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IV. RESUMEN

En los organismos eucariontes, el factor del inicio de la traduccion elF4E reconoce la
estructura cap presente en los mRNAs y, con esta actividad enzimatica, cataliza el
reclutamiento de los mRNAs a los ribosomas para que inicie su traduccion durante la
sintesis de proteinas. Asi, elF4E juega un papel crucial en el control de la composicion
general del proteoma en las células. La vision tradicional de que elF4E actua
unicamente en la traduccion ha cambiado en los ultimos afos, debido a que nuevas
evidencias sefialan a elF4E como una chaperona multifuncional del mRNA
acompanandolo a través de diversas etapas debido a su capacidad de unir el cap. Se
ha encontrado a elF4E en el nucleo de células humanas donde actua en la maduracion
y exportacion de mRNA, en cuerpos de procesamiento citoplasmatico (cuerpos P) de
mamiferos y levaduras donde funciona en el secuestro del mRNA, y en los granulos de
estrés (SG) de levadura donde ayuda al resguardo de mRNP. Estos hallazgos
proporcionan nuevas perspectivas sobre roles de elF4E que van mas alla de su papel
en el inicio de la traduccién para regular el proteoma.

Durante el inicio de la traduccion, la actividad de elF4E esta regulada por
represores traduccionales llamados proteinas de union a 4E (4E-BP). Estas proteinas
sblo se encuentran en metazoarios y comparten con elF4G el sitio de unién a elF4E
(4E-BS). Sin embargo, un numero creciente de proteinas que interactuan con elF4E en
diferentes organismos se siguen descubriendo, pero debido a que su secuencia o
estructura no estan relacionadas con las 4E-BP y tampoco estan relacionadas
filogenéticamente entre si, se les han denominado proteinas interactoras de 4E (4E-IP).
Aunque algunas de ellas actuan como represores traduccionales, un grupo importante
de estas tiene papeles dentro de la transcripcion. En la levadura Saccharomyces
cerevisiae soOlo dos 4E-IP han sido reportadas, p20 y Eap1, ademas de las dos
isoformas del factor de inicio de la traduccion elF4G.

El objetivo de esta tesis fue estudiar in vivo la interaccion inédita de elF4E con
Med9 en Saccharomyces cerevisiae, una proteina que es parte del complejo de
transcripcion llamado Mediator. Nuestras observaciones experimentales indican que
Med9 es una nueva 4E-IP no descrita antes. En esta tesis estudiamos la localizacion y
las condiciones bajo las cuales se forma el complejo Med9—elF4E in vivo ya que
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previamente en un screening gendmico por doble hibrido (2H) usando elF4E como
sonda se detecto que elF4E forma un complejo estable con Med9.

Mediante inmunoprecipitacion y pull-down empleando lisados de S. cerevisiae
crecidos en medios con rafinosa y galactosa logramos identificar la formacién del
complejo Med9—elF4E in vivo; sin embargo, en los lisados de las levaduras que
crecian en glucosa no se observo interaccidn entre estas proteinas, sugiriendo que la
interaccidn de estas proteinas esta involucrada en el metabolismo de azucares.

Por otro lado, la informacién del rol de Med9 es escasa, unicamente se le ha
asignado un papel estructural como miembro del complejo mediador de la transcripcion
dentro del nucleo, y solo un reporte describe que en condiciones de hipoxia Med9 se
relocaliza al citoplasma. Por ello, en esta tesis estandarizamos un protocolo para la
separacion de las fracciones nucleares y citosolica de S. cerevisiae para que
posteriormente mediante inmunoprecipitacion y pull-down se pueda identificar si la
localizacion de Med9 y elF4E se ve afectada cuando las levaduras que crecen en
medios con rafinosa y galactosa.

En conclusion, en este trabajo demostramos que la capacidad de integrar
multiples sefales sobre el tipo de fuente de carbono durante el crecimiento celular es
un determinante crucial en la formacion del complejo Med9—elF4E in vivo en S.
cerevisiae. Mientras que glucosa es un represor para la formacién del complejo, otras
fuentes de carbono como rafinosa y galactosa permiten las condiciones para la
interaccidon de Med9 y elF4E. Ademas, demostramos que Por1 forma parte del
complejo uniéndose a elF4E.

Proponemos un modelo en el que la formacion del complejo Por1—Med9—
elF4E ocurre durante el inicio de la sefalizacion para la expresién de genes GAL cerca

de la mitocondria.
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V. INTRODUCCION

1. Traduccién

Las proteinas son componentes primarios y esenciales de la vida, y su sintesis es
crucial para la existencia de todos los organismos de la Tierra. La sintesis de proteinas,
también llamada “traduccion”, es el proceso bioquimico por el cual se forma una
cadena de aminoacidos o proteina. Esto se logra al interpretar o “traducir’ la
informacion genética contenida en los genes, utilizando para ello un cédigo genético a
través del cual el aparato de traduccion celular (ribosomas y factores de traduccion)
traduce en aminoacidos la secuencia de nucledtidos contenidos en un mRNA. El orden
o secuencia de los nucledtidos en el mMRNA define la naturaleza y el orden de los
aminoacidos de una proteina (Hershey et al., 2018)

La sintesis de proteinas consume gran parte de la energia celular, y, en
consecuencia, los organismos la mantienen estrechamente regulada (Hershey et al.,
2018; Sonenberg & Hinnebusch 2009). Las ventajas del control traduccional de mRNA
preexistentes incluyen una respuesta rapida de las concentraciones proteicas en
ausencia de transcripcion para mantener la homeostasis (Hershey et al., 2018).

La traduccion es un proceso ciclico compuesto de cuatro etapas: iniciacién,
alargamiento, terminacion y reciclaje de ribosomas (Jackson et al., 2010). Las
velocidades de traduccion se pueden controlar en cada una de sus cuatro etapas. Sin
embargo, su regulacion global ocurre predominantemente en la etapa de iniciacion, ya
que permite un control rapido y reversible de la expresion génica (Sonenberg &
Hinnebusch 2009; Jackson et al., 2010).

El inicio de la traduccién eucariota (Figura 1) requiere al menos once proteinas
denominadas factores de inicio (elF), las cuales realizan un conjunto de reacciones que
dirigen el codon de inicio del mRNA al sitio P del ribosoma (Dever, 2002). Esta etapa
comienza con la union del elF3, elF1 y elF1A a la subunidad 40S del ribosoma
desencadenando un cambio conformacional en éste que permitira la posterior
interaccidn con el mMRNA. La subunidad 40S unida a los factores elF3, elF1 y elF1A se
une entonces al complejo ternario elF2-GTP-Met-tRNA (Figura 1b) para dar lugar al
complejo de preiniciacion denominado 43S (Figura 1c).
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La mayoria de los transcritos son traducidos por un mecanismo dependiente del
cap (m’GpppN, donde N es cualquier nucleétido), en el cual la estructura cap presente
en el extremo %' del UTR (untranslated region) del mRNA es reconocida por el factor
elF4AE (Figura 1d). Una vez unido el elF4E al extremo 5" del mRNA, elF4E se une a la
helicasa elF4A y a elF4G. Las tres proteinas unidas (elF4E, elF4A y elF4G) forman el
complejo elF4F. elF4G es una proteina de andamiaje que también interacciona con
elF3 (que ya esta unido al ribosoma) y con la proteina de union a la cola Poli(A)
(PABP), unién que promueve la circularizacion del mRNA. Una vez establecida la
interaccidn del complejo ribosomal 43S con el mMRNA mediante el complejo elF4F, el
complejo 43S realiza un movimiento en direccion 5' a 3' sobre el UTR del mRNA hasta
alcanzar el coddén de inicio de la traduccion (usualmente AUG) (Figura 1f). En su
conjunto, las interacciones del mMRNA con el elF4F y el 43S posicionado sobre el AUG
iniciador conforman el complejo de preiniciacion 48S (Figura 1g). Tras el
reconocimiento del AUG por el 43S, el GTP asociado a elF2 se hidroliza dejando el
met-tRNAI™" en el sitio P del ribosoma. La unién de las subunidades ribosémicas es
catalizada por elF5B, y tras la union de la subunidad 60S (Figura 1h), elF5B hidroliza
su GTP y se libera del ribosoma 80S, que ahora esta listo para el siguiente paso de la
traduccioén (Figura 1i), el alargamiento.

Durante el proceso de iniciacion, la disponibilidad de elF4F y su union al cap del
MmRNA es un factor determinante en la tasa global de la traduccion (Sonenberg &
Hinnebusch 2009; Jackson et al., 2010).
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Figura 1: Inicio de la traducciéon en eucariontes. a) el reciclaje de subunidades ribosémicas;
b) formacion del elF2-GTP-Met-tRNA (complejo ternario); ¢) formaciéon del complejo de
preiniciacion 43S que comprende una subunidad 40S, elF1, elF1A, elF3, elF2-GTP-Met-
tRNA,; d) formacion de elF4F y reconocimiento del cap; e) union del complejo 43S al mMRNA; 1)
busqueda del codon de inicio; g) reconocimiento del codén de inicio y la formacion del complejo
de preiniciacion 48S; h) union de la subunidad 60S al complejo 48S; i) liberacién de elF1A y
elF5B de los ribosomas competentes. (modificado de Jackson et al., 2010).
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2. El factor del inicio de la traduccion 4E
elF4E es una proteina altamente conservada, desempefia funciones criticas en la
regulacion de la expresion de proteinas, y su sobreexpresion moderada conduce a un
crecimiento desregulado y una transformaciéon maligna de las células (Davis et al.,
2019; Culjkovic et al., 2005).

Desde su descubrimiento en 1976 por el grupo de Severo Ochoa (Filipowicz et
al., 1976,) y su caracterizacion bioquimica por el grupo de Aaron Shatkin en 1979-1980
(Sonenberg, et al., 1978; Sonenberg et al., 1979; Sonenberg et al., 1980), por décadas
la actividad de elF4E se ha descrito en la traduccion citosolica de mRNAs, en donde
elF4E juega un papel crucial. En asociacién con elF4G, elF4A forma el complejo elF4F
que permite el reclutamiento del mRNA a traducirse por el complejo ribosomal 43S y la
busqueda del codon de inicio por éste (Sonenberg & Hinnebusch 2009; Jackson et al.,
2010). Sin embargo, elF4E ha demostrado ser un actor mucho mas diverso en la
regulacion postranscripcional ya que los mRNAs pueden ser acompafados por elF4E
durante multiples etapas de su ciclo de vida. La principal evidencia que demuestra la
actividad enzimatica de elF4E mas alla de la traduccion citosolica es su localizacion, ya
que no esta restringida a sitios que contienen ribosomas. Por ejemplo, elF4E se
encuentra en granulos heterogéneos de ribonucleoparticulas citoplasmaticas (RNP)
conocidos como cuerpos P, asi como en multiples zonas dentro del nucleo, donde se
ha descrito un papel en la exportacion de mRNA (Parker & Sheth, 2007; Borden,
2016). Por lo tanto, las funciones de exportacion, almacenamiento y traduccion de
MRNAs por elF4E contribuyen a la transformacion oncogénica de las células ya que se
ha visto que elF4E se encuentra elevado y desregulado en muchos tipos de cancer, asi
como en muchas neoplasias hematolégicas, como la leucemia mieloide aguda (LMA) y
algunos linfomas (Carroll & Borden, 2013).

Al respecto, se ha observado que el aumento de la expresién de elF4E en las
células regula la traduccidén de varias proteinas involucradas en la estimulacion del
crecimiento autocrino (PDGF, IGF2), la supervivencia celular (Bcl-2, Bcl-xL), la invasion
(MMP-9) y la comunicacion con el entorno extracelular (NMDA). Por lo tanto, la
modulacién traduccional mediada por elF4E de estos mRNA asociados a malignidad
desempena un papel fundamental tanto en la formacion de tumores como en la
metastasis (Carroll & Borden, 2013; Mamane et al., 2004).
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Por otro lado, se ha reportado que algunas especies tienen varios paralogos de
elF4E que muestran diferentes patrones de expresion en diferentes tejidos que
promueven o inhiben la traduccién de mRNAs especificos en respuesta de estimulos
externos (Hernandez & Vazquez-Pianzola, 2005). Curiosamente, algunos ortologos de
elF4E también estan restringidos a linajes filogenéticos especificos. Los mamiferos
tienen cuatro isoformas elF4E, elF4E (también llamada elF4E-1a), elF4E-1b, elF4E-2
(0 4EHP) y elF4E-3 (Gillespie et al., 2016). Mientras que elF4E-1a es el principal factor
de traducciéon, elF4E-2 actua probablemente como un represor de la traduccion
(Zuberek et al, 2016). El papel biologico de elF4E-1b en células de mamiferos sigue
siendo desconocido, y su expresion esta limitada a los ovocitos en todas las clases de
Tetrapoda (Evsikov & Evsikova, 2008). El papel biolégico de los miembros de la familia
elFAE también se ha investigado ampliamente en el nematodo Caenorhabditis elegans,
que codifica a cinco paralogos de elF4E, que muestran diferentes patrones de
expresion y mutaciones genéticas para el crecimiento y desarrollo (Keiper et al.,
2000). La isoforma IFE-3, es esencial para la embriogénesis y regula la determinacion
del sexo. IFE-1, que se expresa en linea germinal junto con IFE-3 e IFE-5, que se
requieren para la produccion de esperma funcional, ya que afecta la expresion de
algunas proteinas especificas de los espermatozoides. IFE-2 también funciona en la
linea germinal y se expresa principalmente en tejidos somaticos (Keiper et al., 2000).

Otra especie con varios genes elF4E es Drosophila melanogaster, que cuenta
con siete genes que codifican ocho isoformas de elF4E (Hernandez et al., 2005;
Zuberek et al., 2016). La expresion de estas proteinas varia a lo largo de su
desarrollo. Para algunas de ellas, se ha informado un papel especifico del tejido.
Mientras que elF4E-1 se requiere para la traduccion general en todos los tejidos,
elF4E-3 es una proteina especifica de los testiculos requerida solo para la
espermatogénesis, ademas expresa a 4EHP como un represor traduccional de
MRNAs especificos durante la embriogénesis temprana (Hernandez et al., 2005;
Hernandez et al., 2012).

Por su parte, en la levadura de fisidon Schizosaccharomyces pombe se han
descrito dos isoformas de elF4E (Ptushkina, 2001), mientras que enla levadura
Saccharomyces cerevisiae se ha identificado un unico gen esencial que codifica para
elF4E (Altmann et al., 1987).
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La familia de proteinas elF4E se divide en tres clases, clasificacion que se basa
en los residuos correspondientes a Trp-43 y Trp-56 de elF4E de H. sapiens (Rhoads,
2009). Los miembros de la Clase | contienen Trp en ambas posiciones; Los miembros
de clase I, por ejemplo, 4EHP, nCBP e IFE-4, contienen Tyr, Phe o Leu en la primera
posicion y Tyr o Phe en la segunda posicién; y los miembros de Clase Ill contienen Trp
en la primera posicién y Cys o Tyr en la segunda posicion (Rhoads, 2009).

La mayoria de las isoformas de elF4E se unen al cap y al elF4G o a proteinas
de union a 4E (4E-BP), pero a medida que surgieron mas miembros de la familia
elF4E, se hizo evidente que las capacidades de unidbn no se conservaban
necesariamente. Por ejemplo, los elF4E-1 de mamifero (Clase |) se unen al cap, elF4G
y 4E-BP, los elF4E-2 de mamifero (Clase Il) se unen solo al cap y 4E-BP, y los elF4E-3
de mamifero (Clase Ill) unen solo al cap y el elF4G (Rhoads, 2009). elF4E interactua
con elF4G a través de varios residuos conservados presentes en el carboxi terminal,
ubicado en la superficie dorsal de la proteina, y como actores centrales durante el inicio
de la traduccidn, estas dos proteinas son objetivos para la regulacion de la sintesis de
proteinas (Matsuo et al., 1997; Rhoads, 2009).

La estructura de elF4E se asemeja a un guante de béisbol en cuya cavidad el
anillo de guanina del cap 5’esta apilado por las interacciones 1 — 1T entre las cadenas
laterales de los aminoacidos W56 y W102 (los numeros se refieren al elF4E de
humano) (Tomoo et al., 2003).

3. El mismo “sombrero” para diferentes ocasiones: elF4E como chaperona
multifuncional
elF4E tiene la capacidad de modular la expresiéon de proteinas debido a su unién
especifica con el cap a través de cuatro procesos bioquimicos: traduccion de mRNA en
el citosol, estabilizando el mMRNA dentro de los cuerpos de procesamiento (cuerpos P)
en levadura, probablemente inhibiendo la degradacion del cap (Brengues & Parker,
2007), almacenamiento de mRNP dentro de granulos de estrés en mamiferos
(Kedersha et al., 1999) y exportando mRNA especificos del nucleo al citosol (Culjkovic
et al., 2000).
El control de la traduccion y la degradacion de los mRNAs son importantes en la

regulacion de la expresidn de genes. Se ha observado que a menudo muestran una



18

relacion inversa, y es durante esta regulacion dinamica donde elF4E y su unién al cap
de los mRNAs juegan un importante papel (Parker & Sheth, 2007), ya que son
importantes para regular tres procesos generales del metabolismo de los mRNA:
almacenamiento en cuerpos ribonucleoproteicos (RNP) citoplasmicos, exporte nucleo-
citosol y traduccion, que ya se mencion6 (Figura 2). Vemos que, en estos tres
procesos, elF4E funciona como chaperona de los MRNAs (Kedersha et al., 2005).

Los cuerpos P son agregados de mRNP reprimidos traduccionalmente. Los
componentes de estos cuerpos pueden clasificarse en tres clases. Primero, se
encuentra un grupo conservado de proteinas encargadas de la degradaciéon del cap
(decapping), que incluye la enzima Dcp1p/Dcp2p, enzimas activadoras y la
exonucleasa 5°- 3" Xrn1p. La segunda clase pertenece a represores de miRNAs y, por
ultimo, un grupo de proteinas de unidén al mRNA y algunos factores de traduccion como
el elF4E (Coller & Parker, 2004; Kedersha et al., 2005).

En células humanas elF4E tiene un papel durante la formacion del mismo PB,
formando un mRNP junto con un subconjunto de factores incluidos rck/p54 y elF4E-T,
el cual reprime la actividad traduccional dentro de los PB, lo que sugiere que estas
proteinas participan en el proceso de la degradacion de los mRNAs (Andrei, 2005).

En la levadura, el acortamiento de la cola de poli (A) conduce principalmente a la
eliminacion de la estructura cap por la exonucleasa Xrn1p. En S. cerevisiae elF4E,
elF4G1, elF4G2 y Pab1p se acumulan en los cuerpos P bajo la privacion de glucosa y
durante la fase estacionaria de crecimiento. Su acumulacion sugiere que existe un
subconjunto de mRNAs reprimidos pero preparados para volver a ingresar a la
traduccidn mientras Pab1p, elF4E y elF4G se mantengan unidos a este (Brengues &
Parker, 2007). Los procesos de decapping y traduccion estan mecanicamente
conectados y parecen competir entre si, al menos en levadura (Coller & Parker,
2004). Por ejemplo, disminuir la iniciacion de la traduccion aumenta la tasa
de decapping en cuerpos P. Por el contrario, una inhibicion durante alargamiento de la
traduccidén conduce a una disminucion significativa en la tasa de decapping (Tharun &
Parker, 2001). La presencia de elF4E unido a mRNPs dentro de los cuerpos P en S.
cerevisiae evita la degradacién del cap, en un sistema llamado “proteccion del cap” por
la Xrn1p. Por lo tanto, los mMRNAs podrian almacenarse en los cuerpos P en forma de
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un mRNA inactivo antes de que se determine su destino en una etapa de remodelacion
posterior (Brengues & Parker, 2007; Parker & Sheth, 2007).

Figura 2. Roles de elF4E en el metabolismo del mRNA en S. cerevisiae. En el citosol elF4E
participa durante el inicio de la traduccion (Sonenberg, 1988), dentro de los cuerpos P (PB)
ayuda a la estabilizacion del mRNA (Brengues & Parker, 2007), el rol que juega elF4E dentro

del nucleo aun se desconoce (Lang et al., 1994).

Otros granulos citoplasmaticos que contienen elF4E en mamiferos son los
granulos de estrés (SG). Los SG se forman en respuesta al estrés que conduce a la
fosforilacién del factor elF2a, pero también pueden formarse en respuesta a defectos
en la funcion elF4A o elF4G (Brengues & Parker, 2007; Kedersha et al., 2005)
desencadenando un paro traduccional, estos eventos provocan que muchas proteinas
involucradas en la traduccién asuman funciones auxiliares de "emergencia”, activando
un proceso de triaje molecular en el que se clasifica el mMRNA y se determina su destino
(Anderson & Kedersha, 2008). A diferencia de los cuerpos P, los SG contienen la
mayoria del complejo de preiniciacion 48S vy, podrian ser sitios de traduccidén activa
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para algunos mRNA, sin embargo, para la mayoria parece que es un sitio de resguardo
para posteriormente volver a la traduccion fuera de estos en condiciones favorables.
Los SG aun no se han descrito en S. cerevisiae, aunque si en la levadura S.
pombe (Dunand-Sauthier et al., 2002). Existe evidencia que apunta al desplazamiento
de mRNAs especificos y factores del inicio de la traduccion entre los cuerpos P y los
SG que ayuda a la disminucion o el aumento de las tasas de traduccion de manera
efectiva (Anderson & Kedersha, 2008).

Por lo tanto, en el citoplasma, elF4E actua en actividades independientes y
dependientes de ribosomas, regulando la expresion génica a través de su capacidad de
union al cap (Kedersha et al., 2005; Brengues & Parker, 2007).

Figura 3. Roles de elF4E en el metabolismo del mRNA en S. pombe. En el citosol tiene un
papel en la traduccion y dentro de los granulos de estrés (SG) juega un rol para el resguardo
del mRNA (Dunand-Sauthier et al., 2002)
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elF4E también se encuentra en el nucleo. Desde el primer reporte de la
localizacion nuclear de este factor, diversos estudios han demostrado que hasta el 68%
de elF4E celular puede encontrarse en el nucleo en una amplia variedad de especies
que van desde la levadura hasta los humanos. La actividad mejor definida es su
funcion en la exportacidn de transcripciones especificas en células de humano
(Culjkovic et al., 2006; Topisirovic et al., 2009). Se ha demostrado que la via de
exportacion de mRNA dependiente de elF4E es distinta de la exportacion de mRNA en
masa (Culjkovic et al., 2006).

Si bien hasta hace un par de afos se pretendia que la proteina transportadora
4E-T facilitaba la entrada nuclear, ahora se sabe que esta proteina no juega ningun
papel en la entrada nuclear mediada por elF4E, sino que altera la localizacidon de elF4E
en los cuerpos P donde la funcién de elF4E todavia no esta completamente claro.
Aunque la Importina 8 es el unico mediador directo de la entrada nuclear elF4E
identificado hasta la fecha, es muy posible que en el futuro se encuentren otras
proteinas para el transporte de elF4E. A pesar de que no existen homodlogos de
Importina 8 en S. cerevisiae, es posible que en levaduras y eucariontes menos
complejos, elF4E use una proteina adaptadora diferente (Volpon., et al 2016).

Las interacciones de mRNA con elF4E nuclear son muy especificas. Por
ejemplo, elF4E se asocia con aproximadamente 3,500 transcritos que tipicamente
contienen un elemento de ~50 nucledtidos conocido como “elemento de sensibilidad a
elF4E” (4E-SE) en su 3" UTR. Estos mRNAs codifican redes de proteinas que actuan
en vias particularmente involucradas en la proliferacion, supervivencia e invasion.
Curiosamente, la sobreexpresion de elF4E altera la composicion del poro nuclear, lo
que conduce a una mayor exportacién de los mRNAs con el 4E-SE (Davis et al., 2019;
Borden, 2016).

El 4E-SE actua en la exportacion de mRNA reclutando cofactores involucrados
en la exportacion dependiente de elF4E, incluida la proteina de repetidos
pentatricopeptidicos rica en leucina (LRPPRC), que se une directamente al 4E-SE vy al
receptor de poro nuclear CRM1 (receptor de exportacion para esta via). De hecho, esta
ruta de exportacion de mRNA no requiere el receptor de exportacion de mRNA en
masa TAP/NXF1, y la eliminacion de TAP/NXF1 no afecta la exportacion de las

transcripciones con el 4E-SE, mientras que la leptomicina B (inhibidora de CRM1) si lo
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hace. elF4E solo se asocia con mMRNAs después del empalme y en ausencia del
complejo nuclear de unién al cap (CBC) compuesto por CBP20 y CBP80, al reclutar a
un conjunto de proteinas y formar un mRNP, este es exportado por CRM1 (Davis et al.,
2019; Borden, 2016).

La asociaciéon de LRPPRC con elF4E sugiere un posible mecanismo para la
comunicacion entre la expresion génica postranscripcional y la produccién de energia
en la célula. Esto se debe a que LRPPRC también se encuentra en las mitocondrias,
donde tiene una funcion critica en la expresion de mRNA (Topisirovic et al., 2009). Por
su parte, la capacidad de elF4E para reprogramar el complejo de poros nucleares
comunmente empleados para la exportacion indica que elF4E puede emplear multiples
estrategias para producir un entorno propicio para la exportacion los de mRNAs blanco
(Davis et al., 2019; Borden, 2016).

En la exportacion nuclear, el mRNA tipicamente requiere en el extremo 3’ una
cola poliadenilada, asi como un cap m7G en el extremo 5. La maduracion del mRNA
implica el corte del extremo 3" y la poliadenilacion (CPA) del RNA, un proceso que
comienza con el corte de un dinucledtido CA localizado cerca de una sefal de
poliadenilacion (PAS), seguida de la adicion de adeninas por la enzima poli(A)
polimerasa. La maquinaria de CPA consta de varios cofactores incluyendo los
complejos de corte y poliadenilacion (CPSF), que se unen al sitio PAS. En un estudio
reciente se encontré que elF4E promueve la expresion de varios factores en el nucleo
de CPA, ademas interactua con la enzima de corte CPSF3 que promueve la
poliadenilacion del extremo 3' de RNAs especificos. En total, seis transcritos de la
maquinaria de CPA son objetivos de elF4E, esto plante6 dos nuevas posibilidades para
elF4E, ya que podria modular la escision indirectamente a través de sus efectos en la
maquinaria de escision, o podria tener un papel aun por definir en el procesamiento de
sus transcripciones de exportacion ya que la regulacién al alza de la expresién de
proteinas CPSF ocurre cuando elF4E se encuentra unido a sus transcritos en el
nucleo, los requisitos incluyen la enzima de escision de CPSF3 y el sitio de escisién de
CA dentro del sitio de PAS candnico, 4E-SE vy el elF4E. El requisito del 4E-SE en los
modelos de RNA sugiere que las funciones de CPA y exportacion de RNA nuclear
podrian estar funcionalmente conectadas con sustratos que se canalizan en la ruta de

exportacion de RNA dependiente de elF4E, de hecho, al agilizar la formacion del
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extremo 3' hace que estos mMRNA sean mejores sustratos para la exportacion y en
ultima instancia, aumentan sus niveles de proteina. Por lo tanto, esta actividad
proporciona un marco de canalizacion mediante el cual elF4E estimula el
procesamiento de objetivos para hacerlos mejores sustratos para sus actividades de
exportacion y traduccion (Davis et al., 2019).

Colectivamente, estas observaciones sugieren que elF4E escolta mRNAs
especificos y a través de varias interacciones (Figura 4). De esta manera, elF4E podria
considerarse una chaperona del cap, al menos para un subconjunto de mRNAs. En
dicho modelo, todas las funciones de elF4E deben considerarse en combinacién para

comprender realmente su impacto final sobre el proteoma.

Figura 4. Roles de elF4E en el metabolismo del mMRNA en células humanas. En el citosol
elF4E participa durante el inicio de la traduccién, el papel de elF4E dentro de los cuerpos P
(PB) aun no esté claro (Andrei, 2005). En el nucleo elF4E esta involucrado en la maduracion y
el exporte de mRNA (Davis et al., 2019; Topisirovic et al., 2009).
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4. Regulacién de la actividad de elF4E por proteinas de unién
Una familia de proteinas de unién a elF4E (4E-BP) regulan negativamente el inicio de
la traduccion dependiente del cap, debido a que secuestran a elF4E (Richter &
Sonenberg, 2005). elF4G interactua con la superficie dorsal de elF4E a través del
denominado sitio de unién a elF4E (4E-BS). Este motivo se caracteriza por una
secuencia canonica minima YXXXXL¢ (donde X es cualquier aminoacido y ¢ es
cualquier aminoacido hidrofobo). Esta secuencia, que se ha extendido recientemente a
YX (R/K) XXLo (R/K/Q), que también esta presente en 4E-BPs, de modo que la union
de las 4E-BPs o elF4G a elF4E es mutuamente excluyente (Marcotrigiano et al., 1999).

Las 4E-BP se encuentra en todos los Metazoos excepto Nematoda. Actualmente
se han descrito tres 4E-BP en vertebrados; 4E-BPI, 4E-BP2 y 4E-BP3, cuya region
central de 35 aminoacidos se encuentra altamente conservada, ademas del sitio de
unidn a elF4E. Cada 4E-BP alberga dos sitios de fosforilacion TOR candnicos
(Hernandez et al., 2016). Debido a la presencia del 4E-BS, los 4E-BP compiten con
elF4G para unirse al mismo sito conservado de residuos hidréfobos en la superficie
dorsal de elF4E, bloqueando asi el inicio de la traduccion (Peter et al., 2015; Toribio et
al., 2019). Por otro lado, la unién de los 4E-BP a elF4E esta regulada por su estado de
fosforilacién especifico dependiente de mTOR. Los 4E-BP hipofosforilados interactuan
fuertemente con elF4E, mientras que la hiperfosforilacion de las 4E-BP, en respuesta a
la estimulacion celular por hormonas y factores de crecimiento anula su interaccion con
elF4E (Richter & Sonenberg, 2005).

Ademas de 4E-BP, se ha descrito un numero creciente de proteinas que
interactuan con elF4E (4E-IP) en especies filogenéticamente no relacionadas a las 4E-
BPs. Es importante destacar que el hecho de poseer un sitio candénico de union a
elF4E no da como resultado la unidn de estas proteinas con elF4E, lo que implica que
los residuos flanqueantes también son muy importantes en aquellas proteinas que
unen a elF4E (Kamenska et al., 2014; Hernandez et al., 2016).

Las 4E-IP ademas de tener un papel como inhibidores del inicio de la traduccién,
se ven envueltas en diferentes procesos como el ensamblaje de RNP, el transporte de
RNA, el empalme alternativo o el recambio de mRNA. La mayoria de los 4E-IP no
estan filogenéticamente relacionados entre si o con los 4E-BP, sin embargo, la mayoria
de estas proteinas utilizan el 4E-BS, o uno similar, para poder interaccionar con elF4E
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(Hernandez et al., 2016). Las funciones en otros procesos y la variabilidad en el motivo
utilizado para interactuar con elF4E, indica que la unidn a elF4E evoluciono
independientemente en diferentes grupos taxondmicos, por lo tanto, la union a elF4E
parece ser un mecanismo universal de suma importancia para controlar la sintesis de
proteinas (Hernandez et al., 2016; Kamenska et al., 2014).

En la actualidad ningun ortologo a 4E-BP se ha encontrado en levadura. Sin
embargo, en S. cerevisiae existen cuatro proteinas que interactuan con elF4E: Eap1p,
p20 y dos isoformas del factor de iniciacion de la traduccion elF4G (elF4G1 y elF4G2)
(De la Cruz et al., 1997; Arndt et al., 2018). A pesar de que p20 y Eap1p inhiben el
inicio de la traduccion dependiente del cap, ninguna de ellas comparte una homologia
de secuencia entre si o con 4E-BP, excepto por el motivo de union con elF4E (Gruner
et al., 2018; Cridge et al., 2010).

5. Proteinas de unién a elF4E de S. cerevisiae

p20

La proteina p20 (codificada por el gen no esencial CAF20) se describio inicialmente
como un represor de la traduccion dependiente del cap. Esta proteina solo existe en
especies de levadura del subfilo Saccharomycotina. p20 se fosforila en multiples
residuos de serina y treonina. Es un analogo funcional de las 4E-BP, sin embargo, a
diferencia de estas, el motivo de unién a elF4E se encuentra en su extremo N terminal,
no en el medio de la proteina (Arndt et al., 2018; De la Cruz et al., 1997).

La eliminacién de p20 revierte los fenotipos de crecimiento lento y sensibilidad al
frio causados por mutaciones en los factores del inicio de la traduccion, como elF4B,
elF4E o elF4G1, mientras que su sobreexpresion tiene el efecto contrario. También
parece desempefar un papel en la degradacion del mRNA, ya que su eliminacion
suprime los fenotipos causados por la eliminacion de genes que codifican dos factores
implicados en la degradacion del mRNA (Pat1p y la helicasa DHH1) (Cridge et al.,
2010).

Estudios recientes muestran que p20 interactua directamente con el mRNA
mediante una region cargada positivamente de la proteina, y que dicha region es
prescindible para la interaccidon de p20 y elF4E. Ademas, el complejo elF4E/p20 se une

mas fuerte al mMRNA con cap que elF4E solo y tiene un efecto estimulante sobre la
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traduccidén in vitro. Por el contrario, el complejo elF4E/p20 inhibe la traduccion de
mMRNA sin cap. Estos datos argumentan en contra de que p20 actue exclusivamente
como un inhibidor de la traduccién, mas bien p20 desempefia un papel mas complejo,
actuando como un regulador negativo y positivo de la sintesis de proteinas bajo
diferentes condiciones en las que se encuentre la levadura (Arndt et al., 2018).

Arndt propone que el complejo ternario elF4E/p20/mRNA puede existir en un
equilibrio dinamico con otros complejos compuestos por elF4E y elF4G o Eap1 con el
MRNA, y que diversas condiciones fisioldgicas (por ejemplo, privacion de nutrientes,
calor, sequia, etc.) pueden hacer que este equilibrio cambie hacia el inicio de la
traduccidn, la degradacion del mRNA o algun otro proceso celular (Arndt et al., 2018).

Eap1p
EAP1 es un gen no esencial en la levadura cuyo producto, Eap1p, fue identificado por

Cosentino et al. en el afio 2000. La delecién de EAP1 confiere resistencia parcial a la
rapamicina (inhibe la actividad TOR1 y TORZ2, lo que resulta en un bloqueo de inicio de
traduccién y detencion en la fase G,), indicando que Eap1p actua como un homdlogo
funcional de 4E-BP uniéndose a elF4E compitiendo con elF4G e inhibiendo la
traduccidn dependiente de cap (Cosentino et al., 2000). Al igual que p20 comparte
homologia solo en el motivo de union a 4E, sin similitud general entre las 4E-BP.
Recientemente, se describid que elF4G y Eap1p comparten un modo de unién elF4E
conservado, como se describe para elF4G y las 4E-BP, haciendo contacto en la
superficie dorsal y lateral de elF4E, Eap1p interactua por el 4E-BS y a través de otro
motivo no canonico. Estas adaptaciones moleculares de Eap1p para modular la
afinidad con elF4E, pueden ser para competir eficazmente con elF4G y regular el inicio
de la traduccion dependiente del cap (Cosentino et al., 2000; Gruner et al., 2018).

Casi simultaneamente al descubrimiento de que Eap1p funciona como una 4E-
BP, Chial et al., 2000. Descubrieron una funcion independiente de esta proteina. Ellos
identificaron que esta proteina interactua con el cuerpo del polo del huso (SBP). La
falta de insercion del cuerpo del polo del huso recién formado en la envoltura nuclear
conduce a que Eap1p inhiba especificamente la traduccién del mRNA de POM34 que
codifica una proteina de membrana del poro nuclear. Esto sugieren que Eap1p lleva a
cabo una funcion independiente de elF4E para mantener la estabilidad genética, lo mas



27

probable es que involucre SPB, ademas, la eliminacion de EAP1 no es letal, pero
provoca un aumento de la tasa de aneuploidia y un fenotipo sensible a la temperatura.
Eap1p también forma parte de un mecanismo regulador mediante el cual la traduccién
se regula negativamente cuando se inhibe la sintesis de lipidos (Chial et al., 2000).

Se ha descrito la participaciéon de Eap1p en la aceleracién de la degradacion de
MRNA especificos al aumentar a través de su interaccion con diversas proteinas
involucradas en el decapping. Ademas, se ha demostrado que Eap1 interactua con la
helicasa Dhh1 bajo privacién de nitrogeno y permite la traduccién directa de algunos
mMRNAs relacionados con la autofagia. Eap1 (como p20) solo existe en especies de
levadura del subfilo Saccharomycotina (Gruner et al., 2018).

6. Transcripcidn genética

La transcripcion es el punto de control primario para la expresion génica, y por lo tanto
determina la funcion y la identidad celular. Este proceso se encuentra altamente
regulado en cada uno de sus tres pasos: iniciacion, alargamiento y terminacion
(Sainsbury et al., 2015). Muchas proteinas y diversas caracteristicas de la cromatina
estan involucradas en estos pasos regulatorios para asegurar que en cada célula la
maquinaria transcripcional sea reclutada y activada en genes especificos (Conaway,
2012).

La transcripcion del genoma eucariota se lleva a cabo mediante la RNA
polimerasa nuclear | (Pol 1), Pol Il y Pol lll. Mientras que Pol | transcribe el precursor de
rRNA, Pol Ill transcribe pequefios RNA no codificantes como los tRNA (Sainsbury et al.,
2015). Pol Il es una enzima de 12 subunidades que transcribe genes que codifican
proteinas para producir mMRNA (Hahn, 2004).

Para el inicio, un conjunto de factores generales de la transcripcién reconoce el
ADN del promotor y forma una plataforma asimétrica para la union de Pol Il y la
incorporacion de los factores generales restantes. Estos factores incluyen a TFIID que
contiene la proteina de union a caja TATA (TBP) y varios factores asociados a TBP
(Hahn & Young, 2011). Cuando la Pol Il se une a los factores generales forma el
complejo de preiniciacion (PIC). La transicién del PIC al complejo abierto implica un
cambio conformacional dramatico dependiente de la helicasa TFIIH. Con el complejo
promotor abierto, la cadena de plantilla de DNA pasa cerca del sitio activo de Pol Il y
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puede programar la sintesis de la cadena de RNA (Hahn & Young, 2011; Sainsbury et
al., 2015).

La transcripcion eucariota se rige, en gran parte, por los factores de transcripcion
(TF), los TF son proteinas especiales capaces de unirse al DNA de una manera
especifica y regular la transcripcion (Lambert et al., 2018). Estas proteinas se
ensamblan en las secuencias promotoras y potenciadoras en todo el genoma durante
el inicio de la transcripcion. Un rasgo caracteristico de los promotores y potenciadores
es la presencia de motivos de secuencia que permiten que multiples TF se unan a
través de la misma region (Allen & Taatjes, 2015). Ademas de los dominios de unién a
DNA especificos, los TF tipicamente poseen dominios de activacién separados que
interactuan con coactivadores de la transcripcion. Los coactivadores de la transcripcion
tienen la capacidad de interaccionar con los TF y facilitar la transcripcion, un ejemplo
de estos coactivadores es el complejo mediador de la transcripcion. (Allen & Taatjes,
2015).

Complejo mediador de la transcripcion

La transcripcion génica por la RNA polimerasa |l requiere el complejo mediator de la
transcripcion (MC), el MC funciona como un puente entre los TF y la maquinaria de Pol
Il. En la levadura S. cerevisiae, el MC comprende 25 subunidades asignadas a cuatro
modulos llamados: cabeza, medio, cola, estos tres moddulos carecen de actividad
enzimatica y el médulo quinasa compuesto por cuatro subunidades que incluyen Cdk8
y ciclina C (Lariviere et al., 2013; Tsai et al., 2014). Todas las subunidades del MC de
levadura tienen homologos en insectos y mamiferos, sin embargo, un conjunto de 17
subunidades se conserva en todos los eucariotas y forma el nucleo del moédulo medio
para el ensamblaje de otras subunidades (Hahn & Young, 2011).

El complejo mediador interacciona fisicamente con una gran cantidad de proteinas
reguladoras de la transcripcion, incluidos TF, la RNA Pol I, los factores de iniciacion
generales y los factores de alargamiento de la transcripcion. Como consecuencia de
estas interacciones, MC es un objetivo principal de las sefiales reguladoras de la
transcripcion que se integran y transmiten a la maquinaria de transcripcion de una
manera promotora y especifica del gen logrando regular la Pol Il tanto en las etapas de
iniciacibn como durante el alargamiento de la transcripcion (Tsai et al., 2014; Conaway
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et al., 2013). A pesar de su importancia critica, los mecanismos moleculares por los
cuales el MC afecta la transcripcibn son poco conocidos. La comprension de los
mecanismos por los cuales el MC regula la transcripcion requerira una comprension de
su organizacién de subunidades, comportamiento conformacional e interacciones que
debido a su tamarno, complejidad y flexibilidad actualmente representa un gran desafio
para su analisis estructural (Tsai et al., 2014; Hahn & Young, 2011).

7. Med9
Med9 es una proteina pequefia codificada por el gen no letal Med9/CSE2, su
eliminacién afecta la segregacion cromosdmica, asi como la transcripcidén basal y los
coactivadores de la transcripcion activada (Xiao et al., 1993; Baidoobonso et al., 2007).
Estudios han demostraron que Med9 es necesaria para la transcripcion de un numero
relativamente pequefo de genes, 175 regulados positivamente y 209 genes regulados
negativamente (Takahashi et al., 2009).

Med9 forma parte del médulo medio del complejo mediador. El médulo medio
comprende cuatro subunidades esenciales, Med4, Med7, Med10 y Med21, y tres
subunidades no esenciales, Med1, Med9 y Med31 (Poss et al., 2013), a pesar de que
se conocen los componentes de este complejo aun no esta claro como se ensambla
Med9 en el modulo medio, y en qué medida Med9 contribuye al mantenimiento de la
integridad estructural del MC (Takahashi et al., 2009).

La localizacion celular de Med9 habia sido descrita unicamente dentro del
nucleo, con roles estructurales y/o funcionales como parte del MC, sin embargo, en
2012 Dastidar et al. encontraron que, en respuesta a la hipoxia y la reoxigenacion,
Med9 se relocaliza en el citoplasma de una manera rapida en levadura, sugiriendo que
la relocalizacion de diversas proteinas esta regulada bajo estrés de oxigeno (Dastidar
et al., 2012).

8. Proteinas involucradas en el proceso de transcripcion que interactian con
elF4E

Como se ha mencionado anteriormente el numero de proteinas que interactuan con

elF4E continua expandiéndose en diversos grupos taxondmicos (Hernandez et al.,

2016; Kamenska et al., 2014), y, aunque algunas tienen un papel como represores
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traduccionales un gran numero de estas proteinas tiene un papel dentro del proceso de
transcripcion (Hernandez et al., 2010; Hernandez, G et al., 2016).
A continuacion, en la tabla 1 se enlistan las proteinas de diversos grupos

taxonomicos con papeles dentro de la transcripcion que se unen a elF4E.

Tabla 1. Proteinas en el proceso de transcripcion y maduracién del mRNA que se unen
a elF4E.

Proteina (TF) Organismo Paralogo 4E Referencia
Bicoid Drosophila 4E-HP Cho et al., 2005
elF(iso)4E
BTF3 Arabidopsis Freire, 2005
elF4E
CPSF1 Humano elFAE Davis et al., 2019
CPSF3 Humano elF4E Davis et al., 2019
DDX3 Humano elFAE Shih, 2007
EMX2 Ratén elF4E Nedelec et al., 2004
HOXA9 Humano elF4E Topisirovic, 2005
LRPPRC Humano elF4E Topisirovic et al., 2009
PREP1 Ratén 4E-HP Villaescusa et al., 2009
PRH Humano elF4E Topisirovic, 2003
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VI. ANTECEDENTES

En colaboracion con el Dr. Hans Trachsel (Universidad de Berna, Suiza), se realiz6 un
screening genoémico por el sistema del doble hibrido (2H) usando elF4AE como sonda.
Se encontré que elF4E forma un complejo estable con Med9 (Figura 5A), interaccion
que posteriormente se ha validado por pull-down de proteinas recombinantes (Figura
5B).

A

Control de crecimiento Test de interaccién

Med9-AD elF4E-BD

+ Vector B '5?&} + p20-AD
e g A \

—

7 elF4E-BD
+ Med9-AD # +Eap1-AD

—(Leu, Trp, His)
—(Leu, Trp) —(Leu, Trp, ade) +30 mM 3-AT

Med9 Med9+4E Med9+4E
r 1

Ni-NTA

input (20%) Pull-down

Figura 5. Interaccion entre Med9 y elF4E. A) Ensayo de doble hibrido (2H) que muestra la
interaccion entre elF4E y Me9 de S. cerevisiae. Med9 se encuentra en el vector Activator
Domain (AD). En el vector Binding Domain (BD) se encuentran clonados Eap1y p20 como
controles positivos. El control negativo es el vector BD vacio. B) Experimentos de Pull down
con proteinas recombinantes que muestran la interaccion entre Med9 y elF4E. Las proteinas
fueron expresadas en E. coli (MBP-Med9 y elF4E-His6x) y purificadas a partir de lisados totales
usando resina de niquel-agarosa.
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En 2002 Ho et al. realizaron la identificacion de complejos proteicos por
espectrometria de masas de alto rendimiento (HMS-PCI) en S. cerevisiae, donde al
etiquetar Med9 con un tag HA, sobreexpresarla y purificarla por experimentos de
inmunoprecipitacion con anticuerpos anti-HA, la encontraron formando un complejo con
elF4E y Por1. Para este proyecto, fue de particular relevancia el hallazgo de que
nuevas proteinas forman un complejo con elF4E y podrian interaccionar fisicamente
con elF4E.

Los datos de nuestro laboratorio mostrados en la Figura 5, validan esta
interaccidon y, ademas, demuestran que Med9 y elF4E interaccionan fisicamente. Sin
embargo, carecemos por completo de estudios que analicen el papel biolégico de esta
interaccion fisica, que no ha sido descrita a la fecha.
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VIl. OBJETIVO GENERAL

Comprobar la formacién del complejo Med9—elF4E en S. cerevisiae, asi como

identificar las condiciones bajo las que se forma el complejo in vivo.

VIll. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Comprobar la interaccidon Med9—elF4E in vivo en S. cerevisiae.
2. ldentificar las condiciones para la formacién del complejo in vivo.

3. Estandarizar un protocolo para la separacién de fracciones citosolica y nuclear
de S. cerevisiae.



IX. MATERIALES Y METODOS

1. Tabla 2. Cepas usadas en este estudio.
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Nombre Genotipo
BY4742 (wt) MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
JDC123 cdc8-110 imp2::ura4 leu1-32 ade6-M210 h —
923 BY4742; MATa; ura3A0; leu2A0; his3A1; lys2A0; YNRO10w :: kanMX4,
pvTURA3-Med9-V5
922 BY4742; MATa; ura3A0; leu2A0; his3A1; lys2A0; YNRO10w :: kanMX4
1165 MATa ura3-52, trp1::hisG, his3::hisG, elF4E::KanX
2. Medios de cultivo
YPD YPGal
Extracto de levadura 1% Extracto de levadura 1%
peptona 2% peptona 2%
Dextrosa 2% Galactosa 2%
YPRaf (1L) -URA Glucosa
Base nitrogenada sin
Extracto de levadura 1% o 0.67%
aminoacidos
peptona 2% Drop out sin uracilo 770mg/L
Rafinosa 2% Dextrosa 2%
-URA Galactosa -URA Rafinosa
Base nitrogenada sin Base nitrogenada sin
_ _ 0.67% o 0.67%
aminoacidos aminoacidos
Drop out sin uracilo 770mg/L Drop out sin uracilo 770mg/L
Galactosa 2% Rafinosa 2%



35

3. Separacion de extractos nucleares y citoplasmicos de S. cerevisiae

Buffer BA

HEPES-KOH pH7.4 30 mM
KOAc 100 mM
Mg(OAc)2 2mM
DTT 2 mM

Tableta inhibidora de proteasas Roche EDTA libre 1

Se saturd un precultivo de 5 mL durante 6 horas a 30°C de la cepa deseada para
inocular 50 mL de medio y se dejo crecer el cultivo hasta una ODgyp =1.2 - 1.6.
Posteriormente, se centrifugé a 3,600 rpm durante 5 minutos. El pellet se lavo con 500
uL de Buffer BA centrifugando a 2,300 rpm 5 minutos para resuspender el pellet en 500
uL de Buffer BA nuevamente. Se agregaron perlas de vidrio (frias) en relacion 1:1 con
el volumen para lisar las levaduras en intervalos de 30 segundos agitando en votex
(evitando llegar a la velocidad maxima) y 30 segundos en hielo, se realizaron 3
repeticiones y se centrifugd a 2,300 rpm durante 15 minutos para recuperar el
sobrenadante. Posteriormente el sobrenadante se centrifugé a 6,800 rpm durante 25

minutos a 4°C y se separaron las fracciones celulares:

Sobrenadante= Fraccidn citosodlica

Pellet= Fraccion nuclear

Se le realizaron 2 lavados al pellet (fraccion nuclear) con 500 uL de Buffer BA vy
centrifugando a 6,800 rpm por 5 minutos, finalmente se resuspendio el pellet en 50 uL
de Buffer BA.
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4. Lisis total celular de S. cerevisiae (Ho et al., 2002).

Buffer Lisis

HEPES-KOH pH7.4 50 mM
NaCl 150 mM
MgCl2 10 mM
EDTA 1 mM
DTT 0.5mM
Deoxicolato de Sodio 0.5 mM
Tritén X100 0.5%

Tableta inhibidora de proteasas Roche EDTA libre 1

Se saturé un precultivo de 5 mL durante 6 horas a 30°C de la cepa deseada para
inocular el medio y se dejo crecer el cultivo hasta una ODgoo =1.2 - 1.6. Posteriormente,
el cultivo se centrifugé a 3,600 rpm durante 5 minutos y el pellet se lavé con 500 uL de
Buffer de lisis centrifugando a 2,300 rpm 5 minutos, Se pesé el pellet tras eliminar el
sobrenadante para suspenderlo en Buffer de lisis en relacion 1g/1mL. Posteriormente,
se agregaron perlas de vidrio (frias) en relaciéon 1:1 con el volumen, y lisamos las
levaduras en intervalos de 30 segundos agitando en votex (evitando llegar a la
velocidad maxima) y 30 segundos en hielo, se realizaron 4 repeticiones, se centrifugo a
13,500 rpm durante 15 minutos y finalmente se recupero el sobrenadante que contiene

el lisado celular.

5. Cuantificacion de la concentracién proteica

Método de Lowry modificado, Markwell et al., 1987.

Solucién A Solucién B Solucién C Solucién D
Na,CO3 2% CuyS04.5H,0 4% Se mezclaron 100 Se mezclé 1

NaOH 0.4% volumenes de volumen de reactivo
Nastartrato 0.16% Solucion A con 1 de Folin con 1

SDS 1% volumen de solucién B volumen de agua

La curva de calibracion se realizdé por duplicado con una solucion de albumina a una
concentracion de 1 mg/mL, de esta se hizo una serie de diluciones tomando 10, 20, 30,
40, 50, 80, 70, 80, 90 y 100 uL y un control sin albumina. Se diluyeron los lisados a
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cuantificar en una relacion 1:5 en H,O destilada estéril, de la dilucion tomamos 10 uL
para cuantificar las proteinas se siguieron los siguientes puntos para todas las

muestras:

* Se ajustd la muestra con H2O destilada estéril a 1 mL

* Adicién de 3 mL de solucion C e incubacién por 10 minutos a TA

* Adicién de 300 ul de solucion D e incubacion por 30 minutos a TA

* Se medio la absorbancia de todas las muestras a una longitud de onda de 740

nm.

Método de Bradford

Las cuantificaciones se realizaron determinando la concentracién a partir de una curva

estandar de albumina de suero bovino (BSA Pierce, no. Cat. 23209) llevandola a
concentraciones de 10, 25, 50 y 80 pg, y un control sin albumina, la curva de
calibracion se realizé por duplicado. La cuantificacion se realizé usando el reactivo Bio-
Rad Protein Assay Dye Reagent (no. Cat. 500-0006) anadiéndolo en los lisados a
cuantificar previamente diluidos en una relacion 1:1000 en H,O destilada estéril y
cuantificando su absorbancia a una longitud de onda de 595 nm.

6. Crosslinking quimico
Se realizé empleando DSP (dithiobis[succinimidylpropionate]); Thermo Scientific. (No.
Cat. 22585). Preparamos el crosslinker en solucion (STOCK al 25 mM en DMSO). Para
ello se pes6 10 mg de DSP y se disolviéo en 1mL de DMSO:

(0.025 mol/L) (0.001L) (404.42 g/mol) = 10 mg

Se adicionaron 1000 ug de lisado y se aforé con buffer CBB a 500 uL. (El buffer CBB
también funciona como buffer de reaccidon; es decir, sus componentes presentan
compatibilidad con el crosslinker). Se adicioné el crosslinker en stock para obtener una

concentracion final de5 mM:

(500 uL) (5 mM) / (25 mM) = 100 uL
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La mezcla se dejé incubando por 2 horas a 4°C y finalmente para bloquear la reaccién
se adiciono Tris pH 7.5 a una concentracion final de 50 mM dejando incubar en hielo

por 15 minutos.

7. Ensayo de Inmunoprecipitacion

Buffer IP

KCL 100 mM
HEPES-KOH pH7.6 20 mM
EDTA pH 8.0 1 mM
Glicerol 10%
Tritén X100 0.1%
PMSF 0.2 mM

Tableta inhibidora de proteasas Roche EDTA libre 1

Primero se preequilibraron 80 uL de la resina de Proteina G-Sepharosa resuspendida
en etanol centrifugando a 2,500 rpm a 4°C por 2 minutos, el sobrenadante (etanol) se
elimin6 desde el fondo del tubo usando doble punta. Se adicionaron 0.5 mL de buffer IP
frio a la resina para centrifugar nuevamente a 2,500 rpm a 4°C por 2 minutos y eliminar
el sobrenadante desde la superficie. Se adiciond 1 mL de buffer IP frio y se dejo
rotando 5 minutos a 4°C para equilibrar, nuevamente se centrifugd a 2,500 rpm a 4°C
durante 2 minutos y eliminamos sobrenadante desde el fondo con doble punta.
Después se llevo a cabo el preclear adicionando 1000 ug del lisado, incubando por 30
minutos en rotacion a 4°C, se centrifugd 2 minutos a 2500 rpm a 4°C para recuperar
unicamente el sobrenadante. La Inmunoprecipitacion se llevd a cabo con el
sobrenadante recuperado en una nueva resina equilibrada afadiendo 1ug del
anticuerpo seleccionado y se dejo rotando durante 2 horas a 4°C (si se requiere puede
rotarse durante toda la noche a 4°C). Finalmente se lavo la resina dejando los tubos en
posicion vertical sobre hielo para sedimentarla durante 15 minutos, posteriormente se
elimind el sobrenadante desde la superficie y se adicion6 1 mL de buffer IP dejandolo

sobre hielo otros 15 minutos nuevamente para sedimentar, el lavado se repitiéo una vez
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mas, se elimind el sobrenadante desde el fondo del tubo con doble punta y se

anadieron 45 ulLdel buffer de carga 2X.

8. Ensayo de Pull down con 'metil-GTP-Sepharose

Buffer CBB

KCL 100 mM
HEPES-KOH pH7.6 20 mM
EDTA pH 8.0 0.2 mM
Glicerol 10%
Triton X100 0.1%
PMSF 0.2 mM
B-Mercaptoetanol 7mM

Tableta inhibidora de proteasas Roche EDTA libre 1

Se preequilibré 80 uL de la resina de 'metil-GTP-Sepharosa resuspendida, para
centrifugar a 2500 rpm a 4°C durante 2 minutos. Se elimin6 el sobrenadante (etanol)
con la pipeta al fondo del tubo usando doble punta. Se adicion6é 1 mL de buffer CBB
frio, se centrifugd nuevamente a 2,500 rpm a 4°C por 2 minutos y eliminamos el
sobrenadante desde la superficie. Se le adiciond 1 mL de buffer CBB frio dejandolo
rotar por 5 minutos a 4°C para equilibrar. Posteriormente centrifugamos nuevamente a
2,500 rpm a 4°C por 2 minutos para elimina el sobrenadante desde el fondo con doble
punta. El Pull Down se realiz6 afiadiendo 1000 ug de lisado a la resina equilibrada y
anadiendo GTP 0.1mM dejando incubar durante 2 horas a 4°C. Finalmente se
realizaron los lavados de la resina dejando los tubos en posicién vertical en hielo para
sedimentar por 15 minutos. Se elimin6 el sobrenadante desde la superficie y se afadio
1 mL de buffer CBB frio dejandolo sobre hielo por 15 minutos (se repiti6é el lavado 2
veces mas). En el ultimo lavado se elimino el sobrenadante desde el fondo con doble

punta y se afiadieron 45 uL del buffer de carga 2X.
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9. Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE)

Preparacion del gel SDS-PAGE 15%:

Acrilamida 30% Tris 2 M pH 6.8
Bisacrilamida 0.3%

H20 SDS 20%
Tris2 M pH 8.8 APS 10%

Tris 2 M pH 8.8 TEMED

Buffer de carga 2X

SDS 4%
Glicerol 20%
Azul de bromofenol 0.2%
B-Mercaptoetanol 2%

Las muestras para el SDS-PAGE se resuspendieron en el buffer de carga 2X y se
calentaron por 5 minutos a 100°C, las resinas (IP, PD) se calentaron por 6 minutos. La
electroforesis se realizé a 100 V hasta que el colorante salio del gel.

10.Western blot

Buffer de Transferencia Solucién de lavado
Tris 25 mM TRIS pH7.6 1M
Glicina 250 mM NaCl 5M
SDS 0.1% EDTA 0.5M
Metanol 20% Tween-20 1%

Solucioén de blot

Se prepara con la solucién de lavado
Leche baja en grasas (svelty) 2%
*Anticuerpo

Las proteinas separadas por SDS-PAGE se electrotransfiieron a membranas de
nitrocelulosa. La transferencia se realiz6 acomodando el gel y la membrana de

nitrocelulosa como se muestra a continuacion:
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Se transfiri6 el gel entre 1 0 2 horas a 30 V en buffer de transferencia. Posteriormente,
se bloqueo la membrana con la solucion de blot sin anticuerpo y tras 1 hora se incubo
durante una hora a temperatura ambiente la membrana con la solucion de blot usando
el *anticuerpo deseado. Cuando el anticuerpo era acoplado a peroxidasa se incubo
durante 2 horas. La membrana se lavd con solucion de lavado por 15 minutos,
repitiendo el lavado dos veces mas para volver a incubar la membrana durante una
hora a temperatura ambiente con la solucion de blot con el anticuerpo secundado
acoplado a peroxidasa, nuevamente se realizaron 3 lavados y se reveldo por
quimioluminiscencia la presencia del anticuerpo siguiendo las indicaciones del Kit
Pierce ECL Western bid (Pierce). La quimioluminiscencia se detecté con el equipo LI-
COR C-DiGit Blot Scanner o con pelicula de rayos X BioMax XAR Film (Kodak).

11.Diluciones seriadas 1:10 de cultivos celulares

Se crecieron 2 mL de medio inoculado de la cepa deseada a 30°C durante una noche,
al dia siguiente en tubos eppendorf de 1.5 mL pesados previamente se centrifugd 1 mL
de cada cultivo a 14,000 rpm por un minuto y se elimind todo el sobrenadante,
posteriormente se pesaron nuevamente los tubos para estimar el peso del boton celular
y se diluy6é con H20O destilada estéril para que queden las células a una concentracion
de 0.02 g/ mL. Para realizar las diluciones seriadas se utilizd una placa de ELISA como

la que se muestra a continuacion:
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Dentro de los pozos (A2, A3, A4, A5, A6... B2, B3, B4, B5, B6...) se agregaron 135 uL
de H,O destilada estéril con pipeta multicanal, en el primer pozo de cada fila (A1, B1...)
se agregaron 150 uL de la solucién celular a 0.02 g/ mL, con pipeta multicanal se
tomaron 15 uL de cada primer pozo (A1, B1 ...) y se transfirieron al siguiente pozo (A2,
B2...) se homogenizd con la misma pipeta y este paso se repitié hasta la columna 6. Se
sumergio un replicador en los pozos de la placa y se imprimioé en las cajas con medio,
para esterilizar el replicador se sumergié en etanol y posteriormente fue flameado.
Finalmente, se dejaron creciendo las células a la temperatura deseada (22°C, 30°C y
37°C).

12.Curvas de crecimiento celular

Se saturd un precultivo de 2 mL durante una noche a 30°C de la cepa deseada para
inocular el medio. Una vez que se saturaron los precultivos se inocularon 125 mL de
medio nuevo con todo el precultivo saturado y se dejo crecer el cultivo durante una
noche a 30°C para saturar el cultivo. Posteriormente, se midid la ODggo del cultivo y se
ajustaron tres nuevos cultivos de 50 mL a las siguientes ODggo

* Cultivo 1: ODggo= 0.01
* Cultivo 2: ODggo= 0.1
e Cultivo 3; OD600= 1

El calculo que se realizo para ajustar las OD fue el siguiente:

0.01 (50 mL)
0D600 del cultivo saturado

= mL de precultivo para inocular
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Cuando se inocularon los tres cultivos se midio la ODegoo para verificar que el medio si
estuviera en la OD correcta y se incubaron a 30°C. Posteriormente se midio la ODegoo
cada hora hasta que el cultivo 1 llego a una ODggg igual al cultivo 2 y el cultivo 2 llegé a

una ODggg igual al cultivo 3. Finalmente se graficaron los resultados.
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X. RESULTADOS

En condiciones de crecimiento estandar Med9 se encuentra en la fracciéon
nuclear y elF4E en las fracciones nuclear y citoplasmica

Comenzamos preguntandonos en qué fraccidon celular se esta llevando la interaccion
de elF4E y Med9 in vivo, ya que, como se ha mencionado anteriormente, elF4E tiene
importantes roles tanto fuera como dentro del nucleo, mientras que el papel de Med9
se ha descrito principalmente dentro nucleo. En 2012 Dastidar et al. describieron que,
en respuesta a la hipoxia y rapida reoxigenacién, Med9 se relocaliza en el citoplasma
(Dastidar et al., 2012), este trabajo es el primero en describir la relocalizacion de Med9
ya que anteriormente unicamente se sabia de su papel como miembro del MC.

Para identificar la localizaciéon celular de estas proteinas estandarizamos un
protocolo para la separacion de las fracciones nuclear y citosolica empleando una cepa
de S. cerevisiae, baja en proteasas (JDC123). Comenzamos dejando crecer la levadura
en cultivo YPD a una OD600= 0.9-1.0, para la lisis elegimos un método mecanico con
perlas de vidrio (.5mm) durante 10 minutos a 4°C en buffer CBB suplementado (véase
en materiales y métodos) que incluia deoxicolato de sodio 0.1mM para lisar la pared
celular, separamos las fracciones celulares a una velocidad de 13,000 rpm durante 25
minutos. Utilizamos dos controles para comprobar que dichas fracciones no estuvieran
contaminadas: Histona 4 (H4) como control de pureza citosdlica y Glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH) como control de pureza nuclear. El resultado del ensayo
usando esta metodologia no fue satisfactorio ya que, aunque logramos enriquecer cada
una de las fracciones celulares no logramos una separacion limpia, las proteinas de
control de pureza se encontraban en ambas fracciones (Figura 6A). Asi que para
optimizar el protocolo de separacién realizamos un par de modificaciones, utilizamos la
misma OD600= 0.8-0.1, conservamos el método mecanico con perlas de vidrio (.5mm)
para lisar disminuyendo el tiempo de lisis a 3 minutos y cambiamos a un buffer menos
agresivo para trabajar (Buffer A), separando las fracciones celulares a la misma
velocidad, 13,000 rpm durante 25 minutos. En esta ocasion logramos aislar la fraccion

citosolica, sin embargo, la fraccion nuclear aun se encontraba contaminada (Figura 6B).
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Finalmente, el ensayo que nos dio el mejor resultado fue al realizar un aumento en la
ODG600 del cultivo a 1.2-1.4 conservando el método de lisis durante 3 minutos con
buffer BA y separando las fracciones celulares a 13,000 rpom durante 25 minutos (véase
el protocolo final “Separacion de extractos nucleares y citoplasmicos de S. cerevisiae”
en materiales y métodos). Como se puede ver en la Figura 4C, logramos separar con
gran eficiencia la fraccion nuclear y citosolica de la cepa JDC123 sin tener
contaminacion proteica de alguno de nuestros controles (G6PDH y H4).

Para identificar la localizacion celular de Med9 y elF4E, utilizamos dos cepas de
S. cerevisiae, una con Med9 marcado con el epitope V5 (Med9-V5) y otra con elF4E
con el epitope HA (elF4E-HA) a las que llamamos 923 y 1165 respectivamente. Ambas
con el gen enddgeno respectivo deletado expresando los genes a partir de plasmidos.
En estas cepas se llevo a cabo el protocolo previamente concretado, sin embargo,
notamos que ambas requerian un ajuste para aislar adecuadamente la fraccion
nuclear. En la tabla 1 se muestran las condiciones especificas para la separacion de
las fracciones celulares de las cepas utilizadas para este trabajo mientras que en la
Figura 7 se pueden ver los resultados de la separacion de las fracciones celulares en

diferentes cepas con sus condiciones especificas.
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Figura 6. Estandarizacion de separacidon de fracciones celulares en una cepa baja en
proteasas. A) Ensayo a una ODgo= 0.9-1.0 usando 50 mL de medio, lisis mecanica con perlas
de vidrio por 10 en buffer CBB suplementado, separando las fracciones a 13,000 rpm durante
25 minutos. Tanto la fraccién citosolica (C) como la nuclear (N) se encuentran contaminadas
con los controles de pureza. B) Ensayo con disminucion del tiempo de lisis (3 minutos) y
cambio de buffer (Buffer A). Se logré aislar la fraccion citosélica (C) con la fraccion nuclear (N)
contaminada. C) Protocolo final de separacién de fracciones celulares, aumento a una
ODgo=1.2-1.4 del cultivo celular. Fracciones celulares aisladas. Se muestran Western blots
(WB) usando los anticuerpos indicados a la izquierda de cada blot y lisados nucleares o
citoplasmicos de las cepas indicadas.

Tabla 3. Condiciones especificas para la separacion de las fracciones celulares por

cepa. La composicién del buffer BA* se puede ver en materiales y métodos.

Cepa ODsoo Buffer Tiempo de lisis
JDC123 1.2-14 BA* 3 minutos
wt 1.2-1.4 BA* 3 minutos
922/923 1.4-1.6 BA* 3 minutos

1165 1.4-1.6 BA* 2 minutos
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Figura 7. Separacion de fracciones celulares bajo las respectivas condiciones de cada
cepa. A) Separacion en la cepa 923 a una ODgy=1.4 de 50 mL de medio de cultivo. Se lis6
durante 3 minutos. B) Separacion en la cepa 71165 a una ODgyp=1.6 lisando durante 2 minutos.
C) Separacion en la cepa wt a una ODggp=1.2 lisando durante 3 minutos. Fracciones celulares
aisladas. Se muestran Western blots (WB) usando los anticuerpos indicados a la izquierda de
cada blot y lisados nucleares o citoplasmicos de las cepas indicadas.

Bajo las condiciones especificas para la separacidén de las fracciones celulares
de las cepas Amed9 <pvTURA3-Med9-V5> (923) y AelF4E <p301-elF4E-HA> (1165)
observamos que la localizacion celular de Med9 y elF4E coincide con la informacion
previa. Med9 unicamente se encuentra dentro de nucleo en condiciones normales de
crecimiento (Figura 8A) y respecto a elF4E ocurrié lo mismo, ya que encontramos a
esta proteina en el citoplasma principalmente y una pequefia porcion se puede
observar dentro del nucleo (Figura 8B).
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Figura 8. Localizacion celular de Med9 y elF4E en S. cerevisiae. A) Med9-V5 se localiza
unicamente en el nucleo (N) en condiciones de crecimiento estandar (2% Glucosa, 30°C, ODeggo
= 1.5). B) elF4E-HA se localiza en el citoplasma y una pequefia fraccién dentro del nucleo (N)
en condiciones de crecimiento estandar (2% Glucosa, 30°C, ODgy = 1.0). Se muestran
Western blots (WB) usando los anticuerpos indicados a la izquierda de cada blot y lisados
nucleares o citoplasmicos de las cepas indicadas.

La cantidad de elF4E es muy reducida en los lisados nucleares y requiere un
sistema de deteccién sensible a poca senal al realizar WB

Con la premisa de que ambas proteinas (elF4E y Med9) se encuentran en la fraccion
nuclear en condiciones estandar (2% Glucosa, 30°C, ODegoo = 1.5), decidimos realizar
un ensayo de inmunoprecipitacion (IP) usando anticuerpo anti-V5 con la fraccion
nuclear de la cepa Amed9 <pvTURA3-Med9-V5> para detectar si la interaccion se esta
llevando a cabo dentro del nucleo, sin embargo notamos que no se observa a elF4E en
el control de lisado nuclear (input) y tampoco interactuando con Med9 (Figura 9A), asi
que decidimos repetir la IP con anticuerpo anti-V5 duplicando el tiempo de incubacion
pasando de dos a cuatro horas la incubacion de la resina Proteina G-sepharosa con el
anticuerpo anti-V5 y el lisado nuclear para aumentar la probabilidad de observar a
elF4E. Al realizar el WB obtuvimos el mismo resultado, no pudimos detectar a elF4E
(Figura 9B).
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Figura 9. elF4E no se observa en la fraccidon nuclear. A) IP de la fraccion nuclear usando
anticuerpo anti-V5, incubacion por 2 h de la resina Proteina G-sepharosa con anticuerpo anti-
V5 y el lisado nuclear. No se observa a elF4E en la fraccion nuclear. B) IP de la fraccion
nuclear usando anticuerpo anti-V5, incubacion por 4 horas de la resina Proteina G-sepharosa
con anticuerpo anti-V5 y el lisado nuclear. No se observa a elF4E en la fraccion nuclear. Se
muestran Western blots (WB) usando los anticuerpos indicados a la izquierda de cada blot y
lisados nucleares de las cepas indicadas.

Ya que se ha descrito que la cantidad de elF4E en S. cerevisiae dentro del
nucleo es significativamente menor respecto a la que se encuentra en el citosol (Lang.
et al.,1993) decidimos realizar un ensayo de Pull down (PD) con la resina ‘metil-GTP-
Sepharosa, que une especificamente a elF4E, para enriquecer la cantidad de elF4E
que pudiéramos tener en el lisado de la fraccidn nuclear y poder observar de esta
forma la interaccion, si es que esta ocurre dentro del nucleo, sin embargo, no pudimos
observar a elF4E (Figura 10A). Hicimos dos ensayos mas intentando enriquecer a
elF4E en la fraccidbn nuclear realizando un par de modificaciones. Realizamos
nuevamente un PD con la resina "'metil-GTP-Sepharosa, esta vez incubandola durante
toda la noche (14 horas) a 4°C con el lisado nuclear, no obstante, el resultado fue la
ausencia de elF4E en la fraccion nuclear (Figura 10B). Finalmente realizamos PD con
la resina "metil-GTP-Sepharosa incubandola durante dos horas con el lisado nuclear,

esta vez realizando previamente al PD un crosslinking quimico con DSP a una
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concentracion de 5mM. El resultado fue el mismo, elF4E no se observa en la fraccion
nuclear (Figura 10C).

AMed9 AMed9
A <Med9-V5> B <Med9-V5>
S PD = PD
: Nucleos « Nucleos
WB 32  7mGTP WB 2  7meGTP
c c
= seph = seph
o elF4E o elF4E
a V5 o V5

C AMed9
<Med9-V5>
» PD
= Nucleos
WB 32  7mGTP
L= seph
o elF4E
a V5

Figura 10. Al realizar PD elF4E no se observa en la fraccién nuclear. A) PD 'metil-GTP-
Sepharosa con la fraccion nuclear, incubacién por 2 horas de resina y lisado nuclear. No se
observa a elF4E en la fraccion nuclear. B) PD ‘metil-GTP-Sepharosa con la fraccion nuclear,
incubacién overnight (14 horas) de resina y lisado nuclear. No se observa a elF4E en la
fraccion nuclear. C) PD ’‘metil-GTP-Sepharosa con la fraccion nuclear +DSP 5mM,
incubacién por 2 horas de resina con lisado nuclear. No se observa a elF4E en la fraccion

nuclear. Se muestran Western blots (WB) usando los anticuerpos indicados a la izquierda de
cada blot y lisados nucleares o totales de las cepas indicadas.
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El hecho de no poder observar a elF4E en los lisados nucleares al realizar WB
con el anticuerpo anti-elF4E, nos hizo suponer que el impedimento para detectarlo
podria ser por cuestiones de sensibilidad del anticuerpo o nuestro sistema de revelado
usando el LI-COR C-DiGit Blot Scanner. Debido a que el anticuerpo para detectar
elF4E fue generado previamente en el laboratorio, decidimos realizar dos ensayos por
duplicado de PD con "metil-GTP-Sepharosa, usando lisados totales de la cepa wt y la
cepa AelF4E <p301-elF4E-HA>, revelando un ensayo con LI-COR C-DiGit Blot
Scanner y el duplicado revelandolo con soluciones reveladores sobre pelicula de rayos
X en cuarto obscuro.

En el ensayo que se realiz6 con la cepa wt hicimos un WB con el anticuerpo anti-
elF4E que al revelar sobre pelicula derayos X en cuarto obscuro reconocio
adecuadamente a la proteina (Figura 11A). En el ensayo donde usamos la cepa
AelF4E <p301-elF4E-HA> realizamos un WB con anticuerpo anti-elF4E que al revelar
sobre pelicula de rayos X observamos el reconocimiento adecuado de elF4E y al
realizar un WB usando un anti-HA observamos una banda al mismo peso que las
anteriores (Figura 11B). Con este ensayo inferimos que el anticuerpo si reconoce
adecuadamente a elF4E y que el LI-COR C-DiGit Blot Scanner es poco sensible para
detectar la sefal de esta proteina cuando se encuentra en pocas cantidades como en
el input o la fraccidn nuclear ya que en los WB que se revelaron en paralelo con este
equipo no pudimos observar sefial en los inputs del ensayo en paralelo que se realiz6 a
los resultados de la Figura 9.

Por esta razon en la mayoria de nuestros blots no se puede observar la sefal de
elF4E en los inputs o al realizar PD "metil-GTP-Sepharosa con la fraccién nuclear, pero

si cuando se realiza un PD "metil-GTP-Sepharosa son los lisados totales.
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Figura 11. elF4E es reconocido por el anticuerpo producido en el laboratorio. A) Pull
down (PD) con resina ‘metil-GTP-Sepharosa del lisado total de la cepa wt crecida en un medio
con glucosa al 2%, posterior Western blot y revelado sobre pelicula derayos X.
Reconocimiento de elF4E por el anticuerpo anti-elF4E producido en el laboratorio. B) Pull down
(PD) con resina 'metil-GTP-Sepharosa del lisado total de la cepa AelF4E <p3071-elF4E-HA>
crecida en un medio con galactosa al 2%, posterior Western blot y revelado sobre pelicula
de rayos X. Reconocimiento de elF4E por el anticuerpo anti-elF4E producido en el laboratorio y
por un anti-HA comercial.

El complejo Med9—elF4E se forma en presencia de rafinosa, pero no de glucosa
Debido a que existia un antecedente del 2002 donde Ho et al. observaron un complejo
compuesto por elF4E, Med9 y Por1 creciendo la levadura en medio con rafinosa,
decidimos usar las mismas condiciones de crecimiento empleadas y la metodologia
para obtener el lisado total utilizando la cepa Amed9 <pvTURA3-Med9-V5>.
Realizamos una IP usando el anticuerpo anti-V5. En paralelo, realizamos un PD con la
resina 'metil-GTP-Sepharosa.

Al realizar ambos ensayos creciendo la levadura en 50 mL de cultivo con
rafinosa al 2%, pudimos observar la formacion del complejo Med9—elF4E a una ODgo
= 1.4 (Figura 12B). No obstante, cuando replicamos el mismo ensayo creciendo la
levadura en presencia de glucosa al 2% no se formo el complejo (Figura 12A).
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Figura 12. Formacién del complejo Med9—elF4E en el crecimiento celular con rafinosa.
A) Las células se crecieron en medio con glucosa al 2%. No se observé interaccion de Med9-
V5 con elF4E enddgeno. B) Crecimiento celular en medio con rafinosa al 2%. Se observo
interaccion de Med9-V5 con elF4E enddégeno. Se muestran Western blots (WB) usando los
anticuerpos indicados a la izquierda de cada blot y revelando con LI-COR C-DiGit Blot Scanner.
Se emplearon lisados totales de las cepas indicadas.

El complejo Med9—elF4E se forma en presencia de rafinosa o galactosa e
interactua con Por1

El resultado anterior, donde pudimos observar el complejo Med9—elF4E en un medio
con rafinosa nos hizo preguntarnos si la capacidad de integrar multiples sefiales sobre
el tipo de fuente de carbono durante el crecimiento celular era un determinante en la
formacion del complejo Med9—elF4E. Por ello, decidimos probar una fuente de
carbono mas, la galactosa. En este ensayo, incluimos ademas de galactosa las dos
fuentes de carbono probadas anteriormente al 2% mediante PD "metil-GTP-Sepharosa.
Al realizar la IP anti-V5 observamos la formacion del complejo Med9—elF4E cuando se
crece el cultivo en un medio con galactosa y comprobamos la interaccién cuando la
fuente de carbono es rafinosa (Figura 13), nuevamente no observamos la interaccion
en glucosa.
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Figura 13. El complejo Med9—elF4E se observé en presencia de galactosa y rafinosa. Se
realizaron IP usando anticuerpos anti-V5 con lisados totales de las cepas con el genotipo
mostrado. Las células se crecieron en medio con glucosa al 2%, galactosa al 2% y rafinosa al
2%. Se observo interaccion de Med9-V5 con elF4E enddgeno en los ensayos realizados con
los lisados de galactosa y rafinosa. Se muestran Western blots (WB) usando los anticuerpos
indicados a la izquierda de cada blot y revelando con LI-COR C-DiGit Blot Scanner.

Debido a que Ho et al. (2002) reportaron que en el complejo que identificaron
entre Med9 y elF4E también se encuentra la porina mitocondrial 1 (Por1), sentimos
curiosidad por comprobar si esta proteina también se encuentra en el complejo en otra
fuente de carbono, para ello replicamos el ensayo con lisados totales de la cepa Amed9
<pvTURA3-Med9-V5>, realizando PD con la resina "metil-GTP-Sepharosa probando
las tres fuentes de carbono anteriormente seleccionadas para hacer un Western blot
utilizando un anticuerpo anti-Por1.

Nuestros resultados indican que cuando elF4E y Med9 interaccionan Por1
también se encuentra unida a elF4E, sin embargo, Por1 no puede unirse a elF4E en
glucosa, curiosamente la fuente de carbono donde el complejo Med9—elF4E no se
observa (Figura 14).



55

AMed9
<Med9-Vv5>

PD
7-Methyl GTP seph

Q
S a a

g g 8

WB 5] @ &

- © ©

U U =

aelF4E ™ - - —
a Vs — —
- ——

a POR1 -

Figura 14. El complejo Med9—elF4E se observé en presencia de galactosa y rafinosa. Se
realizaron Pull down con lisados totales de la cepa con el genotipo mostrado. En las fuentes de
carbono donde se observa el complejo Med9—elF4E la proteina Por1 también se encuentra
presente. Se muestran Western blots (WB) usando los anticuerpos indicados a la izquierda de
cada blot.

Rafinosa y galactosa retrasan el crecimiento de la cepa Amed9

Para comparar el crecimiento de la cepa Amed9 en galactosa, rafinosa y glucosa se
realizaron curvas de crecimiento en dichas fuentes de carbono a temperatura estandar
de crecimiento (30°C) y en agitacion constante. Se grafico el incremento de la ODgoo
del cultivo respecto al tiempo para identificar las fases de crecimiento de los diferentes
cultivos (Figura 15).

Al comparar los graficos, identificamos que mientras en glucosa se lleg6 a la
fase estacionaria a las 12 horas, curiosamente las fuentes de carbono donde se
observa la interaccion Med9—elF4E, rafinosa y galactosa, se retraso la llegada a a la
fase estacionaria a 15 y 16 horas respectivamente (Figura 15 B-15C). Las tablas con

los datos originales de las curvas de crecimiento se muestran en el Anexo 1.
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Figura 15. Curvas de crecimiento de la cepa Amed9 en medios con rafinosa, galactosa y
glucosa. A) Crecimiento en un medio con glucosa. Se llegd a la fase lag a las 6 horas y a la
fase estacionaria a las 12 horas. B) Crecimiento en un medio con galactosa. Se lleg6 a la fase
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lag a las 9 horas y a la fase estacionaria a las 16 horas. C) Crecimiento en un medio con
rafinosa, se llega a la fase lag a las 9 horas y a la fase estacionaria a las 15 horas.

El fenotipo de la cepa Amed9 se afecta por la fuente de carbono

Para evaluar si la fuente de carbono disponible afecta el fenotipo de la delecién de
MED9 reportado en glucosa a temperatura estandar de crecimiento (30°C),
Temperatura ambiente (22°C) y heat shock (37°C). Las sensibilidades de temperatura
de la cepa wt se compararon con MED9 nulo (Amed9) mediante diluciones seriadas
con la cepa sobre las 3 fuentes de carbono en las que previamente probamos la
interaccion. Nuestros resultados indican que el fenotipo de la delecion de Med9
reportada en glucosa se mantiene en rafinosa y galactosa, disminuyendo su

crecimiento respecto a la cepa wt (Figura 16).
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Figura 16. El fenotipo de la delecion de Med9 se ve afectado de igual forma en las
tres fuentes de carbono probadas. Se crecieron la cepa wt y Amed9 en placas de agar
YPD, YPRaf, YPGal y cada placa se incubé durante 2 dias a la temperatura estandar (30°C),
cold shock (22°C) y heat shock (37°C). En la parte derecha de cada panel, se muestran la

cepa y la fuente de carbono.
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Xl. DISCUSION

Med9 es una de las 25 proteinas que forman el MC de S. cerevisiae, y pocos son los
estudios que se han realizado para cada una de estas subunidades. Las proteinas
Med15 y Med17 de S. cerevisiae cuyo rol se limitaba a ser estructural dentro del MC,
se demostrd que al crecer la levadura en galactosa, estas interactuan con Gal4 y dicha
interaccidn es importante para la activacion de genes GAL (Bjorklund & Gustafsson,
2005). En esta tesis demostramos que Med9 tiene un rol que va mas alla de formar
parte de la estructura del MC, ya que como se puede ver en la Figura 13, cuando
crecimos la levadura en un medio con galactosa o rafinosa, pudimos observar mediante
experimentos de inmunoprecipitacion que Med9 interacciona con elF4E. Dicha
interaccidn es interrumpida cuando crecimos la levadura en un medio con glucosa.

Cuando la glucosa es accesible, S. cerevisiae prefiere un metabolismo
fermentativo a pesar de la presencia de oxigeno y reprime la respiracion, el uso de
fuentes alternativas de carbono y la gluconeogénesis (Kayikci & Nielsen, 2015). Esta
represion catabdlica se transmite a la maquinaria celular mediante una gran cantidad
de interacciones proteicas reguladoras entrelazadas, también llamadas vias de
sefializacion (Timson, 2007). La galactosa es utilizada por S. cerevisiae mediante su
conversion a glucosa-6-fosfato en una reaccion catalizada por las enzimas de la via de
Leloir (Frey, 1996). Este circuito es regulado mediante la expresion de los genes GAL,
controlados por una red que implica actividades de activacion y represion, de los genes
reguladores especificos GAL3, GAL4y GAL80 (Timson, 2007).

La importancia de las interacciones proteicas para la regulacion del metabolismo
de azucares en S. cerevisiae es esencial, y en esta tesis demostramos que para la
formacion del complejo in vivo Med9—elF4E la levadura debe crecer en medios que
activen la expresion de genes GAL. La rafinosa, una fuente de carbono donde también
observamos la formacion del complejo Med9—elF4E in vivo (Figura 13), aumenta
~1000 veces los niveles de expresion del gen GAL1 por encima del nivel observado en
presencia de glucosa, una estimulacion que se debe principalmente a la actividad de
Gal4 (Sood & Brickner, 2017).

Como se ha mencionado ya, una gran cantidad de interacciones proteicas
regulan la activacion de los genes GAL en S. cerevisiae para metabolizar azucares
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como rafinosa y galactosa. En esta tesis describimos la formacion de complejos que no
se forman en presencia de glucosa e involucren proteinas del MC. A medida que mas
estudios se realicen para dichas proteinas es muy probable que encontremos mas
interacciones involucradas en el metabolismo de azucares.

La delecion del gen Med9 parece afectar el crecimiento en rafinosa y galactosa
comparando con las levaduras que crecen en glucosa a diferentes temperaturas, como
se muestra en la Figura 16, galactosa y rafinosa retardan la llegada a la fase lag y
exponencial de crecimiento asi como la fase de adaptacion a la fuente de carbono que
en glucosa resulto de 5 horas, en el dichas fuentes de carbono se alarga hasta 9 horas,
ademas como se observa en la Figura 17, el fenotipo se afecta ligeramente en
galactosa y rafinosa, disminuyendo el crecimiento, sugiriendo que su interaccion con
elF4E esta involucrada en el crecimiento de la levadura en medios con galactosa y
rafinosa. Otra evidencia que apunta a que la formacion del complejo Med9—elF4E se
encuentra involucrado en el metabolismo de azucares es la presencia de la proteina
mitocondrial Por1 en este complejo. Por1 es parte del canal anionico dependiente del
voltaje mitocondrial, y juega un papel clave en la mediacion de la permeabilidad de la
membrana externa mitocondrial a pequefios metabolitos, incluidos ATP, ADP y AMP;
ademas, Por1 contribuye al control positivo de la proteina quinasa Snf1. Estudios
apuntan a que la activacion de Snf1 se correlaciona con una mayor proporcién de
AMP-ATP in vivo, y, se demostré que el ADP protege a Snf1 de la defosforilacién en su
treonina in vitro. Con base en ello se sugirid que el complejo Snf1 con las porinas
mitocondriales de levadura responde a niveles absolutos de ADP en lugar de a las
relaciones ADP-ATP, sugiriendo que la capacidad de interactuar con las proteinas POR
y la proximidad a la superficie mitocondrial podria colocar a Snf1 en una posicion ideal
para detectar la limitacion de glucosa/energia. Por ejemplo, a medida que disminuyen
los niveles de glucosa, los niveles de ADP podrian aumentar mas bruscamente en la
superficie mitocondrial, por lo que es un buen lugar para monitorear cambios en la
concentracion de precursores energéticos (Strogolova et al, 2012).

Se requiere a Snf1 para promover la expresion de muchos genes represibles por
glucosa en S. cerevisiae, y esta demostrado que las cepas que portan una mutacion en
Snf1 no pueden crecer en galactosa o rafinosa (Celenza & Carlson, 1984). Se cree que
Snf1 interactia con Por1 para detectar la limitacion de glucosa/energia, ya que a
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medida que disminuyen los niveles de glucosa, los niveles de ADP aumentan en la
superficie mitocondrial, por lo que alli inicia la sefializacién para la activacion de genes
reprimidos (Strogolova et al, 2012). Recientemente se ha reportado en
Arabidopsis thaliana un homoélogo de Snf1 de S. cerevisiae que inhibe la traduccion al
fosforilar elF4E (Bruns et al, 2019).

Como se puede observar en la Figura 14, Por1 forma un complejo proteico con
elFAE y Med9 unicamente cuando la levadura crece en presencia de galactosa o
rafinosa. Estas fuentes de carbono son precisamente en las que Por1 se involucra en la
regulacion de activacion de genes GAL a través de su interaccion con Snf1.

Con los datos obtenidos en esta tesis, junto con las observaciones hechas por
otros grupos de investigacion aqui mencionadas, proponemos un modelo en el que
cuando la levadura requiere metabolizar galactosa y rafinosa, elF4E se une a Med9 e
interaccionan con Por1 adosados a la membrana mitocondrial externa, y este complejo
coopera en la sefializacion para la activacion de genes GAL ya que elF4E, Med9 y Snf1

pueden internarse en el nucleo activando la expresion de dichos genes (Fig. 16).
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Figura 17. Modelo de la formacion del complejo Med9—elF4E en galactosa y
rafinosa. Arriba se muestra la localizacion de las proteinas cuando la levadura crece en
glucosa. Abajo se muestra la formacion del complejo Med9—elF4E—Por1 al crecer la levadura
en galactosa o rafinosa, proponemos que el complejo se forma adosado a la membrada
externa mitocondrial donde regularia algun paso de la expresion de los genes reprimidos por

glucosa.
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Un dato adicional que refuerza el modelo propuesto en este trabajo, es el hecho
de que en el screening gendmico por doble hibrido (datos aun no publicados) se
encontré que elF4E forma un complejo con Stf2; Esta proteina de localizacion
mitocondrial, ademas de sus propiedades antioxidantes, es uno de los dos factores
estabilizadores de la FOF1-ATPasa mitocondrial inactiva, uniéndose al sector FO de la
ATPasa y facilitando la accién inhibitoria de Inh1p y Stf1p; La localizacion de esta
proteina y su interaccién con elF4E sugiere que si bien elF4E podria aproximarse a la
mitocondria para formar complejos, elF4E podria estar involucrado en la sefalizacion
de procesos respiratorios y/o metabdlicos.

Como se ha mencionado anteriormente elF4E es una proteina multifuncional
cuyos roles en el metabolismo del RNA en diversos organismos continuan
descubriéndose. En esta tesis describimos un rol para esta proteina completamente
novedoso ya que hasta el momento no hay reportes de elF4E como parte de la
sefalizacion para el metabolismo de azucares. Nuestras observaciones son el primer
reporte de la participacion de elF4E y de Med9 en el cambio de la utilizacién de fuente
de carbono.

Aunque las observaciones experimentales que hicimos en esta tesis apuntan
claramente a que el complejo Med9—elF4E esta involucrado en el metabolismo de
azucares, aun queda mucho por dilucidar; por ejemplo, falta comprobar
experimentalmente como es que el complejo Med9—elF4E—Por1 podria intervenir en
la expresion de genes reprimidos por glucosa in vivo y si Snf1 podria estar involucrado
en el complejo. Asimismo, falta comprobar que el complejo Med9—elF4E—Por1
efectivamente se forma adosado a la membrana externa de la mitocondria. Una
explicacion alternativa es que el complejo Med9—elF4E—Por1 se forme en el citosol o
en el nucleo. Finalmente, también hay que dilucidar experimentalmente el papel de
elF4E y Med9 en el complejo Med9—elF4E—Por1.
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Xll. CONCLUSIONES

Se identificaron dos condiciones especificas de fuentes de carbono bajo las que se
observa la formacion del complejo Med9—elF4E in vivo: Rafinosa y galactosa. Ademas
se demostro que la formacion de dicho complejo no ocurre cuando la levadura crece en
medios con glucosa y también identificamos que la porina mitocondrial Por1 se
encuentra formando parte del complejo uniendose a elF4E.

Xlll. PERSPECTIVAS

1. Se debe comprobar si Med9 y elF4E se relocalizan cuando Saccharomyces
cerevisiae crece en galactosa y rafinosa.

2. Es necesario que en el futuro se compruebe si el complejo Med9—elF4E—Por1
se forma adosado a la mitocondria como proponemos en este trabajo, o, si la
interaccidn ocurre en el citosol o nucleo de la levadura.

3. También se debe definir experimentalmente como es que el complejo Med9—
elF4E—Por1 podria intervenir en la expresidn de genes reprimidos por glucosa
in vivo

4. Comprobar si Snf1 esta involucrado en el complejo Med9—elF4E—Por1
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GLUCOSA cepa Amed9 GLUCOSA cepa wt
EXP1 EXP2 EXP3
HORAS oD oD oD HORAS oD
0 0.028 0.016 0.019 0 0.01
2 0.042 0.043 0.027 2 0.019
4 0.053 0.049 0.058 4 0.068
5 0.071 0.079 0.069 5 0.187
6 0.099 0.121 0.098 6 0.358
7 0.155 0.173 0.158 7 0.469
8 0.219 0.294 0.22 8 0.724
9 0.374 0.489 0.381 9 1.106
10 0.552 0.708 0.588 10 1.308
11 0.803 0.918 0.874 11 1.406
12 1.108 1.112 1.12 12 1.418
13 1.191 1.205 1.197 13 1.42
14 1.226 1.227 1.229 14 1.424
15 1.25 1.238 1.253 15 1.431
16 1.274 1.256 1.28 16 1.452
17 1.303 1.275 1.294 17 1.455
18 1.322 1.294 1.312 18 1.457
19 1.347 1.313 1.327 19 1.477
20 1.37 1.334 1.343 20 1.477
22 1.429 1.375 1.395 22 1.477
24 1.5 1.422 1.437 24 1.479




GALACTOSA cepa Amed9 GALACTOSA cepa wt
EXP1 EXP2 EXP3
HORAS oD oD oD HORAS oD

0 0.019 0.012 0.008 0 0.012
2 0.027 0.025 0.012 2 0.015
4 0.029 0.032 0.023 4 0.022
5 0.033 0.048 0.041 5 0.036
6 0.044 0.072 0.05 6 0.045
7 0.067 0.084 0.058 7 0.051
8 0.087 0.097 0.064 8 0.073
9 0.102 0.115 0.074 9 0.087
10 0.14 0.132 0.096 10 0.09
11 0.16 0.189 0.132 11 0.099
12 0.222 0.279 0.199 12 0.193
13 0.315 0.383 0.358 13 0.391
14 0.492 0.601 0.546 14 0.608
15 0.711 0.823 0.775 15 0.884
16 0.987 1.034 1.027 16 1.141
17 1.099 1.104 1.123 17 1.23
18 1.143 1.157 1.172 18 1.266
19 1.175 1.2 1.215 19 1.285
20 1.188 1.223 1.248 20 1.3

22 1.21 1.259 1.281 22 1.317
24 1.228 1.271 1.305 24 1.321
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RAFINOSA cepa Amed9 RAFINOSA cepa wt
EXP1 EXP2 EXP3
HORAS oD oD oD HORAS oD
0 0.009 0.01 0.016 0 0.011
2 0.021 0.025 0.018 2 0.015
4 0.029 0.035 0.03 4 0.022
5 0.035 0.045 0.035 5 0.03
6 0.05 0.057 0.042 6 0.046
7 0.063 0.063 0.054 7 0.054
8 0.072 0.082 0.061 8 0.068
9 0.096 0.109 0.079 9 0.079
10 0.161 0.188 0.117 10 0.133
11 0.268 0.291 0.216 11 0.216
12 0.434 0.496 0.39 12 0.397
13 0.625 0.754 0.698 13 0.698
14 0.789 0.95 0.891 14 0.904
15 0.997 1.104 1.027 15 1.161
16 1.072 1.159 1.122 16 1.235
17 1.09 1.171 1.155 17 1.252
18 1.106 1.183 1.164 18 1.253
19 1.118 1.188 1.169 19 1.259
20 1.123 1.195 1.173 20 1.266
21 1.134 1.202 1.181 22 1.28
22 1.151 1.204 1.193 24 1.297
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