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RESUMEN

Uno de los genes implicados en la regulacion del ciclo celular es el gen psif. Este gen tiene un
patron de expresion transcripcional circunscrito a la transicion G2/M del ciclo celular, y su ausencia
desacopla la division. Tales hechos indican, que la expresion de psif es requerida solo para esta etapa
de transicion durante el ciclo y es indispensable para la progresion normal del mismo. La induccion de
psif en cultivos celulares inhibe la sintesis de proteinas especifica de la transicion de G2 a M y ante
esta funcion inhibidora y su esencialidad en el ciclo celular, resulta de vital importancia conocer la
manera en que la proteina PSIF es regulada. Mediante analisis bioinformaticos de la secuencia
aminoacidica de PSIF se encontraron sitios probables de fosforilacion por distintas cinasas implicadas
en la regulacion del ciclo celular, lo cual sugiere que la proteina PSIF es fosforilada por alguna de
estas cinasas. Como primer paso, se realizo la sucblonacion del gen psif en vectores de alta expresion
en Escherichia coli (Topl0) y Schizosaccharomyces pombe (TCP1). Posteriormente, se indujo la
expresion del gen en cultivos celulares de ambas cepas para el analisis de la proteina recombinante por
medio de ensayos de electroforesis desnaturalizante e inmunodeteccion. Al intentar sobreexpresar la
proteina PSIF de humano en cultivos de levadura, se encontré que la proteina no pudo ser inducida
mas alla de los niveles de expresion basal, sin obtener un efecto negativo en el crecimiento celular.
Dicho efecto se corrobord por analisis de densidad dptica en espectrofotometria a 600 nm, encontrando
una reduccion del 75% en el crecimiento celular de S. pombe en las muestras que contienen el gen psif,
ya sea induciendo o no su expresion. Dicho resultado es congruente con la funcién inhibidora de la
proteina sobre la sintesis de proteinas y esencialidad en la regulacion del ciclo celular. Ante la
imposibilidad de sobreexpresar y purificar la proteina PSIF, lo cual permitiera realizar un ensayo de
fosforilacion in vivo, se disefio un ensayo de fosforilacion in vitro que permitié determinar que la
proteina PSIF de Humano es fosforilada por el complejo CDKl/ciclinaB (MPF), el cual es un

regulador universal de la transiciéon G2/M en eucariontes.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

Todos los organismos estan formados por células como su unidad fundamental. Las células
poseen un parecido elemental entre sus componentes quimicos y actividades metabolicas y se originan
por division a partir de células preexistentes. Asi, el proceso de la vida es continuo y debe existir una
renovacion de manera que este evento pueda repetirse una vez mas. Cada célula inicia la vida a partir
de la division celular de una célula preexistente, de manera tal que las células que crecen y se dividen
pueden describirse en términos de ciclo de vida o ciclo celular. El ciclo celular es el periodo que va del
inicio de una division al inicio de la siguiente y se representa en diagramas circulares de lapso variable
en células eucariontes de crecimiento activo. Al ser el ciclo celular el responsable primario de la

perpetuacion de la vida, resulta de interés revisar el control de dicho proceso.

1.1 CICLO CELULAR

El ciclo celular se divide en cuatro fases consecutivas: la fase M corresponde a la division
celular mitotica, y las fases G1 (“gap”, intervalo), S y G2 constituyen el tiempo de biosintesis activa
denominado interfase (Fig. 1). La replicacion del DNA ocurre durante la fase S ( sintesis), y estd
separada de la mitosis por la fase de pre-replicacion G1 y la fase de post-replicacion premitotica G2
(Lewin 2000). Este arreglo permite que la entrada a los procesos criticos de replicacion del DNA y la

mitosis sean controlados de manera precisa.

Durante la primera fase de intervalo G1, la célula entra en un periodo de crecimiento en el cual
se sintetizan proteinas, lipidos, carbohidratos, RNA y otras moléculas celulares. Asimismo, se
presenta el primer punto de control del ciclo celular, denominado START en levadura y punto de
restriccion en células animales, que marca el momento en el cual la célula puede o no dividirse
tomando en consideracion estimulos externos (ej.: la disponibilidad de alimento) e internos (ej: masa
critica) que le permitan entrar en el proceso de division. De esta manera, queda asegurado que la célula
no iniciara la replicaciéon de DNA si no cuenta con sustratos suficientes para dar lugar a dos células

hijas al finalizar el ciclo. Durante esta fase la expresion de los genes asociados con la sintesis de DNA



se encuentra sobrerregulada, asimismo, son expresados y/o activados factores de regulacion requeridos
para dar inicio a la replicacion. G1 termina al iniciar, precisamente, la replicacion del DNA (Stein et

al., 2002).
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Figura 1. Ciclo celular. G1 corresponde a la primera fase de intervalo donde la célula aumenta su
biomasa; GO indica la salida de las células del ciclo celular; S indica la fase de sintesis de
DNA; G2 corresponde a la segunda fase de intervalo y finalmente M es la fase de division
celular mitdtica. Los puntos de control se indican en rojo.

La fase S inicia con la activacion transcripcional de genes esenciales para la duplicacion y el
empaquetamiento del material genético. Asi, ademas de la replicacion cromosdmica, en esta fase tiene
lugar la sintesis de histonas (H1, H4, H3, H2A y H2B) y otras proteinas cromosomales necesarias para

la adecuada conformacion del DNA en la cromatina (Ewen 2000).

La tltima etapa de la interfase, la fase G2 (segunda fase de intervalo), se caracteriza por la
sintesis de proteinas necesarias para la progresion a mitosis, entre las cuales destaca la tubulina que
dara lugar a los microtibulos que a su vez constituiran el huso mitotico. Durante esta fase también
ocurre la replicacion de los centriolos, las mitocondrias y otros organulos, asi como la sintesis de
factores reguladores y modificaciones estructurales de la cromatina que facilitan la condensacion de
los cromosomas (Stein et al., 2002). Un segundo punto de control tiene lugar en esta fase, cuyo
objetivo es asegurar que la célula no se divida hasta que los eventos previos necesarios hayan
concluido. Asi, se verifica que la replicacion del DNA sea correcta y no exista dafio al genoma, de

presentarse lesion gendmica, la siguiente fase correspondiente a la mitosis se pospone hasta que el



DNA sea reparado. Si no es posible reparar el dafio, la célula dara lugar a procesos de muerte celular
programada. Asi, se puede observar que cada punto de control representa un circuito de regulacion que
permite que el inicio de un evento en el ciclo celular dependa de la terminacion exitosa del proceso
anterior. Tales puntos de control ejercen una accién directa sobre los factores que median la progresion

a través del ciclo (Novak et al., 2002).

Al terminar la interfase, tiene lugar la Gltima fase del ciclo celular correspondiente a la division
mitotica donde los materiales duplicados se reparten en proporciones iguales entre las dos células
hijas. Durante la mitosis, se observa una serie de eventos caracteristicos que, a pesar de presentarse de
manera continua, son convencionalmente divididos en cuatro etapas: profase, metafase, anafase y
telofase. Durante la transicion de la metafase a la anafase, se presenta el primer punto de control de la
mitosis que verifica el adecuado ensamblaje del huso mitdtico. Un segundo punto de control se da
durante la telofase, cuyo objetivo es asegurar la posicion correcta del huso central donde se posicionara
el anillo contractil durante la citocinesis. La citocinesis o separacion de los dos territorios
citoplasmaticos es en ocasiones tomada como una fase mas del ciclo celular, pero de manera general se

ubica como la culminacion de la division celular (Nigg 2001).

Una vez finalizada la citocinesis, las células entran nuevamente a la fase G1 del ciclo celular y
pueden iniciar un nuevo ciclo de division o suspender su crecimiento. Las células que detienen su
ciclo celular después de la mitosis (M) y justo antes de la replicacion del DNA (S) se encuentran en la
fase GO (Fig.1). Algunas células tienen la capacidad de reingresar al ciclo mediante un estimulo, pero

otras se mantienen en GO (Lodish et al., 2002).

1.2 REGULACION DEL CICLO CELULAR

Los procesos moleculares que regulan la replicacion cromosomica y la division celular son
similares en células eucariontes, y esto ha contribuido al entendimiento de cémo estos eventos se
coordinan y controlan. Durante el inicio del ciclo celular se consideran diferentes aspectos: una senal
que indique el requerimiento y la posibilidad de generar una nueva célula, y las condiciones
ambientales externas. Esto implica diferentes niveles de control, asi como diferentes efectores de éste.

A continuacion revisaremos los puntos de control del ciclo celular y sus efectores.

1.2.1 CICLINAS Y CINASAS DEPENDIENTES DE CICLINAS (CDKs)



La progresion del ciclo celular es controlada en cuatro puntos de transicion: uno en la fase Gl
tardia, antes de la sintesis de DNA; un segundo en la transicion G2/M; y el tercero y cuarto durante la
mitosis (Fig. 1). La progresion a través de estos puntos de control es mediada por la activacion
secuencial de complejos heterodiméricos de proteinas cinasas conocidos como cinasas dependientes
de ciclinas (CDKs). Estos complejos CDKs constan de una subunidad catalitica CDK, y una
reguladora denominada ciclina. Las ciclinas reciben su nombre debido a su patron de expresion
transcripcional en forma periddica a lo largo del ciclo celular, a diferencia de las cinasas cuya
expresion se mantiene constante a través del mismo. Las proteinas CDKs monoméricas fosforilan
residuos de serina y treonina en proteinas “blanco” y tienen por si mismas una actividad reducida de
cinasa, por lo que su activacion completa requiere de la unioén con las ciclinas. Cada CDK puede
asociarse con distintas ciclinas lo que determina qué proteina sera fosforilada por el complejo a partir

del cambio conformacional que produzca la interaccion CDK/ciclina (Kitazono et al., 2001).

Todas las ciclinas comparten una region altamente conservada de aproximadamente 100
aminoacidos, denominada “caja de ciclinas”, requerida para su interaccion con la subunidad catalitica
de la CDK. De manera similar, las CDKs contienen una secuencia conservada de 16 aminoacidos
fundamental para su unién con las ciclinas (Morgan 1996). Mecanismos transcripcionales y
postranscripcionales son los responsables de la regulacion de los niveles de ciclina presentes en la
célula. El primer nivel de regulacion es la transcripcion de sus genes, e involucra factores
transcripcionales especificos del ciclo celular, asi como la actividad per se de los complejos
CDK/ciclina. Una vez expresadas las ciclinas, su actividad se regula a nivel traduccional y
postraduccional mediante su fosforilacion, hasta ser degradadas rapidamente por el proteosoma en
fases especificas del ciclo celular. La localizacion celular es otra manera de regular la funcion de las
ciclinas, ya que algunas ciclinas requieren ser transportadas del citoplasma al ntcleo para ser
completamente activas (Takizawa y Morgan, 2000).

Existen diferentes clases de ciclinas que se dividen en dos grandes grupos de acuerdo a su fase
de accion: las ciclinas G1, con un patrén de expresion circunscrito a las fases G1 y S, y las ciclinas
mitoticas presentes en las fases G2 y M (Shaul et al., 1996). En cada organismo, la complejidad de la
familia de genes de ciclina es enorme. En Saccharomyces cerevisiae existen cinco ciclinas G1, tres
que promueven la fase G1 y se denominan CLN1 CLN2 y CLN3 y dos mas reguladoras de la fase S
llamadas CLBS5 y CLB6; posee también cuatro ciclinas mitoticas, CLB1, CLB2, CLB3 y CLB4. Todas
estas ciclinas forman complejos con una tnica CDK denominada cinasa “maestra” o CDC28 (Cdc2,

en Schizosacharomyces pombe) (Millar y Cross, 2000).

En mamiferos, se han identificado hasta ahora ocho familias diferentes de ciclinas. Las ciclinas
G1 comprenden la familia de ciclinas A, C, D, E, H y K que se dimerizan con las cinasas CDK2,

CDKS, CDK4/6, CDK2/4, CDK7 y CDK9, respectivamente. En el grupo de las ciclinas mitoticas se



encuentran la familia de ciclinas B que se unen a CDKI1 y la ciclina F, para la cual no se ha

identificado la subunidad catalitica de union (John et al., 2001).

Finalmente, en vegetales se han localizado cinco familias de ciclinas tanto G1 como mitdticas
homologas a las ciclinas A, D, E, B y H de animales, que se unen a cinco cinasas diferentes

denominadas con la letra A a la E (Rossi y Varotto, 2002).

1.2.2 PRIMER PUNTO DE CONTROL, TRANSICION G1/S

Como se menciond anteriormente, en S. cerevisiae, la enzima que regula el ciclo celular es la
proteina cinasa CDC28 (de “Cell Division Cycle”) y en S. pombe Cdc2, que se ensamblan con
diferentes ciclinas. En presencia de una cantidad suficiente de sustratos, las células en G1 con una
masa critica adecuada inician la replicacion y se preparan para la division subsiguiente. En S.
cerevisiae se requieren tres ciclinas diferentes denominadas CLN1, CLN2 y CLN3, las cuales regulan
la progresion de G1 asi como la transicion G1/S, y representan el primer punto de control del ciclo
celular. Cuando la célula se encuentra lista para entrar en un nuevo ciclo, el complejo CDC28/CLN3
dispara la transcripcion de los genes CLN1 y CLN2, los que a su vez participan en la activacion de
genes especificos necesarios para la replicacion del DNA, dando lugar a un circuito de
retroalimentacion positiva a través de la fosforilacion del factor de transcripcion SBF (“Swi4-Swi6 cell
cycle binding factor”), que es responsable de la activacion de un total de 235 genes durante G1/S. Este
fenémeno condiciona la transicion por el punto de control START, de manera que sea irreversible.
Las ciclinas CLN1 y CLN2 son expresadas en niveles elevados durante la fase G1 y su union con la
CDC28 permite la entrada y salida de la célula de GO a G1 y viceversa. La degradacion de estas

ciclinas se lleva a cabo durante la fase S (Horak et al., 2002).

Posterior a START, es decir, en la fase G1 tardia, se expresan dos ciclinas mas, CLB5 y CLB6,
las cuales son necesarias durante la fase S. La expresion de ambas ciclinas también es activada
mediante un circuito positivo de retroalimentacion, que en este caso involucra un segundo factor de
transcripcion denominado MBF (“Mlul binding factor”), el cual comparte una subunidad y funcion
con SBF. Sin embargo, el complejo CDC28/CLBS5 se encuentra inicialmente inactivo debido a la union
de un inhibidor de CDK denominado p40%°'. Al inicio de la fase S, p40°' es fosforilado por CDC28/
CL1, CL2 lo que dispara su destruccion por la via de la ubiquitina y permite la entrada a la fase S

(Queralt e Igual, 2004).

En células animales, la progresion a través del punto de restriccion G1/S es mediada por la via

Rb/E2F (Fig 2). La proteina Rb (pRB) es una fosfoproteina nuclear de 105 a 110 kDa que es



forforilada por los complejos de CDK2/ciclinaD y E en multiples residuos de serina/treonina y
funciona como supresor de tumores en estado hipofosforilado o activo. La proteina Rb hipofosforilada
atrapa al factor transcripcional E2F y posterior a este evento, el complejo E2F/pRB promueve la union
de la histona desacetilasa a los promotores de los genes regulados por E2F. La desacetilacion de las
histonas centrales da como resultado una estructura mas compacta de la cromatide impidiendo la unién
del complejo de transcripcion a los promotores y por lo tanto inhibe la transcripcion de los genes
regulados por E2F (Harbour y Dean, 2000). Se ha reportado que el E2F activa la transcripcion de
varios genes cuyos productos son importantes para la entrada a la fase S asi como para la replicacion,
algunas de estas proteinas son: pl07, PCNA, topol, DNA polimerasa o, dihidrofolato reductasa
(DHFR), ciclina D1, ciclina A, ciclina E, p21Ci"1, Cdk2, Cdc2 y Cdc25. El factor E2F puede activar la
transcripcion de estos genes solo si se encuentra en estado libre, ya que su unién a Rb lo inactiva. Sin

embargo, la activacion completa de E2F tiene lugar al dimerizarse con otra proteina denominada DP

(Sherr y Roberts, 1999).
p21
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Figura 2. Regulacion de la transicion G1/S en mamiferos. Una vez formados los complejos CDK4,
6/ciclina D y CDK2/ciclina E se inicia la hiperfosforilacion de la proteina Rb, permitiendo la
liberacion del factor transcripcional E2F y por tanto la activacion transcripcional de los
genes requeridos para llevar a cabo la fase S. Ambos complejos cinasa/ciclina pueden ser
inhibidos por la union secuéncial de moléculas de p27, p21 o INK4.

Diferentes complejos de CDK/ciclina fosforilan pRb en fases especificas de ciclo celular.
Durante la fase temprana y media de G1 existen tres tipos de ciclinas D (D1, D2, D3) que fisicamente

interactian con pRb inactivandola, a través de su union con las cinasas CDK4 o CDK6. Estas ciclinas,



ademas, integran sefiales extracelulares, ya que la presencia continua de factores de crecimiento induce
no soélo su transcripcion, sino su asociacion con las cinasas CDK4 y CDK6. La sintesis de las ciclinas
D inicia durante la transicion de GO hacia G1 y presentan una vida media corta de aproximadamente
30 min, tan pronto como cesa la estimulacion por factores de crecimiento, son degradadas rapidamente

(Ewen 2000).

Otro grupo de ciclinas presentes en este proceso son las de tipo E, se unen a CDK2 y su pico de
actividad méaxima como complejo CDK2/ciclina E coincide con el inicio de la fase S. La proteina Rb
es también sustrato de dicho complejo de manera que su fosforilacion es iniciada por CDK4/ciclina D
y complementada posteriormente por CDK2/ciclina E, siendo este ultimo evento el responsable de
iniciar la sintesis de DNA (Fig. 2). Una vez que la célula entra en la fase S, la ciclina E es degradada y
la cinasa CDK2 forma posteriormente complejos con la ciclina A (Moroy y Geisen, 2004). La ciclina
A aparece durante la fase G1 tardia, se acumula durante la fase S y G2 y se degrada en la mitosis; asi
que se ha encontrado que participa tanto en la transicion de G1/S fosforilando a pRb, como en la

progresion de la fase S (Nelson et al., 2002).

La mayoria de los elementos claves en la via de Rb/E2F se encuentran conservados a través de la
evolucion de los organismos multicelulares (den Boer y Murray, 2000); en distintas especies de plantas
se han aislado proteinas relacionadas con pRb (RBRs), E2F y activadores transcripcionales de la
familia DP. De igual manera, recientemente en plantas se ha logrado obtener CDKs capaces de
fosforilar RBRs, entre las que se encuentra la CDKA;l (homologa de CDK1 de mamifero) en

asociacion con la ciclina de tipo D (Stals e Inz¢, 2001).

1.2.3 REGULADORES DE LOS COMPLEJOS CDK/CICLINA PRESENTES EN G1-S

Las CDKs presentes y encargadas de la regulacion de la fase G1, asi como la transicion G1/8S,
pueden ser moduladas por reguladores negativos o inhibidores de las cinasas CDKs (CKIs). En
levadura existen dos proteinas inhibitorias: Farl, que actia sobre los complejos CDC28/CLN2 y

p405°! sobre CDC28/CLN5.

En células animales los CKls se dividen en dos grupos: la familia INK4 (inhibidores de cinasa
dependiente de ciclina 4) y la familia Kip/Cip (proteina inhibidora de cinasa cdc2) (Sher y Roberts,
1999). La familia INK4 estd compuesta por proteinas de 15-20 kDa que poseen motivos repetidos y
sitios conservados de ankirina, que participan en interacciones proteina-proteina. El primer integrante
descrito para esta familia fue p16 o INK4a, el cual inhibe la actividad de CDK4 y CDKG6 a través de su

union competitiva con la ciclina D justo antes del punto de restriccion, ademas de impedir la



fosforilacion de activacion realizada por CAK (cinasa activadora de CDK) (Mitra et al., 1999). Por
otra parte, la familia Kip/Cip consiste de tres miembros: p21/Cipl, p27/Kipl y p57/Kip2. El primer
integrante caracterizado fue p21 que es una proteina de 21 kDa, llamada también Cipl o Wafl. La p21
se une a los complejos CDK4, 6/ciclina D y CDK2/ciclina E durante la fase G1. Mientras los
complejos contengan una molécula de p21 seran cataliticamente activos, en tanto que aquellos que
posean mas de una subunidad seran inactivos. Esta proteina bloquea también la activacion de los
complejos CDK/ciclina por CAK, pero ademas inhibe la actividad de aquellos complejos que ya
fueron activados (Andrews et al., 2004). En células normales p21 se encuentra formando parte de un
complejo cuaternario que incluye, ademas de la ciclina y la cinasa, al antigeno nuclear de proliferacion
celular (PCNA), que es una subunidad de la polimerasa 3 que interviene en la replicacion y reparacion
del DNA. La expresion de p21 esta directamente regulada por la proteina supresora de tumores p53.
El segundo integrante de la familia Kip/Cip, p27 o Kipl, es una proteina de 27 kDa que presenta un
42% de aminoécidos idénticos a p21“®' en su extremo N-terminal. Esta proteina presenta dominios de
union tanto para las ciclina A y E como para las distintas CDKs del ciclo celular y, al igual que p21, su
estequiometria con los complejos CDK/ciclina determina si actuara o no como inhibidor de su
actividad. La regulacion de esta proteina parece variar de un tipo celular a otro, siendo esta regulacion
predominantemente a nivel protéico. Se sabe que su degradacion ocurre a través de la via de ubiquitina

al ser fosforilada en la Trel87 por el complejo CDK2/ciclina E, quedando asi marcada para ser

ubiquitinada y posteriormente degradada (Bird y Deinnocentes, 2004) (Fig. 2).

El antagonista de las cinasas que actia como inhibidor, al desfosforilar residuos especificos de
las proteinas, es el producto del gen Cdc25A. Esta proteina fosfatasa, es especifica para los complejos
CDK2/ciclina A y CDK2/ ciclina E, promoviendo de esta manera la entrada en la fase S (De Veylder
etal., 2001).

En cuanto a los activadores de los complejos CDK/ciclina que intervienen en esta fase, se
encuentra la cinasa activadora de CDK o CAK. Esta proteina esta formada por una subunidad catalitica
denominada CDK7 y una subunidad reguladora o ciclina H y fosforila especificamente a los complejos
CDK4,6/ciclina D y CDK2/ciclina E en el residuo de treonina (Tre 161) ubicado en la CDK, lo cual
permite su total activacion. En levadura esta cinasa activadora consiste de una sola subunidad

denominada Cakl o MO15 (Kaldis 1999).

1.2.4 SEGUNDO PUNTO DE CONTROL, TRANSICION G2/M

De forma similar a la fase S, la entrada de las células a la division o fase M, esta sujeta a

distintos controles que regulan: tiempo, masa celular, velocidad de crecimiento y terminacion de la



replicacion del material genético. El componente clave de esta fase en todos los eucariontes es el
factor promotor de la mitosis o MPF formado por la subunidad catalitica p34CdC2 y su regulador
positivo, la ciclina B. Asi, esta activacion ¢ inhibicion se lleva a cabo de manera similar en eucariontes

superiores e inferiores (Uversax et al., 2003).

Para generar un MPF activo, la subunidad p34“** debe unirse a la ciclina B y ser fosforilado en
el residuo de Trel61 o en un sitio homologo. La cinasa encargada de fosforilar este sitio es CAK o
cinasa activadora de CDK, al igual que ocurre con algunas CDKs de la fase G1. Una vez activo, el
MPF conduce a varios eventos de la fase M incluyendo la condensacion de los cromosomas, la
reorganizacion del citoesqueleto, el rompimiento de la envoltura nuclear y los cambios en la estructura
celular. Sin embargo, no todos estos eventos ocurren en todas las células eucariontes (Kong et al.,
2000) (Fig. 3).
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Figura 3. Regulacion de la transicion G2/M en mamiferos. Una vez formado el factor promotor de
la maduracion (MPF), conformado por la cinasa CDK1 y la ciclina B1 para su completa
activacion requiere ser fosforilado en el residuo de Trel61 por CAK. Sin embargo para
evitar una entrada prematura en mitosis el complejo es mantenido en estado inactivo
mediante su fosforilacion en Trel4 por la cinasa Mytl y en la Tirl5, por la cinasa Weel.
Una vez verificada la completa y correcta replicacion y la presencia de todos los
componentes para la mitosis, el MPF es desfosforilado en Trel4 y Tirl5por la fosfatasa
Cdc25, misma que requiere ser fosforilada por el MPF para ser activa, teniendo asi lugar la
mitosis.

Ademas de la ciclina B, la ciclina A también es capaz de unirse con Cdc2 (CDK1 en mamiferos)

formando complejos que son acumulados en el nucleo tan pronto como es sintetizada la ciclina, dichos



complejos se localizan en los sitios de replicacion del DNA. Lo antes mencionado sugiere que el
complejo Cdc2/ciclina A regula la expresion génica a través de la fosforilacion de ciertos factores de
transcripcion, por lo que la funcion de estos complejos no es redundante. Finalmente, la ciclina A es

activada y degradada de forma previa a la ciclina B (Mitra y Enders, 2004).

Durante la fase G2 en organismos animales, los complejos de Cdc2/ ciclina B son mantenidos en
estado inactivo por fosforilacion de la cinasa en dos sitios regulatorios negativos, Trel4 y Tirl5 (Suda
et al., 2000) (Fig. 3). En levaduras Cdc2 es fosforilada a nivel de Tirl5, este residuo de tirosina se
encuentra ubicado en el sitio de union con el ATP en la cinasa, por lo cual su fosforilacion interfiere en
la transferencia del grupo fosfato al sustrato de union. De forma inversa, la fosforilacion a nivel de
Trel4 interfiere en la unién del ATP. Esta inactivacion de Cdc2 representa una funcion importante
para el control del inicio de la mitosis en eucariontes superiores e inferiores, ya que el cambio de Tirl5
por fenilalanina provoca el inicio prematuro de mitosis, aun cuando la célula no haya completado la

replicacion del DNA (Sagata 2002).

La fosforilacion de Cdc2-Tirl5 es realizada por la familia de proteinas cinasas Weel/Minkl1. La
cinasa Weel (en compaiiia de la cinasa Mikl en levadura) es responsable de la fosforilacion de la
Tirl5, mientras que la cinasa Mytl lo es de la fosforilacion en la Trel4. Se ha visto que Weel es una
proteina nuclear, en tanto que Mytl se encuentra asociada a membranas en el reticulo endoplasmico y
en el aparato de Golgi. Esta diferencia en cuanto a la localizacion celular de estas cinasas,
probablemente garantiza la inactivacion de multiples subpoblaciones de Cdc2 antes del inicio de la
mitosis. Las cinasas Weel son en si mismas reguladas por fosforilacion, uno de estos reguladores es la
proteina Niml o Cdrl la cual directamente inactiva a Weel. Hasta ahora, no se han identificado

homologos de Nim1, a excepcion de levadura donde fue inicialmente identificada (Ito, 2000) (Fig. 3).

Al comienzo de la fase M, Cdc2 es rapidamente desfosforilada tanto en Trel4 como en el sitio
de Tirl5, en tanto que la Trel161 permanece fosforilada. Como resultado MPF es completamente activo
y las células son llevadas a mitosis. La defosforilacion de la Trel4 y la Tirl5 es realizada por la
fosfatasa Cdc25, misma que presenta una alta especificidad por el MPF (Daga y Jiménez, 1999) (Fig.
3). Las levaduras contienen sélo una proteina Cdc25, a diferencia de las células animales en que se han
identificado tres genes (Cdc25A, Cdc25B y Cdc25C) con distintas funciones, activando diferentes
CDKs en diferentes fases del ciclo celular en los cuales Cdc25C es quien realiza la activacion de MPF

(Wolfe y Gould, 2004).

En eucariontes superiores, la Cdc25, es activada post-traduccionalmente por la fosforilacion
efectuada por el MPF en el dominio no catalitico del extremo N-terminal de la misma. A lo largo de la

fase S se mantiene un nivel basal de la actividad fosfatasa, pero es cerca del inicio de la mitosis que



Cdc25 es fosforilada y por consiguiente altamente activa. Esto trae consigo la defosforilacion de los
residuos de Trel4 y Tirl5 en Cdc2, permitiendo la activacion del MPF. Una vez activo el MPF
fosforila y activa mas Cdc25, misma que, a su vez, activa al factor MPF (Fig. 3). Este circuito de

activacion permite la regulacion de ambos de manera que tenga lugar la mitosis (Peter et al., 2002).

Por otra parte, otro mecanismo de control de los complejos CDK/ciclina durante este periodo del
ciclo celular, es su localizacion, y la de sus reguladores en compartimentos celulares particulares. De
esta manera, la ciclina A aparece en el nlcleo desde la fase S en que inicia su sintesis hasta su
degradacion en la metafase. Por el contrario, la ciclina B se localiza inicialmente en el citoplasma
durante las fases S y G2 y es translocada hacia el nucleo al inicio de la mitosis lo cual se cree evita una

entrada prematura en mitosis (Kong et al., 2000).

1.2.5 TERCER PUNTO DE CONTROL, PROFASE-METAFASE

Una vez que la célula ha proseguido a través de G2/M entra en el ciclo mitdtico, cuya progresion
se controla por dos mecanismos postraduccionales: la fosforilacion y la proteolisis. De manera general,
el ciclo mitotico puede ser definido por tres transiciones que involucran al factor MPF (CDK1/ciclina
B). En la primera transicion, la ciclina B en unién con cinasas Polo activan al MPF e inicia la profase;
posteriormente  MPF activa el sistema proteolitico dependiente de ubiquitina, provocando la
destruccion de la ciclina B y el inicio de la anafase; y finalmente esta maquinaria de destruccion de la
ciclina B es apagada y el ciclo celular es reiniciado. La primera de estas tres fases ha sido descrita
previamente, por lo que a continuacion se describiran unicamente la segunda y tercera transicion (Fig.

4).

En la mayoria de los diferentes tipos celulares, los centrosomas duplicados se mantienen
proximos y actian como un solo centro de organizacién microtubular durante G2. Al finalizar G2
inician su separacion y migran hacia regiones opuestas de la célula. La maduracion de los centrosomas
requiere de la accion de cinasas similares a Polo o Plks. La proteina Polo, que fue originalmente
identificada en Drosophila, regula a la proteina Asp que se encuentra asociada a los microtibulos y
tiene como funcion mantener unidos los complejos de anillos de y-tubulina al centrosoma (do Carmo-
Avides y Glover, 1999). Las proteinas Plks estan presentes en todos los eucariontes, S. cerevisiae
contiene una proteina homologa a Polo de Drosophila denominada Cdc5p y S. pombe posee Plolp,
localizadas ambas en los cuerpos polares del huso mitotico. En mamiferos se han encontrado tres
distintas Plks localizadas en los centrosomas: Plkl, con funcion durante la mitosis; Snk (Plk2) y
Fnk/Prk (P1k3) cuyas funciones no han sido determinadas (Glover et al., 1996). Todas estas proteinas

comparten un dominio catalitico en el extremo N-terminal y un segundo motivo altamente conservado



denominado “caja polo” (polo-box) en el extremo C-terminal. Se ha propuesto que este ultimo motivo
es requerido para guiar su localizacion subcelular o para regular las interacciones con otras proteinas
(Nigg 1998). Estudios en Xenopus las proteinas Polo han mostrado que se asocian transitoriamente con
varias estructuras mitéticas incluyendo los polos del huso mitotico en metafase, los cinetocoros en
prometafase, la zona media durante anafase y el cuerpo medio formado en la transicion
telofase/citocinesis, resultando asi esenciales para la formacion de un huso bipolar (Donalson et al.,

2001).
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Figura 4. Regulacion de la mitosis. La figura muestra las distintas cinasas requeridas para la
transicion de la mitosis (MPF, Aurora A, Plks) asi como los eventos de proteolisis realizados
por el complejo promotor de la anafase o APC en uniéon con diferentes subunidades
reguladoras. Se indican también los diferentes puntos de control. En el segundo punto de
control se verifica el DNA; en el tercero la estructura del huso mitotico; y en el cuarto el
posicionamiento del huso medio y la estructura del anillo contractil.

Se han descrito otras cinasas implicadas en el proceso de separacion de los centrosomas como
son algunos de los integrantes de la familia NIMA (de Nunca en Mitosis A). Se postula que Nek2, de
la familia NIMA, fosforila la proteina centrosomal C-Napl, lo que lleva a la disolucién de la estructura
dinamica que une entre si a los centrosomas duplicados (Fry et al., 1998). Se ha identificado también
un grupo de la familia de cinasas reconocida como Aurora (grupo A). El grupo A, puede estar

implicado en este proceso de separacion ya que las proteinas se han encontrado asociadas tanto a los



centrosomas como a distintos componentes del huso mitdtico en la transicion desde la profase hasta la

telofase (Giet y Prigent, 1999).

Una vez que los centrosomas se han separado, tiene lugar el rompimiento de la envoltura
nuclear. Durante la interfase, la envoltura nuclear es estabilizada por la estructura carioesquelética
conocida como lamina nuclear, pero al inicio de la mitosis esta estructura pierde su ensamblaje a
consecuencia de su hiperfosforilacion por el MPF, lo cual reduce la estabilidad de la envoltura nuclear

y contribuye finalmente a su ruptura (Nigg 1995).

De manera simultanea se inicia la condensacion de los cromosomas que se acompana de
numerosos procesos de fosforilacion proteica tanto en histonas como en proteinas no histonas. La
histona de union H1 representa uno de los sustratos para el MPF, sin embargo, se desconoce su funcion
(Giet y Glover, 2001). Recientemente, la fosforilacion de la histona central H3 (en el residuo de serina
10) ha adquirido gran interés, en base a que representa un sitio de fosforilacion altamente conservado y
se encuentra asociado con la condensacion cromosdémica tanto en mitosis como en meiosis. Ademas,
se requiere para la adecuada segregacion de los cromosomas en algunos organismos. Este proceso de
fosforilacion se lleva a cabo mediante cinasas integrantes de la familia Aurora, que al igual que la
familia de Plks, han sido localizadas en los centrosomas, en los polos del huso mitdtico y en los
microtibulos que lo conforman; especificamente Ip11p de S. cerevisiae y AIR-2 de C. elegans pueden
controlar la fosforilacion de la histona H3 en contraposicion con la fosfatasa de tipo 1 (PP1) (Hsu et

al., 2000).

A partir de la condensacion de los cromosomas da inicio el ensamblaje del huso mitdtico, asi
como el desplazamiento de los cromosomas. Ambos procesos dependen de: 1) las caracteristicas de la
dinamica microtubular; 2) el equilibrio entre proteinas accesorias estabilizadoras y desestabilizadoras
de microtubulos y 3) de la accion de proteinas con actividad motora dependientes de los microtubulos,
como las familias de las dineinas y las kinesinas. Asi, el ensamblaje del huso acromatico y la
migracion de los cromosomas culminaran en la union de las cromatidas con los microtubulos a través
del cinetocoro, contrubuyendo a la orientacion de los mismos en el plano ecuatorial del huso mitético

en el proceso conocido como metafase (Nigg 2001).

1.2.6 CUARTO PUNTO DE CONTROL, ANAFASE-TELOFASE

Para la progresion durante la mitosis media y tardia, asi como para la salida de la fase M, se
requiere la culminacion de tres procesos consecutivos generales: 1) la separacion de las cromatidas

hermanas, 2) el desensamblaje del huso acromatico y 3) la citocinesis. El inicio y coordinacion de



estos procesos son controlados por el proteosoma mediante proteolisis dependiente de ubiquitina de

proteinas reguladoras clave.

El proteosoma es un complejo de proteasas que se encuentra altamente conservado tanto en
estructura como en funcion en arqueas, bacterias y eucariontes. En células eucariontes el proteosoma
20S tiene una estructura en forma de barril y el sitio activo de sus multiples subunidades cataliticas se
encuentra orientado frente a la cavidad central. Este sitio denominado centro del proteosoma, se
asocia tipicamente con uno o dos complejos de la fraccion 19S o “cap” para formar un complejo mas
grande llamado proteosoma 26S. El complejo 19S contiene varias subunidades de ATPasas que estan
involucradas en el desdoblamiento de las proteinas blanco. El complejo 19S contiene también por lo
menos 11 subunidades no-ATPasas, las cuales participan en la regulacion y el reconocimiento del
blanco. Una de estas subunidades se une a la ubiquitina, que funciona como una sefial universal para el
marcaje de proteinas que seran degradadas por el proteosoma (Hofmann y Bucher, 1998). Sin
embargo, la degradacion proteosomal no se encuentra dirigida exclusivamente hacia proteinas
ubiquitinadas, otros sustratos incluyen: proteinas no plegadas o que han perdido su plegamiento,

antigenos y proteinas marcadas por otros mecanismos como fosforilacion (Baumeister et al., 1998).

La ubiquitina es una proteina altamente conservada de estructura pequefia. Se une a residuos de
lisina de las proteinas blanco de degradacion por el proteosoma mediante un proceso secuencial que
requiere de tres eventos en cascada realizados por las enzimas: El, E2 y E3. La enzima El (de
activacion) forma un enlace tioéster de alta energia entre la cisteina del sitio activo y la glicina del C-
terminal de la ubiquitina. Posteriormente la ubiquitina es transferida a la enzima E2 (de conjugacion o
UBC). Finalmente, la ubiquitina es transferida directamente de la E2 a una lisina del sustrato

especifico requiriendo para ello de la actividad de la enzima E3 (enzima ligasa) (Peters 1999).

Por otra parte, la ligasa de ubiquitina o E3, denominada también ciclosoma o complejo promotor
de la anafase (APC) es una supramolécula 20S capaz de marcar por si sola proteinas para su
degradacion (Golan et al., 2002). El ciclosoma esta constituido por un grupo de 8 a 12 proteinas
diferentes activadas por asociacion secuencial de dos proteinas conocidas como Cdc20

(Slp1/p55C/fizzy) y Cdhl (Hctl/Srwl/fzr), respectivamente. Mientras APC“*° es activo en la

dhl
CC

transicion metafase/anafase, AP es activado en las etapas finales de la mitosis manteniéndose en

este estado hasta la fase G1. Esta activacion diferencial se encuentra bajo control del MPF, lo cual
permite establecer el orden de actividad temporal del APC (Morgan 1999). La asociacion de Cdc20

con el APC depende de su sintesis y degradacion al final de la mitosis y requiere ser sintetizada

CCdc20

nuevamente en las fases S y G2. Se ha encontrado, ademas, que la activacion del AP requiere de

fosforilacién por el MPF y por otras proteinas como Plks, previniendo asi la activacion del APC*™

(Donaldson et al., 2001).



Una vez alineados los cromosomas en el plano ecuatorial del huso mitdtico, con orientacion

polar de las cromatidas hermanas, el APC“**

es activado e inicia la anafase, ya que permite la
separacion de las cromatidas hermanas por destruccion de una proteina inhibitoria llamada securina
(Pds1/Cut2 en levadura). Este inhibidor, previene la actividad de una proteasa, denominada separasa
(Espl/Cutl en levadura), la cual se encarga de eliminar la cohesion entre las cromatidas hermanas por
destruccion de un componente del complejo multiprotéico conocido como cohesina. De esta manera, el
inicio de la anafase se encuentra inhibido hasta que la via del APC es activada (Uhlman et al., 2000).
Se ha reportado, ademas, que la cohesina es removida de los brazos de los cromosomas desde la
profase lo que permite la extensa condensacion caracteristica de los cromosomas de algunos

vertebrados. Sin embargo, esta primera remocion observada no depende del APC, sino de la

fosforilacion de la cohesina por el MPF (Kramer et al., 2000).

El APC es responsable no sélo de la destruccion de los inhibidores de la anafase sino también de
otras proteinas de gran importancia como son las ciclinas, cinasas mitoticas, cinasas Plks, elementos de
la familia NIMA y cinasas Aurora, lo cual resulta esencial para revertir o anular su funcion
(condensacion de los cromosomas, rompimiento de la envoltura nuclear, formacion del huso) y asi

permitir la conclusion de la fase de division (Kandli et al., 2000).

La destruccion de las ciclinas mitoticas (ciclinas A y B) permite la inactivacion de los complejos
CDK/ciclina, como es el caso del MPF. Dicho mecanismo depende de una secuencia de nueve
aminoacidos localizada en el extremo N-terminal de la proteina denominado “caja de destruccion” (de
destruction box o D box), la cual se encuentra altamente conservada entre las distintas ciclinas
mitdticas y funciona como blanco para la proteolisis mediada por la ubiquitina. Los tiempos de
degradacion difieren entre las ciclinas: las ciclina de tipo A son degradadas durante la metafase
mientras que las ciclinas de tipo B son destruidas a partir del inicio de la anafase. Especificamente,

APC ™ realiza la degradacion de las ciclinas de tipo B, formadoras del MPF (Kitazono et al., 2001).

2.3 CITOCINESIS

En cuanto a la regulacion de la citocinesis a través de cinasas y fosfatasas, en S. pombe se ha
documentado que las células detenidas en la transicion G2/M por inactivacion de los genes de Cdc2 o
Cdc25, continuan elongandose sin sufrir division del nicleo y no pueden realizar el ensamblaje del
anillo de actinomiosina que permite la adecuada separacion de las células hijas durante la citocinesis.
Esto sugiere que las proteinas formadoras del anillo podrian ser fosforiladas por el MPF, permitiendo

asi el ensamblaje del mismo. Dos efectores potenciales son los componentes Plolp (Plk) y la



fosfoproteina Cdc15p, ya que la sobreexpresion de ambas proteinas permite el ensamblaje del anillo en
células detenidas en G2. Contrariamente, la eliminacién de Plolp da como resultado un ensamblaje
defectuoso del anillo (Simanis 2003). Plolp, como se ha mencionado anteriormente, es un
componente de los cuerpos polares de huso (SPB, Spindle Pole Body), asi como del huso mitético.
Tales hechos han permitido sugerir que la proteina Plolp podria acoplar el ensamblaje del anillo de
actinomiosina con la formacion del huso mitoético o la duplicacion de los SPBs, eventos que ocurren
sobre la transicion de la fase M. Asimismo, se ha propuesto que la cinasa Polo podria fosforilar otros
componentes del citoesqueleto como las septinas o proteinas asociadas a actina, para modificar
directamente la estructura del aparato de constriccion, asi como la del huso central (Mulvihill y

Hyams, 2002).

Otra proteina involucrada en el posicionamiento adecuado del anillo de actinomiosina es el
producto del gen midl. Estudios en mutantes de este gen muestran defectos en la ubicacion celular del
anillo. En la interfase, Midlp reside en el nicleo y posteriormente, hacia la entrada en mitosis, es
fosforilada lo cual permite su expulsion del nucleo y la localiza en la corteza que lo cubre. Una vez ahi,
atrapa proteinas involucradas en el ensamblaje del anillo de actinomiosina marcando de esta manera el

sitio de division celular (Berlin et al., 2003).

Mediante estudios de mapeo genético, cuyo objetivo es identificar genes que regularan la
division celular, se encontr6 un grupo de genes denominados sid (defectuosos en el inicio de la
septacion) (Balasubramanian et al., 2000). Los analisis moleculares de estos genes revelan que dan
lugar a una elaborada red de transduccion de sefiales que indica la inactivacion del MPF y la formacion
del septo de division. Se encontrd, ademas, que las mutaciones en dichos genes bloquean la citocinesis
pero las células contintian realizando multiples ciclos dando como resultado células multinucleadas y

altamente elongadas (Simanis 2004).

Esta via de transduccion sid incluye tres proteinas cinasas (Cdc7, Sidlp y Sid2p) y una GTPasa
(Spglg). El estado nucleotidico de esta ultima parece ser de vital importancia en la activacion del
anillo de constriccion, asi como en la formacion del septo, ya que la expresion constitutiva de Spglg
da lugar a una septacion incontrolada, mientras que las células que expresan una forma dominante
negativa del gen previenen el ensamblaje del mismo. De esta manera, el efecto de la union de GTP a
Spglp es regulado a través de su proteina efectora Cdc7p, ademas de requerir la funcion de los
productos de los genes Sidlp, Sid2p, Sid4p, Cdcd14p (Krapp et al., 2003) asi como de Cdcl6 y
Byrdp, las cuales forman un complejo de dos componentes de proteina activadora de GTPasa

denominada complejo GAP (Fournier et al., 2001).



Por otra parte, analisis citologicos sugieren que las proteinas de la via de sid regulan la
constriccion del anillo de actinomiosina y el ensamblaje del septo de division en respuesta a senales
que se originan en los SPBs mitdticos (Simanis 2003). De esta manera, la localizacion de todos los
componentes depende de la funcion de Sid4p, proteina que se encuentra asociada al SPB, de la misma
forma que la GTPasa Spglp, y las cinasas Sidlp y Sid2p. Sin embargo, la localizacion de Sidlp en
dichos cuerpos polares tiene lugar unicamente durante la anafase a diferencia de los demas, que se
encuentran tanto en interfase como a lo largo de la mitosis, y se da solamente después de la
degradacion de las ciclinas y la protedlisis del MPF. Por su parte, la Sid2p ademas de los SPBs es
detectada en el sitio de division durante la constriccion del anillo y el ensamblaje del septo. Esta ultima
localizacion, asi como su activacion de proteina cinasa, requiere del funcionamiento de toda la via de
sid, lo cual ha permitido sugerir que dicha proteina interviene al final de la ruta, cuyo orden parece ser

el siguiente: Spglp, Cdc7p, Sidlp-Cdc14p, Sid2p (Balasubramanian 2000).



CAPITULO I
ANTECEDENTES

2.1 PSIF

Dentro de los genes implicados en el ciclo celular se encuentra el gen psif. Este gen presenta un
patron de expresion circunscrito a la transicion G2/M del ciclo celular, y se demostrd que su ausencia
desacopla la division celular (Higareda et al., 2003). Tales hechos indican, que la expresion de psif es
requerida solo para esta etapa de transicion durante el ciclo celular y es indispensable para la

progresion normal del mismo (Fig. 5y 6).

En un andlisis comparativo por alineamiento tipo BLAST de la secuencia aminoacidica de la
proteina PSIF con la base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI), se
encontr6 que dicha proteina corresponde a la subunidad p47 del factor de iniciacion eucaridtico 3
(elF3) (Asano et al., 1997). Al reportar a la proteina PSIF (p47) como parte del factor elF3, se planted
su posible intervencion en la sintesis de proteinas, ya que este ultimo tiene una funcion esencial en el
proceso de traduccion, al unir el complejo de iniciacion (elF2/GTP/RNAt + 40S) al RNAm. Para
probar dicha hipétesis, se realizo la traduccion in vitro de proteinas especificas y esenciales durante el
periodo de expresion de psif (G2/M), como son las ciclinas mitoticas de tipo B, en presencia y ausencia
del gen psif. Se encontr6 que al afadir psif a la reaccion acoplada de transcripcion y traduccion de las
ciclinas, la sintesis de ambas proteinas se vio fuertemente inhibida (Fig. 7a). Para analizar si la proteina
PSIF presentaba un efecto inhibitorio especifico para las ciclinas, es decir para proteinas involucradas
en el ciclo celular, se llevo a cabo el experimento antes descrito con un gen ajeno al ciclo celular. Asi,
se realizo la traduccion del gen de Luciferasa (LUC) a lo largo de un gradiente de concentracion de
psif, obteniendo, nuevamente, una fuerte inhibicion en los patrones de sintesis, lo cual permitié sugerir
que PSIF funciona como un inhibidor de la sintesis de proteinas in vitro y que la concentracion
requerida de dicha proteina es minima para tener una alta efectividad en funcion (Fig. 7b) (Farias

2002).



| 5 n
€
R Bﬂu -E
Ernars Tn“ &
L
% R ﬁm ,%
¥ ah

3 4| 500
'-.a ¥
= 400 ¥
E b e I=
g wrifi Eﬂu '.E
E =
I.E -t 200 E
L 1o -E
=
|| [}] et

I

Horas

Figura 5. Expresion de psif en el ciclo celular de células de tabaco. Células meristematicas de
tabaco (linea celular TBY?2), fueron sincronizadas al final de la fase S con afidicolina. El
indice mitotico (%) se determind por microscopia de fluorescencia después de la liberacion
con afidicolina por tincion del DNA con DAPI (cuadros). La expresion de psif fue
determinada por ‘“Nothern Blot” (triangulos) (Higareda et al., 2003).
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Figura 6. Esencialidad de psif durante la mitosis. Células vegetales de tabaco (TBY2) fueron
sincronizadas al final de la fase S con tratamiento con afidicolina y transformadas
independientemente con el vector (control) o con el plasmido que contiene psif en
antisentido. La induccién de la expresion se logro mediante la adicion de metil-jasmonato.
(Higareda et al., 2003).
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Figura 7. Sintesis de proteinas in vitro bajo la influencia de psif. El porcentaje de sintesis, indicado
como unidades de intensidad, fue obtenido por andlisis de opacidad en el programa EDAS a
partir de la placa radiografica expuesta al gel de poliacrilamida que contenia las reacciones
de transcripcion y traduccion con S*°. a) Efecto de PSIF sobre la sintesis de ciclinas. b)
Efecto de PSIF sobre la sintesis de luciferasa. La banda amarilla indica el 100% de sintesis
de Luciferasa. Las concentraciones utilizadas son: (2) 1/100, (3) 1/2, (4) 1/10 y (5) 1/1 de
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Con el fin de determinar si el efecto inhibidor de PSIF observado in vitro se conservaba in vivo,
se utilizaron cultivos celulares sincronizados de tabaco (linea celular TBY2) y mediante experimentos
de “pulso y caza”, que permiten determinar la sintesis de novo de proteinas, se encontréo que la
induccion de psif inhibe la sintesis de proteinas especifica de la transicion de G2 a M (Fig. 8). Dicho
efecto no es observado en células donde la expresion del gen psif se encontraba anulada o en aquellas
que llevan Gnicamente el vector, permitiendo asi corroborar la funcién inhibitoria de la proteina PSIF.
Estos datos sugirieren, ademas, que PSIF no forma parte del factor de iniciacion elF3 como se ha
reportado, ya que su funcion inhibitoria sobre la sintesis contradice la propia actividad del factor, que

es precisamente promover dicho proceso (Llanderal 2003).
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Figura 8. Sintesis de novo de proteinas en cultivos de tabaco TBY2 bajo la influencia de PSIF. La
grafica muestra la incorporacion especifica normalizada, registradas por contador de
centelleo que indica la cantidad de proteina sintetizada con respecto al tiempo de toma de la
muestra. La linea azul corresponde al control (células + vector) y la linea rosa a la sintesis de
proteinas de las células que donde se indujo la expresion de PSIF. En amarillo se indica el
indice mitdtico (%) (Llanderal, 2003).



Fan y Penman (1970), reportan un descenso del 70% en la sintesis de proteinas durante la mitosis
en células eucariontes en cultivo, comparado con los indices de sintesis obtenidos para la interfase. En
este trabajo indican que la cantidad de RNAm y el nimero de ribosomas funcionales no son
significativamente diferentes en las células en mitosis de aquellas en interfase, por lo cual ninguno de
los dos funciona como un factor limitante en el proceso de sintesis durante la mitosis; de igual manera,
no se observa una diferencia en la velocidad de sintesis de la cadena polipeptidica. La diferencia
principal, concluyen, debe estar en la union de los ribosomas al RNAm en la fase de inicio de la
sintesis, por lo cual la regulacion debe estar en el inicio del proceso a través de algun componente de
iniciacion (Fig. 9). De igual manera, Rao y colaboradores (1977) intentaron elucidar este mecanismo
que lleva a la inhibicién del inicio de la sintesis de proteinas en la mitosis, y concluyeron que esta
inhibicion puede darse como resultado de la liberacion de RNAs de bajo peso molecular ante el
rompimiento de la membrana nuclear, los cuales tienen un efecto inhibitorio en la sintesis de proteinas,
sin embargo, presentan un porcentaje de inhibicion muy bajo comparado con el reportado para las
células en mitosis, por lo cual dichos RNAs tienen posiblemente s6lo una contribucion parcial y se
requieren elevadas concentraciones de los mismos para que su efecto tenga lugar. Posteriormente,
Tarnowka y Baglioni (1979) reportaron datos mas especificos. Dichos autores encuentran que el
primer paso de inicio de la traduccion, que consiste en la union del tRNA que lleva la metionina de
inicio de la traduccion (Met-tRNA1) a la subunidad 40S del ribosoma, no presentd ningun defecto en
las células mitoticas in vivo, ni diferencias entre los extractos de la fase S y la fase M. Una diferencia
pequeiia se observo en la union del RNAm a la subunidad ribosomal 40S, diferencia que incrementd
enormemente ante la adicion de un andlogo de “cap” en los extractos celulares. Por consiguiente,
propusieron que en las células en mitosis debe existir un bajo nivel de inhibidores del proceso de
iniciacion, como pueden ser los RNAs de bajo peso molecular reportados por Rao (1977), que ante la
presencia de un analogo de “cap” se presente un efecto aditivo que conlleve a una pronunciada

inhibicion en la unidén del RNAm con la subunidad ribosomal 408S.

A la luz de estos datos obtenidos, asi como los publicados por Asano y colaboradores (1997),
quienes reportaron que en purificaciones del complejo elF3 la proteina p47 se encuentrd en menor
proporcion que el resto de los componentes, y sabiendo, ademas, que para la entrada de las células en
mitosis se presentd una reduccion en la sintesis de proteinas, asi como el paro en la maquinaria de
transcripcion (Fan y Penman 1970; Rao et al., 1977, Tarnowka y Baglioni, 1979; Bonneau y
Sorenberg, 1987; Pause et al., 1994; Mader y Sorenberg, 1995; Haghighat et al., 1995; Rousseau et al.,
1996; Marcotriginiano et al., 1999;) se propuso, que PSIF (p47) no forma parte del elF3 sino que se
une a éste en la transicion de la fase G2 a M, donde presenta su pico de expresion maxima, lo cual

provoca la inhibicion de la sintesis de proteinas y permite la entrada a la fase M (Farias, 2002).



Ante la funcion descrita de PSIF y su esencialidad en el ciclo celular, resulta de vital
importancia conocer la manera en que dicha proteina es regulada. En este sentido, se realiz6 un analisis
bioinformatico de la secuencia aminoacidica de la proteina PSIF para obtener, a partir de una base de
datos, sitios que pueden sufrir modificaciones postraduccionales, lo cual permitiera inferir sobre la
regulacion de su actividad. De dicho analisis se encontraron sitios probables para miristilacion,
glicosilacion y fosforilacion (Hernandez 2005). Las dos primeras modificaciones, generalmente estan
asociadas con la ubicacion celular de proteinas a organelos especificos, que posiblemente tiene que ver
con el sitio de accion o procesamiento, en caso de presentarlo, mas que con la propia regulacion de la
funcioén de la proteina. Por otro lado, la fosforilacion esta implicada en la activacion o desactivacion de
proteinas y es uno de los procesos fundamentales de regulacion del ciclo celular. De esta manera,
resulta trascendental que la proteina contenga diferentes secuencias consenso de reconocimiento para
su probable fosforilacion por distintas cinasas implicadas en la regulacion del ciclo celular (Fig. 10).
Dentro de éstas, destaca la cinasa Plk ya que dicha proteina es un regulador especifico de la transicion
G2/M, asi como de mitosis, coincidiendo con el tiempo de expresion de psif. De igual manera, se
encontr6 un sitio probable de fosforilacion por una CDK, y un sitio de unién a ciclina. Para que una
proteina sea fosforilada por un complejo CDK/ciclina se requiere que ademas del sitio de fosforilacion,
contenga un sitio de union a ciclina lo que potencia la fosforilacion por el complejo. Al contener la
proteina PSIF ambos sitios, se incrementa la posibilidad de que dicha region corresponda a una
secuencia real de fosforilacion. A partir de estos datos, nos preguntamos si la proteina PSIF es

fosforilada por proteinas cinasas implicadas en la regulacion del ciclo celular.
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Figura 9. Inhibicion de la sintesis proteica durante la mitosis. El grafico en (a) muestra el descenso
en la sintesis de proteinas conforme las células entran en mitosis (Fan y Penman 1970). La
grafica (b) es una modificacion de la anterior para indicar, en azul, la inhibicion del pico
especifico de la transicion G2/M debida a PSIF.
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Figura 10. Sitios posibles de fosforilacion de la proteina PSIF-Humano. Mediante un analisis de la
secuencia aminoacidica en los sitios “ExPaSy-Prosite” y “ELM” (www.expasy.org;
elm.eu.org/), se obtuvieron sitios de reconocimiento para las siguientes cinasas: cinco sitios
posibles de fosforilacion por la caseina cinasa 2 (CK2); cinco sitios para la proteina cinasa C
(PKC); tres sitios de fosforilacion por proteinas semejantes a polo (© ); un sitio de
fosforilacion por una cinasa dependiente de ciclina (CDK). Se indica también un sitio de
reconocimiento para la union de ciclina y un dominio WW que permite la interaccion
proteina-proteina (Hernandez 2005).




CAPITULO Il
HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 HIPOTESIS

La proteina PSIF de humano sufre fosforilacion

3.2 OBJETIVO GENERAL

Determinar si la proteina PSIF de humano es fosforilada.

3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Clonar el gen Psif-Humano en un vector de alta expresion

e Inducir la expresion de Psif-Humano en cultivos celulares para la obtencion de la proteina.

e Determinar la fosforilacion in vitro de la proteina PSIF-Humano



CAPITULO IV
ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

SUBCLONACION DE psif DE HUMANO EN UN
VECTOR DE ALTA EXPRESION

INDUCCION DE LA EXPRESION DE psif DE
HUMANO EN CULTIVOS CELULARES

ENSAYO DE FOSFORILACION in vitro EN
EXTRACTO DE RETICULOCITOS




CAPITULO V
MATERIAL Y METODOS

5.1 MATERIAL

5.1.1 CEPAS Y PLASMIDOS

Como receptoras se utilizaron las cepas de Escherichia coli JM101, JM109, XLblue, DH5a y
TOP10. Mientras que de Schizosaccharomyces pombe se emple6 la cepa TCPI (h', leul-32) (K180-01

Invitrogen).

Para la sobreexpresion en E. coli se utilizo el vehiculo pTrcHis2A, B, C (V365-20 Invitrogen)
(Fig. 11), mientras que para la expresion y purificacion de la proteina PSIF-humano en S. pombe se
empleo el vector de alta expresion pMNT1-TOPO (K180-01 Invitrogen) (Fig. 12). Por otra parte, el
plasmido pRCEOS51 (Fig. 13) se empled como molde para la amplificacion de la region codificante del
gen psif-Humano del cromosoma 2 (psif-Hm crm2), mientras que el vector pPRCE021 para la obtencion
del transcrito de psif-Hm crmll (Fig. 15). El vector pTRIKan19 (Ambion) fue utilizado para la
clonacion de la copia de psif-Hm del cromosoma 11 (psif-hm crm11) (Fig. 14).

5.1.2 MEDIOS DE CULTIVO

5.1.2.1 MEDIO DE CRECIMIENTO PARA E .coli

El medio de cultivo LB (Luria Bertani) fue utilizado para crecer las cepas de E. coli (Sambrook
et al., 1989). Para su preparacion se disolvieron 10 g de peptona de caseina, 5 g de extracto de levadura
y 10 g de cloruro de sodio en ~900 ml de agua desionizada; se aforo la solucion a 1 L y se esteriliza
por 15 min a 120° C en autoclave. Para obtener medio sélido se adicionaron 15 g/L de agar antes de

aforar y esterilizar.



Figura 11. Mapa fisico del vector de expresion en E. coli pTrcHis2A, B, C. El plasmido mostrado
posee las siguientes caracteristicas: promotor trc, permite un alto nivel de expresion;
LacO, permite la union del represor transcripcional de Lac; rrmB, region de
antiterminacion; gen 10, “enhancer” traduccional; RBS, sitio de union al ribosoma; MCS,
sitio de clonacion multiple; epitope myc en el extremo C-terminal; 6XHis, region de
polihistidinas; gen de resistencia a ampicilina; pBR322ori, permite la replicacion del
plasmado en E. coli; gen LacI® codifica y sobreproduce la proteina represora de Lac.
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Figura 12. Mapa fisico del vector de expresion en S. pombe pNMT1-TOPO. Promotor nmt S
pombe, permite regular la sobreexpresion del gen de interés por tiamina; Ura4 TT, permite
la terminacion de la transcripcion; arsl, permite la alta replicacion y crecimiento en S.
pombe; promotor SV40, permite la expresion del gene LEU2; gen LEU2 de S. cerevisiae,
permite la seleccion auxotrofica del plasmido en cepas de levadura Leu” nmtl, secuencia
de terminacién de la transcripcion; Ampicilin, gen de resistencia a ampicilina para la
seleccion en E. coli; pUC ori, permite la replicacion del plasmido en E. coli.
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Figura 13. Mapa fisico del plasmido pRCEO051. El vector mostrado contiene lo siguiente: PSIF, gen
psif de humano del cromosoma 2; f1(+), origen de replicacion de fago filamentoso; ColEl,
origen de replicacion en E. coli; gen de LacZ; MCS, sitio de clonacion multiple y un gen
de resistencia a ampicilina.
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Figura 14. Mapa fisico del vector de clonacion pTRIKan19. El vehiculo representado en la parte
superior contiene las siguientes caracteristicas: gen de LacZ; MCS, sitio de clonacion

multiple y un gen de resistencia a kanamicina (KanR). En la parte inferior se esquematiza
el sitio de clonacion multiple.
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Figura 15. Mapa fisico del plasmido pRCEO021. El vector mostrado contiene lo siguiente: PSIF, gen
de psif de humano del cromosoma 11; f1(+), origen de replicacion de fago filamentoso;
ColEl, origen de replicacion en E. coli; gen de LacZ; MCS, sitio de clonacion multiple y
un gen de resistencia a ampicilina.



Como antibidtico de seleccion de las cepas transformantes se empled ampicilina a una
concentracion final de 100 pg/ml para el medio sélido y de 50 pg/ml para el medio liquido a partir

de una solucion stock a 100 mg/ml.

Para la seleccion por kanamicina se empled una concentracion final de 50 pg/ml en

medio so6lido y de 30 ug/ml en el medio liquido, a partir de una solucién stock a 30 mg/ml.

5.1.2.2 MEDIOS DE CRECIMIENTO PARA S. pombe

1) Medio EMM

Este medio de cultivo fue utilizado para los experimento de expresion en S. pombe. De acuerdo a
las instrucciones del fabricante se disolvieron 32 g de un concentrado en polvo (kit “SpECTRA™ S.
pombe Expresion System” K180-01 Invitrogen) en 900 ml de agua destilada estéril, se aforaa 1 Ly se

esteriliza por filtrado.

El medio solido se obtiene disolviendo 32 g del polvo EMM en 400 ml de agua destilada estéril,
se afora a 500 ml una vez disuelto y se esteriliza por filtrado. Posteriormente se adiciona un volumen

de una solucion estéril de agar al 4%.

El medio EMM enriquecido (EMM (T)) se obtuvo adicionando tiamina (T) a una concentracion

final de 10 uM a partir de una solucion stock a 10 mM.

2) Medio PDM (-L)

Este medio de cultivo fue utilizado para la seleccion de transformantes en S. pombe. Para
elaborarlo se disuelven 6.7 g/ de base de nitrogeno para levadura, 1.6 g/l de medio sintético
enriquecido sin leucina “drop-out” para levadura y 20 g/L de agar. Disuelta la mezcla se esteriliza por
15 min a 120° C en autoclave y una vez que se tibia (30-40°C) se adiciona glucosa a una

concentracion final de 40%.



5.2 METODOS

5.2.1 AISLAMIENTO DE PLASMIDOS POR LISIS ALCALINA (MINI-prep.)

Esta técnica se utilizo para el aislamiento y purificacion de plasmidos, para lo cual se sembro un
indculo de bacterias en 5 ml de LB con ampicilina (100 pg/ml) se incubd durante 12 hrs a 37°C en
agitacion a 250 rpm. De este cultivo se tomd 1.5 ml en tubos eppendorf y se centrifugd 1 min a 3 600
rpm. Se desechd el sobrenadante y la pastilla se resuspendio en 1 ml de STE frio, se agitd en vortex
hasta homogeneizar y se centrifugd 5 min a 3600 rpm. Nuevamente se tird el sobrenadante y al
precipitado se le agregaron 300 pl de solucion de resuspension (5 mM de glucosa, 10 mM de EDTA,
25 mM de Tris'HCI pH 8, RNasa 40 pg/ml) a 4°C. Se agit6 suavemente en vortex y se adicionaron 300
ul de una solucion fresca de lisis (0.2 N de NaOH y 1% de SDS), mezclando por inversion el tubo y
posteriormente se dejando reposar 5 min a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo se agregaron
300 pl de solucion neutralizante (60 ml de una solucion de acetato de potasio 5 M, 11.5 ml de acido
acético glacial y 28.5 ml de agua desionizada), dejando en hielo por 10 min y posteriormente se
centrifugd 15 min/14 000 rpm/4°C. El sobrenadante se pasé a un tubo limpio y se le adicion6 0.7 vol
de isopropanol frio. Se agit6 por inversion del tubo y se centrifugd 30 min a 14 000 rpm. Se desecho el
sobrenadante y a la pastilla se le agregd6 1 ml de etanol frio al 70%, agitando por inversion.
Posteriormente se centrifugd 5 min a 14 000 rpm, se elimind nuevamente el sobrenadante y se secoé la
pastilla al vacio a 30°C. Una vez seco se resuspendi6é en 50 pl de agua inyectable. Los resultados

fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al 1%.

5.2.2 ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Las distintas muestras de DNA aislado en este trabajo fueron analizadas mediante su corrimiento
utilizando agarosa al 1% disuelta por calor en amortiguador TAE 1X (Tris-acetato 40 mM y EDTA 1
mM, pH 6.8). Una vez tibia la solucion se agregaron 5 pl de bromuro de etidio (0.05 pg/ml), se vacio
en una camilla del tamafio requerido y se le coloco un peine. Al concluir la polimerizacion del gel se
retird el peine, se pasd una camara de electroforesis y se lleno esta con el mismo amortiguador TAE

1X.

A las muestras a correr se le agregd colorante de carga 6X (1 pl/5 pl de muestra) el cual
contiene: 1.5 g de ficoll, 0.25 g de azul de bromofenol y 0.25 g de xilencianol a 10ul de agua

desionizada estéril. Una vez colocada la muestra con colorante en el contenedor formado por el peine



se realizd6 el corrimiento a 90 voltios y finalmente se examind colocando el gel sobre un

transiluminador de luz ultravioleta de onda corta.

Para las muestras de DNA que posteriormente serian purificadas del gel se realizo un gel de
agarosa al 0.8% y se utiliz6 una corriente de 70 voltios. Posteriormente el gel fue tefiido en una

solucion de bromuro de etidio al 0.01% por 1 min.

5.2.3 RECUPERACION Y LAVADO DE DNA A PARTIR DE UN GEL DE AGAROSA

Para la purificacion especifica de las regiones amplificadas del gen psif por PCR se realiz6 una
electroforesis en agarosa del total de la reaccion obtenida y posteriormente se empled el kit de
Promega “Wizard sv Gel and PCR Clean up System” (A9280) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Este kit también fue utilizado en la purificacion de psif-Hm extraido del vector pRCE103 y

pRCE105, asi como en el lavado de DNA desfosforilado o doblemente digerido.

La concentracion final de DNA se determiné electroforéticamente corriendo 2 pl del total en un

gel de agarosa.

5.2.4 DESFOSFORILACION Y LIGACION

Los plasmidos de pTrcHis lavados por columna fueron desfosforilados para la eficiente ligacion
de los genes de psif-Hm. Para ésto, se realizo la siguiente mezcla: 5 pl agua libre de nucleasas estéril, 4
ul buffer 10X, 1 pg de DNA (30 pl), 1 pl de enzima SAP (Promega M8201). Se incub6 esta reaccion a

37°C por 15 min y para inactivar la enzima se coloc6 en bafio Maria a 65°C por 15 min.

La ligacion de cualquiera de los genes de psif-Hm a los vectores pTrcHis se logré manteniendo
una proporcion 2:1 (inserto:vehiculo 200 ng). Mientras que la ligacion del cDNA de psif-Hm crml1l
3’M en el vector pTRIKan 19 se realiz6 en una proporcion 5:1 (inserto: vehiculo 200ng). Las

reacciones se incubaron a 21°C durante 12 h utilizando ligasa T4 (Promega, M1801).



5.2.5 PREPARACION DE CELULAS ELECTROCOMPETENTES

5.2.5.1. CELULAS ELECTROCOMPETENTES DE E. coli

Las células electrocompetentes de E. coli de las cepas IM101, IM109, XLblue, DH5a. y TOP10,

que permitieran la transformacion por electroporacion se obtuvieron mediante el siguiente protocolo:

Se sembr6 un in6culo de la cepa en medio LB solido y se incubo a 37°C durante 12 hrs. De este
cultivo se tom6 una asada en 250 ml de medio LB liquido dando las mismas condiciones de
incubacion. Posteriormente, el cultivo obtenido se vacié en 1L de medio LB liquido y se incubd a
37°C en agitacion hasta obtener una absorbancia de 0.2 a 600 nm. Obtenida la densidad, el cultivo fue
vaciado en 4 botellas de 250 ml y se centrifugd 15 min/ 4000 rpm / 4°C. El sobrenadante obtenido fue
desechado y la pastilla se resuspendié en agua desionizada estéril y fria. Se centrifugd nuevamente 15
min/ 4000 rpm / 4°C, y la pastilla de s6lo dos botellas se resuspendi6 con agua desionizada estéril y
fria pasandolo, posteriormente, a las dos botellas restantes. Se repitio el ciclo de centrifugacion y la
pastilla obtenida se resuspendi6 en 3 ml de glicerol al 10%. De la mezcla se tomaron alicuotas de 80 pl

en tubos eppendorf'y se guardaron a -80°C (modificado de Sambrook et al., 1989).

Todo el experimento se realizo bajo condiciones estériles y manteniendo las células a 4°C.

5.2.5.2 CELULAS ELECTROCOMPETENTES DE S. pombe

Para obtener células electrocompetentes de la cepa de S pombe TCP1 de acuerdo al manual del
sistema empleado “SpECTRA™ S. pombe Expresion System” (K180-01 Invitrogen), como primer
paso se sembro un indculo en 10 ml de medio EMM (T) y fue incubado a 33°C por 18 h. De este
preindculo se tomo una alicuota para su resiembra en 50 ml de medio EMM (T), hasta obtener una
DOggo de 0.4, posteriormente se dejo crecer de 2 a 4 h bajo las condiciones descritas. Transcurrida la
incubacion, se cosecharon las células a 1500 Xg/ 5 min/ 4°C y se lavaron con 25 ml de agua
desionizada, estéril y fria. Consecutivamente, se centrifugé a 1500Xg/ 5Smin/ 4°C y el sedimento
obtenido se lavo con 25 ml de sorbitol 1 M frio. Se repitio el lavado antes descrito y nuevamente se
centrifug6 a 1500 Xg/ 5 min/ 4°C. Una vez limpio el sedimento celular, se determind su volumen y se
agregaron 2 veces el volumen obtenido de sorbitol 1M frio. De la mezcla se tomaron alicuotas de 100

pl en tubos eppendorf'y se guardaron a -80°C.

Todo el experimento se realiz6 bajo condiciones estériles y manteniendo las células a 4°C.



5.2.6 TRANSFORMACION POR ELECTROPORACION

5.2.6.1 TRANSFORMACION DE E. coli POR ELECTROPORACION

Para las transformaciones realizadas en E. coli con los vectores pRCE104, pRCE105, pRCE107
y pRCE108 se empleo en siguiente protocolo: se adicionaron 2 pl de la ligacion/plasmido a 80 pl de
células electrocompetentes y se dejo incubar 2 min en hielo en una celda para electroporacion;
posteriormente, se aplico un voltaje de 2000 voltios e inmediatamente se adicion6 1 ml de LB; las
muestra obtenida se incubo 1 h a 37°C en agitacion suave; de este cultivo se tomaron alicuotas de 25

ul, 50 ul'y 150 pl que se perlearon en cajas petri con medio selectivo y se incubaron a 37°C por 14 h.

5.2.6.2 TRANSFORMACION DE S. pombe POR ELECTROPORACION

Esta técnica se empled para introduccion del plasmido pRCE103 en la cepa de S. pombe TCP1.
Para ésto, en una celda de electroporacion previamente enfriada se colocaron 100 pl de células de
levadura electrocompetentes y a éstas se les adiciond 1 pug del plasmido y se dejo incubar en hielo por
7.5 min. Transcurrido este tiempo se electropord a 2500 voltios e inmediatamente se adiciond 1 ml de
sorbitol 1 M pasando la mezcla a un tubo (1.5 ml) frio. Se tomaron alicuotas de 75 pl que se perlearon

en cajas petri con medio selectivo PDM (-L) y, finalmente, se incub6 14 hrs a 33°C.

5.2.7 DIGESTIONES ENZIMATICAS
5.2.7.1 DIGESTION DE PLASMIDOS

Para digerir el plasmido pTRIKan 19 se realizd la siguiente reaccion: agua desionizada estéril a
un volumen final de 30 pl, 3 pl de buffer 10X, 2 pg de DNA, 2 pl de enzima Smal. Posteriormente se
incub6 12 hrs a 30°C.

La digestion de pTrcHis2C con EcoRI se obtuvo de la siguiente reaccion: agua desionizada
estéril a un volumen final de 30 pl, 3 ul de buffer 10X, 1.5 pg de DNA, 2 ul de enzima. La reaccion se
dejo incubar 8 hrs a 37°C.

La doble digestion del plasmido pTrcHis2B, se realizd en primer lugar con la enzima Hindlll
mediante la siguiente reaccion: agua desionizada estéril a un volumen final de 50 pl, 5 pl de buffer
10X, 1.5 ng de DNA, 4 pl de enzima. La reaccion se dejo incubar 18 h a 37°C. Posterior al lavado por
columna de la primera reaccion de ligacion, se prosiguid con su segunda digestion con Sacl mediante
la siguiente mezcla: agua desionizada estéril a un volumen final de 50 pl, 5 pl de buffer 10X, ~1.5 pg

de DNA, 1 pl de enzima. La reaccion se dejo incubar 18 ha 37°C.



Todas las digestiones se analizaron electroforéticamente corriendo 1 pl/muestra en un gel de

agarosa al 1%.

5.2.7.2 ANALISIS DE RESTRICCION

Las digestiones enzimaticas para los andlisis de restriccion en todos los casos se realizaron
mezclando: agua desionizada estéril a un volumen final de 20 ul, 2 pl de buffer 10X, 2 ul de BSA
10X, 1 pgde DNA, 1 ul de enzima (Sall, Sacl, Kpnl, BamHl).

5.2.7.3 LIBERACION DE FRAGMENTOS

El gen psif-Hm fue liberado del vector pRCE103 realizando la siguiente reaccion de digestion
con la enzima ECORI: agua desionizada estéril a un volumen final de 30 pl, 3 ul de buffer 10X, 1.5 pg
de DNA, 2 pl de enzima. La reaccion se dejo incubar 18 h a 37°C y posteriormente se corrio en gel de

agarosa al 1% para su lavado.

La liberacion de psif-Hm crm113’M del plasmido pRCE1035, se obtuvo mediante dos digestiones
por separado. En la primera digestion, tres muestras por separado fueron sometidas a la accion de la
enzima Hindlll para lo cual se realizo la siguiente mezcla: agua desionizada estéril a un volumen final
de 50 pl, 5 pl de buffer 10X, 1.5 pg de DNA/muestra, 4 pl de enzima. La reaccion se dejo incubar 18 h
a 37°C y la completa digestion se determind electroforéticamente corriendo 1 pl/muestra en un gel de
agarosa al 1%. Posterior al lavado por columna, las tres muestras se colectaron en un solo tubo y se
contintio con su segunda digestion con la enzima Sacl. Para esta reaccion se realizd la siguiente
mezcla: agua desionizada estéril a un volumen final de 100 ul, 10 pl de buffer 10X, 6 ug de DNA, 1 pl
de enzima. Se incub¢ la reaccion a 37°C y se tomaron 25 pl a los 5 min, 10 min, 15 min y 40 min para
obtener digestiones parciales. Posteriormente se inactivo cada muestra a 65°C durante 20 min. Los
resultados se analizaron electroforéticamente corriendo el total de las muestras extraidas en un gel de

agarosa al 1%.

5.2.8 AISLAMIENTO DE RNA CON TRIZOL

Se extrajo RNA total de células humanas embrionarias 293H, a fin de obtener en experimentos
posteriores el cDNA de la copia del gen psif-Hm ubicada en el cromosoma 11(psifHm-crm11). Para

lograr esto, se sigui6 el protocolo anexo:



Se precipitaron 2-3X10° células por centrifugacion a 100 Xg/10 min. El sedimento celular se liso
por pipeteo con 500 pl de trizol y fue incubado 5 min a temperatura ambiente (T°A). Posteriormente,
se agregaron 200 pl de coloformo, se agitd, y se incub6é 3 min a T°A. Transcurrido el tiempo de
incubacion, la muestra fue centrifugada a 12 000Xg/15 min/4°C, obteniendo asi dos fases liquidas. Se
tomo la primera fase y se mezclo suavemente con 500 pl de isopropanol incubando 10 min a T°A.
Nuevamente se dio centrifugacion a 7 500Xg/5min/4°C y se prosiguid con el lavado de la pastilla
obtenid con 1 ml de EtOH 75%. Para precipitar se repitio la centrifugacion a 7 500Xg/5min/4°C y se
dio un secado parcial del RNA en campana de flujo laminar. Finalmente, se resupendio en 20 ul de
agua libre de RNasas, se incubd a 65°C/10 min y transcurrida la incubacion se agregaron 0.5 ul de

inhibidor de RNasas (40U/ul). La muestra se almacen a -20°C.

Para medir la concentracion de la muestra se realizdé un corrimiento electroforético en gel de

agarosa al 1%.

5.2.9 RT-PCR

El ¢cDNA de psif-Hm ubicado en el cromosoma 11, se obtuvo mediante una reaccién de
transcripcion reversa, a partir del RNA obtenido de células humanas 293H. Como primer paso, se
mezclaron 0.5 pg de RNA total, 40 pmol de oligo AE3’M, agua desionizada estéril a 12 pl y se incub6
5 min a 65°C. Transcurrido el tiempo, se coloco el tubo en hielo y se adicionaron los siguientes
componentes 4 ul de buffer de reaccion 5X, 2 pl DTT 0.1 M, 1 pl de inhibidor de RNasas (40 U/pl); se
incub6 2 min a 42°C y posteriormente se agregd 1 pl (200U) de la enzima SuperScript™I*

(Invitrogen, 18064-014), incubando 50 min a 42°C. Para detener la reaccion se incub6 15 min a 70°C.

Para la amplificacion del cDNA obtenido se emplearon los oligos: AE 5°C, obtenido a partir de
la secuencia gendmica reportada y AE3°M, descrito anteriormente (ver 5.2.1). La reaccion de
amplificacion se obtuvo mezclando los siguientes componentes: 21 pl de agua desionizada estéril, 5 pl
de buffer de reaccion (10X), 1.5 ul ANTP’s (10 mM), 1.5 ul MgCl, (50mM), 10 pl Enhancer 10X, 4 pul
oligo AE5’C (10 pmol), 4 ul oligo AE3’M (10 pmol), 3 ul cDNA, 0.5 ul polimerasa Pfx platinum
(Promega). La mezcla anterior se sometié a un proceso de amplificacion de 40 ciclos a 94°C/30”’,
50°C/40°, 72°C/1° 10°’, con un ciclo previo de 94°C/2’ y uno posterior de 72°C/10’°. Para comprobar

la amplificacion de la muestra se realizé un corrimiento electoforético en gel de agarosa al 1%.



5.2.10 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Para la amplificacion del gen psifHm-crm2 se disefiaron los oligos AE 5’ y AE3’M (Tabla 1),
los cuales se localizan doce bases previas al codon de inicio y antes al codén de terminacion,
respectivamente (Fig. 13). La reaccion de amplificacion se obtuvo mezclando los siguientes
componentes: 34 pl de agua desionizada estéril, 5 pl de buffer de reaccion (10X), 1.5 ul ANTP’s (10
mM), 1.5 pl de MgCl, (50 mM), 2 ul oligo OAES’ (10 pmol), 2 pl oligo OAE3’M (10 pmol), 2 ul de
DNA (5ng/ul), 2 pl de Taq polimerasa, en un volumen final de 50 pl. La mezcla anterior se someti6 a
un proceso de amplificacion de 35 ciclos a 94°C/30°°, 55°C/45°°, 72°C/1° 10*’, con un ciclo previo de
94°C/5” y uno posterior de 72°C/5’. Para comprobar la amplificaciéon de la muestra se realizdo un

corrimiento electoforético en gel de agarosa.

La comprobacion de la insercion del plasmido pRCE103 en levadura se corrobord por
amplificacion del gene psif-Hm utilizando los oligos AE3’M y “NMT pombe foward priming site”,
este ultimo integrado en el kit de Invitrogen “SpECTRA™ S. pombe Expression System” (K180-01).
Para la amplificacion, se picod una colonia de ~1 mm de diametro y se paso a un tubo de 1.5 ml con 50
pl de agua desionizada estéril, se agitdé en vortex y se mantuvo a 100°C 5 min. Posteriormente, fue
centrifugada a 12 000 Xg/ 1 min. El sobrenadante obtenido se pasé a un tubo limpio de 0.5 ml; de esta
muestra se tomaron 5 pl para la reaccion de amplificacion. Dicha reaccion se obtuvo mezclando,
ademas: 13 pl de agua desionizada estéril, 2.5 pl de buffer de reaccion (10X), 0.75 ul ANTP’s (10
mM), 0.75 pl MgCl, (50 mM), oligo NMT 1 pl, oligo AE3’M 1 ul, Taq polimerasa 1 pl. La

amplificacion se realiz6 utilizando el programa previamente descrito.

Tabla 1. Oligonucleotidos

OLIGONUCLEOTIDOS SECUENCIA (5’-3")

AES’ attctcgacaagATGgccacaccggeg
AE3’M ctcaatgaaaaacttgtaaacctg

psif INT2 ctgcaagtcacttgagagtcc

psif COOH 5’ gtgatgttcacgcectctgaca

NMT pombe foward priming site tttcaatctcattctcactttctga
pTrcHis 5 forward agaggtatatattaatgaatcg

. psif-COOH (618)
AE 5 (1) INT1(594) | INT 2 (801) AE 3'M (1197)

1200 bp

Figura 16. Diagrama de localizacion de los oligonucledtidos en la secuencia de psif-Hm. Se indica
el nombre del oligo y entre paréntesis la base de inicio de la secuencia en direccion 5°-3°.



5.2.11 EXPRESION PROTEICA

5.2.11.1 EXPRESION PROTEICA EN E .coli (piloto)

La expresion de la proteina psif-Hm de cualquiera de las dos copias del gen se realizé con el kit
“pTrcHis2A, B, C” (V365-20, Invitrogen) utilizando el siguiente protocolo:

Se crecid un cultivo de 2 ml de la cepa que lleva el gen psif en medio LB+ampicilina a 37°C en
agitacion durante toda la noche. De este cultivo se tomaron 600 pl para resiembra en 30 ml de
LB+ampicilina y se dejo crecer a 37°C en agitacion hasta alcanzar una DOgg,, de 0.6. Alcanzada la
densidad se tom¢ una alicuota de 1.5 ml (corresponde al tiempo cero), se centrifugd 30 seg a 14,000
rpm y se almacend a -20°C. Posteriormente, al cultivo restante se le adicion6 inductor IPTG a una
concentracion final de | mM y se incub6 a 37°C en agitacion. A partir de este momento se colectaron
muestras de 1.5 ml a diferentes tiempos, las cuales se centrifugar6 30 seg a 14 000 rpm y se

almacenaron a -20°C hasta su analisis.

5.2.11.2 EXPRESION PROTEICA EN S. pombe

La expresiéon de la proteina psif-Hm se realizo con el kit “SpECTRA™ S. pombe Expression
System” (K180-01, Invitrogen) para lo cual se empleo el siguiente protocolo:

Se inoculd una colonia de pRCE103 en 25 ml de medio EMM(T) y se dejo crecer toda la noche
a 33°C en agitacion. El cultivo obtenido se precipitd por centrifugacion 5 min/ 1500Xg/ TA y se lavo
dos veces resuspendiendo con 25 ml de sorbitol 1 M y centrifugando en las condiciones descritas. El
precipitado una vez limpio, se resuspendi6 en 25 ml de medio inductor EMM sin tiamina y se tomaron
250 pl para inocular 50 ml de medio EMM. Posteriormente se incubd 18 h a 30°C en agitacion y
transcurrido el tiempo se colectaron las células centrifugando 5 min/ 1500Xg/ 4°C. El precipitado
obtenido se resuspendio en 1 ml de TE 1X+NaCl 100 mM y nuevamente se centrifugé 2 min/ 14 000
rpm/ 4°C. Sé desecho el sobrenadante y el precipitado se almacen6 a -80°C hasta su analisis.

Para las muestras control sin inducir, del preindculo lavado se tomaron 250 pl para su resiembra

en medio EMM enriquecido con 10 uM de tiamina EMM(T); el resto del protocolo permanecié igual.



5.2.12 LISADO CELULAR

5.2.12.1 LISADO CELULAR DE E .coli

Para lisar las muestras de induccién en E. coli la pastilla celular de cada muestra se resuspendio
en buffer de lisis (PBS pH 7.4, Tris-HCI 25 mM pH 8, Triton X100 1%, lisozima 0.2 mg/ml, DTT 10
mM, glicerol 10%), se agitd en vortex hasta homogeneizar y se dejo incubar en hielo 30 min.
Posteriormente, se lis6 dando cinco ciclos de 10 segundos de sonicacion al maximo alternados con 10
segundos de reposo en hielo. Consecutivamente cada lisado se centrifugé 15 min/ 14 000/ 4°C y el
sobrenadante obtenido se colectd en un tubo limpio. La muestra asi obtenida se almacend a -20°C

hasta su analisis.

5.2.12.2 LISADO CELULAR DE S. pombe

Los cultivos obtenidos de los ensayos de induccion en levadura S. pombe (TCP1) se procesaron
mediante el siguiente protocolo: se centrifugo a 1500 Xg/ 5 min/ 4°C, la pastilla celular se resuspendio
en 1 ml de TE 1X y se volvio a centrifugar 2 min a la velocidad maxima; se decant6 y resuspendio en
un volumen igual de buffer de lisis (Tris-HCI 50 mM pH 8.0, 0.1% SDS, 1% DMSO, 1 mg/ml
lizosima), se adicion6 PMSF (1 mM) y se incub6 30 min en hielo; posteriormente, se agregaron de 2 a
4 perlas de vidrio por gramo de suspension celular y se agitd 9 veces en vortex 1 min, alternando 2 min
de reposo en hielo; el lisado se transfirié a un tubo limpio y se removieron los restos celulares por
centrifugacion 15 min a la velocidad maxima (14 000 rpm); finalmente, se colectd el sobrenadante en

un tubo estéril y se almacend a -80°C hasta su analisis.

5.2.13 ENSAYO DE BRADFORD

Para determinar la concentracion de proteina se realizo una curva estandar de albumina sérica de
bovino (Bio Labs). De un stock 100X del suero se tomaron 100 ul y se disolvieron en 900 pl de buffer
de lisis (ver lisado celular); de esta mezcla se tomaron 2, 4, 6, 8, y 10 pl, para la primera curva, y 20,
40, 60, 80 pl para la segunda. Estas muestras se llevaron por separado a un volumen de 100 pl con
NaCl 0.5 M y se les adicionaron 900 pl de solucion de Bradford (5 ml Etanol, 10 mg azul de
Coomassie G-250, 10 ml H;PO4 85%, aforar a 100 ml). Posteriormente, se incubd a temperatura

ambiente por 2 min y se midio la absorbencia a 595 nm en un espectrofotometro.



La concentracion proteica de los extractos celulares se determind de la siguiente manera: se
tomaron 10 pl, se llevaron a 100 pl con NaCl 0.5 M y a 1 ml con solucion de Bradford, midiendo la

absorbencia, de igual manera, a una longitud de onda de 595 nm.
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Figura 17. Curva estandar de concentracion de albumina sérica de bovino (BSA). Las graficas
muestran la absorbencia obtenida para 2, 4, 6, 8,y 10 pg en a) y 20, 40, 60 y 80 pug en
b) de BSA siguiendo el método de Bradford descrito en el texto.



5.2.14 ELECTROFORESIS EN GEL DE POLTACRILAMIDA DESNATURALIZANTE (SDS-
PAGE) (Sambrook, et al., 1989)

El corrimiento electroforético de proteinas en condiciones desnaturalizantes se llevd a cabo en
geles de poliacrilamida al 10 o 12%. Para el gel de resolucion se mezclaron los siguientes componentes
en un volumen final de 5 ml: 1.9 ml de agua desionizada estéril, 1.7 ml de arcrilamida-bis 30% (Bio-
Rad 161-0154), 1.3 ml de Tris 1.5 M (pH 8), 0.05 ml de SDS 10%, 0.05 ml de persulfato de amonio
10% y 0.002 ml de TEMED.

El gel concentrador al 5% se obtuvo de la siguiente mezcla: 0.68 ml de agua desionizada estéril,
0.17 ml de archilamida-bis 30% (Bio-Rad 161-0154), 0.13 ml de Tris 1 M (pH 6.8), 0.01 ml de SDS
10%, 0.01 ml de persulfato de amonio y 0.0044 ml de TEMED.

Las muestras a analizar se prepararon adicionandoles 10 pl de buffer de carga 1X SDS (Tris-Cl
(pH 8) 50 mM, Dithiothreitol (DTT) 100mM, SDS 2%, Azul de bromofenol 0.1%, glicerol 10%) y

poniéndolas a 100°C por 3 min para desnaturalizar las proteinas.

El corrimiento electroforético se realizd a 80 V para el gel concentrador y 100 V en el gel de
separacion, utilizando como amortiguador Tris-Glicina 1X (stock 5X: 15.1 g, Tris-base, 94 g

Glicina en 900 ml de agua desionizada estéril, y 50 ml de SDS 10%)).

5.2.15 TINCION DE GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS CON AZUL DE COOMASSIE

Para tefiir el gel de poliacrilamida-SDS se disuelven 0.25 g de azul de Coomassie R-250 en 90
ml de agua:metanol (1:1) y 10 ml de acido acético glacial. Se sumerge el gel en esta solucion y se deja
en agitador reciprocante por 2 h como minimo. Posteriormente se retira la soluciéon y se agrega una
solucion metanol:acido acético (paso 1) para desteiiir el gel, misma que debe cambiarse 3 o 4 veces en

un periodo de 2 a 4 h en agitacion constante.



5.2.16 ENSAYO DE INMUNODETECCION (WESTERN BLOT)

La expresion y concentracion de PSIF-Hm en S. pombe fue corroborada mediante este tipo de
ensayo, para lo cual se utilizo el siguiente protocolo (:

Luego del corrimiento electroforético en SDS-PAGE, la membrana de PVDF y el gel fueron
equilibrados en buffer de transferencia (Tris-base 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20%) por 15 min.
Posteriormente, las proteinas se transfirieron a la membrana durante hora y mediaa 15V (400 mA) y
a 18 V (400 mA) por 30 min al final, en camara de transferencia semi-seca. Transcurrido el tiempo de
transferencia, se dejo secar la membrana y posteriormente se bloque6 con solucion bloqueadora al 5%
(TBST: Tris-base 20 mM, NaCl 100 mM, 0.1% Tween 20; 5% leche descremada) durante 1 h en
agitacion constante. Después del bloqueo, se dieron tres lavados la membrana con TBST durante 5
min (c/u) en agitacion suave. Se decantd el TBST y se afadio el anticuerpo conjugado a HRP (Anti-
His(C-Term)-HRP antiboby, Invitrogen R931-25) en una dilucion 1:5000 en solucién de bloqueo; se
incubd6 1 h en agitacion suave y constante. Se prosiguio con el lavado de la membrana por tres periodos
de 5 min con TBST. Finalmente, se dejo en TBS (Tris-base 20 mM, NaCl 100 mM; pH 7.5) hasta

proseguir con la deteccion.

La inmunodeteccion de peroxidasa de rabano se realizé utilizando el sustrato “Inmun-Star HRP

sustrate” de Biorad (170-5040), siguiendo las instrucciones del mismo.

Para la inmunodeteccion por fosfatasa alcalina se utilizd6 un anticuerpo monoclonal de ratén
contra histidinas (Chemicon Internacional Inc, MAB3114) como anticuerpo primario en una dilucion
1:5000 y como anticuerpo secundario anti-IgG de raton conjugado con fosfatasa alcalina (Rockland,
610-4520) en una dilucion de 1:1000. EI protocolo utilizado es igual al descrito anteriormente, con la
diferencia que después del ultimo lavado de la membrana se volvio a incubar con el segundo
anticuerpo y transcurrido el tiempo se dieron los lavados correspondientes. La deteccion se realizo

utilizando como sustrato NTB/BCIP (Roche, 1 681 451), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Los ensayos de inmunodeteccion con anticuerpos de planta se realizaron bajo las condiciones
anteriormente descritas, utilizando en un primer ensayo, como anticuerpo primario, uno monoclonal
de raton anti-p32/elF3 de trigo y como secundario un anti-IgG de raton fusionado a peroxidasa de
rabano. En un segundo ensayo se empled anti-elF3, que es un anticuerpo policlonal de conejo que
reconoce todas las subunidades del elF3 de trigo y como secundario anti-IgG de conejo fusionado

también a peroxidasa de rabano.



5.2.17 ENSAYO DE FOSFORILACION in vitro PARA PSIF-Hm crm11

Para realizar el ensayo de fosforilacion se obtuvo en primer lugar el capRNAm de psif-hm crm11
insertado en el vector pPRCE021 bajo el promotor T7. A partir de este se obtuvo la proteina en un
sistema de traduccion en extracto crudo de reticulocitos y finalmente con este extracto se realizé el

ensayo de fosforilacion.

5.17.1 TRANSCRIPCION in vitro DE PSIF-Hm crm11

Para realizar transcripcion se empled el sistema “mMessage mMachine, High Yield Capped
RNA, Transcription Kit” (1340, Ambion). Para la reaccion estandar de transcripcion se mezclaron los
siguientes componentes: agua desionizada estéril a 25 pl, 5 ul NTP/Cap 2X, 1 pl Amortiguador de
reaccion 10X, 500 ng pRCEO021 (psif-hm crmll1), 1ul mezcla de enzimas. Posteriormente, incubo la
reaccion 90 min a 37°C. Transcurrido el tiempo de reaccion, se adiciond 1 pl de DNasa y se incub6 15
min a 37°C. La reaccion se detuvo adicionando 90ul de agua desionizada estéril y 10 pl de acetato de
amonio. Al volumen obtenido se anadio uno igual de fenol:cloroformo, se agitd en vortex y se
centrifugdé 4 min a 14 000 rpm. Se tomo la primera fase, se adicioné un volumen igual de cloroformo
isoamilico, se agitd por vortex y se centrifugd 3 min a 14 000 rpm. Nuevamente se tomo la primer fase
y a esta se agregd un volumen de isopropanol; se agito por vortex 10 seg y se centrifugd 20 min/14
000 rpm/ 4°C. El precipitado obtenido se lavé con 1 ml de etanol al 70% y centrifugando 5 min a 14
000 rpm. EI capRNAm asi obtenido, se dejo secar parcialmente en campana y se resuspendio en agua

libre de nucleasas. La cuantificacion se realizé en espectrometro a una absorbancia de 260 nm.

5.17.2 TRADUCCION in vitro DE PSIF-Hm crm11

Para sintetizar la proteina de PSIF-Hm crm11, se emple¢ el sistema “TNT Coupled Retyculocite
Lysate System” (L4610, Invitrogen). La reaccion estandar se obtuvo mezclando: agua libre de
nucleasas a 25 pl, 12.5 pl extracto de reticulocitos, 2 pl buffer de reaccion, 0.5 pl mezcla de
aminoacidos sin metionina, 0.5 pl mezcla de aminoacidos sin leucina, 0.5 pl inhibidor de ribonucleasa
(40 u/ul), 500 ng capRNAm. Posteriormente, la reaccion se incubdé 90 min a 30°C. La reaccion se

detuvo adicionando el buffer de fosforilacion.

5.17.3 FOSFORILACION in vitro DE PSIF-Hm crm11

A cada reaccion de traduccion se adicionaron 25 pl de buffer de fosforilacion (10 mM HEPES,

50 mM NaCl,, 12.5 mM DTT, 100 pM ATP, 10 mM MgCL) y 2.5 ul de ATP (v*P, 370 MBg/ml, 10



MCi/ml) diluido 1:20. Del complejo MPF (20 U/ul) se tomé 1 pl y se diluyé en 4 pl de agua
desionizada estéril; de esta dilucién se tomd 1 pl para cada reaccion de fosforilacion. Finalmente, la
olomoucina se adiciond a una concentracion final de 500 pM partiendo de una solucion a 10 mM. Las
reacciones obtenidas, se incubaron 30 min a 30°C. La reaccidon se detuvo adicionando Buffer de

corrida 1X SDS-PAGE.



CAPITULO VI
RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 SUBCLONACION DE psif-Hm EN EL VECTOR pTrcHis2C

Ante nuestro primer objetivo que consistio en la clonacion de psif-Humano (Homo sapiens, Hm)
en un vector adecuado para la purificacion de la proteina PSIF, como primer paso se realizé la
subclonacion del gen en el vector de expresion de la serie pTrcHis2 (Fig 11). Este vector posee tres
alternativas diferentes que varian unicamente en el nimero de bases dentro de la region de multiple
clonacion, a fin de seleccionar aquella que ante la insercion de fragmentos de DNA no sufra
modificaciones en el marco de lectura inicial y final, tanto del vector como de la secuencia clonada. De
acuerdo a este principio, la variante “C” de este plasmido permite la adecuada clonacion del gen psif.
Una vez introducido el gen en el vector pTrcHis2C, la secuencia quedara alineado bajo el promotor
Ptrc inducible hacia el extremo 5°, lo cual permite manipular en pasos ulteriores la induccion de la
expresion del gen. De igual manera, hacia el extremo 3’ estard fusionado una cola de seis histidinas

que permitird la purificacion de la proteina expresada, por cromatografia de afinidad.

Para realizar la clonacion de psif-Hm, se liber6 del plasmido pRCE103 la region codificante del
gen con la enzima de restriccion ECORI, ya que dicha region se encuentra flanqueada por secuencias de
reconocimiento para esta enzima (Fig. 18a). De igual manera, el plasmido pTrcHis2C fue digerido con
EcoRlI. Posteriormente, a este plasmido se ligd el gen de psif-Hm y por electroporacion la construccion
se introdujo en la cepa de E. coli TOP10, obteniendo asi numerosas colonias. De las colonias
transformantes obtenidas se resembraron veinte para el aislamiento de DNA plasmidico y posterior al
corrimiento electroforético en gel de agarosa, se seleccionaron cuatro plasmidos para su andlisis por
restriccion con tres endonucleasas: Sacl, Sall y Kpnl, lo cual permitird comprobar la correcta insercion
del gen con respecto al promotor. Con la enzima Sacl se esperaban dos fragmentos: uno de ~550 pb y
otro de ~5.2 kb; mientras que para las enzimas Sall y Kpnl se buscaban fragmentos de ~768 pb y ~5kb,
y ~5.7 kb, respectivamente. De las cuatro clonas analizadas, tres correspondieron con lo esperado, es
decir, el gen se encontrd en sentido 5°-3, mientras que en la clona 1 se encuentra en sentido opuesto

(Fig. 18b). Las construcciones en sentido se denominaron pRCE104.
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Figura 18. Subclonacion de psif-Hm en el vector pTrcHis2C. a) El diagrama muestra la estrategia
de clonacion para la obtencion del plasmido pRCE104: la region codificante de psif-Hm se
extrajo del plasmido pRCE103 con la enzima EcoORI. El fragmento obtenido se inserté en
el vector pTrcHis2C, digerido con la misma endonucleasa, resultando asi la construccion
pRCE104. b) Las fotografias muestran la electroforesis en gel de agarosa de las
digestiones de pRCE104 con las enzimas indicadas. Se indican los fragmentos de
tamafio esperados. MPM marcador de peso molecular.

5.2 SECUENCIACION DEL PLASMIDO pRCE104

La secuenciacion de la clona pRCE104 se realizd paraconfirmar la correcta insercion del gen
psif-Hm en el plasmido pTrcHis2C en referencia al marco de lectura inicial y final. Para ello, se utilizo

el oligo pTrcHis (foward priming site) ubicado rio arriba de la insercion, para el extremo 5°, y un oligo



interno ubicado hacia el extremo 3’del gen. Tal como se observa en la figura 19, la region codificante

de psif-Hm se encuentra fusionada en fase a ambos extremos del vector. Aun cuando se presentan dos

sustituciones, solo en una de ellas se produce un cambio en el aminoacido, modificando valina por

alanina, sin embargo, este cambio puede no presentar ningiin efecto negativo en la proteina ya que se

encuentra dentro de una region caracterizada como rica en ambos aminoacidos. De esta manera se

prosiguiod con la utilizacion de la clona pPRCE104.

CCG AGC TCG AGA TCT GCA GCT GGT ACC ATA TGG GAA TTC GCC CTT
Pro Ser Ser Arg Ser Ala Ala  Gly Thr lle Trp Glu Phe Ala Leu
ATT CTC GAC AAG ATG GCC ACA CCG GCG GTA CCA GCA AGT GCT CCT
Ile Leu Asp Lys Met Ala Thr Pro Ala Val Pro V-A Ser Ala Pro
CCG GCC ACG CCG ACC CCA GTC CCG GCG GCG GTC CCA GCC TCT GCC
Pro Ala Thr Pro Thr Pro Val Pro Ala Ala Val Pro Ala  Ser Ala
CCA GCCTCA GTT CCA GCG CCA ACG CCA GCA CCG GCT GCG GCT CCG
Pro Ala Ser Val Pro Ala Pro Thr Pro Ala Pro Ala Ala Ala Pro
GTT CCC GCT GCG GCT CCA GCCTCATCC | iviriviiiiiiiiiinininn | i
Val Pro Ala Ala Ala Pro Ala Ser Ser | ..ooooiiiiiiiiiiiiiiis | i
CTC ACA TAG TCA CAG ATT GCC CTC AAT GAA AAA CTT GTA AAC CTG,
Leu Thr Gin Ser GIn Tle Ala Leu Asn Glu Lys Leu Val Asn Leu

AAG GGC GAA TTC GAA GCT TAC GTA GAA CAA AAA CTC ATC TCA GAA
Lys Gly Glu Phe Glu Ala Ser Val Glu Gln Lys Leu Ille Ser Glu
GAG GAT CTG AAT AGC GCC GTC GAC CAT CAT CAT CAT
Glu Asp Leu Asn  Ser Ala Val Asp His His His His

Figura 19. Andlisis de secuencia del pldsmido pRCEL104. Secuencia obtenida del plasmido
pRCE104. En negro se muestra la secuencia del gen psif-Hm; en azul los nucledtidos
correspondientes al vector.

5.3 EXPRESION Y DETECCION DE PSIF-HUMANO EN EXTRACTOS DE E. coli

Al comprobar la adecuada construccion en E. coli del plasmido pRCE104, que lleva el gen de

psif-Hm, se procedié con su sobreexpresion lo cual permitird aumentar la concentracion de la proteina

en los cultivos celulares, para su posterior purificacion. La induccion de la expresion se logro

adicionando 1 mM de IPTG durante la fase exponencial de crecimiento. Para determinar el tiempo de

induccion maxima, se colectaron muestras a diferentes tiempos post-induccion y posteriormente se

lisaron bajo las condiciones descritas. Del sobrenadante obtenido, se corrié una alicuota en un gel de

poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10% y el gel obtenido se tifid6 con azul de Coomassie. De este

experimento se esperaba una banda diferencial y creciente con respecto al tiempo de ~50 kDa (47 kDa




de PSIF-Hm y 2.5 kDa de la region 6XHis y el epitope myc). Como puede verse en la figura 20a,
aunque si se obtuvo una banda diferencial, ésta no corresponde con el tamafio deseado y no se observa
un aumento en la expresion de la proteina a través del tiempo que indique su sobreexpresion. Esto
puede comprobarse al analizar el control positivo, que corresponde a la expresion de la proteina
LACZ-His (pTrcHisLacZ, 120 kDa), donde se logré observar una banda diferencial con un maximo de

expresion a las cuatro horas post-induccion (Fig 20a, panel izquierdo).

A fin de comprobar la expresion de PSIF-Hm en las muestras obtenidas, se realiz6 nuevamente
un SDS-PAGE vy el gel obtenido se sometio a un sistema de deteccion fluorescente que reconoce
proteinas fusionadas a la cola de seis histidinas. Los resultados de este experimento comprueban que la
banda diferencial observada corresponde a la proteina recombinante de PSIF-Hm(His6X), pero no hay
una induccion de su expresion, tal como ocurre en el control de LacZ (Fig. 20b). La diferencia en
tamafio observada tanto en la proteina PSIF como en el control, con respecto a lo esperado,
probablemente se deba a que no hubo una separacion adecuada del residuo celular después del lisado
de la muestra, por lo tanto la muestra corrida puede llevar otras proteinas o restos celulares que

retarden su corrimiento.

A la par de este trabajo, se han realizado otros estudios sobre el gen psif-Hm, y otros autores han
reportado recientemente en el banco gendmico una segunda copia del gen ubicada en el cromosoma 11
(Shi et al., 2003). Hasta este momento en este trabajo se habia empleado la copia de psif-Hm
localizada en el cromosoma 2, pero a partir de datos obtenidos en el laboratorio de Biologia Molecular
sobre su regulacion transcripcional, asi como caracteristicas propias del gen, indican que
aparentemente esta copia no es activa en condiciones normales de division celular o presenta una
expresion tejido especifica. A partir de estos datos, asi como la imposibilidad de sobreexpresar la
proteina partiendo del gen psif-Hm cromosoma 2, se prosigui6 con la obtencion de la copia del gen

ubicada en el cromosoma 11 (psif-Hm crm11).
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Figura 20. Induccion de la expresion de PSIF-Hm en E. coli. a) SDS-PAGE al 10% tefiido con azul
de Coomassie para determinar el tiempo de maxima induccion. En la izquierda se muestra
el control positivo que corresponde a la fusion del gen LacZ en el vector pTrcHis. En la
derecha se encuentra el experimento problema y se indica la proteina detectada como
probable PSIF-Hm. b) Deteccion fluorescente mediante el sistema “In Vision” para
proteinas fusionadas a seis histidinas. A la izquierda el equivalente del control positivo
LacZ. A la derecha, el analisis de las muestras de PSIF-Hm.

5.4 OBTENCION Y CLONACION DE LA COPIA DEL GEN psif-Hm crm11

Para obtener la copia del gen psif-Hm localizada en el cromosoma 11 (psif-Hm crmll), en
primer lugar se aisld el RNA total de células humanas embrionarias (linea celular 293H), y a partir de
éste, se efectud una reaccion de transcriptasa reversa que dio lugar al cDNA del gen de interés.
Posteriormente, se realizd una amplificacion mediante PCR logrando asi el cDNAds de psif-Hm
crmll. Para la transcripcion inversa, se utilizd un oligonucledtido previo al codén de término de la
traduccion en el extremo 3’ (Fig. 21a), lo cual permitirad la posterior fusion traduccional a la cola de
histidinas. La ulterior amplificacion se consiguié empleando un oligo doce bases precedentes al codon
de inicio de la traduccion, hacia el extremo 5’ (Fig. 21a) y el oligo antes mencionado para el extremo

3’, obteniendo asi un fragmento de ~1.1 kb (Fig. 21b).
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Figura 21. Obtencion de la copia del gen psif-Hm ubicada en el cromosoma 11. a) Diagrama de
amplificacion de psif-Hm crmll y los oligos empleados. b) Las fotografias muestran
corrimientos electroforéticos en gel de agarosa. A la izquierda, del RNA total extraido por
trizol. A la derecha, del cDNAds obtenido por amplificacion correspondiente a psif-Hm
crmll (~1.1 kb). MPM, marcador de peso molecular.

Una vez obtenido el gen de psif-Hm crmll, se prosiguié con su clonacion en el vector
pTRIKanl9, a fin de aumentar los sitios de restriccion en los extremos 3’ y 5° del gen (Fig. 22a).
Debido a que la secuencia amplificada del gen posee extremos romos, el plasmido a utilizar fue
digerido, previamente a la ligacion, con la endonucleasa Smal que produce este mismo tipo de corte.
Posterior a la ligacion, se transform6 la cepa de E. coli XLblue con la posible clona resultante
obteniendo asi numerosas colonias. De las colonias transformantes positivas se resembraron diez para
el aislamiento de DNA plasmidico y después del corrimiento electroforético en gel de agarosa, se
seleccionaron cinco plasmidos para su analisis por restriccion con la endonucleasa Sall, lo cual
permitird comprobar la insercion del gen. De esta digestion se esperaban fragmentos de ~700 pb y otro
de ~4.2 kb y tal como se aprecia en la figura 22b, una de las construcciones analizadas corresponde
con lo esperado. Para comprobar dicho resultado, esta clona fue digerida ademas con las enzimas Sacl
y Kpnl, esperando fragmentos de ~500 pb y ~4.4 kb para la primer endonucleasa y de ~4.9 kb para

Kpnl (Fig. 22b). Una vez confirmado el experimento, la clona positiva se denominé pRCE105.
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Figura 22. Clonacién de psif-Hm crm11 en el vector pTRIKan19. a) Estrategia de clonacion: el gen
psif-Hm crm11 elaborado por RT-PCR se ligo al vector pTRIKan19 en el sitio Smal dentro
de la region de multiple clonacion (MCS), obteniendo asi el plasmido pRCE105. b) Las
fotografias muestran corrimientos electroforéticos en gel de agarosa. A la izquierda se
encuentran las muestras analizadas por restriccion con la enzima Sall. A la derecha, se
muestra la digestion de la clona positiva digerida con Sacl y Kpnl. MPM, marcador de

peso molécular.



5.5 SUBCLONACION DE psif-Hm crm11 EN EL VECTOR pTrcHis2B

Una vez clonada la copia de psif-Hm crm11, se prosiguid con la subclonacion del gen en el vector
de expresion en E. coli pTrcHis2, utilizando en este caso la variante “B”. Para lograr ésto, la region
codificante del gen se extrajo del vector pRCE105 mediante su digestion con las enzimas Sacl y
HindlIl. De igual manera, el vector pTrcHis2B se digiri6 con las mismas enzimas en la region de
clonacion multiple. Posteriormente, a este plasmido se ligé el gen de psi-fHm crmll y por
electroporacion la construccion se introdujo en la cepa de E. coli TOP10 obteniendo numerosas
colonias. De las colonias transformantes obtenidas, se resembraron diez para el aislamiento de DNA
plasmidico y posterior al corrimiento electroforético en gel de agarosa, se seleccionaron tres para su
analisis por restriccion con la endonucleasas BamHI, esto permitié comprobar la correcta insercion del
gen.con respecto al promotor. De este analisis se esperaban dos fragmentos: uno de ~4.4 kb y otro de
~1.2 kb y como se aprecia en la figura 23, las tres clonas analizadas correspondendieron con lo
esperado, es decir el gen se localizaron en direccion 5°-3° con respecto a su promotor. Las

construcciones se denominaron pRCE107.

5.6 EXPRESION Y DETECCION DE PSIF-Hm crm11 EN EXTRACTOS DE E. coli

Para inducir la expresion en E. coli del plasmido pRCE107, que lleva el gen de psi-fHm crm11,
se adiciono a los cultivos celulares 1 mM de IPTG durante la fase exponencial de crecimiento. Para
determinar el tiempo de induccidon maxima, se colectaron muestras a diferentes tiempos post-
induccion, y posteriormente se lisaron bajo las condiciones descritas. Del sobrenadante obtenido se
corri6 una alicuota en un gel de poliacrilamida al 10%, y se tifi6 con azul de Coomassie. Se esperaba
una banda creciente con respecto al tiempo de ~50 kDa (47 kDa de PSIF-Hm y 2.5 kDa de la region
6XHis y el epitope myc). El procedimiento antes descrito se realizé también para el control positivo,
que corresponde a la induccion de LacZ-His (pTrcHisLacZ, 120 kDa). Como se aprecia en el panel
izquierdo en la figura 24, en el control positivo no sobresale una banda a la altura esperada mediante su
tincion por Coomassie, sin embargo, al realizar la deteccion fluorescente especifica se observo la
proteina recombinante de LacZ del tamafio esperado y con un maximo de induccion entre las tres y las
cuatro horas post-induccion. Por el contrario, en las muestras problema no hubo una banda
sobresaliente de ~50 kDa que indique una induccidn o sobreexpresion, ya sea mediante su tincién por

Coomassie o por deteccion fluorescente (Fig 24, derecha).
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Figura 23. Subclonacion de psif-Hm crml1 en el vector pTrcHis2B. a) Diagrama de clonacion: la
region codificante de psif-Hm crmll se extrajo del plasmido pRCE105 con las enzimas
Sacl y Hindlll. El fragmento obtenido se insert6 en el vector pTrcHis2B, digerido con las
misma endonuclesa, resultando en la construccion pRCE107. b) La fotografia muestra la
electroforesis en gel de agarosa de las digestiones de pPRCE107 con las enzimas

indicadas. MPM, marcador de peso molecular.



Para eliminar la posibilidad de no induccion, se realizaron los ensayos de expresion de la clona
pRCE107 duplicando la concentracion de IPTG (2 mM). Siguiendo los protocolos de deteccion antes
descritos, se encontr6 que ya sea mediante la tincion por Comassie o por fluorescencia especifica, no
fue posible detectar ninguna proteina del tamafio indicado, que corresponda a PSIF-Hm crm11 (Fig. 25
a y b, derecha). Cabe mencionar que se observd una banda de ~32 kDa con un patréon claro de
induccion, pero esta banda fue también detectada en el control positivo lo cual indica que es un

probable subproducto del sistema y no de la induccion de la expresion de psif-Hm crm11.

Finalmente, para eliminar por completo la posibilidad de degradacion de la proteina en los
cultivos de E. coli, se realizaron nuevamente dos ensayos de induccion reduciendo la temperatura de
incubacion a 30°C. Se colectaron muestras a tiempos reducidos y a uno de los cultivos se adiciono,
ademads, una concentracion de 2 mM de IPTG. Mediante los experimentos de deteccion de tincion por
Coomassie y fluorescencia especifica, no fue posible detectar ninguna proteina del tamafio esperado en
ninguna de las dos condiciones de induccion (Fig. 26 a y b). Se detectd nuevamente la proteina de ~32
kDa, pero como se menciond anteriormente, esta corresponde a un probable subproducto del sistema.
Estos datos indican que probablemente existe una modificacion de origen en la region codificante del
gen psif-Hm crml1l obtenido mediante RT-PCR, de manera tal que el marco de lectura de la fusion
traduccional se encuentra desfasado y por esta razon no es detectable ninguna proteina, aun a tiempos
cortos de expresion o con el doble de inductor. De esta forma, se requiere realizar la secuenciacion
completa del cDNA de psif-Hm crml11 obtenido mediante RT-PCR, lo cual nos permitiria comprobar
dicha suposicion. Sin embargo, a partir de los datos obtenidos para la induccion de la expresion de
psif-Hm crm2, donde no fue posible obtener un pico de maxima expresion, y debido a deficiencias en

el sistema de expresion empleado, se decididé cambiar a un sistema de expresion eucariotico.
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Figura 24. Induccion de la expresion de PSIF-Hm crm11 en E. coli 1. a) SDS-PAGE al 10% tefiido
con azul de Coomassie para determinar el tiempo de méxima induccion. En la izquierda se
muestra el control positivo que corresponde a la fusion del gen LacZ en el vector
pTrcHis2, las horas post-induccion se encuadran en sentido invertido, de mayor a menor.
En la derecha se encuentra el experimento para la clona pRCE107 que lleva PSIF-Hm
crmll. b) Deteccion fluorescente mediante el sistema “In Vision” para proteinas
fusionadas a seis histidinas. Los geles corresponden al duplicado del que se muestra en la
parte superior.
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Figura 25. Induccion de la expresion de PSIF-Hm crm11 en E. coli 2. a) SDS-PAGE al 10% tefiido
con azul de Coomassie para determinar el tiempo de maxima induccién. A la izquierda se
muestra el control positivo que corresponde a la fusion del gen LacZ en el vector pTrcHis.
A la derecha se encuentra el experimento realizado para PSIF-Hm crmll. b) Deteccion
fluorescente mediante el sistema “In Vision” para proteinas fusionadas

a seis histidinas.
Los geles corresponden al duplicado del mostrado en la parte superior.
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Figura 26. Induccion de la expresion de PSIF-Hm crm11 en E. coli 3. a) SDS-PAGE al 10% tefido
con azul de Coomassie para determinar el tiempo de maxima induccion. En la izquierda se
muestra las muestras a 30°C. En la derecha el experimento realizado a 30°C con 2 mM
IPTG. b) Deteccion fluorescente mediante el sistema “In Vision” para proteinas fusionadas
a seis histidinas. Los geles corresponden al duplicado del mostrado en la parte superior.



5.7 SUBCLONACION DE psif-Hm crm2 EN EL VECTOR pNMT1-TOPO

Ante la imposibilidad de sobreexpresar PSIF-Hm en un sistema procariotico, se prosiguid con la
implementacion de un sistema de expresion eucaridtico, que permita la produccion de la proteina para
su posterior purificacion. Para lograr esto, se llevo a cabo la amplificacion de la region codificante del
gen psif-Hm crm2 a fin de eliminar el codon de término de la traduccion, lo que permitira su posterior
fusion a una cola de seis histidinas, misma que facilita la purificacion de proteinas por cromatografia
de afinidad. Para llevar a cabo la amplificacion por PCR, se utilizaron los oligos descritos con
anterioridad: AES’ (tabla 1 y Fig. 15) y AE3’M, el cual carece de codon de término de la traduccion.
De dicha amplificacion se obtuvo un fragmento de aproximadamente 1.1 kb que correspondieron con

lo esperado (Fig. 27)
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Figura 27. Amplificacion de psif-Hm crm2. La fotografia corresponde a la electroforesis en gel de
agarosa: en el carril 1 se ubica el marcador de peso molecular; el carril 2 corresponde a
la amplificacion de psif-Hm crm2.

Posteriormente, la region codificante del gen psif-Hm crm2 obtenida por amplificacion, se inserto
en el vector de alta expresion pNMT1-topo (Fig. 12) para productos de PCR, bajo el promotor
inducible Pnmt y fusionada a la cola de seis histidinas (Fig. 28a). Por electroporacion esta construccion
se introdujo en la cepa de E. coli JM101 obteniendo numerosas colonias, de las cuales se analizaron
seis mediante el aislamiento de DNA plasmidico y realizando un andlisis de restricciéon con la
endonucleasa Sal I. La enzima Sal | nos permite comprobar la correcta insercion del gen con respecto
al promotor al presentar dos sitios de reconocimiento: uno en la region codificante del gen y un
segundo en el vector, previo a la cola de histidinas. De esta manera, del analisis de restriccion se
esperaba un fragmento de ~700 pb y otro de ~6400 pb. De las seis colonias analizadas solamente una
correspondio con lo esperado, es decir, se encuentra en sentido 5’-3” con respecto al promotor, el resto

se encuentran en sentido opuesto (Fig. 28b). Dicha construccion se denomindé pRCE103.
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Figura 28. Subclonacion de psif-Hm crm2 en el vector pNMT1-TOPO. a) La figura esquematiza la
insercion del gen psif-Hm crm2 amplificado, en el vector pNMT1-TOPO (Fig. 12), mismo
que fue denominado pRCE103. b) La fotografia corresponde a la electroforesis en gel de
agarosa de las digestiones enzimaticas de DNA plasmidico con Sall de seis colonias
obtenidas. Los carriles 1 y 8 contiene los marcadores de peso molecular; del carril 2 al 7
se encuentran las muestras analizadas donde inicamente la 7 corresponde a los fragmentos
esperados de ~700 pb y ~6400 pb, que indican la insercion en sentido 5°-3” del gen.
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Figura 29. Analisis de secuencia del plasmido pRCE103.

vector. Se indican, ademas, los sitios de restriccion para endonucleasas.

a) La secuencia corresponde al vector
PMNTI-TOPO, indicando el sitio en que fue fusionada la region codificante de psif-
humano (PCR product). b) Secuencia obtenida del plasmido pRCE103. En negro se
muestra la secuencia del gen psif-Hm crm2; en azul los nucleétidos correspondientes al



5.8 SECUENCIACION DEL PLASMIDO pRCE103

Una vez obtenida la clona pRCE103, se realizd su secuenciacién para determinar la correcta
insercion del gen psif-Hm crm2 en el plasmido pPNMT1-TOPO en referencia al marco de lectura inicial
y terminal. Para ello, se emplearon los oligos NMT pombe foward y URA4 pombe reverse localizados
en el vector y rodeando el gen insertado (Fig. 29a). Tal como se observa en la figura 29, la region
codificante de psif-Hm crm2 se encuentra fusionada en fase a ambos extremos del vector pNMT1-
TOPO. De esta manera se prosiguié con la utilizacion de la clona pRCE103 en los siguientes

experimentos.

5.9 TRANSFORMACION DE PSIF-Hm crm2 EN S. pombe

Al comprobar la adecuada construccion de la clona PRCE103, se procedio con la transformacion
por electroporacién de S. pombe (TCP1), cepa hospedera que permitira la sobre expresion de la
proteina. De las colonias transformadas obtenidas, se tomaron cuatro para su analisis. Para corroborar
la insercién del plasmido se realiz6 un PCR a partir de las colonias seleccionadas utilizando un
oligonucledtido ubicado en el vector rio arriba de la insercion del gen (NMT pombe foward, tabla 1) y
un segundo oligo del extremo 3’ del gen (0lAE3°M). De la amplificacion, dos de las colonias
analizadas resultaron positivas al arrojar un fragmento de ~1.2 kb lo que confirma su transformacion

en levadura (Fig. 30).
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Figura 30. Amplificacion de psif-Hm crm2 transformado en S. pombe. La figura muestra la
electroforesis en gel de agarosa correspondiente a la amplificacion de cuatro colonias de S.
pombe transformadas con el plasmido pRCE103. En el carril 1 se encuentra el marcador
de peso molecular. Los carriles 2-5 contienen las muestras amplificadas.



5.10 EXPRESION Y DETECCION DE PSIF-Hm crm2 EN EXTRACTOS CRUDOS DE S.

pombe

Para aumentar la concentracion de proteina en los cultivos celulares, lo cual permita la posterior
purificacion, se prosiguid con la induccion de la expresion. La sobreexpresion del plasmido pRCE103,
que lleva el gen de psif-Hm, en S. pombe se logro por eliminacion de tiamina del medio de cultivo. Los
niveles de expresion maxima se logran a las 16 horas post-induccion, por lo cual las células se
colectaron a las 18 horas y se lisaron bajo las condiciones descritas. Del sobrenadante obtenido, se
cargaron 20 pg de proteina total en un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12%, mismo que se tiild
con azul de Coomassie. Se esperaba una banda diferencial de ~51 kDa (47 kDa de PSIF-Hm y 3.6
kDa de la region 6XHis y el epitope V5) con respecto a los controles, que corresponden a la no
induccion (control negativo) y a la induccion de la cepa que lleva el vector pNMT1-CAT (control
positivo, 32 kDa). Tal como se observa en la figura 31, el patron de bandeo es muy similar entre los
controles del experimento, pero no ocurre asi con la muestra problema donde se obtiene una reduccion
notoria en la concentracion de proteinas, debida probablemente a la induccion de la expresion de psif,
que como se sabe inhibe el proceso de sintesis proteica (Farias 2002; Llanderal 2003). Aun a pesar de
la reduccion obtenida, sobresale una banda a la altura esperada de ~51 kDa, pero esta también esta
presente en las reacciones control. Ante ésto, se continu6 con la inmunodeteccion de la proteina, lo

cual permitira comprobar que dicha proteina corresponde a PSIF-Hm crm2 (His6X).

Para la inmunodeteccion especifica, se realizd un SDS-PAGE al 12% con 20 pg de proteina
total y el gel obtenido se transfirié a una membrana de PVDF. Para el reconocimiento de la proteina se
utilizé el anticuerpo anti-His(C-Term) conjugado a peroxidasa de rabano (HRP), el cual reconoce la
cola de seis histidinas (His6X) fusionadas a la proteina PSIF-Hm crm2. Asi, la membrana obtenida fue
sometida a un tratamiento de deteccion por quimioluminiscencia, que did6 como resultado cuatro
bandas en la reaccion problema y una en el control sin inducir (Fig. 32a). Dentro de las bandas
obtenidas en la muestra inducida, se encontrd una a la peso esperado (~51 kDa), que no esta presente
en la muestra control y podria corresponder a la proteina de PSIF-Hm crm2. Sin embargo, debido a la
inespecificidad obtenida, no se puede asegurar que sea realmente la proteina PSIF-Hm crm2 o alguna
otra del mismo tamafio que al igual que las proteinas de ~38, ~40 y ~63 kDa esté dando sefial. Cabe
resaltar, ademas, que no hubo una diferencia notoria en intensidad de las bandas que refleje una

sobreexpresion de la proteina.

Con el objetivo de cerciorarnos de que la proteina PSIF estuviera sobreexpresada en los cultivos
de S. pombe y determinar si la inespecificidad estaba dada por el anticuerpo, se repitié el ensayo tipo
Western blot pero utilizando un anticuerpo primario monoclonal de raton que reconoce la cola de

histidinas y un anticuerpo secundario antilgG-raton conjugado a fosfatasa alcalina. Al realizar la



deteccion por colorimetria se obtuvo el mismo patron de bandeo para ambas muestras (Fig. 32b) que el
observado en el ensayo anterior. Esto nos indico que las proteinas detectadas superiores o inferiores a
la banda de 51 kDa, podrian corresponder a modificaciones postraduccionales sobre la proteina PSIF-
Hm, o bien que la sobreexpresion de PSIF-Hm induce la expresion de otras proteinas no detectables en

los controles negativo y positivo.
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Figura 31. Expresion de PSIF-Hm crm2 en extractos de S. pombe. La fotografia muestra el gel de
poliacrilamida al 12% tefiido con azul de Coomassie. Carril 1: control positivo, proteina
cloranfenicol acetil transferasa (CAT) fusionada en el vector pNMT1-TOPO. Carril 2:
induccion de pRCE103 (pNMT 1-psif/Hm). Carril 3: control negativo, corresponde a la no
induccion de pRCE103. MPM, marcador de peso molecular.
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Figura 32. Inmunodetecccion de PSIF-Hm crm2 en extractos de S. pombe 1. a) Deteccion
quimioluminiscente de la proteina PSIF-Hm crm2 con el anticuerpo anti-His (C-Term)-
HRP. El carril 1 corresponde a la muestra inducida de pRCE103 y el carril 2 al control
negativo de esta misma muestra. b) Deteccion colorimétrica de PSIF-Hm crm2 utilizando
un anticuerpo primario monoclonal anti-His6x y un anticuerpo secundario anti-IgG-PA de
raton. Carril 1: control positivo (pNMT1-CAT); Carril 2: induccion del vector pNMTI;
Carril 3: induccién de pRCE103; Carril 4: control negativo, pRCE103 sin inducir; los
pesos moleculares indicados corresponden a las bandas obtenidas en el carril 3.

De manera paralela, se realizaron dos ensayos de Western blot con los mismos lisados de
levadura, pero utilizando dos anticuerpos diferentes: un anticuerpo monoclonal que reconoce la
subunidad p34 del factor de inicio de la traduccion elF3 de trigo y otro policlonal para todas las
subunidades del elF3, también de trigo. Ambos se utilizaron con el proposito de obtener una probable
reaccion cruzada entre la p34-eIF3 de trigo y su equivalente en humano p47-¢IF3 o PSIF, la cual
permitiera comprobar la sobreexpresion de la proteina en los cultivos de S. pombe. Con el anticuerpo
monoclonal especifico para p34 no se obtuvo deteccion alguna, lo que indica que aunque p34 y PSIF
son homodlogos no se obtiene una reaccion antigeno-anticuerpo, debido probablemente a que la
secuencia utilizada para la generacion del anticuerpo puede ser una region no conservada entre
proteinas, o bien por ser un segmento de la proteina, que en el caso de PSIF, no esté del todo expuesto.
Por otra parte, del ensayo con el anticuerpo policlonal para las subunidades de elF3-trigo, se obtuvo
una banda de ~51 kDa en la muestra problema (Fig. 33). Esta misma banda fue también detectada en el
lisado sin inducir y sin ninguna diferencia en cuanto expresion de la proteina con la muestra inducida
(Fig. 33), lo cual indica que la expresion basal fue muy alta, o bien que ante la funcion inhibitoria de
PSIF-Hm crm2 sobre el sistema, la proteina no puede ser expresada mas alla de la expresion basal, sin

obtener un efecto negativo sobre los cultivos celulares como se mostrara a continuacion.
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Figura 33. Inmunodeteccion de PSIF-Hm crm2 en extractos de S. pombe 2. Deteccion
quimioluminiscente de la proteina PSIF-Hm crm2 utilizando como anticuerpo primario
anti-eIF3 policlonal de trigo, que reconoce todas las subunidades que conforman al factor
y como anticuerpo secundario anti-IgG de conejo conjugada a peroxidasa de rabano. CV,
cultivo que lleva tnicamente el vector; PSIF (-), pRCE103 que lleva psif-Hm crm2, no
inducido; PSIF (+), pRCE103 inducido.

Cabe mencionar que, durante el procedimiento de expresion de la proteina, fue notorio el
descenso en el crecimiento celular de la levadura al contener y sobreexpresar la proteina de PSIF-Hm.
Para validar dicha observacion, se tom6 la absorbencia de los controles y la muestra problema
inducidas y sin inducir a las 18 horas (tiempo de colecta por maxima induccion). Los resultados
obtenidos para las distintas muestras se grafican en la figura 34 y, como puede observarse, mientras
que el crecimiento entre las células que llevan el vector y aquellas que contienen el control positivo
(CAT), ya sea inducidas o sin inducir, fue relativamente similar, no ocurre asi en las que contienen
psif-Hm (pRCE103), donde fue notoria la fuerte inhibicién sobre el crecimiento celular. Esto
comprueba el resultado obtenido anteriormente, donde se observo que la expresion de PSIF-Hm crm2

entre la muestra inducida y sin inducir es relativamente similar.

La totalidad de estos resultados nos permiten deducir que al inducir la sobreexpresion de la
proteina PSIF en un sistema eucariotico se obtiene un efecto negativo sobre la sintesis total de
proteinas, lo cual corrobora su funcién como inhibidor de dicho proceso. La reduccion en el
crecimiento celular de la levadura es congruente con la expresion especifica del gen sobre la

regulacion del ciclo celular.
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Figura 34. Crecimiento celular de la clona pRCE103. Las barras moradas corresponden a la
absorbancia de los cultivos que llevan tnicamente el vector (CV). Las barras rosas
muestran la absorbancia para los cultivos que contienen el plasmido pNMT1-CAT (control
positivo). Como pRCE103, se indican los cultivos que contienen psif-Hm inducido (+) y
sin inducir (-).

Se sabe que la sobreexpresion o eliminacion de la funcion de psif en cultivos vegetales dispara
programas de muerte celular (Llanderal, 2003). Probablemente en los cultivos de levadura ocurra lo
mismo y no es detectada una inhibicion total del crecimiento celular porque se esta empleando un
sistema heter6logo. Es decir, S. pombe puede no contener todos los elementos necesarios para la
completa funcion de PSIF-Hm, un ejemplo de ello son las subunidades que conforman al elF3;
mientras que dicho factor en humanos esta integrado por al menos diez subunidades, en S. pombe
unicamente contiene cinco subunidades (Bur6é et al., 2000). De esta manera, el efecto de la

sobreexpresion de PSIF-Hm puede no ser contundente en la inhibicion del crecimiento de levadura.

A pesar del efecto inhibidor de PSIF-Hm sobre el crecimiento de la levadura, cabe destacar que
se obtienen niveles de expresion de la proteina suficientes para llevar a cabo su purificacion. Dichos

experimentos no son incluidos en este trabajo.

5.11 FOSFORILACION in vitro DE PSIF-Hm crm11

Uno de los objetivos de sobreexpresar a la proteina PSIF-Hm en algun cultivo celular residia en

purificar, a partir de estos, a la proteina mediante cromatografia de afinidad. Una vez obtenida la

fraccion pura de la proteina PSIF-Hm se proseguira con la inmunizacion de conejos para la obtencion



del anticuerpo anti-PSIF-Hm que finalmente permitira realizar un ensayo de fosforilacion in vivo en
células de mamifero. Sin embargo, debido a que los dos primeros experimentos aiin se encuentran en
proceso, se disefié un ensayo de fosforilacion in vitro, que de igual manera permitié determinar si la

proteina PSIF-Hm sufre fosforilacion.

Mediante el analisis de la secuencia de la proteina PSIF bajo el programa ELM (Eukariotic
Linear Motif) (Fig. 10) se obtuvieron varios sitios probables de fosforilacion por distintas proteinas
cinasas, entre las que se encuentra una cinasa dependiente de ciclina o CDK. De igual manera, se
localizé una secuencia consenso de union a ciclina, que como se sabe, es esencial para la fosforilacion
de la proteina blanco por una CDK. De manera notoria, el sitio probable de fosforilacion por CDK,
coincide con una secuencia consenso para la interaccion proteina-proteina, cuyo requisito de
interaccion es que dicha secuencia sea fosforilada. Estos datos nos permiten sugerir que la proteina
PSIF podria ser fosforilada por un complejo CDK/ciclina, promoviendo de esta manera su interaccion

con otras proteinas.

En los estudios que llevaron a determinar el efecto de PSIF sobre la sintesis de proteinas in vivo
de la proteina PSIF (Fig. 8), fue notorio que aunque la expresion del gen se induce desde etapas
tempranas del ciclo celular (fase S), éste no ejerce su actividad hasta la transicion G2/M. De esta
manera, existe la posibilidad de que la proteina requiera algiin factor accesorio de activacion, que no
esta presente en la fase S y que alcanza su pico de actividad maxima en la fase G2 tardia, como ocurre
con el MPF o CDKl/ciclina B. De ser asi, se esperaria que la proteina PSIF fuera fosforilada por el
complejo CDKl/ciclina B, en el sitio identificado mediante su analisis bio-informatico, y que esta
fosforilacion permitiera la interaccion con el factor elF3, logrando de esta manera la inhibicion sobre

la sintesis de proteinas.

Para determinar si la proteina PSIF-Hm crmll es fosforilada de manera especifica por el
complejo CDK1/CycB, se disefi6 el ensayo de fosforilacion in vitro que se describird a continuacion:
como primer paso, se llevé a cabo la transcripcion in vitro del gen psif-Hm crm11; posteriormente, se
realiz6 la sintesis protéica en extracto de reticulocitos a partir del transcrito obtenido. Una vez
sintetizada la proteina de PSIF-Hm crm11 en el extracto, se adiciono el complejo CDK1/CycB y ATP
(y P*?), para la fosforilacién. Para comprobar la fosforilacion especifica por el complejo CDK1/CycB,
se repitio la reaccion antes descrita, pero agregando olomoucina, la cual funciona como inhibidor
competitivo especifico del complejo. Las reacciones obtenidas se corrieron en un SDS-PAGE al 12% y
posterior al secado del gel, se realizé una autorradiografia para el analisis de los datos por opacidad
(Fig. 35). Analizando los datos obtenidos, se encontrd que al adicionar el complejo CDK1/ciclina B
(MPF) se obtuvo una banda a la altura esperada de entre 47 y 50 kDa equivalente a la proteina PSIF-

Hm crm11 fosforilada. Al agregar olomoucina, dicha fosforilacion no tuvo lugar, lo que indica que la



fosforilacion detectada sobre la proteina, es realizada de manera especifica por el complejo. Estos
resultados nos permiten concluir no solamente que la proteina PSIF-Hm crm11 es fosforilada, sino que
ésta fosforilacion es realizada por el complejo CDK1/ciclina B, el cual es el regulador maestro en

organismos eucariontes de la transicion G2/M.

Cabe destacar que fue obtenida una segunda banda superior a los 97 kDa, que también
desaparecio ante el tratamiento con olomoucina. Esta banda podria corresponder a otra proteina que
sufre fosforilacion por el complejo CDK/ciclina B unicamente ante la presencia y fosforilacion de
PSIF-Hm. Otra posibilidad es que la fosforilacion de PSIF-Hm por el MPF promueva su interaccion
con otras proteinas, esto, basado en la coincidencia del sitio de fosforilacion por CDK con la
secuencia de interaccién proteina-proteina obtenida en el andlisis bio-informatico. Esta ultima
hipotesis permite apuntar hacia su interaccion con el factor elF3 y la inhibicion sobre la sintesis de

proteinas previa a la entrada en mitosis (Fig. 36).

olomoucina olomoucina
A _R_

C- PSIFMPF PSIF 'PSIF MPF PSIF C- | C- PSIFMPF PSIF 'PSIF MPF PSIF C-
+MPF +MPF

+MPF +MPF

Figura 36. Fosforilacion in vitro de PSIF-HM crm11. Las fotografias en la izquierda corresponden al
SDS-PAGE teiiido con azul de Coomassie en que se corrieron las muestras indicadas para
el ensayo de fosforilacion. A partir de este gel, se obtuvo la autorradiografia mostrada a la
derecha. Los carriles centrales marcados con niimeros equivalen al marcador de peso
molecular en kDa. C-, control negativo; PSIF, reaccion de fosforilacion que contiene solo
el sustrato o PSIF-Hm crm11; MPF, reaccion de fosforilacion que solo lleva la enzima o
MPF; PSIF+MPF, reaccion de fosforilacion que contiene tanto la enzima como el sustrato.
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Figura 37. Modelo hipotético sobre la funcion de PSIF-Hm. Una vez sintetizada la proteina PSIF
durante la fase G2 tardia, esta es fosforilada y por tanto activada por el complejo MPF.
Dicha fosforilacion permite su interaccion con el factor elF3 y de esta manera inhibe la
sintesis de proteinas en el punto de control previo a mitosis, al impedir la interaccion del
complejo de iniciacion (40S, complejo ternario-GTP, RNAt, elF2-) con el RNAm durante
el inicio de traduccion.



CONCLUSION

e La proteina PSIF-Hm crm11 es fosforilada in vitro por el complejo CDK/CycB (MPF).
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