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1. RESUMEN

Las sintesis de proteinas o “Traduccidén” es un proceso altamente sofisticado que
se divide en cuatro etapas: iniciacion, elongacion, terminacién y reciclamiento. El
proceso global de la traduccion es basicamente regulado en el paso de iniciacién.
En eucariontes consiste en el reclutamiento de la subunidad ribosomal 40S por el
extremo 5° del mMRNA que va a ser traducido; de esta manera, la subunidad
ribosomal recorre el 5-UTR del mMRNA en un proceso denominado scanning, hasta
encontrar el codén AUG de inicio. Subsecuentemente la subunidad ribosomal 60S
se une y da inicio el paso de elongacion.

La traducciéon de los mRNAs es fuertemente controlada por el reconocimiento
del coddn iniciador AUG por el ribosoma. Este proceso fue descrito por vez
primera en la década de los 80’s por Marylin Kozak, quien encontr6 que en
MRNAs de vertebrados el coddn iniciador, para una traduccion O6ptima, esta
localizado dentro de una secuencia especifica, ahora conocida como la “secuencia
Kozak” y cuyo consenso es (A/G)CCAUGG. Ella demostré experimentalmente que
A o G en posicion -3 (en relacién a la A del AUG iniciador), y G en posicién +4 son
las bases funcionalmente mas importantes de esta secuencia.

Andlisis in silico de genomas completos en diversas especies, han establecido
gque existe diversidad en la secuencia alrededor del AUG en diferentes
eucariontes. Aunque carecen de validacion experimental, estos datos sugieren
gue los mRNAs de organismos morfolégicamente complejos como los metazoarios
mantienen la secuencia consenso Kozak, a diferencia de especies menos
complejas como hongos unicelulares y protistas que presentan secuencias
diferentes. Por estas razones, en el presente trabajo se estudid
experimentalmente la importancia de la secuencia contexto del coddn iniciador
AUG de dos organismos filogenéticamente lejanos de vertebrados, el hongo
unicelular Schizosaccharomyces pombe y el hongo multicelular Ustilago maydis.
Para ello, se desarrollaron nuevos protocolos para preparar lisados competentes
en traduccién, no existentes para estas especies. Con las herramientas
desarrolladas en esta tesis, demostramos que la secuencia Kozak no es la 6ptima

para la sintesis de proteinas en los hongos analizados. Para ello, se utilizaron



diversos mMRNAs con mutaciones en los nucleétidos alrededor del AUG, mismo
gue contiene el gen reportero FLuc (codifica para la enzima luciferasa), siendo
ANAAUGA el contexto para ambos organismos (donde N es cualquier nucle6tido).
Asi mismo se encontré que la secuencia UN(A/C)AUGC atenua la traduccién en
los dos hongos de estudio y un vertebrado.

Por lo anterior, estudiar los mecanismos que regulan la traduccion en especies
de diversos phyla es crucial para adquirir un conocimiento profundo y real de este
proceso en los eucariontes, pues ésta perspectiva es imprescindible para entender

su importancia en el funcionamiento y evolucion de la vida.

2. INTRODUCCION

Traduccion

La traduccion o sintesis de proteinas es uno de los procesos fundamentales de la
vida. Consiste en decodificar un mRNA para sintetizar un polipéptido o proteina
por el ribosoma asistido por un conjunto de factores de traduccion. Por lo tanto, es
un proceso fundamental en la expresion genética (Browning & Bailey-Serres
2015).

Las células necesitan en cada instante miles de proteinas diferentes, que son
sintetizadas en respuesta a las necesidades metabdlicas del momento,
transportadas o dirigidas hasta la localizacion celular adecuada y degradadas
cuando no son necesarias; asi, traducir la informacién de los acidos nucleicos en
polipéptidos, representa el paso final de la ruta en la expresion génica de la mayor
parte de los transcritos (Gebauer & Hentze 2004).

No es sorprendente que la sintesis de proteinas sea un proceso sumamente
complejo, con wuna multitud de reacciones altamente coordinadas e
interconectadas que incluso, la minima alteracion resulte en cambios de alto
impacto. La maquinaria de traduccion en todos los reinos de la vida contiene
componentes basicos muy conservados, como son los ribosomas, mRNAs,
tRNAs, tRNA sintetasas y factores proteicos (Spirin & Swartz 2007). A su vez, el
proceso de la traduccion globalmente estd muy conservado en todos los



eucariontes. Se estima que la sintesis requiere de la participacion de por lo menos
70 proteinas ribosémicas diferentes y en células eucariontes, poco mas de 20
factores especificos para el inicio, elongacion y terminacion de los polipéptidos
(Jackson, et al. 2010).

Los ribosomas, universalmente conservados, son el complejo molecular
central de la sintesis, que consisten en dos subunidades (llamados 40S y 60S en
eucariontes) que contienen los sitios de unidn para el peptidil-tRNA, el aminoacil-
tRNA y el mRNA. Por otro lado, el mMRNA es una copia de la informacion genética
gue ha de ser traducida; toda la informacién contenida es descifrada por el codigo
genético, un diccionario biolégico que cumple con la extraordinaria tarea de
traducir un lenguaje escrito en un alfabeto de cuatro nucledtidos (adenina,
guanina, timina y citosina) en un segundo lenguaje escrito en un alfabeto de 20
aminoacidos (Liljas 2013; Sonenberg & Hinnebusch 2009). Por esta razoén, la
importancia del tRNA radica en ser la molécula traductora, ya que para una
secuencia especifica de nucle6tidos une un aminoacido determinado.

El codon iniciador AUG no solo define el inicio, sino que establece el marco de
lectura de un mRNA. La traduccion tiene lugar de tal manera que, tripletes de
nucleétidos o codones, son leidos sucesivamente y sin sobreposicion. No existe
puntuacion entre los codones; de hecho, la secuencia de aminoacidos de una
proteina esta definida por una secuencia lineal de tripletes contiguos (Liljas 2013).

Por lo anterior, pensando en la analogia de un nuevo lenguaje, imaginando a
los nucleétidos como letras y que su combinacién puede formar palabras, ¢Qué
palabras definen a los aminoacidos? Al respecto, en 1961, Marshall Nirenberg y
Heinrich Matthaei realizaron el primer avance significativo descifrando una de las
64 palabras del codigo genético. Al usar una molécula de RNA consistente
exclusivamente de poliuracilo, lograron sintetizar una proteina formada por un solo
tipo de aminoacido: la fenilalanina. Aunque en la reaccidén estaban presentes los
19 aminoécidos restantes, el mRNA sintético dio origen a una cadena de un Unico
aminoacido. No habia duda de que UUU correspondia a la fenilalanina, primer
palabra del diccionario genético en ser decodificada (Nirenberg & Matthaei 1961b;
Nirenberg & Matthaei 1961a). El uso del poli(U) fue el precursor en el
desciframiento de las palabras del cddigo genético, el significado de todos los
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tripletes fue finalmente establecido en la década de los 70’s. Por ello, el descifrado
del cddigo genético esta considerado como uno de los mayores descubrimientos
cientificos del siglo XX.

Desde los trabajos de Nirenberg, los lisados usados en traduccion in vitro han
sido una herramienta importante en la biologia molecular hasta nuestros dias
(Chong 2014b). Distintas generaciones de cientificos han mejorado los lisados de
traduccion in vitro, haciéndolos cada vez mas robustos y mas eficientes (Spirin &
Swartz 2007; Chong 2014b; Katzen et al. 2005); en cuanto a los lisados de
organismos eucariontes, los mas usados son los de reticulocitos de conejo y de
trigo, actualmente comerciales. Sin embargo, el estudio de la traduccién se ha
limitado al uso de solo unas pocas especies modelo, por lo que, desarrollar y
optimizar lisados de organismos de los diferentes reinos de la vida nos permitira
expresar in vitro una infinidad de proteinas, en diversas condiciones y en
diferentes ambientes, pero sobretodo nos permitira entender el proceso de
traduccion de manera més profunda. En la Tabla 1 se describen todos los lisados
para realizar traduccion in vitro que a la fecha se han desarrollado. Como se ve, la
gran mayoria son animales o plantas superiores, por lo que hoy en dia es
necesario desarrollar nuevos sistemas de otras especies mas alla de los
organismos modelo. Esto nos permitir4 producir biomoléculas que tengan impacto
en diversos campos como el biotecnoldgico, la biologia sintética y el diagnostico
clinico, y ademas nos permitirAn comprender nuevos aspectos de la evolucion de
la vida (Katzen et al. 2005).

La traduccion in vitro nos ha permitido usar diversos organismos para responder
diversas preguntas en el campo de la regulacién traduccional. Por lo anterior, en
este trabajo se revisaran los aspectos importantes de la sintesis de proteinas,
enfatizando en los mecanismos moleculares, la historia del campo de la
traduccion, los avances mas recientes y sus aplicaciones. Asi mismo, se detalla el
desarrollo experimental de nuevos protocolos para realizar traduccion in vitro en
organismos no modelo. Esto nos ha permitido responder una pregunta
fundamental, que es, determinar cual es el papel en la regulacion del inicio de la

traduccion de la secuencia contexto alrededor del codén AUG iniciador.
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Tabla 1. Lisados competentes de traduccion in vitro de organismos. Se ordenan

cronolégicamente.

Grupo taxonomico Organismo Autores Aiho
Planta Maiz R. Rabson, 1960
monocotiledénea Zea mays G. Novelli
Planta Trigo A. Marcus, 1968
monocotiledénea Triticum aestivum B. Luginbill
Animal Crustaceo J. Sierra, 1974
artropodo Artemia salina S. Ochoa
Animal Reticulocitos de Conejo T. Hunt, 1974
vertebrado Oryctolagus cuniculus R. Jackson
Planta Centeno A. Carlier, 1976
monocotiledénea Secale cereale W. Peumans
Animal Mosca M. Scott, 1979
artropodo Drosophila melanogaster M. Pardue
Planta Guisante W. Peumans, 1980
dicotileddnea Pisum sativum J. Schreurs
Hongos Levadura M. Tuite, 1980
ascomicete Saccharomyces cerevisiae J. Plesset
Animal Erizo de mar M. Winkler, 1981
Echinodermo Lytechinus pictus R. Steinhardt
Protista Dinoflagelados A. Schréder-Lorenz 1987
Dinoflagelado Gonyaulax polyedra
Animal Rana T. Patrick, 1989
vertebrado Xenopus laevis C. Lewer,
V. Pain
Animal Humano A. Molla, 1991
vertebrado Homo sapiens (celulas Hela) A. Paul,
E. Wimmer
Hongos Levadura D. Colthurst 1991
ascomicete Candida albicans M. Tuite
Hongos Hongo filamentoso Z. Wang 1997
ascomicete Neurospora crassa
Animal Palomilla S. Kubick 2003
artropodo Spodoptera frugiperda
Planta Tabaco K. Komoda, 2004
dicotileddnea Nicotiana tabacum S. Naito
Animal Gusano redondo S. Lall, 2004
nematodo Ascaris suum C. Friedman
Protista Leishmania S. Mureeyv, 2009
kinetoplastido Leishmania tarentclae K. Alexandrov
Planta Arabidopsis K. Murota, 2011
dicotileddnea Arabidopsis thalilana K. Komoda

12




Los lisados celulares

Los lisados competentes en traduccion in vitro son sistemas provenientes de
extractos crudos de tejidos u organismos, simulan un ambiente celular que
favorece la traduccion pero estan libres de DNA gendémico y membranas, por lo
gue nos permiten trabajar con los componentes citosélicos relevantes para realizar
este proceso, como son los ribosomas, factores de inicio, elongacion y
terminaciéon, tRNAs, aminoacidos, ATP, GTP, mRNAs y un amortiguador de pH
adecuado (Carlson et al. 2012). A su vez, nos permiten adicionar sustratos,
remover productos y monitorear al sistema para llevar a cabo una sintesis
eficiente de proteinas (Spirin & Swartz 2007).

La gran utilidad de los sistemas in vitro se ha hecho presente desde hace poco
mas de un siglo, cuando en 1897 Eduard Buchner usaba extractos de levadura
para realizar experimentos de fermentacion (Buchner 1897); a partir de entonces,
su uso ha desempeiiado un papel importante en el entendiminento de las bases
de la biologia molecular hasta nuestros dias. El ejemplo mas emblemético es
quiza el deciframiento del cdédigo genético por Nirenberg, al ser uno de los
hallazgos mas importantes en la historia de la ciencia y que lo hizo merecedor del
premio Nobel en 1968.

Dentro de la variedad de las aplicaciones de los lisados competentes en
traduccion se encuentra el estudio en el plegamiento de las proteinas, la
incorporacion de aminoacidos marcados para analisis especificos, la expresion de
genes que dan origen a elementos téxicos para la célula, proteinas que son dificil
de expresar in vivo o cuando son blanco de proteasas intracelulares (Hodgman &
Jewett 2012; Carlson et al. 2012; Hodgman & Jewett 2013).

Por otro lado, los lisados celulares también han desempefiado un papel
importante en la industria biotecnolégica, pues desde hace mas de 30 afios la
traduccién in vitro de enzimas, proteinas recombinantes, péptidos especificos, y
compuestos de interés farmacéutico ha revolucionado la biotecnologia moderna
(Hodgman & Jewett 2012; Whittaker 2013).
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Descubrimiento de la sintesis de proteinas usando lisados celulares
Finalizada la segunda guerra mundial, isotopos de baja energia como *S, *?p, *C
y el ®H llegaron a estar disponibles en muchos centros de investigacién dedicados
al cancer. Asi, la Comision de Energia Atdmica de Estados Unidos fomentaba el
uso controlado de elementos radiactivos con fines cientificos y de innovacién
terapéutica. El interés desde entonces, estaba en el cancer, que a su vez estaba
intimamente relacionado con el metabolismo de las proteinas. Para la década de
1950, la atencién de los bidlogos estaba sobre el mecanismo de la sintesis de
proteinas, por lo que la incorporacién de aminoécidos marcados radioactivamente
eran las investigaciones mas frecuentes de la época (Rheinberger 2004).

Los primeros estudios se realizaban administrando aminoé&cidos radioactivos a
animales y demostrando su incorporacion en las proteinas de diversos tejidos. Sin
embargo, los aminoacidos marcados no estaban disponibles comercialmente y
solo estaban limitados a ser usados en cantidades pequeias. El intento por
realizar trabajos in vivo optimizando el uso de isotopos, los llevo a trabajar con
organos aislados y fragmentos de tejidos.

Los trabajos de Jacklyn Melchior, Theodore Winnick y Felix Friedberg
utilizando diversos elementos radiactivos fueron realmente importantes; sin
embargo, las innovaciones del grupo de Paul Zamecnik son considerados de
mayor relevancia, debido a que relacionaron por primera vez a los elementos
denominados microsomas (hoy conocidos como ribosomas) con la biogénesis de
proteinas (Rheinberger 2004; Siekevitz & Zamecnik 1981).

Zamecnik comenz6 a trabajar con la sintesis de proteinas en 1945; como
médico, estaba interesado en los agentes carcinogénicos y en el metabolismo de
las proteinas entre el tejido sano y el neoplasico, utilizando como modelo
hepatocarcinomas de rata. En 1948 Robert Loftfielm, quimico organico del Centro
de Radiactividad del Instituto Tecnolégico de Massachusetts, en los Estados
Unidos, en colaboracién con Zamecnik introducen **C-alanina y glicina en higado
de rata, demostrando mayor incorporacion en tejido de cancer que en tejido sano,
en funcién directa del tiempo, a una temperatura constante y en presencia de
oxigeno (Zamecnik 2005). Por aquella época, Fritz Lipmann habia demostrado
qgue el dinitrofenol (DNP) interferia con el proceso de fosforilzacion. Asi, cuando
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Zamecnik incorporé DNP en sus experimentos, observé que la incorporacion de
los amino&cidos se detenia. Esto lo llevd a establecer que el DNP inhibe la
sintesis de ATP; esta relacién sugeria que la fosforilacion de los aminoacidos
ocurre como paso inicial para la sintesis de proteinas. Pasaron tres afios para
demostrar que la incorporacion de los aminoacidos marcados se llevaba a cabo
por la formacion de un enlace peptidico (Rheinberger 2004). Los avances en la
sintesis de proteinas eran el tema de interés y estaba claro que los cientificos
necesitaban lisar células, aislar y caracterizar los componentes involucrados en la
sintesis de proteinas, por lo que, el esfuerzo por encontrar un sistema de
traduccion in vitro capaz de sintetizar proteinas, ocupaba la atencion de diversos
laboratorios entre los aflos 1948 y 1952 (Chong 2014a; Spirin & Swartz 2007).

En 1952 Zamecnik en colaboracion con Philip Siekevitz, homogenizaron tejido
de rata y lo fraccionaron por centrifugacion (Siekevitz 1952). El resultado fue “un
pantano bioquimico”, como lo denominé Zamecnik; es decir, una fraccién
sobrenadante enriguecida con microsomas capaces de sintetizar proteinas in vitro,
separada de los restos celulares. Estos lisados de tejido incorporaban pocos
aminoacidos marcados, pero significante para demostrar que sus lisados eran
competentes. Los esfuerzos por mejorar sus extractos, combinando la
metodologias de radiacién y de centrifugacion diferencial, los llevaron, tan solo un
afo después a sedimentar eficientemente los microsomas, al mismo tiempo que
adicionaron ATP y sistemas regeneradores de energia lograron optimizar en gran
medida sus experimentos.

En esa época, los sistemas en bacterias eran particularmente mas dificiles
gue los eucariontes; la lisis no era eficiente, por lo que un pequefio porcentaje de
células vivas podria interferir con la actividad de sintesis en esos lisados
(Zamecnik 2005). Por ello, los sistemas eucariontes como los de reticulocitos de
conejo, han sido desde entonces, los mas usados.

Por otro lado, en 1955 el grupo de Severo Ochoa, en Nueva York, habia
identificado una enzima capaz de sintetizar RNA a partir de nucleétidos difosfato y
por primera vez una enzima “sintetizadora de RNA” habia sido aislada. Zamecnik,
relacion6 al RNA con los aminoacidos, proponiendo un elemento intermediario

capaz de formar cadenas de aminoacidos; debido a que se encontraba en las
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fracciones solubles, lo denominé RNA soluble (SRNA). Asi, este elemento que hoy
se conoce como RNA de transferencia (tRNA), fue el nuevo foco de atencién para
los investigadores, y la primera evidencia experimental de su existencia fue hecha
por Robert Holley en la década de 1960, en la Universidad de Cornell (Holley et al.
1965). Sin embargo la suposicién fue establecida por Francis Crick quien propuso
la “hipétesis del adaptador” basandose en la idea de que existe una molécula
capaz de mediar la traduccién de un alfabeto de RNA en un nuevo cédigo de
proteinas.

Para finales de 1950, los lisados celulares eran una herramienta de gran
utilidad con aplicaciones biotecnolégicas. Asi, era posible analizar los
componentes de un sistema de traduccion, estableciendo solo cinco elementos
principales para la sintesis de proteinas in vitro: 1) aminoacidos, 2) “donadores de
ATP”, 3) fracciones enziméticas 4) fraccion microsomal y 5) el RNA soluble. La
denominada fraccion microsomal era el corazén de la sintesis de las proteinas ya
gue era la parte rica en ribonucleoproteinas asi como el sitio de polimerizacion de
los péptidos. Hasta este punto de la historia, la participacion del acido ribonucleico
en la sintesis de proteinas no estaba claro y era convenientemente llamado
elemento ribonucleoproteico.

Por otro lado y respetando el orden cronoldgico, en 1958 se celebrd el primer
Simposio de un grupo llamado Sociedad Biofisica, donde fueron publicados
articulos e investigaciones sobre el RNA vy la sintesis de proteinas. Aqui, R. B
Roberts, propone por vez primera el nombre de Ribosomas para llamar a aquellas
particulas (los microsomas) que contienen una tercera parte de RNA y dos de
proteina. Se estimaba que median entre 10 y 15 um de diametro y su valor de
sedimentacion, segun diversos reportes se encontraba en 100S. Roberts mejoro la
técnica de asilamiento utilizando diversos gradientes de sacarosa, lo que permitid
la separacion fisica y el asilamiento de macromoléculas en diversas tasas de
sedimentacion. Por ello, finalmente logré la caracterizacion de ribosomas de
diversos organismos.

Los primeros sistemas de traduccion eran poco eficientes. Los componentes
eran purificados con periodos de centrifugacion a 30,000 rpm, por lo que fueron
denominados S30. Asi, suplementados con aminoacidos y ATP producian poca
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pero significante cantidad de proteina. Los periodos de incubacién eran muy
cortos, y el método para -cuantificar el péptido era determinando la
descarboxilacion de los amino&cidos, un técnica poco eficiente (Siekevitz &
Zamecnik 1981). Pero en 1956 con el descubrimiento del guanosin trifosfato (GTP)
como un cofactor esencial para la aminoacilacion del tRNA y en la formacién de
enlaces peptidicos en el ribosoma, los lisados se hicieron por mucho, mas
robustos. Tan solo un afio después, Zamecnick en colaboracion de Marvin
Lamborg, optimizaban extractos de Escherichia coli.

En estos sistemas, sin embargo, los ribosomas seguian traduciendo mRNAs
enddgenos, por lo que en 1961 Nirenberg y Matthaei en su intento de decifrar el
cédigo genético adicionaron nucleasa micrococal para destruir mRNAs
enddgenos sin dafar a los ribosomas y al resto de las proteinas propias de la
maquinaria traduccional (Nirenberg & Matthaei 1961a).

Componentes de unareaccidon de traduccion in vitro

En principio, es posible preparar lisados competentes en traduccion de cualquier
tipo de células y de cualquier organismo. En la practica, solo unos pocos lisados
han sido estandarizados con éxito (ver Tabla 1). Los mas frecuentemente
utilizados consisten en extractos de reticulocitos de conejo y de trigo, como
sistemas eucariontes; y de E. coli como sistema procarionte. Todos son
preparados como extractos crudos que contienen los elementos
macromoleculares requeridos para la traduccion de mRNA exdgenos, como las
subunidades ribosomales, tRNAs, aminoacil tRNA sintetasas, y los diversos
factores de inicio, elongacion y terminacion. Para mejorar la eficiencia de la
traduccién in vitro de un lisado, es necesario suplementar la reaccion con
aminoacidos, fuentes de energia (ATP, GTP), sistemas regeneradores de energia
(creatin fosfato y creatin fosfocinasa) asi como elementos estabilizantes y
cofactores. En esta seccidn, se presentan los elementos indispensables para una
eficiente traduccion de proteinas in vitro usando lisados de organismos

eucariontes.
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El lisado celular

En esta tesis usamos la palabra “sistema” de traduccién como el conjunto de
componentes que contiene una reaccion de traduccion in vitro, preparado a partir
de un lisado celular de un organismo determinado.

Un error comun en las reacciones de traduccion in vitro es adicionar
cantidades excesivas de lisado crudo para obtener rendimientos mayores. Dado
que los lisados contienen todos los factores involucrados en la sintesis de
proteinas y otros componentes de la maquinaria de sintesis, éstos podrian inhibir
la traduccion si no estan en su concentracion 6ptima. Los valores estandar para
preparar una reacciéon de traduccion, oscilan entre el 20 y 60% v/v de la reaccion.
El paso por columna de exclusion molecular como la Sephadex, que se usa en la
preparacion de algunos lisados para eliminar proteinas que inhiben la traduccion, .
o los diversos pasos de obtencion y/o purificacion del lisado son aspectos que
influyen en la concentracion del mismo. Por lo anterior, se recomienda optimizar el
porcentaje de lisado para cada sistema de traduccion debido a la disponibilidad de
los componentes, las enzimas propias y la maquinaria ribosomal intrinsecas de

cada organismo (Spirin & Swartz 2007).

Magnesio vy fosfato

El magnesio es el segundo catibn més abundante en las células, después del
potasio. Esta implicado en una variedad de funciones biolégicas que van desde un
papel estructural, estabilizando grupos cargados negativamente como los fosfatos
en los &cidos nucleicos, hasta la activacion o inhibicién de enzimas, la modulacién
de la proliferacion y diferenciacion celular, entre otras funciones (Hartwig 2001).
Asi, los iones de magnesio son esenciales para diversas reacciones biolégicas,
particularmente para aquellas enzimas que utilizan nucle6tidos como cofactores o
sustratos.

En las reacciones de traduccién in vitro, la concentracién de magnesio libre
cambia cuando se usa la creatin cinasa, enzima implicada en el abastecimiento de
ATP a partir de ADP; el verdadero sustrato de esta enzima es el ion formando un
complejo con ADP denominado quelato, en el cual el magnesio neutraliza la
densidad de cargas del ADP vy facilita su fijacion en la enzima. Los complejos
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ternarios de esta configuracion se conocen como complejos ligados por el sustrato
(Burgers & Eckstein 1980).

El magnesio también estd implicado en el reciclamiento de los complejos
ribosomales una vez terminada la elongacion y liberacion de los péptidos: el
complejo 80S se disocia en las subunidades 40S y 60S a bajas concentraciones
de este ion (Jackson, et al. 2010). Del mismo modo, a bajas concentraciones, el
mecanismo de scanning se lleva a cabo adecuadamente, facilitando el
reclutamiento del mRNA por la subunidad 40S (Kozak 1979). De este modo, la
concentracion total de magnesio afadida es un factor muy influyente en las
reacciones de traduccién. Debido a que el ion Mg®* puede interactuar con muchos
componentes, es recomendable optimizar la concentracion para cada reaccion.
Los sistemas actuales de sintesis de proteinas, utilizan intervalos estandares de

concentracion que van de 8 a 20 mM (Spirin & Swartz 2007).

OH CIH;, (o] (|:H3
)\/N NH J\/N NH,
o Y o + ADP e HO \n/ S
HN\p/ Creatin cinasa NH
o s
HO <——
Creatin fosfato Creatina

Figural. Sistema de reacciones acopladas para la regeneracién de ATP.

Fosfato

El creatin fosfato es de singular importancia en el suministro de energia al servir
como principal donador de grupos fosfato utilizados para producir ATP. Una
caracteristica comun en estos componentes es la hidrdlisis de uno de los enlaces
fosfodiester de los grupos fosfato bajo condiciones “favorables” energeticamente
dentro de la célula, que puede ser usado para la formacion de ATP con ayuda de
la enzima creatin cinasa. La concentracion intracelular de creatin fosfato en las
células musculares es cerca de 25 mM, por lo que en sistemas de traduccion se
adiciona la misma concentracion (Spirin & Swartz 2007; Bray 2001). En la Figura 1
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se muestra el mecanismo enzimatico de generacion de ATP a partir de creatin

fosfato, catalizado por la creatin cinasa.

Potasio

La sintesis de proteinas depende en gran medida del ion K*. Anteriormente era
comun el uso de KCI, pero los iones cloruro se unen a las subunidades
ribosomales cuando es usado por encima de 50 mM, disminuyendo drasticamente
la tasa de elongacion. Por esto, la optimizacion de las reacciones de traduccion in
vitro han llevado a usar acetato de potasio, pues se pueden obtener
concentraciones fisiologicamente representativas a los niveles intracelulares. A
pesar de que el acetato no es un ion fisiologico, esta sal es aceptada para los
sistemas de traduccién actuales. Una alternativa es el uso de glutamato de
potasio, que tampoco afecta la elongacién, pero es usado principalmente en
sistemas procariontes, donde el ion glutamato es el principal anion intracelular
(Jackson 1991).

Los iones monovalentes como el K" desempefian un papel secundario en el
plegamiento, previniendo la repulsibn de cargas. No obstante, la funcion del
magnesio en la traduccién es tan importante como la del potasio, pues trabajan de
manera conjunta y cooperativa para estabilizar las subunidades ribosomales (Allen
& Wong 1986). De esta forma, es conveniente estandarizar las condiciones
ideales de este monocation, dado que, en diversos sistemas el intervalo de
concentracion abarca de 100 hasta 700 mM (Spirin & Swartz 2007).

Nucleétidos y aminoacidos

Para los sistemas procariontes de traduccién, los nucledtidos trifosfatados sirven
como sustratos de la transcripcién y de la traduccién. Sin embargo, en sistemas
eucariontes son de utilidad como fuentes de energia. Por ejemplo, el ATP es
requerido para el funcionamiento de la helicasa elF4A, que elimina estrucuturas
secundarias en la porcion 5’-UTR, siendo proporcional la cantidad de ATP usado
al grado de enrollamiento del mRNA (Jackson, et al. 2010). Del mismo modo la

adenilacion de los aminoacidos para ser cargados al tRNA requiere de ATP.
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Por otra parte, el GTP es requerido en el paso de iniciacién para formar el
complejo ternario (tRNAM®- elF2- GTP), que servira de sustrato para el factor de
inicio elF5, hidrolizando y estableciendo interaccién del codon con el anticodon en
la subunidad 40S. Asi mismo, el mecanismo de elongacion lo necesita para
traslocar y dar continuidad a la formacién del péptido (Watson et al. 2013).

Las proteinas estan constituidas por los aminoacidos. Los extractos crudos de
cada organismo contienen cantidades reducidas de éstos, por lo que es necesario
suplementar las reacciones de traduccién in vitro con mezclas comerciales en
concentraciones entre 0.5 y 2 mM (Watson et al. 2013; Lehninger et al. 2005;
Spirin & Swartz 2007).

Agentes estabilizantes

Los principales agentes estabilizantes son aquellos que controlan el pH. El Hepes-
KOH y Bis-Tris proveen ambientes Optimos para la funcion de muchas enzimas.
Confieren un pH de entre 6.5 y 7.9 y son utilizados para sistemas que tienden a
acumular &cidos débiles, principalmente aquellos sistemas que, por ser lisados
totales, liberan glucosa , piruvato o glutamato al medio (Spirin & Swartz 2007).

La espermidina es una triamina, una amina policatibnica que ayuda a
estabilizar el pH y tiene capacidad de union a los &cidos nucleicos. Incrementa la
tasa de sintesis de proteinas al favorecer la cohesion del rRNA y las proteinas
ribosomales, componentes esenciales del ribosoma (Takemoto et al. 1983).

ElI DTT (Dithiothreitol) como un agente reductor, es adicionado para evitar la
formacion de puentes disulfuro en las proteinas y principalmente para prevenir las
reacciones intra e intermoleculares entre residuos de cisteinas. Estabiliza
proteinas que poseen grupos sulfhidrilo, manteniendo en estado reducido los
grupos monothiol. Es importante considerar concentraciones bajas (1-3 mM), dado
gue puede desnaturalizar proteinas y disminuir la eficiencia de la reaccion (Spirin
& Swartz 2007; Cleland 1964).

tRNA v las aminoacil-tRNA sintetasas

En el lisado celular se encuentran presentes las enzimas aminoacil-tRNA

sintetasas que dan fidelidad en la traduccién de un mRNA, ya que son
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responsables de la fijacién del aminoacido correcto en una molécula especifica de
tRNA. Existe al menos una aminoacil-tRNA sintetasa para cada uno de los 20
aminoacidos del cédigo genético (Hausmann & Ibba 2008). La unién o cargado del
tRNA con el aminoacido se lleva a cabo en dos procesos enzimaticos. El primero
es la adenilacion, en el cual el amino&cido reacciona con una molécula de ATP,
formando un aminoacil-AMP (formacién de un éster entre el grupo carboxil del
aminoacido y el grupo fosforilo del AMP) y liberando pirofosfato. El segundo paso
es el cargado del tRNA, en el que el aminoacil-AMP, que permanece fuertemente
unido a la sintetasa, reacciona con el tRNA en la posicion 2’ o 3’ hidroxilo y libera
el AMP.

Existen dos clases de tRNA sintetasas. En las de Clase I, las enzimas
favorecen que el aminoécido ataque en la posicion 2-OH del tRNA y son
monoméricas. La enzimas de Clase Il atacan al 3'-OH del tRNA y son tipicamente
diméricas o tetraméricas (Watson et al. 2013; Rheinberger 2004). Existen muchos
tipos de tRNA, cada uno reconoce un coddn particular y un aminoacido especifico.
Tienen entre 75 y 95 ribonucleédtidos de longitud y aunque la secuencia exacta es
distinta, todos comparten elementos en comun. Por ejemplo, en la porcion 3’ se
encuentra la secuencia 5-CCA-3’, conservada en todos los tRNAs (que sirve de
reconocimiento y union del aminoacido). Otra caracteristica, es la presencia de
bases poco usuales que han sido modificadas post-transcripcionalmente como son
la pseudouridina, dihidrouridina, hipoxantina y la metilguanina. Evidentemente
también contienen la region anticodén, secuencia de tres nucledtidos
complementaria al codon del mMRNA (Watson et al. 2013; Lehninger et al. 2005).

Los tRNAs también se encuentran presentes en el lisado crudo, sin embargo,
lo recomendable es proporcionar al sistema una mezcla comercial purificada de
cada uno de ellos para favorecer la traduccién. Los valores promedio van de los
170 a los 300 pg/mL. La importancia de los tRNAs radica en que son las
moléculas que sirven de adaptadores entre los codones y el aminoacido especifico
(Spirin & Swartz 2007).
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El RNA mensajero v los sistemas de reporteros

La mayor parte de los sistemas eucariontes utilizan mMRNAs exdégenos para la
sintesis de proteinas. Es importante adicionarlos una vez procesados, es decir,
gue posean cap, cola poli(A) y que carezcan de intrones, dado que son elementos
necesarios para una sintesis de proteinas eficiente (Browning & Bailey-Serres
2015). Los sistemas comeciales de transcripcion pueden incorporar estos
elementos a partir de un molde de DNA (plasmido), adicionando analogos de cap
a la reaccion y sintetizandose a partir de promotores virales (SP6, T7, etc.).

Los mRNAs utilizados contienen marcos de lectura que dan lugar a proteinas
de rapida y eficiente deteccion, por ello son denominados sistemas reporteros; los
ampliamente usados CAT (cloranfenicol acetiltransferasa), GFP (proteina verde
fluorescente), RFP (proteina roja fluorescente), B-gal (B-galactosidasa), y las de
mayor sensibilidad son las luciferasas de luciérnaga (Fluc) o renilla (RLuc).
Gracias a que son compatibles con sistemas eucariontes y procariontes, sirven de
comparacion y pueden ser cuantificados. Estos sistemas han sido usados para
estudiar la expresion de genes, el procesamiento de mRNAs y el plegamiento e
interacciones entre proteinas (Alam & Cook 1990).

i _ o-
HO s :r COOH Luciferasa 0 s N ]/
N> <S +ATP+0, Ma2* : N; <S +AMP +PR+CO, +Luz
g
Luciferina Oxiluciferina

Figura 2. Reaccién bioluminiscente catalizada por la luciferasa.

La luciferasa es enzimaticamente mas activa y puede ser cuantificada cuando
se producen de 1 a 5 pg/mL. Otra ventaja es que puede ser monitoreada en
presencia de otros mRNAs sin obtener interferencias significantes, por lo que no
es necesario adicionar nucleasas (nucleasa micrococal). No requiere un
procesamiento post-traduccional y, su uso es un método rapido y simple de

cuantificar en reacciones de traduccién. Como se observa en la Figura 2, en una
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reaccion, la emision luz es producida por la oxidacion de luciferina en oxiluciferina
a una longitud de onda de 562 nm, catalizada por la lucifersa, una proteina de 61
kDa codificada en el cistron de los mRNAs (Promega).

Temperatura
La temperatura de la reaccién para la sintesis de proteinas es uno de los

principales pardmetros para la eficiencia de la traduccion. El intervalo promedio es
entre los 25 y 35 °C, sin embargo, es un parametro que se debe estandarizar para
cada organismo debido a su ambiente éptimo de crecimiento y de acuerdo con las
caracteristicas intrinsecas de las proteinas producidas (Spirin & Swartz 2007).
Normalmente la temperatura de la reaccion debe ser de 3 a 5°C por debajo de la
temperatura de crecimiento del organismo, a partir de la cual se prepara el sistema
de traduccion. Por ejemplo en levaduras se incuba a 25°C y en la linea celular
HeLa a 30°C.

El inicio de la sintesis de proteinas en eucariontes. La traduccion
dependiente de cap.
El proceso de la traduccion puede ser dividido en cuatro fases: iniciacion,
elongacioén, terminacion y reciclamiento, siendo un proceso ciclico que requiere la
participacion de unidades separadas del ribosoma. El proceso involucra por lo
menos 12 factores de inicio (elFs, eukarytic initiation factors), no obstante la
elongacion, terminacion y reciclamiento son asistidos por un niumero reducido de
factores (Jackson, et al. 2010). De manera general, la iniciacion es el paso
limitante de todo el proceso y es el mas regulado. Este paso tiene por objetivo
ensamblar la subunidad 80S para dar inicio a la sintesis de las proteinas. Asi, la
subunidad 40S inicialmente se une al mRNA, recorriendolo en la direccién 5’ a 3’
hasta encontrar el codén de inicio, AUG. Sélo asi, la subunidad 60S puede unirse
y formar el ribosoma competente 80S. A continuacion se describe de manera
breve la iniciacion, sin embargo, en la Figura 3 se muestra un esquema global que
resume el proceso.

La subunidad 40S se encuentra dividida en plataforma, cabeza y cuello,

formando un canal de entrada para el mMRNA en la ultima segmentacion. Por lo
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gue la unién del elF1l y elF1A desencadenan un cambio conformacional que
involucra un estado “abierto”, apto para la entrada del mMRNA (Hussain et al. 2014).
La subunidad 40S unida a los factores elF3, elF1 y elF1A (que proporcionan
estabilidad y evitan su reasociacion con la subunidad 60S) se une al complejo
ternario elF2/GTP/Met-tRNAM®" para dar lugar al complejo de preiniciacion
denominado 43S (Jackson, et al. 2010; Sonenberg & Hinnebusch 2009).

Aunque el complejo 43S puede unirse directamente al mRNA, es necesario

“activarlo” mediante la participacion cooperativa de tres factores: elF4E, elF4A y
elF4G, denominados conjuntamente como elF4F (Jackson, et al. 2010). La mayor
parte de los mMRNAs eucaridticos tienen en la region 5 terminal un 7-
metilguanosina (m’G) denominada cap que es reconocido por elF4E a través de
residuos de aminoacidos aromaticos conservados (Trp 56 y 102 en humanos)
(Joshi et al. 2005). Sin embargo, la regién 5’-UTR a menudo contiene estructuras
secundarias en forma de tallo y asa, que son “desenrrolladas” por elF4A, una
helicasa de RNA que contiene un motivo DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp). Este factor es
dependiente de ATP y es asistido por dos helicasas adicionales: elF4B y en
humanos también por elF4H. Por otra parte, elF4G es una proteina de andamiaje
gue interacciona con elF4E mejorando la afinidad por cap, al mismo tiempo que se
encuentra unida al elF4A y a la proteina de unién a la cola Poli(A) (PABP). La
interaccion elF4G-PABP promueve la circularizacion del mRNA, conformacion que
aumenta la eficiencia de la traduccion (Jackson, et al. 2010; Sonenberg &
Hinnebusch 2009; Shatsky et al. 2014).
Una vez establecida la interaccion del complejo 43S con el mRNA mediante el
complejo elF4F, se lleva a cabo el scanning, un mecanismo propuesto por Marylin
Kozak en 1978 y que consiste en el movimiento de la subunidad ribosomal en la
direccion 5’-3' desde el 5-UTR del mRNA hasta encontrar el AUG de inicio en
contexto (Kozak 1978). Para asegurar la fidelidad de la traduccién, es importante
la participacion de elF1 y elF1A, que mantienen una conformacion abierta de la
subunidad 43S y que permiten la entrada del tRNA al sitio P del ribosoma y es
indispensable para un scanning correcto (Hussain et al. 2014).
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Figura 3. El inicio de la traduccién en eucariontes. La formacion del complejo de preiniciacion
43S comprende la subunidad 40S, elF1, elF1A, elF3 y el complejo termario (elF2,GTP y met-
tRNAI™"). Durante la activacion del mRNA, el factor elF4E se une al cap (m7GpppG); la region 5'-
UTR es “desenrrollada” por la helicasa elF4A, dependiente de ATP, asistida por elF4B; y elF4G
sirve como proteina de andamiaje, interaccionando también con la proteina de unién a la cola
poli(A) (PABP) para circularizar y dar establidad al mMRNA. Subsecuentemente el complejo 43S se
une al mRNA, recorriéndolo en la direccién 5’ a 3’ en un proceso denominado scanning hasta el
reconocimiento del codén de inicio AUG y que se encuentra en contexto apropiado, formando el

complejo de iniciacion 48S. Una vez posicionado el AUG en el sitio P del ribosoma, la hidrélisis del
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GTP unido al elF2 (catalizada por elF5), permite la liberacién de diversos factores (elF1, elF2-
GDP, elF3, elF4B, elF4F y elF5) y la unién de la subunidad 60S ribosomal; proceso asistido por
elF5B-GTP. Finalmente la hidrélisis del GTP-elF5B permite la liberacion de elF5B-GDP y elF1A,
dejando al complejo ribosomal 80S preparado para el inicio de la elongacién (tomado y modificado
de R. Jackson et al. 2010).

Los analisis experimentales suprimiendo la activdad de estos factores han
demostrado que el reconocimiento de un AUG fuera de contexto puede llevar a
utilizar cualquier coddn para iniciar la traduccion con interacciones débiles del
codon- anticodon en el sitio P del ribosoma (Pestova & Kolupaeva 2002). EIl mRNA
en asociacion con el complejo 43S forma el denominado complejo de inicio 48S.
Posteriormente, elF5 promueve la hidrolisis del GTP asociado al elF2, sin
embargo los productos (GDP+ Pi) permanecen asociados al complejo ternario y
son liberados hasta que el codon del mMRNA se aparea con el anticodén del tRNA.

Finalmente, el factor elF5B, una GTPasa dependiente de la interaccién con el
ribosoma, se une a la subunidad 48S y promueve la unién de la subunidad 60S,
asi como la disociacion (por impedimento estérico) de los factores elF1, elF1A,
elF3 y del complejo ternario (Asano 2014; Jackson, Christopher U T Hellen, et al.
2010). De esta manera, el ribosoma completo, con el mMRNA y el tRNA colocados
en el sitio P ribosomal, son competentes para dar inicio a la elongacion, proceso
donde los codones del mRNA son decodificados y el péptido es formado por la
adicion subsecuente de residuos de amino&cidos (Hernandez 2012; Hinnebusch
2014).

Regulacidén en la sintesis de proteinas. El contexto del codon de inicio.
La traduccion de mRNA en proteinas representa el paso final en la expresion de
genes gue media la formacion del proteoma a partir de la informacién genética. La
regulacion de la traduccién es un mecanismo usado para modular la expresion de
transcritos en un amplia gama de situaciones biolégicas, desde etapas tempranas
del desarrollo embrionario, hasta la diferenciacion celular y procesos metabdlicos,
cuando la transcripcion esta apagada o la célula necesita responder a subitos
cambios del medio ambiente. Asi, la traduccion puede ser regulada en un tiempo
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y espacio preciso y determinado (Gebauer & Hentze 2004). La sintesis de las

proteinas es regulada principalmente en el paso de iniciacion, algunos ejemplo de

ello son:

1.

La presencia de estructuras secundarias en las regiones 5-UTR
(denominadas IRE, Iron-Responsive Element), son blanco de las IRP (Iron
Regulatory Proteins) que regulan el control homeostéatico del hierro. Es
decir, cuando la concentracion celular de hierro es baja, la interaccion de
las IRPs con los elementos IRE de los mRNA que codifican a la ferritina,
bloquean por impedimento estérico la union del complejo 43S ribosomal;
asi, la ferritina no es sintetizada y la concentracién de Fe?* libre aumenta
(Muckenthaler et al. 1998).

. El secuestro de elF4E por proteinas de union denominadas 4E-IPs (elF4E

Interacting Proteins). Algunas de ellas, como las presentes en maniferos y
Drosophila melanogaster en estado hipofosforilado se unen a el4E,
previniendo la uniébn con elF4G y evitando la formacién de elF4F
(Hernandez et al. 2010).

La represion traduccional por microRNAs (moleculas de RNA de 22
nucleodtidos), que hibridan parcialmente la region 3'-UTR de los mRNAs
inhibiendo la elongacion y provocando la degradacion de los mRNAs
(Ambros & Chen 2007).

Elementos en la regién 3-UTR como los CPE (Cytoplasmatic
Polyadenylation Elements) que regulan mRNA involucrados en el desarrollo
y maduracion de oocitos en vertebrados al ser blanco de proteinas
denominadas CPEB (Cytoplasmic— Polyadenylation Element Binding
Protein), que en conjunto con Maskin, se unen a elF4E, impiediendo la
formacion de elF4F (Méndez & Richter 2001).

La fosforilacion de elF2a bloquea traduccion. El factor elF2, constituido por
tres subunidades (a, B y y), forma parte del complejo ternario (GTP, elF2,
met-tRNAI™") que se unen a la subunidad 40S ribosomal. EI GTP es
hidrolizado cuando el AUG es reconocido durante el mecanismo de
scanning, produciendo GDP unido a elF2; de esta manera, el intercambio
de GDP por GTP es catalizado por el factor elF2B. La fosforilacion de la
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subunidad a en la Ser51 bloquea el intercambio de GDP/GTP, por lo que el
proceso global de la traduccion es inhibido. Diversas cinasas pueden
fosforilar la Ser51 como son GCN2 que es activada en carencia de
aminoacidos; PKR que es activa en infecciones virales y PERK, una cinasa
transmembranal del reticulo endoplasmico que es activa en circunstancias
de estrés por falta de glucosa (Gebauer & Hentze 2004).

6. La regulacion a nivel de secuencia contexto, un mecanismo ampliamente
estudiado in silico pero analizado experimentalmente casi exclusivamente
en vertebrados (Kozak 1986b; Kozak 2002).

El mecanismo de scanning y el reconocimiento del AUG iniciador

De acuerdo con el mecanismo de scanning (Kozak 1978), el complejo de
preiniciacion 43S se une al 7-metil guanosina (cap) en el extremo 5 del mMRNA y
se mueve en direccion 5’-3’, recorriendo hasta encontrar el codon de inicio. Sin
embargo, es probable encontrar multiples codones AUG. Para encontrar un
mecanismo por el cual el ribosoma reconoce el coddn iniciador auténtico, en 1984
Marylin Kozak analizé el 5-UTR de 211 mRNAs de eucariontes. Ella encontr6 que
hay una secuencia consenso CC(A/G)CCAUGG Yy establecié puntos importantes,
hasta ahora validos, como una purina (A/G) conservada en el posicion -3, y una
guanina en la posicion +4 (Kozak 1984), validados experimentalmente un par de
afios mas tarde por mutaciones puntuales (Kozak 1986b). Sin embargo, en 1987
analizé detalladamente 699 mMRNAs de vertebrados, y establecié una secuencia
mas amplia: GCCGCC(A/G)CCATGG (Kozak 1987).

Tan solo unos afios después, estudios estadisticos y analisis in silico de otros
grupos taxondmicos realizados por Douglas Cavener, demostraron que hay cierta
divergencia en la secuencia alrededor del AUG iniciador (Cavener & Ray 1991).
Sin embargo, los trabajos in silico revelan secuencias consenso y no las
secuencias Optimas para promover traduccién, de tal manera que no deben
considerarse términos sindénimos; “consenso” es estrcitamente un término
estadistico mientras que “Optimo” es un término funcional y experimentalmente
validado (Tabla 2).
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Tabla 2. Analisis in silico de nucleétidos consenso alrededor del codon AUG iniciador realizado para

diversos grupos taxonémicos. El codén iniciador se encuentra subrayado. La estrella (x) indica una

secuencia Kozak (A/G)XXAUGG.

Afio Autor Organismo Grupo. Secuencia
Taxonomico
1987 Kozak (GCC)GCC(AIG)CCAUGGH
1991 | Cavener/Ray e CGCCGCC(A/G)CCAUGGCH
ertebrados
2000 Pesole CAAGCCGCCA(A/C)CAUGGH
2008 Nakagawa GCCGCCA(AIC)CAUGGCGX
2014 Pez cebra GCAAACAUGGCH
Danio rerio
2014 Pez del arroz CAACAUGGCG *
Oryzias latipes Animales
; Rana vertebrados CAACAUGGC
ik Grzagorsh Xenopus laevis
2014 Gallo GGCGCCGCCAUGGCG *
Gallus gallus
2014 Ratén GCCACCAUGGCG
Mus musculus
1987 Litcke Animales CACCAUG
2000 Pesole fiimang CAAGCCGCCA(A/C)CAUGG »
2014 | Grzegorski Homo sapiens GCCACCAUGGCG *
1991 | Cavener/Ray AUAAAU(A/C)AACAUG(AIGIC *
2000 Pesole Invertebrados AAAACC(A/G)CCAA(AIC)AUGG *
2008 Nakagawa ACAGUCAAAAUGUCU
ANCAAAAUG
1999 Chang Gusano de seda SRS
2014 Tatematsu Bombyx mori A;Tni'matljes AJU)AN(A/U)AUCAAAAUGN
artropodos
2002 s Palomilla P (A/G)NC(C/U)N{A/C)CA(A/C)(C/G)AUG(G/A) %
ano Spodoptera frugiperda
1987 Cavener AAAAAU(CIA)AAA/IC)AUGACC *
1991 | Cavener/Ray Mosca CACAACCAAAAUGGC *
Drosophila melanogaster
2014 Grzegorski CAAAAUGGC *
1987 Hamilton (AU)A(A/C)A(A/C)AAUGUC(UIC)
AAAAAAAAAAA
1991 | Cavener/Ray S‘Lr?:raedvl:sr.?ae | uGguc
ongos
2000 Pesole asconicalas AAAACAGGCAAAAUGG %
2008 Nakagawa Hongos A(A/C)AACCAAAAUGUCU
2013 Wei Hongo filamentoso GCC(A/G)CCAUGG *
Neurospora crassa
1991 | Cavener/Ray eroist UUUAUAAAAAAUGAC
rotistas
1991 | Yamauchi Protistas dinofiagelados | WUNAUNAUXAUYAUIAAU)AUNAIU)AAAAAUGAN(A/L)
2008 Nakagawa GAAGAAAAAAUGNNN
1987 Liitcke AACAAUGGC *
ks AAAAACAA(AIC UGGCGACCACUA *
1997 Joshi Plantas (AC)AA
1997 Joshi Plantas superiores AAAAACAA(A/C)AAUGGCGACCACUA *
1991 | Cavener/Ray AGC(A/G)GCA(A/G)ICCAUGGC *
1997 Joshi Monocotiledéneas Plantas (GIC)GCGGC(A/C)A/GHAICYCAUGGCG(A/G)C(CIG)(AIG)CCG *
monocotiledéneas
2000 Pesole GGGGAGGCA(A/G)C(CIG)AUGG *
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2000

Lukaszewicz C(A/G)CCAUG(G/C)C *

2008 Nakagawa GA(A/G)GCA(A/G)CGAUGGCG
; Arroz (AIG)(UIC)(GIC)AUG

2009 Sugio Oryza sativa
1991 | Cavener/Ray AAAAAAAAA(A/C)AUGGC *
1997 Joshi AAAAAAAA(A/C)AAUGGCUACUA(C/U)UA *
2000 Pesole Dicotiledoneas AAAGAA(A/G)CAAAAAUGG *

: AAAAAUGGC *
2000 | Lukaszewicz " Plantas
2008 Nakagawa diocotiledéneas AAAANAAAAAUGGCG %
2005 Kawaguchi AAAAAAA(A/G)AAAUGGC %
2009 Sugio Arabidopsis thaliana (NG)AICYAIGIAUG
2013 Kim Secuencias ricas en A

i : Plantas AAACAUGGC %
2000 | Lukaszewicz Pino coniferas
1991 | Cavener/Ray Virus de vertebrados AACU(G/U)CC(A/G)ACAUGGA *

Virus

1994 Ranjan AcNPV (Polyhedrosis virus) AA(GIT)(AU)A(A/U)(A/C)AAAAUGA(A/C)(U/A)(G/A)AAN

Posteriormente, se han ido realizando numerosos estudios computacionales
en otros organismos. La Tabla 2 muestra los trabajos publicados con los andlisis
de la secuencia consenso alrededor del AUG iniciador en diversos organismos. El
estudio mas completo es el de Nakagawa, quien en 2008 realiza un analisis de
genomas completos de 47 especies, de animales, plantas, hongos y protistas para
encontrar la secuencia preferida de nucleétidos alrededor del codén de inicio
(Nakagawa et al. 2008). Nakagawa confirma que hay divergencia en la secuencia
consenso alrededor del AUG iniciador en los eucariontes. Sin embargo, es
impotante mencionar que aun es necesario validar experimentalmente estos
datos encontrados in silico.

La validacion experimental se las secuencias que rodean al AUG de inicio solo
se han realizado con algunos organismos como el pez cebra (Danio rerio) y el
gusano de seda (Bombyx mori), por mencionar algunos. La Tabla 3 muestra los
autores y los organismos que han sido objeto de estudio experimental en la
secuencia contexto del AUG Como se ve, a pesar de la importancia de la
secuencia alrededor del AUG en la regulacion de la traduccion, al dia de hoy sélo
se han estudiado experimentalmente escasos grupos taxonomicos, es decir,
metazoarios y plantas superiores y se han analizado muy pocas secuencias . Sin
embargo, el reducido nimero de mRNAs usados, hace de estos trabajos una
aproximacion débil para entender la importancia de la secuencia contexto del AUG

iniciador y hallar una secuencia preferida para cada especie estudiada.
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Tabla 3. Validacion experimental de la secuencia alrededor del AUG iniciador en

diversos organismos.

Ano Autor organismo Grupo taxonoémico mR_’NAs
analizados
1987 Lutcke O. cuniculus Animales 4
2014 Grzegorski D. rerio vertebrados 5
1991 Lee D. melanogaster Animales 2
2014 Tatematsu B. mori artrépodos 14
1988 Baim S. cerevisiae Hongos 15
2013 Wei N. crassa ascomicetes 10
2009 Sugio O. sativa Plantas 64
2000 Lukaszewicz Z. mays monocotiledéneas 16
1987 Lutcke T. aestivum 4
2005 Kawaguchi 10
2009 Sugio A. thaliana Plantas 64
2013 Kim dicotileddneas 25
2000 Lukaszewicz N. tabacum 16
2000 Lukaszewicz P. cembra Pla’ntas 16
coniferas

3. JUSTIFICACION

La diversidad es una de las caracteristicas mas importantes de la vida en nuestro
planeta. Su poderosa capacidad de diversificacion se manifiesta en todos los
aspectos de la vida, es decir, en los nichos ecoldgicos, patrones de
comportamiento, programas de desarrollo, composicion genética, asi como
procesos metabdlicos y bioguimicos de todos los organismos vivos. Un proceso
tan fundamental, conservado, sofisticado y universal como es la sintesis de
proteinas también muestra diversidad en sus mecanismos y componentes en la
Biosfera (Herndndez et al. 2012).

Hoy en dia, la secuencia contexto aldedor del AUG iniciador se ha estudiado
experiementalmente casi exclusivamente en vertebrados, por otro lado, existen
diversos estudios in silico que muestran la diversidad de secuencias contexto
alrededor del codon iniciador AUG que varian pero carecen de validez
experimental. Por estas razones, estudiar experimentalmente nuevas especies, de
taxa nunca antes estudiados a nivel de la traduccién, optimizando las condiciones

para una eficiente traduccion y dilucidar sus mecanismos de regulacion a nivel del
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contexto del AUG iniciador, nos permitira conocer si existe una relaciéon entre la
complejidad morfoldgica y la necesidad de una secuencia especifica para el inicio
en la sintesis de proteinas. Contrastar organismos unicelulares con pluricelulares,
relacionando su complejidad morfolégica con el tamafio de su proteoma, son

perspectivas hasta ahora no estudiadas.

4. OBJETIVOS

Objetivo general
Analizar experimentalmente la importancia de la secuencia contexto del codon
iniciador AUG sobre la traduccion de una especie unicelular y una pluricelular
filogenéticamente distantes de los vertebrados.
Objetivos especificos
o Desarrollar experimentalmente nuevos sistemas de traduccion in vitro de
Schizosaccharomyces pombe y Ustilago maydis.
0 Analizar la eficiencia traduccional del gen reportero de luciferasa (FLuc) con
MRNAs que contienen mutaciones puntuales alrededor del codon AUG

iniciador.

5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Cultivo de
organismos

A 4
Lisado

Ambiente i6nico Estandarizacion Temperatura
Potasio y magnesio
Ensayo de
traduciic')n in > mRNAs
: Mutaciones alrededor
vitro del AUG
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6. MATERIALES Y METODOS

En seccion Anexo se encuentra la preparacion de buffers, medios de crecimiento,
antibidticos, células competentes y otros reactivos utilizados en ésta tesis.

Sintesis de mRNASs

Transformacién de las células competentes DH5a de E. coli por choque

térmico

Se tom6 un vial de células competentes, guardado a -70°C y se descongel6 en
hielo alrededor de 10 min. En condiciones de esterilidad, se adicionaron 10 ng de
plasmido. Se mezcl6 cuidadosamente por pipeteo y se incubd en hielo por 20 min.
Una vez transcurrido el tiempo, se procedié a dar el choque térmico a 42 °C por 30
segundos y se incubé nuevamente en hielo por 3 min. Se adicionaron 300 uL de
medio LB y se incubd durante 1h a 37°C a 400 rpm. Finalmente, se plaqueé el
contenido en una placa con medio LB y el antibiético ampicilina (100pg/mL) para la
seleccion de las células resistentes. Se dejé incubar a 37°C por 16 h.

Obtencidén de plasmidos

A partir de las colonias en la placa LB o de los stocks en glicerol, se tomd una
asada y se dejo crecer en tubos de cultivo con 5 mL de medio liquido
LB/ampicilina (100ug/mL). Se dejé crecer toda la noche o un maximo de 16 h. La
extraccion de los plasmidos se realiz6 usando el kit comercial QlAprep Spin
Miniprep (QIAGEN no. Cat. 27106), siguiendo las especificaciones del fabricante.
Los plasmidos fueron eluidos en agua bidestilada, cuantificados y almacenados a -
20°C.

Restriccién / Linealizacidn del plasmido

A partir de 4 pg de DNA plasmidico, se realiz6 el ensayo de restriccion con la

enzima Xhol de Thermo Scientific (no. Cat. FD0694) de acuerdo con la siguiente

reaccion: Para una reaccién, 10 yL
Buffer 10X 1 uL
Enzima Xhol 0.3 pL
DNA (4 pg)
H,O llevar a 10 pL
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Digerir por un periodo de 3 h a 37°C y posteriormente correr en un gel de agarosa.

Gel de agarosa

Los geles (15x15 cm/150 mL) utilizados en este trabajo fueron realizados al 1.0%
p/v en buffer TBE 0.5X, con bromuro de etidio (10 mg/mL); la agarosa usada fue
de la marca Bio-Rad (no. Cat. 161-3102). Las muestras se prepararon adicionando
buffer de carga de Thermo Scientific, 6X DNA Loading Buffer (no. Cat. R0611). El
marcador de peso molecular fue de Fermentas GeneRuler 1 kb Plus Ladder (no.
Cat. SM1331). Se corrié a 100 V por 60 min.

Purificacion del DNA a partir de un gel de agarosa

La purificacion del DNA fue realizada con el sistema Agarose Gel Extraction Kit de
Jena Bioscience (no. Cat. PP-202L). Para ello, la banda de interés fue cortada con
una navaja aséptica tras una breve visualizaciébn en el transiluminador UV,
reduciendo al maximo la exposicion. EI DNA fue eluido en agua libre de RNasas y
cuantificado en un espectrofotometro Epoch (Biotek) con la opcién de guardarlo a -

20°C o proceder con la transcripcion in vitro.

Transcripcion in vitro
La sintesis de los diversos mRNA se realizé con el kit MMESSAGE mMACHINE
T7 de Ambion, Life Technologies (no. Cat. AM1344). El kit incorpora un analogo

de cap en el extremo 5 del transcrito [m’G(5')ppp(5')G] y es 6ptimo para las
reacciones de traduccion in vitro; asi mismo, contiene el reactivo 2X NTP/CAP que
incluye rATP, rCTP, rUTP 15 mM, GTP 3 mM y analogo de cap 12 mM. Incluye el
buffer 10X (DTT, Mg?") y la enzima RNA polimerasa T7. Una vez purificado y
linearizado el plasmido se puede continuar con la siguiente reacciéon, de acuerdo

con los componentes del kit:
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Para unareaccion de 10 pL

2X NTP/CAP 5puL

10X Buffer 1puL

DNA( 2 pg)

RNApol T7 1puL

Agua llevar a 10 pL

Los componentes fueron incorporados y mezclados suavemente por pipeteo. La
reaccion se incubé 4 h a 37°C. Posteriormente se adicion6é 0.5 uL de TURBO
DNase (2U/uL Ambion, incluida en el kit) que permite remover el molde de DNA.
Se incubd 15 min a 37°C.

Purificacion de los mRNAs

La purificacion de los mRNAs se realiz6 utilizando el kit RNeasy Minielute Cleanup
de Qiagen (no. Cat 74204) con base en columnas que permiten concentrar y
purificar al RNA, eliminando las sales, los nucleétidos y deméas componentes
contaminantes de la reaccion.. Permite eliminar impurezas e inhibidores
enzimaticos, alcoholes, etc., a partir de la union en una columna de silice. El
procedimiento se realizé con base en las instrucciones establecidas por el

fabricante. EIl mMRNA se eluy6 con 28 L totales con agua libre de RNasas.

Cuantificacion de mRNAs

La cuantificaciéon de RNAs se llevd a cabo por su absorbancia a 260 nm. Con
base en los resultados, se adiciond la cantidad de agua necesaria para obtener
alicuotas de 50 ng/uL y que fueron guardadas a -80°C.

Determinacion de laintegridad de los mRNAs

Se llevd a cabo la electroforesis en condiciones desnaturalizantes en agarosa
utilizando formaldehido, pues contiene un grupo carbonil que reacciona para
formar bases de Schiff con los grupos imino o amino de la guanina y adenina.
Estos enlaces covalentes previenen el apareamiento interno, manteniendo el RNA
estable y desnaturalizado (Rio 2015). Para ello, se preparo un gel de agarosa al 1
% p/v (15x15 cm/ 150 mL), calentando en 109.5 mL de agua DEPC y disolviendo
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completamente. Se dej6é enfriar a una temperatura aproximada de 60°C y se
adicion6 15 mL de buffer MOPS 10X y 25.5 mL de formaldehido al 37% v/v. El gel
se dej6 solidificar en su molde y con su peine correspondiente. Es importante usar
campana de extraccién para su preparacion pues el formaldehido es altamente
peligroso y téxico.

Por otro lado, se prepar6 el buffer desnaturalizante fresco, mezclando 660 pL de
formamida, 200 pL de MOPS 10X y 270uL de formaldehido al 37% v/v para
obtener un volumen final de 1.13 mL.

Para preparar las muestras, se mezclaron 400 ng de mRNA y 11 uL de buffer
desnaturalizante en un tubo de 1.5 mL; se calenté a 60°C por 5 min y se enfrié
inmediatamente en hielo. Se adicionaron 5 pL de buffer de carga y 0.5 pL de
bromuro de etidio (1 pg/uL), se mezclé por pipeteo y depositd en los pozos del gel.
Las muestras se corrieron a 50 V, a temperatura ambiente por aproximadamente 4
h usando buffer de corrida MOPS 1X.

Preparacion de lisados competentes en traduccion
De S. pombe

Las soluciones usadas en este protocolo se detallan en la seccion de Anexo. Para

ello medio litro de medio YPD fue inoculado con la levadura y puesto en
incubacion a 30°C con agitacion de 200 rpm. Las células fueron cosechadas por
centrifugacion a 1800 X g, 5 min, a 4°C, cuando la densidad Optica se encuentra
entre 1.0 y 2.0 a una longitud de onda de 600nm. El paquete celular obtenido fue
resuspendido en agua destilada para realizar el lavado, y centrifugado bajo las
mismas condiciones. Un segundo lavado se realizd con el buffer de resuspension
y centrifugado nuevamente.

El boton (aproximadamente 2g en peso humedo) fue disuelto en 1.0 mL de
buffer de resuspension y vertido por goteo en nitrogeno liquido para formar
pequeinas esferas congeladas, que fueron trituradas con ayuda de un pistilo y un
mortero hasta formar un polvo fino. Es importante verter constantemente nitrégeno
liquido para mantener la muestra congelada y evitar la degradacion de proteinas.
El homogenado fue depositado en tubos de 1.5 mL y centrifugado a 16,000 X g,
10 min a 4°C; el sobrenandante recuperado fue depositado en una columna de
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exclusiébn molecular misma que se prepar6é con anticipacion pesando 4g de
Sephadex G-25 (SIGMA, no. Cat G2580) e hidratando con 30 mL de buffer de
elucién al menos 3 horas a 20°C y en agitacion de 100 rpm. La columna fue
empacada en un soporte de plastico de 20 cm?, depositando la resina hidratada y
vertiendo constantemente buffer frio para evitar el secado de la misma. Asi, el
sobrenadante del extracto fue depositado en la columna, permitiendo su absorcién
para posteriormente adicionar 10 mL de buffer de elucion frio. Se colectaron
fracciones de 500 L y se almacenaron a -80°C para su posterior analisis.

De U. maydis

Para ello medio litro de medio YPD fue inoculado con el hongo y puesto en
incubacion a 30°C con agitacion de 200 rpm. Las células fueron cosechadas por
centrifugacion a 1800 X g, 5 min a 4°C, cuando la densidad Optica se encontrd
entre 1.0y 2.0 a una longitud de onda de 600 nm. El paquete celular obtenido fue
resuspendido en agua destilada para realizar el lavado, y centrifugado bajo las
mismas condiciones. Un segundo lavado se realizd con el buffer de resuspension
y centrifugado nuevamente.

El boton (aproximadamente 2g en peso humedo) fue disuelto en 1.0 mL de
buffer de resuspension y vertido por goteo en nitrégeno liquido para formar
pequeias esferas congeladas, que fueron trituradas con ayuda de un pistilo y un
mortero, hasta formar un polvo fino. Es importante verter constantemente
nitrégeno liquido para mantener la muestra congelada y evitar la degradacion de
proteinas. EI homogenado fue depositado en tubos de 1.5 mL y centrifugado a
16,000 X g, 10 min a 4°C; el sobrenandante recuperado fue depositado en una
columna de exclusién molecular misma que se prepard con anticipacion pesando
4g de sephadex G-25 e hidratando con buffer de elucién al menos 3 horas a 20°C
y en agitacién media. La columna fue empacada en un soporte de plastico de 20
cm®, depositando la resina hidratada y vertiendo constantemente buffer de elucién
frio para evitar el secado de la misma. Asi, el sobrenadante del extracto fue
depositado en la columna de sephadex, permitiendo su absorcion para
posteriormente adicionar 10 mL de buffer de Elucion. Se colectaron fracciones de
500 uL y se almacenaron a -80°C para su posterior analisis.
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Cuantificacién de la concentracion de proteina

Se realiz6 mediante el método colorimétrico, basado en el Bradford usando el
reactivo de Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate (no. Cat. 500-0006) y
cuantificando su absorbancia en un espectrofotometro a una longitud de onda de
595 nm. Las cuantificaciones se realizaron por triplicado y se determind la
concentracion a partir de una curva estandar de albumina de suero bovino (BSA
Pierce, no. Cat. 23209). La curva se realizd por triplicado a partir de
concentraciones conocidas de albumina (0, 10, 25, 50 y 80 pug).

MRNA reportero

Los mRNAs utilizados para la estandarizacion de los lisados se componen de
un 7-metil guanosina (cap), un 5-UTR de 100 nucleotidos, seguido del cistrén de
luciferasa de 1653 nucleotidos y finalmente una regién 3'-UTR de 98 nucleotidos,
cuya cola poli(A) de 71 nucleotidos se encuentra incluida (Figura 4). Los mRNAs
presentan mutaciones puntuales alrededor del AUG iniciador en una serie de
combinatorias que han dado lugar a transcitos con caracteristicas Kozak (purina
en -3y G en +4), ricos en Ay otros (Gebauer et al. 1999).

7mG

5-UTR

3'-UTR

Figura 4. EIl mRNA con mutaciones alrededor del codén AUG iniciador. El transcrito consta de
1851 nucledtidos.

Ensayo de traduccién in vitro

De reticulocitos de conejo

Se utilizé el kit Rabbit Reticulocyte Lysate System de Promega (no. Cat L4960), un
sistema comercial de sintesis de proteinas que contiene todos los elementos

necesarios para la reaccibn de traduccion in vitro. Se siguieron las
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especificaciones establecidas, incubando las reacciones a 30°C por 90 minutos.
Posteriormente se adicionaron 10 pL de 1X Pasive lysis buffer (Promega). Para la
cuantificacion de luciferasa se tomaron 50 pL de sustrato de luciferasa (Promega,
no. Cat E152A) y se depositaron en tubos de 1.5 mL. El luminémetro (GloMax,
Promega) fue programado para realizar lecturas cada 3 segundos. Se depositaron
cuidadosamente 15 uL de la reaccién dentro del equipo para su lectura.

De S. pombe

El protocolo desarrollado en esta tesis establece reacciones en un volumen total
de 10 pL con las concentraciones de cada uno de los componentes citados: 13.2
mM HEPES-KOH pH 7.4, CH3COOK, Mg(CH3COO),, 4.5 mM ATP, 0.06 mM GTP,
15 mM creatin fosfato, 24 uM mezcla de aminoacidos, 1.02 mM DTT, 5 pL
extracto, 2 mg/uL creatin fosfocinasa, 1.25 pug tRNA, rRNasin® (Promega,40 U/uL,
N° N2511), 25 ng de los diferentes mRNAs y agua para un volumen final del10 pL.
Una vez homogenizada la reaccion, se incubd por un periodo de 90 min en un
rango de temperatura entre los 20 y 30°C. Posteriormente se adicionaron 10 pL de
1X Pasive lysis buffer. Para la cuantificacion de luciferasa se tomaron 50 pL
sustrato de luciferasa (FLuc, Promega E152A) y se depositaron en tubos de 1.5
mL. El lumindbmetro fue programado para realizar lecturas cada 3 segundos. Se
depositaron cuidadosamente 10 uL de la reaccién dentro del equipo para su

lectura.

De U. maydis

El protocolo desarrollado en esta tesis establece reacciones en un volumen total
de 10 pL con las concentraciones de cada uno de los componentes citados: 13.2
mM HEPES-KOH pH 7.4, CH3COOK, Mg(CH3COO),, 4.5 mM ATP, 0.06 mM GTP,
15 mM creatin fosfato, 24 uM mezcla de aminoacidos, 1.02 mM DTT, 5 pL
extracto, 2 mg/uL creatin fosfocinasa, 1.25 ug tRNA, rRNasin® (Promega,40 U/uL,
N° N2511), 25 ng de cada uno de los diversos mRNAs y agua para un volumen
final de 10 pL.

Una vez homogenizada la reaccion, se incubd por un periodo de 90 min en un

rango de temperatura entre los 20 y 30°C. Posteriormente se adicionaron 10 pL de
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1X Pasive lysis buffer. Para la cuantificacién de luciferasa se tomaron 50 L del
sustrato de luciferasa (FLuc, Promega E152A) y se depositaron en tubos de 1.5
mL. El luminédmetro fue programado para realizar lecturas de 3 segundos.
Cuidadosamente se depositaron 15 pL de la reaccion dentro del equipo para su

lectura.

Andlisis estadistico de las secuencias
El analisis de frecuencias de los nucleotidos alrededor del AUG se hizo con el

programa WebLogo (http://weblogo.berkeley.edu), alineando 21 secuencias

correspondientes a los mMRNAs con mejor eficiencia de traduccion y alineando 20
secuencias de los mRNAs con eficiencias mas bajas. Las secuencias Logo son
representaciones graficas en patrones dentro de multiples alineaciones de
secuencias. Por ello, proveen una descripcion precisa de similitud en secuencias

consenso.

7. RESULTADOS

Estandarizacion de lisados
El método de lisis, fue un punto clave en la obtencion de lisados. En este trabajo

se ha realizado por acciébn mecénica con mortero, pistilo y nitrégeno liquido.
Existen otros métodos, como camaras de nitrégeno, soluciones hiperténicas o por
choque térmico, sin embargo es importante considerar que de ello depende la
disponibilidad de los factores que asisten la sintesis de proteinas (Kubick et al.
2003; Hodgman & Jewett 2012).

Para la estandarizacibn de las concentraciones de los iones potasio y
magnesio, asi como de la temperatura de incubacion de cada lisado, nos hemos
basado principalmente en los trabajos de Thomas Tuschl, José Manuel Sierra,
Greco Hernandez, Michael Altman y Michael Tuite, los cuales, han sido
referencias para otros componentes, como las concentraciones de creatin fosfato,
tRNAs, creatin fosfocinasa y el pH del medio, por mencionar algunos.

La Figura 5 muestra tres experimentos independientes, utilizando lisados
competentes de S. pombe, que han sido obtenidos tras el paso por una columna
de exclusién molecular (Sephadex G-25) en alicuotas de 500 pL. Asi mismo, se ha
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cuantificado la proteina para cada fraccién y fue determinada la activdad de la
luciferasa usando dos mRNAs en donde la secuencia que rodea al AUG iniciador
es GCAAUGG y AAAAUGA, respectivamente. El uso de un mRNA tipico Kozak y
un MRNA rico en adeninas se realiz6 tomando en cuenta que el 5-UTR de los
MRNASs en hongos presenta secuencias ricas en A entre los nucleétidos -30 y -1
(Shabalina 2004).

De cada experimento se han tomado las tres alicuotas centrales, con mayor
actividad para estandarizar las concentraciones ionicas de cada reaccion. Es
decir, de la Figura 5A se utilizaron las fracciones 3, 4 y 5; del panel B se tomaron
las fracciones 5, 6 y 7 y del panel C se usaron las fracciones 5,6y 7.

Como se puede observar en los tres experimentos independientes, las
unidades realtivas de luz son diferentes, mostrando U. A méaximas de 35000 en el
panel B, en contraste con las unidades de 14000 del panel C. Sin embargo, la
concentracion de proteina evidentemente juega un papel importante, pues
aquellas fracciones con mayor concentracion (en pg/mL) presentan actividades
mayores.

Los ensayos de traduccion para S. pombe, detallados en la seccion de

materiales y métodos, se realizaron inicialmente bajo una concentracion de 72 mM
de acetato de potasio, 7 mM de acetato de magnesio, a una temperatura de 25°C
por 90 min y con un pH de 7.4. Sin embargo, la Figura 6 muestra tres
experimentos independientes y por triplicado cada uno de ellos, cambiando la
temperatura de incubacion, conservando las concentraciones de potasio y
magnesio anteriormente mencionadas. Las temperaturas utilizadas (entre 21 y
29°C) muestran que mejor actividad de la luciferasa se lleva a cabo a 24°C.
Una vez establecida la temperatura de incubacién, se llevd a cabo la
estandarizacién del ion magnesio, conservando la concentracion inicial de 72 mM
de acetato de potasio. La Figura 7 muestra, en tres experimentos independientes,
la actividad de FLuc utilizando un intervalo de concentracién entre los 5y 20 mM
de Mg(CH3COO),. Se puede observar que la mayor actividad se lleva a cabo entre
8y 9 mM de este ion.
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Figura 5. Actividad de FLuc (en unidades arbitrarias, U.A.) usando lisados competentes de
S. pombe. Fracciones obtenidas tras el paso por la columna de exclusiéon molecular (Sephadex G-
25), que han sido utilizadas para la traduccién in vitro de mRNAs que contienen el gen de
luciferasa y cuyas secuencias que rodean al AUG son AAAAUGA (en negro) y GCAAUGG (en
gris). A), B) y C) son los resultados obtenidos en tres experimentos independientes, realizados por
triplicado. Las barras en azul muestran la concentracion de proteina para cada fraccién obtenida en
pg/mL.
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Finalmente, utilizando una temperatura de 24°C de incubacién y 9 mM de
Mg(CH3COO),, se realizaron los ensayos de traduccion in vitro, cambiando la
concentracion del ion potasio. La Figura 8, muestra las concentraciones
ensayadas, donde 140 mM es la Optima para la sintesis de la luciferasa.

Es importante resaltar que en todos los experimentos se han utilizado los dos
MRNAs cuya secuencia que rodea al AUG iniciador es GCAAUGG y AAAAUGA.
El comportamiento indica que la luciferasa que lleva por contexto inicial,
secuencias ricas en adenina, muestran mayor actividad.

La estandarizacion para lisados de U. maydis se llevo a cabo del mismo modo.
En la Figura 9 se muestran en tres experimentos independientes y por triplicado, la
actividad de FLuc (en U.A.) de cada fraccion obtenida tras el paso por la columna
de exclusion molecular. Del panel A se utilizaron las fracciones 9, 10 y 11 para la
estandarizacion del medio i6nico y temperatura. Del panel B, las fracciones 7, 8 y
9, y del panel C se usaron las fracciones 7, 8 y 9.

Los ensayos de traduccion para U. maydis, se realizaron inicialmente bajo las
mismas concentraciones idnicas y de temperatura usadas para S. pombe (72 mM
de acetato de potasio, 7 mM de acetato de magnesio, 25°C por 90 min). Por lo
gue, la Figura 10 muestra tres experimentos independientes y por triplicado cada
uno de ellos, cambiando la temperatura de incubacion. Las temperaturas utilizadas
(entre 13 y 29°C) muestran que mejor actividad de la luciferasa se lleva a cabo a
19°C. Curiosamente, este es un valor 11 grados por debajo de su temperatura de
crecimiento.

Del mismo modo, siguiendo lo establecido para S. pombe, se ensayaron
distintas concentaciones del ion potasio y magnesio, mostrando mayor actividad
en un intervalo de 8 a 9 mM de Mg(CH3COO), y 120 mM para CH3;COOK (Figura
11 y 12, respectivamente). Se utilizaron los mismos mRNAs con las dos
secuencias contexto (GCAAUGG y AAAAUGA), sin embargo aquellos que

presentan la secuencia Kozak mostraron mayor actividad.
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Figura 6. Actividad de FLuc dependiente de la temperatura usando lisados

competentes de S.

pombe (en unidades arbitrarias, U.A.). Se utilizaron dos mRNAs que

contienen el gen de luciferasa y cuyas secuencias que rodean al AUG son AAAAUGA (en negro) y

GCAAUGG (en gris).

A), B) y C) son los resultados obtenidos en tres experimentos independientes.
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Figura 7. Efecto del magnesio en lisados competentes en traduccién de S. pombe. La
eficiencia en la traduccion de luciferasa (en unidades arbitrarias, U.A.) es determinada en

respuesta a concentraciones crecientes de Mg Se utilizaron dos mMRNAs cuyas secuencias que
rodean al AUG son AAAAUGA (en negro) y GCAAUGG (en gris). A), B) y C) son los resultados
obtenidos en tres experimentos independientes.
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Figura 8. Efecto del potasio en lisados competentes en traduccion de S. pombe. La eficiencia
en la traduccidn de luciferasa (en unidades arbitrarias, U.A.) es determinada en respuesta a

"
concentraciones crecientes del ion K . Se utilizaron dos mRNAs cuyas secuencias que rodean al
AUG son AAAAUGA (en negro) y GCAAUGG (en gris). A), B) y C) son los resultados obtenidos en
tres experimentos independientes.
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Figura 9. Actividad de FLuc usando lisados competentes de U. maydis (en unidades

arbitrarias, U.A)

. Fracciones obtenidas tras el paso por la columna de exclusion molecular

(Sephadex G-25), que han sido utilizadas para la traduccién in vitro de mRNAs que contienen el
gen de luciferasa y cuyas secuencias que rodean al AUG son AAAAUGA (en negro) y GCAAUGG
(en gris). A), B) y C) son los resultados obtenidos en tres experimentos independientes, realizados
por triplicado. Las barras en color morado muestran la concentracion de proteina para cada
fraccién (en pg/mL).
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Figura 10. Actividad de FLuc (en unidades arbitrarias, U.A) dependiente de la temperatura
usando lisados competentes de U. maydis. Se utilizaron dos mRNAs que contienen el gen de
luciferasa y cuyas secuencias que rodean al AUG son AAAAUGA (en negro) y GCAAUGG (en
gris). A), B) y C) son los resultados obtenidos en tres experimentos independientes.
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Figura 11. Efecto del magnesio en lisados competentes en traduccién de U. maydis. La
eficiencia en la traduccion de luciferasa (Zen unidades arbitrarias, U.A) es determinada en respuesta
+

a concentraciones crecientes del ion Mg . Se utilizaron dos mRNAs cuyas secuencias que rodean
al AUG son AAAAUGA (en negro) y GCAAUGG (en gris). A), B) y C) son los resultados obtenidos
en tres experimentos independientes.
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Figura 12. Efecto del potasio en lisados competentes en traduccion de U. maydis. La
eficiencia en la traduccion de luciferasa (en unidades arbitrarias, U.A) es determinada en
respuesta a concentraciones crecientes del ion K*. Se utilizaron dos mMRNAs cuyas secuencias que
rodean al AUG son AAAAUGA (en negro) y GCAAUGG (en gris). A), B) y C) son los resultados
obtenidos en tres experimentos independientes.
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Comparacion de la eficiencia traduccional de mRNAs con secuencias

Kozak y no Kozak.
Una vez estandarizadas las condiciones de cada lisado y probada su efectividad

para una Optima sintesis de proteinas, se tradujeron una serie de mRNAs con
mutaciones alrededor del codén AUG. Asi, comparamos la eficiencia traduccional
de 13 secuencias Kozak y 28 secuencias no Kozak. La tabla 4 muestra las
condiciones usadas para las reacciones de traduccion in vitro de cada organismo;
en cambio la Figura 13 muestra los mRNAs utlizados con las diferentes
secuencias gue rodean al AUG, y que fueron generados por transcripcion in vitro a
partir de un plasmido que contiene el promotor T7. Una vez sintetizados, se
comprobé su movilidad electroforética en condiciones desnaturalizantes,
comprobando que la banda del gel corresponde al transcrito de 1851 nucleoétidos,
del mismo tamafio al cistron de luciferasa, mostrado en la Figura 14.
Subsecuentemente se cuantificd y se llevé a cabo la reaccion de traduccidn in vitro

de cada organismo (por triplicado) utilizando los diversos mRNAs.

5-UTR SR
B 1. AAA A 32. CA * 58.UGA C 97.AUC A
6. CAA C 33.AUA A 64. A * 100.AUC H
4. AAA *  36.AUA * 68.AAC * 102. CUC o
9. UAA A 37. CUA A 71.CAC U 106. UUC C
10. UAA C  38.CUA C 74.UAC C 109.cUC A
16. AA *  42. UUA C 80. AC * 116.A *
20. ACA *  48. UA * 81.ACC A 118. CC C
22. CCA C 52.A A * 86.CCC C 121.uccC A
26. UCA C 54.CCA C 90. UCC C 122.UGC G
29. CA A 57.UCA A 94, =CC C 125. C A

128. C

Figura 13. mRNAs utilizados para los ensayos de traduccién in vitro. En (A) se muestra la
estructura del transcrito, cuya secuencia contiene el cistron de luciferasa. En (B) se muestran las
secuencias alrededor del AUG iniciador de los mRNAs usados en este trabajo. Los numeros a la
izquierda de cada secuencia representa un codigo de identificacién en nuestro laboratorio. Las
secuencias Kozak se encuentran sefialadas con un asterisco (*).
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Tabla 4. Condiciones Optimas encontradas en esta tesis. Elementos para un sistema de
traduccién de S. pombe y U. maydis.

Organismo
Componente S. pombe U. maydis
HEPES-KOH pH 7.4 13.2 mM 13.2 mM
CH3COOK 140-160 mM 120 mM
Mg(CH3COO0), 8-9 mM 8-9 mM
ATP 4.5 mM 4.5 mM
GTP 0.06 mM 0.06 mM
Creatin fosfato 15 mM 15 mM
Aminoacidos 24 uyM 24 uyM
DTT 1 mM 1mM
Creatin fosfocinasa 2 mg/uL 2 mg/uL
tRNA 1.25 ug 1.25 ug
rRNasin 40U 40U
Lisado 50 % viv 50 % viv
mMRNA 25 ng 25 ng
Volumen total 10 uL 10 uL
Temperatura de incubacién 24-25 °C 19 °C
Tiempo de incubacién 90 min 90 min

Es importante mencionar que, se han obtenido 13 mRNAs con caracteristicas
Kozak, es decir, con una purina (A/G) en la posicién -3 y una guanina (G) en la
posicion +4; y 28 mRNAs con diversas caracteristicas, entre ellos, aquellos con
secuencias ricas en adeninas (A), con pirimidinas en la posicion -3 y otros
nucledétidos no guanina en la posicion +4.

Las reacciones de traduccién, detalladas en la metodologia, usando lisados de
S. pombe y U. maydis, se realizaron en dos experimentos independientes y por
triplicado. Las Figuras 15 y 16 muestran la actividad de FLuc en U.A. de las
combinatorias de la secuencia que rodea al AUG usando lisados de S. pombe.
Observamos que los mRNAs mejor traducidos son aquellos que presentan una
secuencia distinta a lo reportado por Kozak, con un predominio en las secuencias
ricas en A alrededor del AUG. En cambio, aquellos macados con una estrella ()
presentan una purina en la posiciébn -3 y una guanina en la posicion +4; se
encuentran dispersos por toda la grafica. Dado que, se han utilizado las
concentraciones Optimas de iones magnesio, potasio y a una temperatura
adecuada, se puede observar que las U.A. han incrementado hasta 7 veces con

respecto al protocolo inicial sin estandarizar.
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Figura 14. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes para RNA. Se muestran todos los
MmRNAs del estudio correspondiente como una banda Unica de 1851 nucle6tidos. ElI ndmero
sefialado corresponde a un cédigo propio del laboratorio.

Del mismo modo, las Figuras 17 y 18 muestran los ensayos de traduccion in
vitro usando lisados de U. maydis con los valores optimizados del ambiente
i6nico, incrementando la actividad de FLuc hasta 8 veces con base en el protocolo
sin estandarizar. Asimismo, los mMRNAs mejor traducidos presentan secuencias
distintas a lo reportado por Kozak.

Los mRNAs usados para estandarizar las condiciones idnicas, cuyas
secuencias alrededor del AUG son GCAAUGG y AAAAUGA, muestran el mismo
comportamiento; es decir, en lisados de S. pombe con la secuencia rica en A
presenta mayor actividad; contrario a U. maydis, donde los mRNAs mejor
traducidos son los que presentan la secuencia Kozak.

Por lo anterior y como control positivo de un organismo vertebrado, se
realizaron ensayos de traduccion in vitro de todos los mRNAs utilizando un lisado
comercial de reticulocitos de conejo (Promega). Los resultados, mostrados en la
Figura 19 muestran que los mRNAs mejor traducidos, como se esperaba, fueron

aguellos que conservan los nucleétidos de la secuencia Kozak.
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Figura 15. Actividad de FLuc (en unidades arbitrarias, U.A.) usando lisados de S. pombe
para la traduccion de mRNAs cuya secuencia alrededor del AUG se muestra en la parte
superior de cada barra. Se emplearon las condiciones éptimas de temperatura y ambiente idnico
encontradas en este trabajo (24 °C, 140 mM K" y 8 mM Mg”). Los mRNAs con una secuencia
Kozak se sefalan con estrellas ().
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Figura 16. Actividad de FLuc (en unidades arbitrarias, U.A.) usando lisados de S. pombe
para la traduccion de mRNAs cuya secuencia alrededor del AUG se muestra en la parte
superior de cada barra. Se emplearon las condiciones éptimas de temperatura y ambiente iénico
encontradas en este trabajo (24 °C, 140 mM K' y 9 mM Mgz+). Los mRNAs con una secuencia
Kozak se sefalan con estrellas ().
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Figura 17. Actividad de FLuc (en unidades arbitrarias, U.A.) usando lisados de U. maydis
para la traduccion de mRNAs cuya secuencia alrededor del AUG se muestra en la parte
superior de cada barra. Se emplearon las condiciones optimas de temperatura y ambiente iénico
encontradas en este trabajo (19 °C, 120 mM K" y 9 mM Mgz"). Los mRNAs con una secuencia
Kozak se sefalan con estrellas (x).
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Figura 18. Actividad de FLuc (en unidades arbitrarias, U.A.) usando lisados de U. maydis
para la traduccion de mRNAs cuya secuencia alrededor del AUG se muestra en la parte
superior de cada barra. Se emplearon las condiciones éptimas de temperatura y ambiente iénico
encontradas en este trabajo (19 °C, 120 mM K" y 9 mM Mgz"). Los mRNAs con una secuencia
Kozak se sefalan con estrellas ().
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de conejo para la traduccion de mRNAs cuya secuencia alrededor del AUG se muestra en la
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Con los resultados anteriores se propuso una secuencia contexto utilizando la
combinatoria de mRNAs en todos los tres lisados. Para ello, se tomaron los
primeros 21 mRNAs mejor traducidos y se realizé un andlisis de frecuencias para
cada nucledtido utilizando el software WebLogo (Figura 20). Se realiz6 un
apilamiento de los mRNAs tomando como referencia el codén de inicio de todos
los transcritos. Las posiciones circundantes muestran nucleétidos apilados en
distintos tamafios, que corresponden a la frecuencia de aparicién y de uso de los
MRNAs mejor traducidos. El nucleétido superior representa la base mayormente
usada. Los colores son los establecidos y usados comunmente para representar
en verde a las adeninas, en azul las citosinas, en amarillo las guaninas y en rojo
los uracilos.

Del mismo modo, se realizé un analisis de los 20 mRNAs con baja tasa de

traduccion. La Figura 21 muestra las secuencias que atentdan la sintesis de

proteinas.

A AUA AN
s C
ccc

B AAA A
uSAAUGe
- = « —

C iy
AAAAU PN
ﬁcc «<

Figura 20. Analisis de las secuencias preferidas. Frecuencias alrededor del AUG
en A) S. pombe; B) U. maydis y C) reticulocitos de conejo
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Figura 21. Anédlisis de las secuencias que atenuan traduccién. Frecuencias
alrededor del AUG en A) S. pombe; B) U. maydis y C) reticulocitos de conejo

8. DISCUSION

Desarrollo de nuevos lisados de traduccion
Los sistemas de traduccioén in vitro son una herramienta crucial en el estudio de la

sintesis de proteinas. Los sistemas de traduccion, particularmente de los
eucariontes como los reticulocitos de conejo y los extractos de trigo, representan
dos sistemas comunmente usados para investigar mecanismos de control
traduccional (Hunt & Jackson 1974; Marcus et al. 1968). Hoy en dia existen
numerosos trabajos que han desarrollado sistemas de traduccién in vitro utilizando
diversas lineas celulares, organismos o tejidos (Tabla 1).

En este trabajo se han preparado lisados de S. pombe y U. maydis con un alto
potencial para la sintesis de proteinas; es decir, nuestros experimentos
demuestran la habilidad de éstos extractos para producir proteinas a partir de
MRNAs exdgenos usando un sistema reportero de luciferasa. La Tabla 5 muestra

en resumen las condiciones encontradas para los dos hongos de estudio,
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Tabla 5. Condiciones de estandarizacién de los lisados de traduccidn. Se muestran los datos de S.
pombe y U. maydis, objeto de estudio en este trabajo, contrastando con algunos sistemas publicados

. Temperatura [Mg(CH3;COO),] [KCH3;COO]
Organismo o Autor
Optima (°C) (mM) (mM)
Schizosaccharomyces
24-25 8-9 140-160 Esta tesis
pombe
Ustilago maydis 19 8-9 120 Esta tesis
Drosophila melanogaster 30 0.3 80 (Maroto & Sierra 1988)
Saccharomyces cerevisiae 20 3 160 (Tuite et al. 1980)
Artemia salina 30 3 80 (Sierra et al. 1974)
Spodoptera frugiperda 27 25 100 (Kubick et al. 2003)
Neurospora crassa 25 3.75 150 (Wang & Sachs 1997)

contrastando con los resultados de otros organismos reportados. Como puede
observarse, la concentracion de magnesio para ambas especies es alrededor de 8
o0 9 mM, sin embargo, en otros organismos la concentacion Optima es mucho
menor.

Del mismo modo, el potasio se encuentra en el intervalo utilizado entre N.
crassa y S. cerevisiae. Esto nos lleva a pensar, que en hongos el intervalo de
potasio es superior a los 120 mM. La temperatura es otro factor crucial, como
puede verse en la seccion de Materiales y Métodos, los organismos aqui

estudiados, crecen a 30°C; sin embargo la temperatura Optima de sintesis se
encuentra de 5 a 11°C por debajo de la de crecimiento.

Con el desarrollo de nuevos sistemas de traduccion se expanden las
posibilidades para el estudio de proteinas en especies no estudiadas fuera de las

establecidas como modelo. Del mismo modo, proponemos utilizar lisados
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correspondientes a los organismos de interés (o filogeneticamente cercanos), en
caso de estudiar o producir proteinas en ellos, pues los lisados intrinsecos de
cada organismo proporciona chaperonas que sirven para el correcto plegamiento
gue dan funcionalidad y viabilidad a las proteinas.

Evaluacién de los nucleétidos alrededor del codén AUG
Directamete relacionado con la produccion de un lisado competente en traduccion,

en esta tesis se probaron diversos mRNAs para responder la pregunta cientifica
sobre cual es la importancia en la eficiencia traduccional de una serie de mRNAs
con diferentes secuencias contexto alrededor del codon AUG inciador.

Los resultados de esta tesis utilizando lisados de U. maydis y S. pombe
muestran un uso preferencial de la secuencia que rodea al AUG distinta a Kozak y
gue presenta mayoritariamente adeninas. Los mMRNAs con la secuencia Kozak se
encuentran dispersos por toda la gréfica. En contraste y como se esperaba, el
ensayo de traduccion en el sistema comercial de reticulocitos de conejo usando
los mismos mMRNAs muestra que los trancritos mejor traducidos son aquellos que
contienen una purina (A/G) en la posicion -3 y una G en la posicidon +4,
cumpliendo lo establecido por Kozak en sistemas de vertebrados.

La secuenciade inicio en S. pombe y U. maydis no es Kozak
Escasos andlisis experimentales, hechos por Kozak usando mRNAs de

vertebrados, habian demostrado que la secuencia preferida alrededor del codon
iniciador AUG para una sintesis eficiente de proteinas, corresponde al motivo
Kozak (A/G)XXAUGG descrito desde 1984, analizando in silico diversas
secuencias de genes vertebrados y de virus de vertebrados y validada
experimentalmente afios mas tarde (Kozak 1986b; Kozak 1984; Kozak 1986a). Sin
embargo, los andlisis in silico mas modernos sefialan que la secuencia Kozak no
estd conservada en todos los organismos (Tabla 2). Es importante resaltar que
Kozak establecio que cambios en las posiciones -3 y +4 tienen un efecto negativo
en la sintesis de proteinas. Andlisis bioquimicos, genéticos y estructurales
demostraron que los nucleétidos en esas posiciones, interaccionan con factores
de inicio de la traduccion, principalmente con elF1, elFla, elF2a y elF5 (Pestova &
Kolupaeva 2002; Hinnebusch 2014; Hussain et al. 2014).
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Tabla 6. Frecuencias en los nucle6tidos alrededor del codén AUG de inicio para los mRNAs

con unatasa de traduccion 6ptima.

: o Posicién
Organismo | Nucledtido
-3 -2 1 | AJulc | 4
A 40% 21% 74% 40%
S b G 19% 24% 0% 29%
. pombe
P C 19% 21% 26% 31%
U 22% 34% 0% 0%
A 45% 24% 69% 36%
U di G 14% 21% 0% 31%
. maydis
Y C 17% 29% 31% 29%
U 24% 26% 0% 4%
A 43% 24% 57% 33%
Reticulocitos G 37% 19% 0% 48%
de conejo C 10% 24% 43% 19%
U 10% 33% 0% 0%

Por otro lado, los analisis experimentales en esta tesis, usando pocas
variaciones en la secuencia que rodea al AUG iniciador, mostraron que los hongos
tienen preferencia por A en la posicion -3y A (y en menor grado G) en la posicion
+4, contrastando con lo establecido por Kozak (Figura 20). La Tabla 6 muestra de
forma numérica lo descrito en la Figura 20, es decir, los porcentajes de frecuencia
para cada base en los mMRNAs utilizados en este trabajo. Asi, en esta tesis
establecemos experimentalmente una secuencia Optima para mRNAs en S.
pombe y U. maydis siendo ANAAUGA en ambos casos, donde N es cualquier
nucledtido. En cambio, en reticulocitos de conejo se encontré que la secuencia
experimental es (A/G)N(A/C)AUGG cumpliendo totalmente lo establecido para
vertebrados. La disimilitud en secuencias entre hongos y vertebrados hallada en
esta tesis, podria deberse a que el genoma de los hongos estudiados es rico en A,
por lo que, los transcritos son ricos en adeninas en su 5-UTR (Shabalina 2004).
Otra explicacion podia ser que estas especies tienen cambios estructurales en las
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factores y regiones de los ribosomas que tienen contacto con la secuencia

alrededor del AUG iniciador, como los factores elF1 y elF1A.

Tabla 7. Frecuencias en los nucledtidos alrededor del codén AUG de inicio para los

MRNASs con unatasa de traduccion mas baja

. Lo Posicion
Organismo Nucledtido
3 | 2 | 1 |AJulG]| 4
A 12 28 33 13
G 30 30 0 35
S. pombe
C 25 22 67 48
U 33 20 0 4
A 8 24 38 18
G 34 33 0 32
U. maydis
C 28 15 62 50
U 30 28 0 0
A 10 25 50 20
Reticulocitos de G 10 35 0 15
conejo C 35 20 50 60
U 45 20 0 5

Uracilo en -3y citosina en +4 atentan la traduccion
El analisis de la secuencia de los mMRNAs con la eficiencia traduccional mas baja

(Figura 21) encontrada en esta tesis, establece que usando lisados de
reticulocitos, S. pombe y U. maydis, en la posicibn -3 se encuentra
mayoritariamente un wuracilo, en -2 encontramos practicamente cualquier
nucledtido, en -1 tenemos A/C y en +4 tenemos C. Los datos suguieren que la
secuencia UN(A/C)AUGC, comun para los tres organismos, abate la sintesis de
proteinas (Tabla 7). Este dato es crucial, ya que nunca se ha reportado en la
literatura una secuencia consenso alrededor del AUG iniciador que inhiba

traduccion.
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Con ello, el presente trabajo sugiere no solo considerar una secuencia 6ptima,
pues analizando una sencuencia que atenua la sintesis de proteinas podria ser
blanco de nuevos niveles de regulaciéon. Los trabajos reportados utilizando lisados
para la traduccion in vitro de diversos organismos describen secuencias 6ptimas
con fines biotecnoldgicos y de obtencion de grandes rendimientos de proteina, sin
embargo, la presencia de otras secuencias podria ser utilizada por transcritos que
la célula necesita reprimir y que solo en ciertas condiciones (estrés, o diversos
ambientes celulares) son necesarios expresar.

Este trabajo combina la estandarizacion de sistemas de traduccién con el uso
preferencial de mMRNAs y contrasta con otros métodos para validar la regulacion a
nivel de secuencia contexto. Por ello, se presenta como un analisis mas completo
que otros trabajos publicados, donde la validacion se ha hecho, por ejemplo, con
solo 10 mRNAs (Tatematsu et al. 2014Db).

Finalmente, sugerimos que el motivo Kozak, como una secuencia que regula el
reconocimiento del codén de inicio, es propio de organismos multicelulares muy

complejos como los vertebrados.

9. CONCLUSIONES

Se han estandarizado nuevos protocolos de ensayos de traduccion para la
levadura S. pombe y el hongo basidomiceto U. maydis, optimizando su ambiente
i6bnico y estableciendo una temperatura adecuada para la sintesis eficiente de
proteinas. Esta estandarizacion nos ha permitido encontrar experimentalmente
secuencias contexto alrededor del codon AUG iniciador que promueve la
traduccidn y una secuencia que la atenda, obteniendo motivos preferidos, distintos
a lo reportado por Kozak y que varian en relacion a las caracteristicas propias de

cada genoma.
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10. PERSPECTIVAS

Dentro de las perspectivas del presente trabajo, se proponen los siguientes
puntos:

1. Analizar el mismo numero de secuencias Kozak y no Kozak

2. Estandarizar nuevos lisados de especies filogenéticamente distantes de los
vertebrados, y distintas a las estudiadas en este trabajo, para determinar la

secuencia contexto preferida.

3. Realizar analisis in silico de los trascritos para S. pombe y U. maydis para
establer en cuales trancritos celulares se halla la secuencia éptima demostrada
experimentalmente en esta tesis y en cuales se encuentra la secuencia que atetda

la sintesis de proteinas.
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12. ANEXO
|. SINTESIS DE mRNAs

A) Medio LB

v' Mezclar 10 g de bactotriptona, 5 g de extracto de levadura 'y 10 g de NaCl
en 900 mL de agua bidestilada.

v' Ajustar el pH en 7.0 con 10 M de NaOH.

v Ajustar el volumen a 1 L con agua bidestilada.

v’ Esterilizar por autoclave y guardar a temperatura ambiente.
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B)
v
v

C)
v

D)

E)

Placas de LB con antibiético

Preparar medio LB y adicionar 15 g de agar por litro de liquido.

Esterilizar por autoclave y permitir enfriar a 50°C para agregar el antibiotico
de interés.

Agitar suavemente para evitar formar burbujas y depositar en cajas de Petri
estériles.

Dejar solidificar y guardar a 4°C en posicion invertida. Son estables por un
periodo menor a 6 meses.

Antes de usar, incubar las placas a 37°C en posicion invertida para evitar

condensacion de agua en la tapa.

Ampicilina (Amp)

Preparar soluciones stock de 100 mg/mL, pesando 1 g por cada 10 mL de
agua bidestilada.

Esterilizar por filtracion con membrana de 0.2 um y guardar en alicuotas de
1 mL a -20°C.

La concentraciéon de trabajo se encuentra en el rango de 20 a 100 pg/mL,
siendo la optima 50 pg/mL.

El modo de accion de la ampicilina es inhibiendo la sintesis de pared celular
interfiriendo en la formacién de redes de peptidoglicano.

Las bacterias que contienen el gen de resistencia, codifican para la enzima
B-lactamasa que rompe el anillo B-lactamico del antibiotico.

Solucién RF1/ bacterias competentes

La solucién esta compuesta de acetato de potasio (CH;COOK) 30 mM,
RbCl, 100 mM, CaCl, 10 mM, MnCl, 50 mM, Glicerol 15%.

Ajustar el pH a 5.8 con 0.2 M de acido acético (H3COOH).

Esterilizar por filtracion con membrana de 0.2 pm.

Solucién RF2/ bacterias competentes
La solucion esta compuesta de MOPS 10 mM, CaCl, 75 mM, RbCl; 10 mM,
glicerol15%.
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F)

G)

Ajustar el pH a 6.5 con KOH.

Esterilizar por filtracion con membrana de 0.2 pm.

Preparacién de bacterias competentes

A partir de una colonia de E. coli DH5a se realiza un precultivo de 3 mL en
medio LB liquido. Se incuba a 37°C 16 h con agitacion constante de 300
rpm.

A partir del precultivo, tomar 500 uL y adicionar a 50 mL de medio LB.
Incubar a 37°C con agitacion moderada (300 rpm) hasta alcanzar una D.O.
de 0.5 a una longitud de onda de 600 nm (aproximadamente 4h de
incubacion).

Una vez alcanzado el crecimiento deseado, transferir el cultivo en tubos de
centrifuga estériles e incubar en hielo por 10 min.

Centrifugar a 3000 rpm por 20 min a 4°C y eliminar el sobrenadante.
Resuspender el pellet en 16 mL de la solucidon RF1, incubar 15 min en hielo
y centrifugar a 3000 rpm, 20 min a 4°C.

Eliminar el sobrenadante y resuspender por pipeteo, la pastilla en 4 mL de
la solucién RF2; incubar 15 min en hielo.

Formar alicuotas de 50 pL en tubos de 1.5 mL estériles.

Congelar inmediatamente en nitrdgeno liquido para conservar su
competencia. Almacenar a -70°C; es recomendable usarlas por un periodo
menor a 12 meses.

Recomendacion: trabajar en condiciones de esterilidad usando mechero,

usar guantes, tubos estériles y en un area aséptica.

Bromuro de etidio 100 mL

Para preparar soluciones stock de 10 mg/mL, pesar 1 g de bromuro de
etidio en 100 mL de agua bidestilada.

Agitar vigorosamente hasta disolver completamente

Preparar alicuotas, guardar en frascos o tubos ambar, protegidos de la luz
y a4°C

Para geles de agarosa, usar entre 0.5y 1 ug por mL de solucién de agarosa
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H)

J)

<

Nota: El bromuro de etidio es mutdgeno y cancerigeno. Vista la ropa

apropiada y la proteccion necesaria para su manipulacion.

Buffer 10X TBE (Tris/ acido bérico/ EDTA)
Disolver 108 g de Tris y 55 g de &cido boérico en 900 mL de agua bidestilada
Adicionar 40 mL de 0.5 M Na;EDTA (pH 8.0) y ajustar el volumen a 1 L con

agua bidestilada.

Guardar a temperatura ambiente.

MOPS 10X

Disolver en 800 mL de agua DEPC, 41.86 g de MOPS ultrapuro / acido 3-
(N-morfolino) propanosulfénico (concentracion final 0.2 M), 4.1 g de acetato
de sodio anhidro (Na,CH3;COO, concentracion final 50 mM), y 20 mL de
EDTA 0.5 M pH 7.5 (concentracion final 10 mM).

Ajustar el pH a 7.0 con NaOH (Si se usa MOPS saodico, usar 4cido acético
glacial para ajustar el pH).

Aforar a 1 L con agua DEPC.

Guardar en alicuotas, protegido de la luz y a 4°C; la solucién puede cambiar
a un tono amarillo, que es totalmente normal. No usar por un periodo mayor

a 6 meses a partir de su preparacion.

0.5M Na;EDTApHS8.01L

Disolver 186.12 d de Na,EDTA (PM. 372.24 g/mol) en 800 mL de agua
bidestilada, agitando vigorosamente agitador magnético.

Ajustar el pH a 8.0 con NaOH concentrado y ajustar el volumen a 1L con
agua bidestilada.

Dividir en alicuotas, esterilizar por autoclave.

Guardar a temperatura ambiente.

Nota: las sales de EDTA solo se disuelven cuando el pH de la solucién esta
por arriba de 8.0
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K) Formaldehido 37 % v/v

v' A partir de 37 mL de formaldehido ultra puro grado analitico, aforar a 100
mL con agua DEPC.
v' Guardar a temperatura ambiente, protegido de la luz.

v" Manipularlo solo en campana de extraccién o en un lugar ventilado.

L) Buffer desnaturalizante para muestras de RNA
v' Mezclar 660 pL de formamida pura, 200 uL de MOPS 10X y 270 uL de
Formaldehido al 37% para obtener un volumen final de 1.13 mL.

v Preparar en fresco y desechar.

v' Usar guantes y ropa protectora debido a la toxicidad de las sustancias.

M) Agua DEPC
v" Adicionar 100 pL de dietilpirocarbonato (DEPC) por cada 100 mL de agua

bidestilada.

v Agitar vigorosamente con agitador magnético e incubar toda la noche

v’ Esterilizar dos veces por autoclave para inactivar el DEPC y eliminarlo por
completo.

v' Guardar a temperatura ambiente.

v Nota: Usar la ropa adecuada y la proteccibn necesaria, pues es un

compuesto irritante y con alto potencial cancerigeno.

ll. PREPARACION DE EXTRACTOS COMPETENTES EN TRADUCCION

N) DTT 1M, 3 mL

v Disolver 0.46 g de 1,4-dithio-DL-threitol (DTT, PM. 154.25 g/mol) en 3 mL
de una solucion 10 mM de acetato de sodio (pH 5.2).

v’ Esterilizar por filtracion en membrana de 0.2 pm.
v Dividir en alicuotas de 1 mL en tubos ambar, protegidos de la luz y guardar
a-20°C.
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0)
v

<

P)

<

Q)

Acetato de sodio 100 mM pH 5.2, 100 mL
Disolver 1.36 g de NaOAc-3H,O (PM. 136.08 g/mol) en 80 mL de agua
bidestilada.

Ajustar el pH a 5.2 con acido acético glacial 0.2 M.
Aforar la solucién a 100 mL con agua bidestilada.

Guardar a temperatura ambiente.

HEPES- KOH 1 M pH 7.4, 500 mL
Disolver 119.15 g de HEPES en 400 mL de agua bidestilada.
Ajustar a pH 7.4 con KOH concentrado.

Aforar a 500 mL; guardar a temperatura ambiente.

Medio YPD

Mezclar 20 g de peptona, 10 g de extracto de levadura y 20 g de Dextrosa
en 1 L de agua bidestilada.

Esterilizar por autoclave y guardar a temperatura ambiente.

El medio presenta un color ambar, transparente.

YPD placas
Preparar medio YPD y adicionar 15 g de agar por litro de liquido.

Esterilizar por autoclave y permitir enfriar a 50°C para agregar antibiético de
ser necesario.

Agitar suavemente para evitar formar burbujas y depositar en cajas de petri
estériles.

Dejar solidificar y guardar a 4°C en posicion invertida. Son estables por un
periodo menor a 6 meses.

Antes de usar, incubar las placas a 37°C en posicion invertida para evitar
condensacion de agua en la tapa.
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S) Buffer A 5X levaduras

v' La soluciéon contiene los siguientes elementos: 150 mM HEPES-KOH
pH7.4, 0.5 M acetato de potasio, 10 mM de acetato de magnesio y agua
bidestilada.

v' Almacenar a temperatura ambiente.

T) Buffer de resuspension de levaduras.

v' Preparar lo necesario de una solucién con: 1X Buffer A 5X levaduras, 2 mM
DTT, 8.5 p/v manitol, inhibidores de proteasas y agua bidestilada.
v' Usar frio y guardar a -20°C; es estable por un mes.

U) Buffer de elucion de Sephadex-G25

v" Preparar lo necesario de una solucion con: 1X Buffer A 5X Levaduras, 2

mM DTT, inhibidores de proteasas y agua bidestilada.
v' Usar frio y guardar a -20°C; es estable por un mes.
v El buffer de resuspension y de elucion contienen los mismos elementos, a

diferencia del primero que contiene manitol como agente osmaotico.

MARCA Y NUMERO DE CATALOGO DE KITS Y REACTIVOS UTILZADOS
1. QIAprep Spin Miniprep Kit. N° Cat. 27106, QIAGEN.

Agarose Gel Extraction Kit. N° Cat. PP-202L, Jena Bioscience.

mMessage mMachine T7. N° Cat AM1344, Ambion, Life Technologies.

RNeasy Minielute Clean up Kit. N° Cat 74204, QIAGEN.

Luciferase Assay System. N° Cat. E1501, Promega.

o gk~ w0 N

Inhibidores de proteasas. Complete, Mini EDTA-free. Protease Inhibitor

Cocktail Tablets, N° Cat. 11836170001, ROCHE.

7. Aminoacidos. Amino Acid Mixture Complete, 1 mM each of the 20 essential
amino acids, N° Cat. L4461, Promega.

8. Recombinant RNasin Ribonuclease Inhibitor, 40 U/uL, N° Cat. N2511,
Promega.

9. Protein Assay Dye Reagent Concentrate. N° cat. 500-0006, Bio-Rad.
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10.Pierce Bovine Serum Albumin Standard Ampules, 2 mg/mL. N° cat

23209.Thermo Scientific.

11.Creatin Phosphate, Dipotassium Salt, N° cat. 237911, CALBIOCHEM.

12.Creatine Phosphokinase from rabbit muscle. N° cat. C3755, SIGMA.
13.tRNA. Ribonucleica cid, transfer from bovine liver, N° cat. R8759.
14.Espermidina. Spermidine 99% (GC), N° cat. S2626, SIGMA.
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