafortunadamente no se cuentan con mutantes para evaluar la participacion del
dominio | 6 1lI, sin embargo, ensayos de doble hibrido llevados a cabo por Alfonso
Méndez Godoy marcan una gran diferencia en la union entre la proteina de levadura
Sdol y scEFL1 en ausencia del dominio | con respecto a la union de la proteina
completa (73).

El sistema de entrecruzamiento a través de aminoacidos no naturales con grupos
funcionales reactivos presenta grandes ventajas que vale la pena resaltar. Entre los
grupos funcionales que cominmente se utilizan con estos fines se encuentra la azil-
azida y la benzofenona. Estos grupos funcionales son estables en ausencia de luz
ultravioleta, y cuando son activados se produce un intermediario altamente reactivo
que forma enlaces covalentes con los grupos funcionales adyacentes teniendo
preferencia sobre aminas primarias. La vida media del intermediario es corta (ns-us) y
cuando no se produce el enlace covalente el reactivo puede relajarse (benzofenona) o
reaccionar con una molécula de agua o con ella misma (azil azida) lo cual limita la
probabilidad de crear enlaces no especificos (74). No obstante, la introduccion de este
aminoacido no natural puede afectar la interaccion pudiendo dar falsos negativos, por
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lo que se sugiere que esta técnica se lleve a cabo en conjunto con otras que

proporcionen informacion estructural o de interaccion.

Azido-Fenilalanina Benzoil-Fenilalanina

Figura 30. Estructura quimica de los aminoacidos no naturales con los que se sustituyeron residuos
especificos en la proteina Sdol para los ensayos de foto-entrecruzamiento con EFL1.

Las familias de proteinas Sdol/SBDS no tienen una alta identidad y sin embargo
tridimensionalmente son muy similares. Se cree que el sistema EFL1/SBDS ha
evolucionado de manera conjunta, por lo que a pesar de que los resultados de foto-
entrecruzamiento sélo se hayan evaluado en el ortélogo de levadura es de esperar que
residuos equivalentes en la proteina humana estan involucrados en la interaccion con
la proteina hsEFL1. Entre estos residuos sobresalen K126 y S143, ya que los
respectivos residuos en humano (R126 y S143) estan mutados en pacientes con el
Sindrome Shwachman-Diamond, siendo ésta posiblemente la razén de una pérdida de
funcion de SBDS.

7.2 Caracterizacion de la interaccion entre las proteinas SBDS y hseEFL1
por anisotropia de fluorescencia
El Sindrome Shwachman-Diamond es una enfermedad poco comun dentro del
conjunto de enfermedades conocidas como ribosomopatias debido a que la causa lo
origina un defecto en la via de sintesis del ribosoma. A pesar de que el ribosoma es
una particula esencial para la viabilidad de cualquier célula, los pacientes con este
sindrome y otras ribosomopatias presentan cuadros clinicos caracteristicos que sélo
afectan tejidos especificos. El Sindrome Shwachman-Diamond es una enfermedad
autosdmica recesiva que se caracteriza por presentar insuficiencia pancreatica
exocrina, malformaciones esqueléticas y disfuncion de la médula ésea (45). EI 90%
de los pacientes tienen mutaciones en el gen SBDS que se sabe que codifica para una
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proteina involucrada en la maduracion citoplasmatica de la subunidad ribosomal 60S
(46,49). Esta proteina, conocida como la proteina del Sindrome Shwachman-Bodian-
Diamond (SBDS), es un factor intercambiador de nucleétidos de la GTPasa EFL1,
encargada de la remocidn del factor de antiasociacion elF6 a través de la hidrolisis de
GTP (67). Desde el descubrimiento del gen se han reportado diversas mutaciones que
se resumen en la Tabla 11 (ver APENDICE), y de las cuales el 75% ocurren por
conversion con el pseudogen SBDSP (183-184TA—CT y 258+2T—C) generando la
sintesis de una proteina trunca en los primeros residuos (K62X y C84fsX3). No se ha
llevado a cabo ningln estudio in vitro sobre estos péptidos pero debido a que no se
han reportado casos de pacientes homocigotos para la mutacion K62X se infiere que
se pierde completamente la funcién proteica. Andlisis sobre los niveles de expresion
indican que esta mutacién no genera productos completos (47). La mutacién C84fsX3
es la mas comun de todas (75), ésta causa un corrimiento en la secuencia del gen que
origina un codon de paro prematuro durante la traduccién. Este corrimiento en la
secuencia interrumpe el sitio de empalme en el intron 2 del gen, sin embargo, se han
registrado pacientes homocigotos para esta mutacion y al analizar sus nivel de
expresion se encontrd que a pesar de ser bajos si hay sintesis de proteina completa.
Esto sugiere que de alguna forma la maquinaria celular es capaz de sobrepasar la
mutacion y realizar el empalme adecuado para producir un poco de proteina correcta.

Existen otras mutantes menos comunes que perturban la estabilidad de la proteina y
mutaciones puntuales de quienes no se conoce el efecto, razon por la cual se tomé la
decision de llevar a cabo ensayos de interaccion con el fin de caracterizar el efecto
que podrian tener en la union con hseFL1. Mas aln, conociendo los resultados del
foto-entrecruzamiento que demostraron que los residuos K126 y S143 en SBDS,
mutados en pacientes con el sindrome, participaban directamente en la interaccion
con hsEFL1 (Figura 21). Para estudiar de forma cuantitativa la interaccion proteina-
proteina se utilizd la anisotropia de fluorescencia. En este tipo de experimentos se
hace incidir una luz polarizada sobre una muestra que contenga una molécula capaz
de fluorecer (fluoréforo), sin embargo, sélo aquellas moléculas que tengan su
momento dipolar de transicion orientado en paralelo al pulso de luz seran excitadas.
Este proceso se llama foto-seleccion. Durante el tiempo de vida de la sefial de
fluorescencia, el fluoroforo sufre movimientos rotacionales de difusion emitiendo la

luz a distintas direcciones. La rotacion que ocurre es registrada por dos detectores que
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miden la sefial en paralelo y en perpendicular con respecto a la polaridad del pulso de
luz (76).

Las curvas de union obtenidas de la interaccion de hsEFL1 y SBDS se ajustan a un
modelo de union a dos sitios distintos con cooperatividad positiva. Cuando se
presenta la union a dos sitios distintos, esto se puede deber a la unién de dos ligandos
distintos 0 a una sola cadena polipeptidica interaccionando en dos regiones (9).
Existen a su vez dos tipos de efectos cooperativos, el sistema alostérico y la seleccion
conformacional. El alostérico implica un cambio conformacional después de la
primera union aumentando la afinidad al segundo sitio, mientras que en la seleccion
conformacional, después de la primera union la estructura esta en un arreglo tal que
reduce el numero de configuraciones no funcionales. Este efecto se describe
claramente para el plegamiento de una proteina (paradoja de Levinthal) aunque
también aplica en modelos de unién (77). Sin embargo, los estudios de interaccion en
equilibrio realizados en este trabajo no permiten esclarecer cual de los dos modelos es
el que describe la union de hseFL1 y SBDS. Para ello se tendrian que realizar
estudios de union mediante técnicas de cinética rapida.

Las constantes de disociacion obtenidas en los ensayos de interaccion entre hsEFL1 y
las diferentes mutantes de SBDS demostraron la perturbacion de la unién. En todos
los casos la union se ve disminuida en diferente constante y diferente magnitud. El
caso de las mutantes R19Q y K67E presentan una disminucion de la afinidad en un
orden de magnitud en el segundo sitio mientras que la constante de disociacion del
primer sitio se mantiene igual, dentro del error experimental. Como se observa en la
Figura 31, estas mutaciones se encuentran en el dominio | lo que podria sugerir que el
segundo sitio de union ocurre en esta region de la proteina. Por ensayos de foto-
entrecruzamiento se vio que en levadura el residuo 126 participaba directamente en la
interaccion con EFL1 del mismo organismo, por lo que la disminucion de la afinidad
en la mutante R126T humana no fue de sorprenderse. En este caso, la mutacion cae en
el dominio Il de la proteina y sin embargo el segundo sitio de interaccidn sigue siendo
el méas afectado, pero esto se debe posiblemente a la pérdida de union en el primer
sitio y por tanto la cooperatividad de union al segundo sitio también se ve afectada y
en mayor proporcion. EI mismo efecto se observa en la mutacion 1167T. A partir de
esta informacion es posible inferir que el primer sitio de unién de SBDS con EFL1
ocurre en su dominio Il y por efecto de cooperatividad se da la union al segundo sitio
que corresponde al dominio I. La existencia de dos sitios de union en SBDS por EFL1
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concuerda con resultados publicados por otros grupos de investigacion. Ensayos de
complementacidn genética descritos por Boocock et al. (50) reportan que el dominio |
de Sdol es indispensable para la viabilidad celular, pero su funcién puede ser
sustituida por el dominio | de otros ortélogos, y el dominio Il no es requerido para la
viabilidad celular. La complementacion con quimeras en el dominio Il de Sdol
demostraron que es una region indispensable para la funcién de la proteina y ademas
es especie-especifico. Por otro lado, estudios de doble hibrido en levadura realizados
en nuestro grupo de trabajo, compararon la interaccion entre scEFL1 y la proteina
Sdol completa y el dominio II-11l. Este ensayo, al ser semi-cuantitativo, permite
comparar el efecto de la ausencia del dominio | en el caso de no producir una pérdida
total de la interaccion. Los resultados indicaron que a pesar de que la interaccion
ocurre, la presencia del dominio | produce una union mas fuerte.

Muchas de las mutantes evaluadas abatieron la interaccion de SBDS con EFL1, sin
embargo para la mutacion S143L la interaccion se encuentra debilitada a tal grado que
no fue posible realizar un correcto ajuste de los datos experimentales debido a que no
se logro llegar a niveles de saturacion. Por Gltimo tenemos a la mutacién R175W que
se encuentra en el dominio Il1l. No queda muy claro el efecto de esta mutacion, las
diferencias en las constantes de disociacion parecen caer dentro del error experimental
debido al ajuste. El paciente que presenta esta mutacion es heterocigoto con un alelo
con la mutacion R175W y en el otro con la mutacion N121T, residuo del dominio Il
(ver APENDICE). Es posible que el fenotipo que se presenta es debido a una
haploinsuficiencia provocada por la mutacion N121T y no por la R175W. Futuros

ensayos con esta nueva mutacion seran necesarios para responder este problema.

K67E

Figura 31 Estructura tridimensional de la proteina humana SBDS. Distribucion en el espacio de los
tres dominios (I: verde; Il: azul, y Ill: naranja). Mutaciones presentes en pacientes con SDS
estudiadas en este trabajo se resaltan de color amarillo (PDB 2L9N).
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Ajustando las curvas de union a un modelo de dos sitios distintos obtenemos como
informacion el cambio de anisotropia debido a la primera unién (Ap.) y el cambio
producido por la unién al segundo sitio (Ap2). En todos los casos, el cambio en la
sefial de anisotropia ocurre al ocuparse el segundo sitio, obteniendo para la primera
unién un valor cercano a cero lo cual sugiere que el fluoréforo sigue presentando gran
movimiento. Esto se podria explicar debido a la flexibilidad de la molécula. EI motivo
de unidn al compuesto biarsénico se encuentra en el extremo C-terminal, dominio que
se ha visto por ensayos de SAXS presenta la mayor flexibilidad en la proteina
(comunicacién personal del Dr. Dritan Siligi). EI SAXS es una técnica utilizada para
la caracterizacion estructural de baja resolucion de particulas desde kDa hasta GDa.
En un experimento de SAXS, un haz de luz se hace incidir en la muestra, la cual va a
dispersar la luz dependiendo de la forma que tenga. Esta dispersion de luz se mide en
términos del momentum transferido (s). Relacionando el logaritmo de la intensidad en
funcién del momentum transferido y ajustando la curva por iteraciones a estructuras
de alta resolucién se puede obtener un modelo. Uno de los pardmetros que se obtiene
de la molécula es el radio de giro (Rg) que sirve para generar el grafico normalizado
(adimensional) de Kratky (Rg’l vs Rg). Este grafico se emplea para analizar la
flexibilidad de una proteina. En la Figura 32 se observa que los datos de la proteina
Sdol no presentan una estructura globular, es decir un maximo (linea verde), como el
grafico de la proteina BSA usada como parametro control en el experimento. La
forma que presenta la proteina Sdol es caracteristica de una proteina con dominios
flexibles, sin embargo no es posible determinar qué regién(es) de la molécula presenta
esta caracteristica a partir de este grafico. En la Figura 32 se superponen cuatro
modelos de la proteina Sdol obtenidas del software EOM (78) (paquete ATSAS (79))
que mejor representan a la curva de SAXS, y se observa que el dominio | y Il son
muy flexibles. Estos experimentos se llevaron a cabo dentro del proyecto bilateral
MX14MOO05 Mexico-Italia, en la propuesta del EMBL SAXS-440 en las instalaciones
de la linea 12 (80) del Petra Il1, sincrotron DESY de Hamburgo, Alemania.
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Figura 32. Andlisis de la flexibilidad de la proteina Sdol. A la izquierda se encuentra el gréafico de
Kratky de la proteina Sdol y de la proteina BSA como control (azul). En naranja se muestran los
datos de la proteina Sdol a una concentracion de 11.2 mg/mL y en gris a una concentracion de 2.0
mg/mL que al combinarse generan el gréfico representado en amarillo. Del lado izquierdo se
encuentran superpuestos los modelos que mejor representan los datos de SAXS.

Finalmente, es claro que los residuos mutados en el Sindrome de Shwachman-
Diamond evaluados en este trabajo participan directamente en la interaccién con
EFL1 (Figura 33), y el efecto inmediato de la mutacion es abatir la interaccion entre
ambas proteinas. A nivel bioldgico, la relevancia de la pérdida de esta interaccion es
que se pierde la regulacion de intercambiador de nucledtidos que SBDS ejerce sobre
la actividad de GTPasa de EFL1 y por ende la liberacion de elF6 de la superficie de la
subunidad 60S es deficiente, lo cual a su vez repercute en la formacion de ribosomas

traduccionalmente competentes.

72



Figura 33. Estructura tridimensional de la proteina SBDS. Figura superior muestra la distribucion en
el espacio de los tres dominios (I: verde; Il: azul, y IlI: naranja). Residuos de la proteina SBDS
involucrados en la interaccién con la proteina EFL1, obtenidos por ensayos de anisotropia de
fluorescencia y de foto-entrecruzamientos, se resaltan de color amarillo. Figuras inferiores muestran
la superficie de la proteina SBDS vista desde distintos angulos resaltando en rojo los residuos
involucrados en la interaccién con la proteina EFL1 (Modelo de Alfonso Méndez Godoy).

7.3 Discusion general
Las ribosomopatias son uno mas de los misterios en la biologia y su completo
entendimiento podria cambiar el concepto que tenemos del ribosoma y su funcion.

» Siendo una misma via, y si al final las ribosomopatias afectan una misma
funcidén que es el proceso de traduccion, ¢por qué depende del paso afectado la
enfermedad que desarrolla?

e Si todos las células requieren de traduccion para su viabilidad, ¢por qué las
ribosomopatias afectan tejidos especificos?

» ¢Por qué distintas mutaciones en la misma proteina genera distintos sintomas?

e Y mas aun, ¢por qué una mutacion particular genera fenotipos clinicos con

distinta severidad?
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Estas son algunas de las preguntas que no han podido ser respondidas, pero que
sugieren que se tratan de enfermedades multifactoriales. Ya son méas de 50 afios que
Jacob y Monod describieron por primera vez la regulacién de expresién en bacteria,
ahora se sabe que los niveles de expresion cambian dependiendo del tipo celular,
respuestas al ambiente y el grado de desarrollo del tejido/organismo. Con esta premisa,
una traduccion deficiente podria provocar un nivel inferior al umbral que amortigua la
célula de ciertas proteinas. Esto también explica los cambios en el fenotipo conforme
se desarrolla el paciente. En los pacientes con el sindrome Shwachman-Diamond se
ha visto que con la edad el paciente presenta una mejora en las anormalidades
pancreaticas y esqueléticas (41,81). Se reconoce que los ribosomas pueden llevar a
cabo el proceso de traduccién de una manera no convencional, como es el caso de los
sitios internos de entrada al ribosoma (IRES; Internal Ribosome Entry Site). Se ha
visto que modificaciones en la pseudouridinilacion del ARNr en pacientes con
disqueratosis congénita ligada al cromosoma X modifica la afinidad por ARNm
dependientes de IRES (82). Esta informacion apoya la idea de que la disminucién del
nivel celular de ciertas proteinas afectaria el desarrollo o la funcion de un
tejido/6rgano en particular.

Hasta ahora la importancia de los ribosomas estaba dada por su funcion en la sintesis
de proteinas pero cada vez mas se detectan funciones de regulacién a distintos niveles.
Contrario a lo que se creia, estudios han demostrado diferencias en la expresion de
proteinas ribosomales, enriquecidas en tejidos especificos (83), esta informacién se
relaciona con funciones extraribosomales descritas en multiples proteinas ribosomales
estructurales o accesorias (84). Esto no hace la tarea mas sencilla para entender el
escenario de una ribosomopatia. En la actualidad existe la hipdtesis sobre ribosomas
especializados debido a diferencias en su composicién. De manera general se dice que
las proteinas ribosomales en mamiferos solo presentan una copia en el genoma, sin
embargo, hay casos como RPS4 que es codificada por tres genes localizados en el
cromosoma X y Y (RPS4X, RPS4Y1, RPS4Y2). En el hombre, RPS4X y RPS4Y1 se
expresa en todos los tejidos, sin embargo RPS4Y2 sélo en testiculos y prostata, lo que
podria resultar en ribosomas especializados en la traduccion de proteinas necesarias
en solo esos drganos (85). Por ultimo, el proceso de biogénesis ribosomal tiene
multiples puntos de control, relacionandose directamente con vias de regulacion como
la de p53, mTOR y Myc para evitar la prevalencia de células con ribosomales que no
estén correctamente ensamblados (86). Asi, las interacciones entre proteinas no
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pueden verse de manera individual, cada vez es mas claro como la célula es una red
de interacciones, y que para entender el fenotipo provocado por una enfermedad hay
que analizarlo de manera global.
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8 Conclusiones

Los residuos L152, P122, P168, K141, K171 y K126 de la proteina Sdol
tienen una participacion directa en la interaccion con la GTPasa scEFL1.

La interaccion de la proteina SBDS y hsEFL1 se da a través de dos sitios
distintos con cooperatividad positiva.

Las mutaciones R19Q, K67E, 1167T, R126T, S143L, R175W o 1212T
asociadas con el Sindrome de Shwachman-Diamond no alteran la estructura
secundaria de la proteina SBDS.

Las mutaciones R19Q, K67E, 1167T, R126T, S143L, R175W asociadas con el
Sindrome de Shwachman-Diamond abaten la interaccion con hsEFL1.

Los residuos R19, K67, 1167, R126, S143 y R175 de la proteina SBDS
participan directamente en la interaccion con hseFL1.
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APENDICE

Tabla 11. Mutaciones asociadas con el Sindrome Shwachman-Diamond.

Mutaciones silenciosas

Sustitucién en DNA

Referencia bibliografica

141C—T

(87)

201A—G

Mutaciones sin sentido o cambio en el marco de lectura

(46)

Sustitucion en DNA Sustitucion en el otro alelo Sustitucion en proteina Referencia bibliografica
96-97insA ND N34fsX15 (46)
119delG 258+2T—C S34fsX17 (46,81)
123delC 258+2T—C S41fsX17 (51)
183-184TA—CT 258+2T—C K62X (46)

Homocigoto

258+2T—C
258+2T—C Heterocigoto compuesto
modifica el sitio de empalme alternativo en el | 183-184TA—CT (p.K62X) C84fsX3 (46)
intron 2 505C—T (p.R169C)

258+374_459+250del

95A—F (p.Y320)
258+1G—C 258+2T—C C84fsX3 (46)
258+374-459+250del
delecion interna del polipéptido que elimina el | 258+2T—C 187-Q153del (88)
dominio 2 y parte del dominio 1
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377G—C ND R126T (46)
428C—G 258+2T—C S143W (89)
428C—T + 443A—G 258+2T—C S143L + K148R (51)
458A—G 258+2T—C Q153R (51)
505C—T ND R169C (46)
506G—T 258+2 T—C R169L (51)
523C—>T 362A—C (N121T) R175W (93)
635T—C ND 1212T (46)

ND-No determinado, en el trabajo de Boocock y colaboradores (46) no se presenta la informacién desglosada de cada mutacion.
Adicionalmente Finch y colaboradores (49) reportan como comunicacion personal de otros autores las siguientes mutaciones puntuales: P6L,
C119Y, C119R, T129A, K151IN, R169L, R218Q, A154V y A30S.
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