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Lista de Abreviaturas

Abreviatura Significado

ADN Acido desoxirribonucleico

cAMP Adenosin Mono fosfato ciclico

SDS Dodecilsulfato de sodio

E. coli Escherichia coli

elF3f Eukaryotic translation initiation factor 3, subunit F

g Gramos

L Litros

Hg Microgramos

mg Miligramos

min Minutos

NCBI National Center for Biotechnology Information

rpm revoluciones por minuto

SIB Swiss Institute of Bioinformatics
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Capitulo I - Introduccion

La expresion génica es regulada a distintos niveles, desde la estructura de la cromatina
hasta las modificaciones postraduccionales. Un factor en el desarrollo del cancer es la
alteracion en la expresion de genes involucrados en la proliferacion y/o muerte celular.
La subunidad f del factor eucari6tico de iniciacion 3 tiene una funcion moduladora en el
inicio de la traduccion y en la progresion del ciclo celular. Estudios sobre el nivel de
expresion elF3f en muestras tisulares de neoplasias malignas sugieren su incidencia en
la oncogénesis. Sin embargo, ain se desconoce la actividad de elF3f con respecto a las
modificaciones postraduccionales que adquiere. Para la progresion del ciclo celular es
necesario se cumplan condiciones como biomasa, suficiencia energética, y terminacion
correcta de la replicacion y mitosis; mismas que son verificadas en los puntos de control
del ciclo celular (G1/S, G2/M, metafase y anafase). EI componente clave de la transi-
cion G2/M es el factor promotor de la mitosis, formado por la subunidad catalitica Cdk1
y su regulador positivo la Ciclina B, complejo que tiene accion de fosforilacion en los
residuos de serina o treonina de diversas proteinas, lo que modula la actividad de éstas.
Dado que elF3f se expresa en la transicion G2/M del ciclo celular, el objetivo de este
trabajo es identificar el o los sitios de fosforilacion en elF3f por complejos Cdk1/Ciclina
B. Para lograr el objetivo se realiz6 un analisis bioinformatico para identificar los posi-
bles sitios de fosforilacion por Cdk1/Ciclina B; se disefiaran oligonucleétidos con muta-
ciones puntuales en los codones que codifiquen para los aminoacidos susceptibles a
fosforilacion; se realiz6 una mutageénesis sitio dirigida a un plasmido que contiene la
secuencia codificante del gene elF3f, y dichas construcciones fueron verificadas por
secuenciacion. Se generaron las distintas proteinas de elF3f (nativa y mutadas) a través
de la transcripcion y traduccion in vitro; éstas se sometieron a un ensayo de fosforila-
cién con el complejo Cdk1/Ciclina B, utilizando como sustrato [¥3’P] ATP, lo cual per-
mitio elucidar los sitios de fosforilacion en elF3f. Los datos obtenidos por el analisis
bioinformaético arrojaron que existen altas probabilidades que la treonina 255 y la serina
258 de elF3f sean fosforilados por el complejo Cdk1/Ciclina B; ademas, se encontrd
una secuencia que tiene caracteristicas del motivo denominado Cy o RXL y que es de
unién a ciclinas, por lo cual se considerd incluirlo en el proyecto. Se disefiaron diversos
oligonucle6tidos (Sermut, Thrmut, Stmut y Cycmut) para la mutagénesis sitio dirigida

gue modifican aminoacidos especificos de elF3f: los sitios de fosforilacion Thr-255 por




Andlisis de Fosforilacion en elF3f humano por CDK1/Ciclina B

Ala y Ser-258 por Gli; y en el motivo Cy, Arg-306 por Leu y Leu-308 por Val. Los
plasmidos obtenidos de la mutagénesis se utilizaron para la transformacion por electro-
poracion de células de E. coli DH5a; se aislaron colonias resistentes a ampicilina, se
purificaron los plasmidos por MiniPrep y por columna, y se enviaron a secuenciar para
determinar el éxito de la mutagénesis. Una vez identificados los plasmidos con las mu-
taciones puntuales de interés se procedio a realizar el ensayo de transcripcion y traduc-
cion acopladas, el ensayo de fosforilacion con marca radioactiva, la electroforesis en gel

SDS-PAGE vy el revelado en placa sensible a la radiacion.

Capitulo II - Marco Teorico

La célula inicia la vida a partir de la division celular de una célula preexistente a través
de un proceso denominado ciclo celular, que describe una secuencia de etapas por las
que cronoldgicamente va pasando la célula, hasta que se produce la division, pasando de
una division celular a la siguiente. EI mecanismo tiene como objetivo asegurar que las
células hijas contengan la informacion especifica de la especie e implica los procesos de
crecimiento celular, la replicacion del ADN vy la divisién celular (Alberts et al. 2002).
En las células eucariotas, la progresion a través del ciclo celular esta controlada por una
serie de proteinas y moléculas de tipo interno, como las ciclinas, las proteinquinasas y
los inhibidores de proteinquinasas (su sintesis y funcion se dan dentro de la célula) o de
tipo externo, como los factores de crecimiento y las hormonas (su sintesis se cumple
extracelularmente y su funcion se produce a través del proceso de transduccion de sefia-
les). Los procesos coordinados por estas moléculas es el crecimiento celular, la replica-
cion del ADN vy la correcta division celular (Alberts et al. 2002).

Estos procesos implican, a su vez, la regulacion de la expresion génica de las moléculas
participantes. La expresion de los genes eucariontes es regulada a diferentes niveles:
compactacion de la cromatina, la transcripcion, el procesamiento del ARN transcrito, el
transporte del ARNm del nucleo al citoplasma, la degradacion del ARNm, el inicio de
la traduccion, las modificaciones postraduccionales y la actividad de las proteinas (acti-

vacion, inactivacion, degradacion).

El ARN transcrito primario es procesado y se convierte en un ARN maduro (ARNmM)

que es transportado al citoplasma, donde es traducido a proteina. En todos los organis-




Andlisis de Fosforilacion en elF3f humano por CDK1/Ciclina B

mOos se requiere una serie de procesos para que el mensaje lineal o unidimensional del
polipéptido, se transforme a un mensaje tridimensional, que es la estructura responsable
de su funcion. Estos procesos, recogidos de forma conjunta bajo el término de madura-
cion o modificacion postraduccional, constituyen la parte final de la modulacion pro-
teinica. La maduracion postraduccional es esencial en todo momento y circunstancia de
la célula eucariota. Cada compartimento subcelular requiere proteinas diferentes para
realizar sus variadas funciones: actividad catalitica de reacciones en todas las vias meta-
bolicas, funcion estructural en la membrana celular, transporte o almacén de moléculas
e iones, funcion motora, transmision de sefiales intra- e intercelulares, o regulacion de la
expresion genica (Luque y Herraez 2001).

Diversos aminoacidos del polipéptido, siempre en posiciones especificas, sufren reac-
ciones de modificacién quimica catalizadas enziméaticamente. Es frecuente la adicion de
determinados grupos (como acetilo, carboxilo, fosfato, hidroxilo o metilo) a la cadena
lateral de aminoacidos, modificandolos. La fosforilacion es la modificacién mas fre-
cuente, actuando casi siempre de forma reversible (fosforilacién-desfosforilacién) como
un mecanismo modulador de la actividad de la proteina. Afecta al grupo —OH de la seri-
na, treonina y tirosina, es catalizada por proteinas cinasas, con hidrolisis de ATP, y pro-
duce un incremento notable en la carga de la proteina (Luque y Herraez 2001).

2.1 - Regulacion del ciclo celular

Diferentes puntos de control a lo largo del ciclo celular logran que la division celular
sea regulada con precisién; este control se da a nivel transcripcional, traduccional o pos-
traduccional. Los complejos de cinasas dependientes de ciclinas y las ciclinas son los
mas estudiados en el control del ciclo celular. Los puntos de control se definen como los
instantes del ciclo celular eucarionte en los que puede detenerse la progresion hasta que
las condiciones celulares sean las adecuadas. Si las células progresan a la proxima fase
del ciclo celular antes de que la fase anterior se complete de manera adecuada puede
producirse dafio genético y/o celular. Los procesos moleculares que regulan la replica-
cion cromosomica y la division celular son similares en todas las células eucariotas (Fa-
rias y Pardo 2005).

Durante la primer fase del intervalo G1 se presenta el primer punto de control del ciclo
celular, denominado START (en levadura) o “punto de restriccion” (en células anima-

les), tomando en consideracion estimulos externos e internos (Stein et al. 2000). En la
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ultima etapa de la interfase, en la fase G2, se da un segundo punto de control cuyo obje-
tivo es asegurar que la célula no se divida hasta que los eventos previos necesarios ha-
yan concluido (Stein et al. 2000). 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 mitético. Un segundo punto de control se da durante la telofase, el objetivo de
este punto es asegurar la posicion correcta del huso central donde se posicionara el ani-

Ilo contractil durante la citocinesis (Nigg 2001).

Ciclinas y Cinasas dependientes de Ciclinas

La progresion a través de estos puntos de control es mediada por la activacion secuen-
cial de complejos heterodiméricos de proteinas cinasas conocidos como cinasas depen-
dientes de ciclinas (CDKs). Estos complejos CDKs constan de una subunidad catalitica
CDK, y una reguladora denominada ciclina. Cada CDK puede asociarse con distintas
ciclinas lo que determina qué proteina sera fosforilada por el complejo a partir del cam-
bio 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” (Morgan 1996). Mecanismos transcripcio-
nales y postranscripcionales son los responsables de la regulacion de los niveles de ci-
clina en la célula mediante su fosforilacion, hasta ser degradadas rapidamente por el

proteosoma en fases especificas del ciclo celular (Farias y Pardo 2005).
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Figura 1. Complejos enziméaticos CDK/Ciclina. Regulan la progresion del ciclo en las

diferentes fases y transiciones del ciclo celular.

Primer punto de control - transicion G1/S

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
levadura, cuando la célula se encuentra lista para entrar en el nuevo ciclo, el complejo
CDC28/CLN3 dispara la transcripcion de los genes CLN1 y CLN2 (se encuentran muy
elevados en G1), los que a su vez participan en la activacion de genes especificos nece-
sarios para la replicacion del ADN. La union de CLN1 y CLN2 con CDC28 permite la
entrada y salida a GO. CLN1 y CLN2 fosforilan y activan al factor de trascripcion SBF;
dicho factor es responsable de la activacion de 235 genes durante la transicion G1/S
(Farias y Pardo 2005, Horak et al. 2002).

Las CDKs presentes y encargadas de la regulacion de la fase G1, asi como la transicién
G1/S, pueden ser moduladas por reguladores negativos o inhibidores de las cinasas

CDKSs (CKils). En levadura existen dos proteinas inhibitorias: Farl, que actla sobre los
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complejos CDC28/CLN2 y p40Sicl sobre CDC28/CLN5 (Farias y Pardo 2005, Sherr y
Roberts 1999).

Sequndo punto de control - transicion G2/M

Distintos controles (tiempo, biomasa, velocidad de crecimiento y terminacion de la re-
plicacion del material genético) son considerados en este punto de control. EI compo-
nente clave de esta fase en todos los eucariontes es el factor promotor de la mitosis, 0
MPF, formado por la subunidad catalitica p34°®? y su regulador positivo, la ciclina B
(Uversax et al. 2003).

Una vez formado el factor promotor de la maduracion (MPF), 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 replicacién y la presencia de todos los componentes necesarios para la mitosis,
el MPF es desfosforilado en Treld y Tirl5 por la fosfatasa Cdc25, misma que requiere
ser fosforilada por el MPF para ser activa, teniendo asi lugar la mitosis. (Farias y Pardo
2005)

Puntos de control mitoticos

Una vez que la célula ha proseguido a través de G2/M entra en el ciclo mitético, cuya
progresion se controla por dos mecanismos postraduccionales: la fosforilacion y la pro-
tedlisis de proteinas. De manera general, el ciclo mitético puede ser definido por tres
transiciones que involucran al factor MPF (CDK1/ciclina B). En la primera transicion,
la ciclina B en unidn con cinasas Polo activan al MPF e inicia la profase; posteriormente
MPF activa el sistema proteolitico dependiente de ubiquitina, provocando la destruccién
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. (Farias y Pardo 2005)

2.2 - Expresion génica

Un gene no se traduce directamente a una proteina, se expresa mediante la produccion
de un ARN mensajero (RNAm, Messenger RNA), que es un acido nucleico intermedio
utilizado para sintetizar proteina.

El ARN mensajero se sintetiza por el mismo proceso de apareamiento complementario

de bases utilizado para replicar ADN, con la importante diferencia de que corresponde
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solo a una cadena de ADN de doble hélice. La secuencia de ARNm es complementaria
de la secuencia de una cadena de ADN y que es idéntica (excepto por el remplazo de T
por U) a la otra cadena de ADN. EI proceso por el cual un gene da lugar a una proteina
se llama expresion génica (Lewin 2007).

La vision global del control de la expresion génica es especialmente dificil en eucariotas
en general, y en organismos pluricelulares en particular. Es complicado entender el he-
cho de que las células de organismos complejos, procedentes del desarrollo de una
misma célula (el cigoto) y conteniendo un ADN idéntico, sean capaces de expresar fun-
ciones tan diferentes y Unicas en cada organo o tejido particular (Luque y Herréez
2001).

Niveles de regulacion de la expresion génica en eucariotes

La expresion de los genes de un organismo superior puede ser regulada a distintos nive-
les. Desde el punto de vista patologico, es importante resaltar que la alteracion de cual-
quiera de los pasos implicados en la expresion génica puede causar enfermedades.

El control pre-transcripcional se refiere a la accesibilidad del ADN para llevar a cabo la
transcripcion y puede implicar procesos como la condensacion de la cromatina asi como

la metilacion del ADN.

El siguiente nivel de control es el proceso de transcripcion que se regula a través de la
frecuencia 0 velocidad de inicio de la transcripcion (que implica encontrar puntos de
inicio accesibles, presencia de factores de transcripcion, y la eficacia de los promoto-
res), asimismo la velocidad de la elongacién del RNA también puede ser regulada y
finalmente la eficacia de terminacién de la transcripcion forma parte de este nivel de
control. En la fase postranscripcional encontramos el procesamiento de RNA, que es
regulado en los pasos de corte y empalme asi como que puede ser propenso el RNA a
modificaciones 0 el proceso conocido como maduracién alternativa. Lo anterior se en-
tiende como el procesamiento del RNA tambiéen el transporte del RNA es un nivel de
regulacion, tal que, la seleccion de qué RNAs son transportados sea fundamental en los
procesos de control, asi como el posible transporte activo a través de los poros. Una vez
gue el RNA se ha sintetizado y fue transportado surge un nuevo nivel de control, que es

la de degradacion del RNA asi como la estabilidad de RNA maduro.
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En el proceso de la traduccion o sintesis de proteinas es la frecuencia y/o velocidad de
inicio de la traduccion un nivel mas de regulacion, en esta etapa es donde se lleva a cabo
la seleccion de qué RNAs son traducidos, y depende en gran medida de la eficacia de
los complejos de iniciacion. Otro momento donde es regulada la expresion genica es en
la velocidad de elongacion del polipéptido y la eficacia de terminacion de la traduccion.
Una vez que las proteinas fueron sintetizadas hay un nuevo nivel de control que es en
cuanto a las modificaciones postraduccionales y finalmente el control de actividad de

las proteinas y su degradacion (Luque y Herrdez 2001).

Sintesis de proteinas en eucariontes

Uno de los mecanismos celulares que esta estrechamente relacionado con el flujo de la
informacion genética es la traduccién. Este proceso permite que, en Gltimo término, la
informacién almacenada en las moléculas de ADN, y a través de un intermediario de
ARN, se traduzca a proteinas, produciendo asi los componentes necesarios para realizar
los distintos procesos celulares. (Lewin 2007)

La sintesis proteinica o traduccion de los ARNm tiene lugar en los ribosomas. Los ribo-
somas son estructuras subcelulares donde se lleva a cabo la produccion de proteinas
dentro de las células. Los ribosomas eucariontes estan formados por dos subunidades, la
pequefia 40S integrada por alrededor de 33 proteinas ribosomales y el ARNr 18S, y la
subunidad grande 60S que estd compuesta de 49 proteinas ribosomales y de 3 ARNr
(28S, 5S y 5.8S), que al acoplarse y formar el ribosoma funcional (80S) dejan entre am-
bas un conducto por el cual se desliza el ARNm. (Lewin 2007)

Los ribosomas son complejos ribonucleoproteinicos que actian en concierto con facto-
res accesorios para “traducir” la informacion genética del ARNm a proteina. El proceso
dindmico de la traduccion del ARNm es usualmente dividido en tres fases: iniciacion,
elongacion y terminacion. En la fase de iniciacion se ensambla el ribosoma con el ARN
de transferencia iniciador. Posteriormente tiene lugar la fase de elongacion, donde se
forman los enlaces peptidicos en el centro catalitico del ribosoma y finaliza en la fase de
terminacion. (Mathews et al. 2007)

La fase de iniciacion traduccional es el principal punto de control en la expresion gené-
tica relacionada a la sintesis de proteinas, regulando su velocidad. Dependiendo de su
funcionalidad, estado o respuesta al estrés, la celula puede regular la sintesis de protei-
nas a través de la fosforilacion de algunos factores de iniciacion, llamados “elFs” en

eucariontes. (Mathews et al. 2007)
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La iniciacion de la traduccion comprende cuatro pasos subsecuentes: (I) la formacion
del complejo de preiniciacion 43S, el cual incluye la subunidad ribosomal pequefia
(40S), el ARN de transferencia iniciador (Met-ARNtiMet), GTP y los factores de ini-
ciacion de la traduccion elF1, elF1A, elF2, elF3 y elF5; (1) el reclutamiento del com-
plejo 43S al extremo 5" cap del ARNm que previamente ha sido reconocido por elF4F;
(1) escrutinio de la region 5™ no traducida (5" UTR) del ARNm y el reconocimiento del
coddn de inicio; y (IV) unidén de la subunidad ribosomal grande (60S) para ensamblar
un ribosoma completo (80S) (Pestova et al. 2000, Pestova et al. 2002, Preiss et al. 2003,
Mathews et al. 2007).

En la sintesis de proteinas intervienen un gran numero de factores que van a coordinar
varios pasos simultaneos uniéndose directa o indirectamente a alguna subunidad ribo-
somal, al primer ARNt o al propio ARNm (Merrik 2003). Existen varios puntos de con-
trol traduccional, entre los que destacan: la regulacién de la actividad por los factores de
iniciacion elF2 y elF4F (complejo formado por los factores elFAE, elFAG y elF4A). En
el caso de elF2, cinasas especificas lo forsforilan, excluyéndolo de la ruta de inicio de la
sintesis de proteinas. Por otra parte, la regulacion de elF4F esta determinada por la dis-
ponibilidad de la subunidad elF4E, la cual tiene el potencial de unirse tanto a elF4G
como a la proteina de union a elF4E (4E-BP). La capacidad de 4E-BP de unirse a elFAE
es regulada por su estado de fosforilacion y, en general, la fosforilacion de 4E-BP inhibe
su capacidad de unirse a elF4E (Merrick 2003). En mamiferos, la cinasa Mnk1 fosforila

el elF4E, lo cual promueve su asociacion con elF4G.

Otra forma de regulacion del inicio de la sintesis de proteinas, que es activada en condi-
ciones de suficiencia nutricional y energética, y en presencia de mitdgenos, es mediante
las vias de sefializacion de las proteinas cinasas mMTOR (proteina blanco de rapamicina
de mamiferos) y S6K (cinasa de la proteina ribosomal S6), las cuales regulan los esta-
dos de fosforilacion de las proteinas 4E-BPs y la proteina ribosomal S6, respectivamen-
te. La proteina 4E-BP se une al elF4E bloqueando su unién con el elF4G; la fosforila-
cion de esta proteina promueve su disociacion del elF4E, permitiendo que se una al
elF4G (Merrik 2003, Holz et al. 2005).

El factor de iniciacion 3 (elF3) que se encuentra formando parte del complejo de inicia-
cion 43S, es el factor de mayor complejidad en el proceso de inicio de la sintesis de pro-

teinas (Hall et al. 2004). elF3 sirve como andamio entre el ARNm y la subunidad ribo-

( 10 )
{ 10 )
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somal 40S interactuando fisicamente con elF4F (Pestova et al. 2002). Una vez que se ha
colocado el complejo de inicio 43S sobre el ARNm, se desliza sobre el transcrito en
busca del codon de inicio de la traduccion y al encontrarlo se coloca el primer ARNt
sobre éste.

El factor de iniciacion 5 (elF5) unido a la subunidad ribosomal 40S hidroliza el GTP
unido a elF2, de tal manera que se estimula la disociacion del complejo de preiniciacion
43S, liberando al elF2-GDP vy al elF3. El factor de iniciacion 1 (elF1) y elF1A actdan
sinérgicamente mediando el ensamblaje del ARNt en el codon de inicio (Korneeva et al.
2000). Una vez liberado el factor elF3, se une la subunidad ribosomal mayor 60S a la
subunidad ribosomal menor 40S, forméndose el ribosoma funcional 80S y continuando

con la elongacion de la cadena peptidica.
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Figura 2. Proceso de traduccion o sintesis de proteinas en eucariontes. (Jackson et
al. 2010)

Modificaciones postraduccionales.

La sintesis proteinica no termina con la liberacion del polipéptido del complejo de tra-

duccion, sino que en todos los organismos se requiere una serie de procesos para que el
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mensaje lineal o unidimensional del polipéptido (secuencia de aminoacidos determinada
por la secuencia de nucledtidos del ARNm) se transforme en un mensaje tridimensional,

la estructura nativa de la proteina responsable de su funcion (Luque y Herraez 2001).

Estos procesos recogidos de forma conjunta bajo el termino maduracion o modifica-
cién postraduccional, constituyen el colofon de la sintesis proteinica, que a veces se
considera la quinta fase de la traduccién, después de la activacion del aminoacido, ini-
ciacion, elongacion y terminacion.

La maduracion postraduccional es esencial en todo momento y circunstancia de la célu-
la eucaridtica. Cada compartimento subcelular requiere proteinas diferentes para sus
variadas funciones: actividad catalitica de reacciones en todas las vias metabdlicas, pa-
pel estructural en la membrana celular, transporte o almacén de moléculas e iones, fun-
cion motora muscular, transmision de sefiales intra- e inter celular, regulacion de la ex-
presion génica, etc.

La variabilidad en cuanto a condiciones y circunstancias particulares en cada tipo celu-
lar y la amplitud y complejidad de los procesos implicados en la modificacion postra-
duccional hacen dificil su descripcion. Los tres primeros procesos tienen lugar general-
mente de forma simultanea.

1. Tréafico o destino de las proteinas hacia diferentes localizaciones, subcelula-
res o extracelulares para llevar a cabo su funcion.

2. Maduracion o procesamiento del polipéptido. Es el aspecto esencial de la
modificacion postraduccional. Comprende modificaciones quimicas de los
aminoéacidos o eliminacién de fragmentos del polipéptido.

3. Plegamiento correcto del polipéptido hasta alcanzar su conformacion biol6-
gica activa. Requiere, en muchos casos, una maduracion previa por modifi-
cacion quimica, con lo que el plegamiento y maduracion estan intimamente
ligados.

4. Es entonces, una vez que la proteina ha llegado a su destino y cumplido su
mision, cuando se debe describir también su catabolismo, su degradacion

hasta aminoacidos.

Fosforilacion

Es frecuente la adicion de determinados grupos quimicos (como acetilo, carboxilo, fos-

fato, hidroxilo o metilo) a la cadena lateral de amino&cidos o a los extremos amino- o
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carboxilo- terminales. La fosforilacion es quizas la modificacion mas frecuente, actuan-
do casi siempre de forma reversible (fosforilacion-desfosforilacion) como un mecanis-
mo regulador de la actividad de la proteina (regulacion por modificacion covalente).
Afecta el grupo —OH de Ser, Thr y Tyr, estando catalizada por proteina quinasas, con
hidrolisis de ATP. Produce un incremento notable en la carga negativa de la proteina.
La reaccion opuesta, de desfosforilacion, la catalizan proteinas fosfatasas. En ambos
casos, se trata de una reaccidn estrictamente postraduccional, que tiene lugar en el cito-
sol despues de que se ha completado la sintesis y el plegamiento de la proteina (Luque
y Herraez 2001).

(”) Ser (”) fosfo-Ser
Al proteina quinasa S
cadena (/\/ del tipo serina/ltreonina quinasa C’( )
polipeptidica CH—CH,—OH e CH—CH,—C(
/ . A <l T
HN ATP ADP HN O=P—0O"

= e ‘

L IO Y .
proteina fosfatasa
del tipo fosfoserina/fosfotreonina fosfatasa

Figura 3. Esquema de fosforilacion del un amino&cido por la proteina serina/treonina
quinasa, donde se cataliza la union covalente del y-fosfato al &tomo de oxigeno del gru-

po hidroxilo de los residuos serina/treonina del sustrato. (Luque y Herraez 2001).

2.3 - Caracteristicas del complejo elF3

El factor de iniciacién 3 (elF3) es un complejo proteinico con una masa aproximada a
los 700 kDa que se encuentra formando parte del complejo de iniciacion 43S, es el fac-
tor de mayor complejidad en el proceso de inicio de sintesis de proteinas (Hall et al.
2004). elF3 sirve como andamio y catalizador de la unién entre el ARNm activado, la
subunidad ribosomal 40S y el complejo ternario (Pestova et al. 2002). En mamiferos
consta de hasta 13 subunidades no identicas que varian de tamafio, desde 28 hasta 170
kDa. En el afio 2001, para eliminar la confusion entre la comparacion de las subunida-
des de elF3 entre las diferentes especies, una nomenclatura unificada fue propuesta por
Browning y colaboradores (Browning et al. 2001). Las subunidades del complejo son
denominadas desde entonces como: elF3a (p170), elF3b (pl116), elF3c (p110), elF3d
(p66), elF3e (p48), elF3f (p47), elF3g (p44), elF3h (p40), elF3i (p36), elF3j (p35),

14
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elF3k (p35), elF3l (p28), elF3m (GA17) (Burks et al. 2001). elF3 interviene en la diso-
ciacion del ribosoma funcional 80S, en las subunidades 40 y 60S, y se une a la subuni-
dad menor del ribosoma en ausencia de otros factores. Asimismo, elF3 es de gran im-
portancia para la restauracion del ribosoma funcional 80S en el codon de inicio del
mensajero (Asano et al. 1997, Hall et al. 2004).

El factor elF3 ha sido purificado en diversas especies eucariontes, entre los que se in-
cluyen mamiferos, plantas y levaduras, de los cuales se han obtenido distintos nimeros
de subunidades dependiendo del organismo de donde se extrajo. Se ha reportado que en
S. cerevisiae el elF3 consta de 5 subunidades; elF3a, elF3b, elF3c, elF3g y elF3i. Se
propone que estas cinco subunidades, que estan conservadas en todas las especies euca-
riontes, forman el corazon catalitico y que el resto tiene funciones moduladoras en el
proceso de sintesis de proteinas (Burks et al. 2001). Sin embargo, Masutani y colabora-
dores, en el 2007, reportan que en mamiferos solo tres de estas cinco subunidades
(elF3a, b, c¢) y tres subunidades no conservadas (elF3e, f, h) son indispensables para
mantener un nivel adecuado de sintesis de proteinas y que el resto de las subunidades

s6lo modulan la actividad del complejo elF3.

2.4 - elF3f

El gene elF3f (p47) pertenece a la familia génica Mov34, que relaciona a sus miembros

por contener un dominio Mprlp, Padlp N-terminal (MPN, por sus siglas en inglés) ha-
cia el extremo amino terminal de la proteina. Se sugiere que este dominio esta relacio-
nado a la capacidad de la proteina de asociarse a complejos multiproteinicos, involucra-
dos en procesos tan diversos como la iniciacion de la traduccion, la regulacion del pro-
teosoma y la transcripcion (Aravind et al. 1998). Asi también, la caracteristica particular
de cada proteina la determinaria su extremo carboxilo terminal.

El gene elF3f es un gene antiguo y monogénico en la mayoria de las especies, y su or-
ganizacion génica varia. Por ejemplo, el gene elF3f de levadura de fisién no contiene
intrones, en nemétodos lo conforman 4 exones, el de insectos contiene 3 exones, el de
plantas 6 exones y en mamiferos estd organizado en 8 exones distribuidos en aproxima-
damente 9 kilobases (Hernandez 2005).

Con respecto al proceso de sintesis de proteinas, experimentos in vivo e in vitro mues-
tran que elF3f disminuye la velocidad de sintesis proteinica (Higareda et al. 2003, Shi et

al. 2006), por lo que se considera un modulador del proceso. Formando parte de elF3,
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elF3f es capaz de interactuar con proteinas diferentes a las de este complejo multipro-
teinico. Por ejemplo, se ha reportado que bajo condiciones basales, la cinasa ribosomal
S6K1 interactta con elF3f a través del dominio MPN. En presencia de nutrientes y fac-
tores de crecimiento, la cinasa mTOR interacciona con elF3f a través del dominio sefia-
lizador de TOR (TOS, por sus siglas en inglés) y mTOR fosforila a S6K1 liberandola de
elF3f, y de esta manera fosforila a su segundo blanco, la proteina 4E-BP1 (Holz et al.
2005, Harris et al. 2006). La proteina elF3f muestra caracteristicas de union proteina-
proteina excepcionales, ya que se le encuentra también interactuando establemente con
proteinas involucradas con procesos diferentes a los del complejo elF3 y la sintesis pro-
teinica. Por ejemplo, recientemente se reportd que elF3f se relaciona fisicamente con la
proteina TRC8, que es una ubiquitin-E3 ligasa, la cual sensa los niveles exdgenos de
colesterol y se localiza en el reticulo endoplasmico (Lee et al. 2010). También, Lagi-
rand-Cantaloube y colaboradores (2008) reportan que en células de mioblasto de raton
(C2C12), la ubiquitin-E3 ligasa Atrogin 1/MAFbx interacciona, a través de un dominio
suyo rico en residuos de leucina, con el dominio MPN de elF3f. EI dominio MPN de
elF3f humano abarca del aminoacido 90 hasta el 248; sin embargo, posee un dominio en
sus primeros 90 aminoacidos con un contenido de aminoacidos peculiar, con un 60% de
prolinas y alaninas (dominio poly PA). Aunque aun se desconoce su funcion, se sabe
que este dominio interacttia con la proteina cinasa relacionada a la apoptosis Cdk11p46
y ésta con la proteina 9G8, perteneciente a la familia de proteinas ricas en serina y argi-
nina (proteinas SR) que agrupa factores de corte y empalme durante la edicion del ex-
tremo 3’ del pre-ARNmM del virus HIV, impidiendo su procesamiento (Valente et al.
2009). En este sentido, un reporte previo indica que en células de melanoma humano
A375 en estado apoptotico, la Cdk11p46 fosforila a elF3f en la serina 46 contenida en
el dominio polyPA (Shi et al. 2006). Por otro lado, existe evidencia de que el sobre-
expresar al gene elF3f afecta al crecimiento celular e induce apoptosis, como fue repor-
tado por Shi et al. (2006) en la linea celular A375, por Higareda y Pardo (2010) en la
linea celular A549 y por Llanderal-Mendoza (2003) en células de tabaco TBY-2. Se ha
descrito que elF3f se poliubiquitiniza y se degrada a través del proteosoma 26S (Lagi-
rand-Cantaloube et al. 2008). Asi también, se fortalece la posibilidad de que la funcion
o funciones del gene elF3f estén relacionadas al crecimiento y la division celular debido
a que en ceélulas de tabaco TBY-2 la expresion transcripcional del gene elF3f esta cir-
cunscrita a la transicion G2/M del ciclo celular (Higareda et al. 2003, Llanderal-

Mendoza 2003) y en células humanas A549 la expresion transcripcional y traduccional

( 1 )
| 16 )



Andlisis de Fosforilacién en elF3f humano por CDK1/Ciclina B

del gene elF3f estan circunscritas a las transiciones G2/M y G1/S del ciclo celular (Hi-
gareda y Pardo 2010).

Figura 4. Propuesta del modelo de elF3 por Zhou en 2008. Se muestra la forma en la
que se organizan las subunidades, coloreadas de acuerdo a los dominios que contiene.
Dominios PCI (verdes), dominios MPN (rojo), que contienen motivos de reconocimien-
to de RNA (amarillo).

2.5 - Pregunta de investigacion

¢ Es elF3f fosforilada por Cdk1/ciclina B?

Capitulo III - Justificacion

Sabemos que elF3f es una proteina poli-funcional, moduladora de la sintesis de pro-
teinas y esencial para la proliferacion celular. Dado que su perfil de expresion bifa-
sico es Unico, con uno de sus maximos de expresion en la transicion G2/M, donde el
complejo Cdk 1/ciclina B actla, es de suma importancia conocer si dicho complejo
fosforila a elF3f, ya que se desconoce su actividad con respecto a las modificaciones

postraduccionales que adquiere.
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Capitulo IV - Hipotesis

¢ La actividad de elF3f es modulada por el complejo Cdk1/CycB durante la tran-

sicién G2/M del ciclo celular.

Capitulo V - Objetivo General

¢ ldentificar los sitios involucrados en la fosforilacion de elF3f por complejos

Cdk1/CycB.

Capitulo VI - Objetivos Particulares

¢ Determinar si elF3f es fosforilado por el complejo Cdk1/CycB.
¢ Mediante la generacién de mutaciones puntuales en sitios putativos involucrados
en la fosforilacion por el complejo Cdk1/CycB, determinar si elF3f es afectada

en la capacidad de ser fosforilada.
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Capitulo VII - Materiales y métodos.

7.1 - Estrategia experimental general.

Para poder determinar si elF3f es fosforilado por el complejo CDK1 / ciclina B y en qué

sitios son llevadas a cabo estas modificaciones se desarrollo la siguiente estrategia expe-
rimental: Primero, para poder saber qué sitios de elF3f son susceptibles a ser fosforila-
dos se realizo un analisis bioinformatico con diferentes herramientas que se encuentran
disponibles “en linea” en Internet y posteriormente se disefiaran oligonucle6tidos para
generar mutaciones puntuales en la secuencia del gene de elF3f con el fin ultimo de
cambiar el coddn que codifica a un aminoacido que puede ser fosforilado por otro que
no lo sea. Una vez disefiados estos oligonucledtidos, se generaron los plasmidos con la
mutacion dirigida, se purificd y se verifico por secuenciacion; posteriormente, se sinte-
tizo la proteina mediante un ensayo de transcripcion y traduccion acopladas. Las distin-
tas proteinas con las diversas mutaciones se utilizaron para hacer el ensayo de fosforila-
cién con ATP marcado radiactivamente (fosforo->?) y luego se expuso a una placa sen-

sible a radiacion para determinar los resultados.

Localizarlos
posibles sitios de Disenode

Mutagénesisde
sitiodirigidoen Electroporacion
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7.2 - Material

Cepas y pldasmidos

Como cepas receptoras se utilizaron las cepas de Escherichia coli JM101 y DH5a.
Para la sobreexpresion en E. coli se utilizé el vehiculo pBluescript SK, al cual en traba-
jos previos se le inserto la secuencia codificante del gene de elF3f del cromosoma 11, a

dicha construccion se le denominé pRCE021 (Figura 6).
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Figura 6. pBluescrip Il SK (+) Stratagene Cat. No. 212205 Plasmido al cual se le insertd
una copia del cDNA del gene de elF3f bajo el promotor T3.
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Figura 7. pRCEOQ21 plasmido que contiene una copia del cDNA del gene de elF3f de
humano del cromosoma 11 bajo el promotor T3. f1(+), origene de replicacion de fago
filamentoso; ColE1, origene de replicacion en E. coli; gene de LacZ; MCS, sitio de clo-

nacién maltiple y un gene de resistencia a ampicilina (Higareda, Pardo 2010).

Medio de crecimiento para E .coli

El medio de cultivo LB (Luria Bertani) fue utilizado para crecer las cepas de E. coli
(Sambrook y Russell 2001). Para su preparacion se disuelven 10 g de peptona de casei-
na, 5 g de extracto de levadura y 10 g de cloruro de sodio en <900 mL de agua desioni-
zada; se afora la solucion a 1 L y se esteriliza por 15 min a 120° C en autoclave. Para

obtener medio sélido se adicionan 15 g/L de agar antes de aforar y esterilizar.
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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.

7.3 - Analisis Bioinformatico.

Mediante un analisis bioinformatico se determind cuales aminoacidos de elF3f son sus-

ceptibles a ser fosforilados por el complejo CDK1 / ciclina B.

La secuencia de aminoacidos de una proteina, también llamada estructura primaria,
puede ser determinada facilmente desde la secuencia de nucledtidos del gene que la
codifica. En la inmensa mayoria de los casos, esta estructura primaria determina Unica-
mente una estructura de la proteina en su ambiente nativo. El conocimiento de esta es-
tructura es vital para entender la funcion de la proteina (Hegyi, Gerstein. 1999). Una
solucién general viable para la prediccion de las estructuras de las proteinas permanece
todavia como un problema abierto. Por ahora, la mayoria de los esfuerzos han sido diri-
gidos hacia heuristicas que funcionan la mayoria de las veces (Moult 2005). Una de las
ideas clave en bioinformética es la nocion de homologia. En la rama genémica de la
bioinformatica, se usa la homologia para predecir la funcidn de un gen: si la secuencia
del gene A, cuya funcion es conocida, es homologa a la secuencia del gene B, cuya fun-
cion es desconocida, puede inferirse que B podria compartir la funcion de A (Pellegrini
et al 1999). En la rama estructural de la bioinformatica, la homologia se usa para deter-
minar que partes de una proteina son importantes en la formacion de la estructura y en

la interaccion con otras proteinas.

Herramientas utilizadas para la prediccion de sitios.

Se utilizaron las herramientas de la base de datos del “National Center for Biotechno-
logy Information” (NCBI) para obtener la secuencia de la proteina, asi como diversos
programas “‘en linea” para analizar secuencias, tanto de nucle6tidos como de aminoaci-
dos, es decir, a nivel de cadena de ADN como estructura peptidica. Dichos programas
son ExPASyY y ELM, entre otros. Analizando estas estructuras se determinaron los sitios
posibles a ser fosforilados por el complejo CDK1 / ciclina B para, entonces, determinar

sobre qué nucleotido se realiza la mutagénesis sitio dirigida.
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7.4 - Mutagénesis de sitio dirigido.

La mutagénesis de sitio dirigido es una técnica de biologia molecular utilizada para
crear mutaciones puntuales en una cadena de ADN por medio de una reaccion de la
cadena de la polimerasa con oligonucleétidos que contengan la mutacion. EI cebador
debe hibridar con la molécula simple (unicatenaria) de ADN que contiene el gene de
interés. Utilizando una ADN polimerasa, se elonga la cadena (el fragmento unicatenario
mas el cebador) incorporando la mutacion al ADN y formando una molécula de ADN
completa bicatenaria. Dicha doble cadena de ADN puede ser introducida en una célula

hospedadora y clonada.

Diserio de la mutacién puntual.

El proceso conocido como traduccion o sintesis de proteinas es posible gracias a que la
maquinaria de traduccion tiene la propiedad de reconocer las secuencias de ARN en
forma de codones, los codones son un conjunto de tres nucledtidos consecutivos en la
estructura de la cadena, que pueden tener a cualquiera de los cuatro nucleétidos (A, T,
C,Gparael ADN 6 A, U, C, G para el ARN) y en cualquier orden. Es asi que la canti-
dad de codones posibles es 64, que codifican para 20 aminoécidos. Ya se conoce con
precision a que aminoéacido codifica cada cododn, y esta informacion en el area de la bio-
logia le es comunmente llamado codigo genético. Conociendo el cddigo genético es que
se puede elaborar una estrategia de mutacion. A partir del codon que codifica para el
aminoacido en estudio se puede realizar a priori un modelo de la secuencia donde se
cambien las bases (regularmente una base) de tal manera que el codén generado codifi-
que a otro aminoacido con distintas propiedades que al aminoécido en estudio, y ha-
ciendo el analisis de las diferencias encontradas, determinar la posible relevancia del

aminoacido.
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Figura 8. Cddigo genético, los diferentes codones codifican para un aminoécido dife-

rente.

Diserio de oligonucledtidos.

En base al cddigo genético, se modificaron los codones que codifican para los aminoa-
cidos que son suseptibles a ser fosforilados, por codones que codifican a otros aminoa-
cidos que no sean capaces de fosforilarse; por ejemplo, los codones que codifican para
el aminoacido serina son: UCU, UCC, UCA, UCG, AGU y AGC a los cuales si se les
cambia cualquiera de las tres bases que componen el codon y se genera un codon dife-
rente a los mencionados se puede obtener un aminoacido que no sea capaz de fosforilar-

se. De esta manera

Ensayo de PCR.

Con cada par de los oligonucle6tidos disefiados, se genera un plasmido mutante a partir
del plasmido pRCEQ21, el cual es una construccion que procede del vehiculo pBlues-
cript que contiene: la secuencia codificante del gene de elF3f flanqueada por sitios pro-

motores para las ARN polimerasas T3 y T7, al gene de resistencia a ampicilina, etc. La
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reaccion se lleva a cabo con la polimerasa de ADN PFx (Invitrogen) en las siguientes

condiciones.

Temperatura Tiempo

94 °C 4 minutos

94 °C 20 segundos
30 ciclos 55°C 40 segundos

72°C 4 minutos

72°C 7 minutos

Tabla 1. Condiciones iniciales; ciclos de la PCR.

Pldasmido pRCE021.

Se utilizé como templado para las mutagénesis el plasmido pCREQ21 Figura 7 (ver pa-
gina 21) el cual fue construido en un trabajo previo (Higareda, Pardo 2010). El plasmi-
do contiene la secuencia de nucle6tidos que codifican para una proteina funcional de
elF3f, secuencia de ADNc que fue obtenida por medio de una transcriptasa reversa a
partir de ARNm y que posteriormente fue insertado en el plasmido comercial pBlues-
cript SK+ (Stratagene Cat. No. 212205) en el sitio de corte para la enzima de restriccion
Smal. Esta construccion contiene a la secuencia codificante de la proteina elF3f bajo el
promotor de fagos T3 y que es flanqueada por el extremo 3’ por la secuencia del promo-
tor T7, que servira para hacer el ensayo de secuenciacion; ademas, contiene al gene de
resistencia AMP, que codifica para B-galactosidasa y un origene de replicacion, entre

otras caracteristicas.

Electroforesis en gel de agarosa

Las distintas muestras de ADN aislado fueron analizadas por electroforesis, 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 uL de bromuro de etidio

(0.05 pg/mL), se vacié en una camilla del tamario requerido y se le colocd un peine. Al
concluir la polimerizacion del gel se retir6 el peine, se pasé a una cadmara de electrofore-

sis y se llend ésta con amortiguador TAE 1X.
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A las muestras a correr se les agreg6 colorante de carga 6X (1 puL/5 uL de muestra), el

cual contiene 40% de sacarosa, 0.25 g de azul de bromofenol y 0.25 g de xilencianol en
10 uL de agua desionizada estéril. Una vez colocada la muestra con colorante en el con-
tenedor formado por el peine, se realizé el corrimiento a 80 voltios vy, finalmente, se
examino colocando el gel sobre un transiluminador de luz ultravioleta de onda corta.
Para las muestras de ADN que posteriormente serian purificadas del gel, se realiz6 un
gel de agarosa al 0.8% y se utiliz6 una voltaje de 70 voltios. Posteriormente, el gel fue
tefiido en una solucion de bromuro de etidio al 0.01% durante 1 min.

Extraccion de ADN por técnica de Fenol Cloroformo.

Se mide el volumen de la muestra y se coloca en un nuevo tubo eppendorf de 1.5 mL
(en caso de que sea muy poca la muestra es necesario agregar agua tri-destilada estéril
con el fin de que en los pasos posteriores se puedan separar facilmente las fases); se
agrega un volumen de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico 24:24:1. Se agita vigorosa-
mente en Vortex durante 30 segundos y se centrifuga a velocidad méxima (16,000 g)
durante cinco minutos. En este paso se observan en el tubo eppendorf dos fases, se toma
con una punta de 200 L la fase acuosa y se coloca en un nuevo tubo eppendorf de 1.5
mL; se mide el volumen y se agrega un volumen de cloroformo-alcohol isoamilico 24:1.
Se agita vigorosamente en Vortex durante 30 segundos y se centrifuga a velocidad mé-
xima durante cinco minutos. Nuevamente se observan dos fases en el tubo eppendorf, se
extrae la fase acuosa y se coloca en un nuevo tubo; se mide el volumen y se agrega 0.1
volumen de una solucién de acetato de sodio 3 M con el propdésito de que la solucion
final quede a 0.3 M de acetato de sodio. Se mezcla ligeramente invirtiendo el tubo ep-
pendorf. Se agrega 2.5 volumen de etanol absoluto y se centrifuga ligeramente por 10
segundos. Se coloca a -20° C durante 14 horas. Pasado ese tiempo, se centrifuga a velo-
cidad maxima durante seis minutos, en este paso es posible que se pueda observar una
pastilla con los acidos nucleicos; se extrae con una jeringa el alcohol, teniendo cuidado
de no tomar la pastilla; se agrega el mismo volumen de alcohol etilico 70%, se mezcla
ligeramente, se centrifuga por cinco minutos y se vuelve a retirar el alcohol con una
jeringa; y se coloca el tubo con la pastilla en la campana de extraccion durante diez mi-
nutos con el fin de que la pastilla quede libre de alcohol. Finalmente, se agrega agua y

se agita vigorosamente con el fin de disolver la pastilla.
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Ensayo de digestion de los plasmidos no mutados con la enzima Dpn 1.

Una vez amplificados los plasmidos provenientes de pRCEQ21, es necesario separar los
plasmidos que han sido sintetizados de los plasmidos originales, se utilizé la enzima de
restriccion Dpn | la cual tiene la capacidad de cortar en aquellas cadenas de ADN que
tiene sitios con metilaciones (5°G™A/TC"3), que son aquellos que se sintetizaron por
replicacion en la bacteria E. coli y no por sintesis en el ensayo de PCR. La reaccion de

digestion se realiza durante 3 horas a 37°C.

Limpieza con kit minElute de Quiagen.

Posterior a la digestion con la enzima Dpn 1, el plasmido sintetizado se limpia siguiendo
las indicaciones del proveedor: se afiaden 300 pL de Buffer ERC a la muestra y se mez-
cla con la punta para micropipeta, se coloca la mezcla en una columna MinElute, se
centrifuga a velocidad méaxima durante un minuto, y se descarta la solucion que quedo
en el fondo del tubo recolector. Se afiaden 750 puL de Buffer PE a la columna minELute
y se centrifuga por un minuto, nuevamente se descarta la solucion que quedo en el fon-
do del tubo recolector y centrifuga una vez méas por un minuto para quitar el etanol resi-
dual del Buffer PE. Se desecha el tubo recolector y la columna se pasa a un nuevo tubo
eppendorf de 1.5 mL sin tapa. Para eluir el ADN se afiaden 10 pL de agua tridestilada
estéril (agregar con punta en el centro de la columna pero sin tocarla); una vez hecho
esto, esperar un minuto a que la columna se impregne bien y, posteriormente, se centri-
fuga por un minuto a velocidad maxima; finalmente se pasa la solucién que quedd en el

fondo del tubo eppendrof a un nuevo tubo debidamente rotulado.

7.5 - Transformacion Bacteriana

En biologia molecular, transformacion es la alteracidon genética de una bacteria resultan-
te de la absorcion directa, incorporacion y expresion del material genético exdgeno
(ADN ex6geno). La transformacion ocurre de forma natural en algunas especies de bac-
terias, aunque también se puede efectuar por medios artificiales. La transformacion es
uno de los tres procesos por los que el material genético exdgeno se puede introducir en
una célula bacteriana. Los otros dos son la conjugacion y la transduccion. A la trans-
formacion de células eucariotas se le llama transfeccion.

El término transformacion es también usado, de manera méas general, para describir me-

canismos de transferencia de ADN o ARN en biologia molecular.
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Transformacion por Electroporacion.

Para introducir el plasmido con la mutacion deseada en las células de E. coli (DHS5a y
JM101) es necesario generar células electro-competentes, para ello las células son trata-
das con glicerol al 10%. Para la electroporacion se toman 100 pL de células al 10% de
glicerol con <1 pL del plasmido (<50 ng/pL), se someten a una descarga de 2000 volts
en el electroporador y se incuba por una hora en un mL de medio LB; posteriormente,
se distribuye en medio LB Agar con 100 pg/puL de ampicilina, y se incuba a 37°C por
24 horas. De esta manera se seleccionan las bacterias que contienen el plasmido

pRCEO021 ya que les confiere resistencia a ampicilina.

Preparacion de células electrocompetentes

Las células electrocompetentes de E. coli de las cepas IM101 y DHSa que permiten la
transformacion por electroporacion se obtuvieron mediante el siguiente protocolo. Se
sembro un indculo de la cepa en medio LB sélido y se incub6 a 37°C durante 12 hrs. De
este cultivo se tomd una asada en 5 mL de medio LB liquido, dando las mismas condi-
ciones de incubacion. Posteriormente, el cultivo obtenido se vacio en 1 L de medio LB
liquido y se incubo 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 para centrifuga de 250 mL y
se centrifug6 15 min/ 4000 rpm / 4°C. El sobrenadante obtenido fue desechado y la pas-
tilla se resuspendi6 en agua desionizada estéril y fria. Se centrifugdé nuevamente 15 min/
4000 rpm / 4°C, y la pastilla de s6lo dos botellas se resuspendi6é con agua desionizada
estéril y fria pasandolo, posteriormente, a las dos botellas restantes. Se repitio el ciclo de
centrifugacion y la pastilla obtenida se resuspendié 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 (modi-

ficado de Sambrook y Russell 2001). Todo el experimento se realizé bajo condiciones

estériles y manteniendo las células a 4°C.

Procedimiento de electroporacion

Una vez limpia la muestra de ADN, se utilizan 2 puL que se agregan a las células elec-
trocompetentes DH50 6 JM101, se deja reposar por 45 segundos en hielo, y se colocan
las células en celdas para electroporador con cuidado de no generar burbujas de aire. La
electroporacion se lleva a cabo con una descarga de 2000 volts y posteriormente se re-
cuperan las células en medio LB sin ampicilina con agitacion moderada (150 rpm), du-

rante una hora. Se afiaden 200 puL del medio LB a una caja con medio LB Agar; el resto
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se centrifuga por 30 s, se desecha el sobrenadante, se resuspende en 200 pL de medio
LB hasta que quede homogéneo, y finalmente se agregan a una caja de medio LB.

Transformacidn por Golpe Térmico.

Las bacterias hospederas son pre-tratadas con agentes que aumentan su permeabilidad
membranal, como es el aumento de la temperatura. Los iones como el Ca2+, disminu-
yen la repulsion de cargas eléctricas entre los nucleotidos y la membrana, facilitando la

entrada del plasmido al interior de la célula.

Preparacion de células para transformacion por Golpe Térmico.

Se tom0 una azada de la cepa DH5a de E. coli, se distribuyé en medio LB agar y se
incubo toda la noche a 37°C. Se selecion6 una colonia joven (que tuviera un didmetro
menor al resto) y se inoculd en 2 mL de medio LB para incubarlo toda la noche a 37°C
en agitacion a 150 rpm; al dia siguiente, el cultivo se inoculé en un matraz de un litro
con 200 mL de medio LB y se mantuvo a 37°C con agitacion de 150 rpm el tiempo ne-
cesario (= 2.5 h) para alcanzar una Agyo = 0.35-0.40. Una vez alcanzado el crecimiento
necesario, se incub6 5 min en hielo y posteriormente se centrifugé a 4,600 rpm durante
10 min a 4°C. Se elimind el sobrenadante y las células se resuspendieron en 20 mL de
solucion Tfbl (Cloruro de Potasio 100 mM, Cloruro de Manganeso 50 mM, Acetato de
Potasio 30 mM, Cloruro de Calcio 10 mM, Glicerol al 15%, pH a 5.8) ésteril a 4°C. Se
incubé 20 min en hielo y posteriormente se centrifugé a 7000 rpm durante 10 min a
4°C; se elimind el sobrenadante y la pastilla se resuspendio en 2 mL de solucion Tfb2
(Cloruro de Calcio 100mM, MOPS 75mM, Cloruro de Potasio 10mM, Glicerol al 15%,
pH a 6.5) estéril fria, y se distribuyé en alicuotas de 100 uL en tubos eppendorf de 1.5
mL. Finalmente se congelaron rapidamente con nitrogeno liquido y se almacenaron a -
80°C.

Procedimiento de golpe térmico

Sacar las células del ultracongelador y colocarlas inmediatamente en hielo, esperar 5
min para que se descongelen, agregar entre 5y 10 pL del producto de la digestion lim-
pio (plasmido de interés), mezclar suavemente y esperar 15 min incubando las células
en hielo. Transcurrido ese tiempo, colocar los tubos eppendorf en el termobario (pre-

viamente puesto a 42°C) durante 45 s, e inmediatamente después colocar los tubos a 0°C
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(agua con hielo) por un tiempo minimo de 3 min; posteriormente, en campana de flujo
laminar adicionar 900 pL de medio LB al tubo eppendorf, mezclar suevemente con la
punta y pasar todo el contenido a un tubo de ensaye, para incubar a 37°C durante una
hora. Se afiaden 200 pl del producto de la incubacion a una caja con medio LB agar; el
resto se centrifuga por 30 s, se desecha el sobrenadante, se resuspende en 200 uL de
medio LB hasta que quede homogéneo, y finalmente se agregan a una caja con medio
LB.

7.6 - Aislamiento de pldsmidos por lisis alcalina (MINI-

QI’GQI

La purificacién se lleva a cabo por la técnica llamda miniprep, la cual consiste en rom-

per las células con choque alcalino de manera que sélo permeé el ADN plasmidico. Para
ello, se toma un volumen (5 mL) de un cultivo crecido en medio LB liquido con el anti-
bidtico de seleccion (ampicilina 100 pg/mL) y se centrifuga por 30 s a 13,000 rpm.
Después, se resuspende la pastilla que se haya formado y se expone la suspension a una
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 agita suavemente en Vortex y se adicionan 300 pl de una
solucidn fresca de lisis (0.2 N de NaOH y 1% de SDS), mezclando por inversion el tubo
y se deja reposar 5 min a temperatura ambiente. Esta solucién solubiliza en parte la
membrana externa de las bacterias, lo que produce la liberacion del contenido celular de
éstas: ADN cromosémico y plasmidico desnaturalizados, ARN y proteinas. Transcurri-
do el tiempo, se agregan 300 uL de solucion neutralizante (60 mL de una solucién de
acetato de potasio 5 M, 11.5 mL de &cido acético glacial y 28.5 mL de agua desioniza-
da), dejando en hielo por 10 min lo cual neutraliza todo el debris celular y provoca la
rapida renaturalizacion del ADN plasmidico, que queda en suspension, mientras que el
cromosomico Y el resto de componentes celulares se precipitan ayudados por la alta
concentracion de sales. Finalmente, se centrifuga la mezcla durante 15 min a 14,000
rpm a 4°C para aislar el sobrenadante, rico en el ADN plasmidico y en ARN, el cual
deberé ser eliminado mediante una ribonucleasa (RNAsa A 40ng/mL).

La purificacion continta afadiendo un volumen de una mezcla de fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico, centrifugando para separar la fase acuosa, a la cual se le afiade un
volumen de una mezcla de cloroformo-alcohol isoamilico y se centrifuga nuevamente

para recuperar el ADN de la fase acuosa posterior a la adicion de 2 veces su volumen de
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etanol absoluto, de esta manera el ADN precipita y puede aislarse (ver detalles en “Ex-
traccion del ADN por técnica de Fenol Cloroformo” en la pagina 26).

Preparacion de muestras para secuenciacion.

Las muestras se enviaron a la compafiia ELIM BIOPHARM para el ensayo de secuen-
ciacion, para lo cual los plasmidos que habian sido aislados ahora fueron purificados
por columnas del kit MiniElute (Quiagen) y posteriormente Ilevados a una concentra-
cién > 50ng/uL (100ng/uL lo ideal), y se envié minimo 10 yL por muestra.

Sistema de transcripcion y traduccion in vitro.

Una vez que obtenidos los plasmidos con las mutaciones deseadas (previamente habran
de secuenciarse para determinar el punto exacto de la mutacion) se procede a hacer un
ensayo de transcripcion y traduccion in vitro utilizando el sistema de lisados de reticu-
locitos acoplado con el promotor T3 y T7 (TnT PROMEGA Cat No. L5010) con la
ARN polimerasa T3 de la siguiente manera: para 50 ul de reaccién se utiliza 25 pl de
lisado de reticulocitos, 2 pl de buffer de reaccion 25X, 1 pl de polimerasa de ARN T3, 1
pl de mezcla de aminoacidos, 1 pl de inhibidor de ribonucleasas (RNasin 40u/ pl), 1 pg

de la construccion con la mutacion dirigida. Se deja reaccionar por 90 min a 30° C.

Ensayo de fosforilacion.

Las proteinas obtenidas se someten a un ensayo de fosforilacion para determinar si las
mutaciones generadas tienen efecto sobre la accion de las cinasas; para ello, en el ensa-
yo se utiliza la enzima a Cdk1/CycB y como sustrato [¥*>P] ATP, el cual nos permite
identificar si se lleva a cabo o no la fosforilacién. Una vez realizado el ensayo, se corren
las proteinas en un gel de poliacrilamida y se visualiza el resultado en una placa sensible

a radiacion.

Para preparar la reaccion se utiliza 25 ul de lisado de reticulocitos de conejo, 25 ul de
Buffer de fosforilacion (100mM Tris-HCI, 20mM MgCl,, 0.2 mM EDTA, 4 mM DTT,
0.02% Brij 35 pH 7.5 a 25° C) al que se le adiciona; 200 uM de ATP, 10 pCi de [x%P]
ATP, todas las cantidades son para la concentracién final. Del complejo Cdk1/Ciclina B
(20 U/uL) se toma 1 uL y se diluye en 4 uL de agua desionizada estéril; de esta dilucion
se toma 1 pL para cada reaccion de fosforilacion. Finalmente, a un duplicado de cada

reaccion de fosforilacion, se le adiciona olomoucina a una concentracion final de 500
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uM partiendo de una solucion a 10 mM. Las reacciones se incuban 30 min a 30°C. La
reaccion se detiene adicionando Buffer de corrida 1X SDS-PAGE.

Revelado en placa sensible a radiacion.

Para poder apreciar el resultado del ensayo de fosforilacion es necesario correr las
muestras en un gel de poliacrilamida con la intencion de separar las proteinas por su
peso molecular y a la vez desechar los residuos de [¥**P] ATP que no se haya integrado
a ninguna proteina, el gel se preparo al 10% (4 mL de H,0, 3.3 mL de acrilamida al
30%, 2.5 mL de Tris 1.5 M (pH 8.8), 100 uL de SDS al 10%, 100 pL de persulfato de
amonio al 10%, 4 uL de TEMED)

Una vez que las muestras en el gel corren lo suficiente (= 1.5 h) se procede a revelar en

una placa sensible a radiacion (Lumi-Film Chemiluminescent Detection Film Cat. No.
11 666916 001) ...
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Capitulo VIII - Resultados

8.1 - Analisis Bioinformatico

Obtencion de la secuencia de elF3f

Se utilizo la secuencia de nucle6tidos del gen “Homo sapiens eukaryotictranslationini-
tiation factor 3, subunit F” (eIF3f) con numero de acceso NM_003754 en la base de
datos “Human Genomic plus transcript (Human G + T)” de “National Center for Bio-
technology Information (NCBI)” se realizé un Blast. El programa Blast compara la se-

cuencia de nuclettidos (o aminodcidos) con secuencias de bancos gendémicos (0 pro-

tedbmicos) de los diferentes organismos reportados.

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261

ATTTCCGCTT
GCTCCTCCGG
ACGCCAGCAC
GCGGCAGCAG
GCGCAGACCC
CGCGTGGTCA
AACGAGGGTG
GAGGTCACCA
ATGGAATTTG
CTGGGCTGGT
TACAGCCGAG
CGCATGAGCA
GTGATGTTCA
GACCTGATCA
CAGCAAGTAG
GCAGAGGATG
AGCCTGGTTA
AACATCAATG
CTCAATGAAA
TATTAACCCC
TGAGATAGTC
AAAAAAAAAA

CCGCCTCCTT
CCACGCCAAC
CGGCTGCGGC
CGGCTGCAAC
CAGCGCCCGC
GGCTGCACCC
CTGCCCGAGT
ATTGCTTTTC
CTAAGAATAT
ACGCTACGGG
AGGCCCCCAA
TCAAAGCCTA
CGCCTCTGAC
TGAAGACCTG
GAGGGGCATC
TACTGTCTGG
ACCAAGTACC
ACCTTTTGAT
AACTTGTAAA
AGGACTCAGA
AGTTGTGTGT
AA

CTTTCTCGAC
CCCAGTCCCG
TCCGGTTCCC
TGCGGCTCCT
TCTGCCTGGT
AGTCATTTTG
TATCGGGACC
AGTGCCGCAC
GTATGAACTG
CCATGACATC
CCCCATCCAC
CGTCAGCACT
AGTGAAATAC
CTTTAGCCCC
AGCTCGCATC
AAAGGTGTCA
GAAAATAGTT
GGTGACCTAC
CCTGTGAATG
AGTGAAGGAG
GACTCTAATA

ARGRTGGCCA

GCGGCGGCCC
GCTGCGGCTC
GGCCAGACCC
CCTGCTCTTC
GCCTCCATTG
CTGTTGGGAA
AATGAGTCAG
CATAAAAAAG
ACAGAGCACT
CTCACTGTGG
TTAATGGGAG
GCGTACTACG
AACAGAGTGA
CAGGATGCCC
GCTGACAATA
CCCGATGACT
CTGGCCAACC
GACCCCAAGC
AAATGGGTTT
AACGGAGCCT

CACCGGCGGT
CAGCCTCAGT
CAGCCTCATC
CGGCCTCAGC
CAGGGCCCTT
TGGACAGCTA
CTGTCGACAA
AAGATGAAGT
TTTCTCCAAA
CTGTGCTGAT
ACACAAGTCT
TCCCTGGGAG
ACACTGAACG
TTGGACTCTC
TGAGTACAGT
CTGTGGGCCG
TfrGAlGACCAT
TCACACAGTC
AGTACACTTG
TTTGTGGTCT
ACCTTTTGTA

ACCAGTAAGT
TCCAGCGCCA
CTCAGACCCT
GCAAGCTCCA
CCCCGGCGGC
CGAGAGACGC
ACACTCAGTG
GGCTGTTGAC
TGAGCTCATC
CCACGAGTAC
CCAGAACGGC
GACCATGGGA
CATCGGAGTT
AAGTGACTTG
GTTGCAATAT
CTTCCTGATG
GCTCAACAGC
ACAGATTGCA
CTGGTCTAGG
TGAGTCACAC
AATTAAAAAA

Secuencia 1. Secuencia de nucleétidos de cADN de elF3f humano NM_003754.

Predicciones de sitios involucrados.

El gen elF3f (NM_003754) contiene 8 exones que codifican para la proteina funcional
la subunidad f del factor de iniciacion 3. El gen posee una region MPN la base de datos
Human G + T indica un sitio de fosforilacion en los nucleotidos 805 - 807 que codifican

para el aminoacido serina, esta informacion se complementara con los analisis posterio-

res.

61
121
181
241

MATPAVPVSA
QTPASAQAPA
LGTVDKHSVE
EHSVLIHEYY
YYDTERIGVD

PPATPTPVPA
QTPAPALPGP
VINCEFSVPHN
SREAPNPIHL
LIMKTCFEFSPN

AAPASVPAPT
ALPGPFPGGR
ESEDEVAVDM
TVDTSLONGR
RVIGLSSDLQ

PAPAAAPVPA
VVRLHPVILA
EFAKNMYELH
MSIKAYVSTL
QVGGASARIQ

AAPASSSDPA
SIVDSYERRN
KKVSPNELIL
MGVPGRTMGV
DALSTVLQYA

AAAAATAAPG
EGAARVIGTL
GWYATGHDIT
METPLTVKYA
EDVLSGKVSA
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301 DNTVGRFLMS LVNQVPKIVP DDFETMLNSN INDLLMVTYL ANLTQSQIAL NEKLVNL

Secuencia 2. Secuencia de aminoacidos de elF3f humano. Son 356 aminoacidos los que

conforman la proteina de elF3f en humanos.

Una vez obtenida la secuencia de aminoacidos que codifico el gen elF3f se realizé el
analisis con dos herramientas diferentes de analisis de secuencias; un servidor del insti-
tuto Suizo de Bioinformético (Swiss Institute of Bioinformatics, SIB) denominado Ex-
PASYy (Expert Protein Analysis System) del cual se obtuvieron los siguientes resultados;
11 sitios de fosforilacion de los cuales uno es por cCAMP, cinco por PKC y cinco por
CK2, tres sitios de miristilacion y dos sitios de glicosilacion (Tabla 2). El criterio para
hacer el analisis se basa en el andlisis de la actividad de CK2 en diferentes proteinas

(REF).
Tipo de modificacidn Sitio
Secuencia
Fosforilacién CcAMP 161 - 164: KKvS
PKC 212 - 214: SiK
236 - 238: TvK
244 - 246: TeR
276 - 278: SaR
295 - 297: SgK
CDK2 45 - 48: SssD
101 - 104: SivD
142 - 145: SedE
164 - 167: SpnE
175 - 178: TghD
Glicosilacidn 140 - 143: NESE
342 - 345: NLTOQ
Miristilacidn 60 - 65: GQtpAS
118 - 123: GT11GT
273 - 278: GGasAR

Tabla 2. Sitios de modificacion postraduccional candidatos (ExXPASYy Prosite).

La segunda herramienta de analisis es Eukaryotic Linear Motif (ELM) es un recurso de
prediccion de sitios, se obtuvieron varios sitios probables de fosforilacion por distintas

proteinas («ELM - EIF3F_HUMAN» 2013) entre las cuales destaca CDK1 que tiene su
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efecto en la secuencia de aminoacidos “TCFSPNR” ubicada en 255-261. De la misma
manera se reconocio una region consenso de interaccion a la ciclina en los aminoacidos
“RFLM” 306-309 lo que incrementa la accién de fosforilacion de las CDK'’s. Estas pre-
dicciones se llevan a cabo por un algoritmo que se basa en modificaciones postraduc-

cionales en otras proteinas del banco de datos.

Feature # Sequence: EIF3F_HUMAN
PhosphoELR 1

SMART/Pfam domain —— w___l

GlohPlat e

Cisorder
IUPRED 05
Order

Secondary Structure
CLY_C14_Caspased-7 1
CLY_NDR_MDR_1 1
LIG_14-3-3_2 2
LIG_BIR_I_1 1
LIG_BIR_I_1 1
LIG_CYCLIN_1 1
LIG_FH&_1 3
LIG_FH&_2 1
LIG_Integrin_isoDGR_1 1
LIG_MaPE_1 1
LIG_PDZ_Class_2 1
LIG_5He_S5TATS 2
LIG_35H3_3 G
LIG_3UMO_5BM_1 2
LIG_SUMO_SBM_2 3 01 |
3
i
1
2
a
i
2
2
1
3
i
1

— -

LIG_USP7_1
LIG_WW_Pini_4
MOD_CDK_1
MOD_CKZ_1
MOD_GICHHglycan
MOD_GSK3_1
MOD_N-GLC_1
MOD_PIKK_1
MOD_PKA_?
MOD_PLK.
WOD_ProDKin_1

Al 00 (1 I |
TRG_LysEnd_aPsaclL_1

Scale 1 1 201 30 aa7

Figura 9. Prediccion de los sitios de modificaciones postraduccionales de elF3f del sitio
ELM donde se muestra las dos fosforilaciones en Thr-255 y Ser-258 asi como el sitio de

union a ciclina.

Secuencia de aminodacidos indicando los sitios de fosforilacion por CDK’s y sitios de

union a ciclina.

1 MATPAVPVSA PPATPTPVPA AAPASVPAPT PAPAAAPVPA AAPASSSDPA AAAAATAAPG
61 QTPASAQAPA QTPAPALPGP ALPGPFPGGR VVRLHPVILA SIVDSYERRN EGAARVIGTL
121 LGTVDKHSVE VTNCFSVPHN ESEDEVAVDM EFAKNMYELH KKVSPNELIL GWYATGHDIT
181 EHSVLIHEYY SREAPNPIHL TVDTSLONGR MSIKAYVSTL MGVPGRTMGV MFTPLTVKYA
241 YYDTERIGVD LIMKT|CESPN RVIGLSSDLQ QVGGASARIQ DALSTVLQYA EDVLSGKVSA
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301 DNTVGS LVNQVPKIVP DDFETMLNSN INDLLMVTYL ANLTQSQIAL NEKLVNL

Secuencia 3. Sitios posibles a ser fosforilados por diversos sistemas de prediccion.

Nucledtidos Amino&cidos ™ °C

Secuencia 5'—G.AAG.ECC.TGC.TTT.éGC.CCC.AAC.AGA—3’ KTCFSPNR

original

Sermut 5’-G.AAG.ACC.TGC.TTT.GGC.CCC.AAC.AGA-3' KTCFGPNR 67.8
Antisermut 5’—TCT.GTT.GGG.GCE.AAA.GCA.GGT.CTT.C—3' KTCFGPNR 67.8
Thrmut 5’—G.AAG.ECC.TGC.TTT.AGC.CCC.AAC.AGA—3' KACFSPNR 67.8
Antithrmut 5’—TCT.GTT.GGG.GCT.AAA.GCA.GGE.CTT.C—3' KACFSPNR 67.8
Stmut 57 -G.AAG.GCC.TGC.TTT.GGC.CCC.AAC.AGA-3’ KACFGPNR 69.5
Antistmut 57-TCT.GTT.GGG.GCC.AAA.GCA.GGC.CTT.C-3’ KACFGPNR 69.5
Secuencia 5’—GGC.CEC.TTC.QTG.ATG.AGC.CTG.GTT.AAC—3’ GRFLMSLVN

original

Cycmut 57-GGC.CTC.TTC.GTG.ATG.AGC.CTG.GTT.AAC-3’ GLFVMSLVN 69.1
Anticycmut 57-GTT.AAC.CAG.GCT.CAT.CAC.GAA.GAG.GCC-3’ GLEFVMSLVN 69.1

Tabla 3. Oligonucledtidos disefiados. Se muestran las secuencias y sus respectivas

modificaciones; subrayado en negro: los oligonucleétidos o aminoécidos de la secuen-

cia original que serdn modificados, subrayado en rojo: los oligonuleétidos que se utili-

zaran para generar las mutaciones puntuales y a su vez los aminoacidos generados por

las mutaciones.

Cy motif

E2F1
E2F2
E2F3
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Cdcé6
Mytl
Cdc25a
p57
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p21(C)
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Tabla 4. Secuencias conocidas del motivo Cy (Wohlschlegel JA. 2001).

Oligonucledtidos disefiados.

Una vez identificados los sitios de posible fosforilacion por Cdk1/CycB se disefiaron
oligonucle6tidos con el cambio de un nucledtido para generar una mutacién puntual,
con el objetivo de cambiar el codon que codifica a un aminoécido que es propenso a ser
fosforilado, por otro aminoécido que sea lo mas neutral posible. Se tomé en considera-
cion la longitud, la temperatura de alineamiento, su estabilidad (posible formacion de
estructuras secundarias), buscar que el oligonucledtido no contenga "strings™ de méas de
una base, y se evitd 3 0 méas guaninas o citosinas consecutivas. Los oligonucle6tidos
disefiados se nombraron de la siguiente manera; “sermut” y “antisermut” (que genera el
cambio del amino4cido Serina-258 a Glicina), “thrmut” y “antithrmut” (que genera el
cambio del amino4cido Treonina-255 a Alanina), “stmut” y “antistmut” (que genera los
dos cambios de los oligonucledtidos anteriores, Serina-258 y Treonina-255 a Glicina-
258 y Alanina-255), estudios previos (Takeda, Wohlschlegel, y Dutta 2001; Wohlsch-
legel et al. 2001) han identificado a un motivo denominado “cy” o “RXL” (Tabla 4)
que presenta gran similitud para los aminoacidos encontrados en 306 al 309 de la pro-
teina elF3f por lo tanto las mutaciones dirigidas para estos sitios se disefiaron con el
proposito de romper la naturaleza del motivo encontrado, es asi que “cycmut” y “anti-
cycmut” genera el cambio del aminoacido Arginina-306 por Leucina y Leucina-308 por

valina.

8.2 - Obtencion de las mutantes

Una vez que se han disefiado los oligonucle6tidos especificos para generar cada muta-
cion puntual, se procedié a estandarizar el protocolo se realizé la PCR con las condicio-
nes indicadas anteriormente, se realizé la digestion con Dpnl a 37°C durante tres horas,
la transformacion bacteriana, el aislamiento y purificacion del plasmido y finalmente la
muestra se mando a secuenciar. Los resultados obtenidos muestran diversos sitios donde
el oligonucledtido se insertd en la secuencia en cada una de las cuatro construcciones
(Secuencia 4), este fue un resultado que impide que la proteina se forme de la manera
adecuada, por lo tanto el experimento no se puede realizar. La presencia de maultiples
inserciones de la secuencia del oligonucle6tido sugiere que la concentracion de estos es

muy elevada, por lo que se establecié disminuir la concentracién de 20 pM que era ini-
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cialmente a 5 pM se realizaron los procedimientos mencionados anteriormente para
obtener las muestras por quintuplicado que se mandaron a secuenciar. Los resultados
obtenidos con estas condiciones fueron los siguientes; para la construccion Sermut una
muestra no presentd la mutacion, en las otras cuatro se observa presencia de maultiples
inserciones del oligonucledtido. La construccion Thrmut en las cinco muestras fue exi-
tosa la mutacion puntual (Secuencia 5). La construccion Stmut en dos muestras hay
maultiples inserciones de oligonucledtidos, en las tres restantes no hubo mutacion. Y
finalmente en la construccion Cymut en tres muestras no hay mutacion y en dos la mu-
tacion fue exitosa (Secuencia 6). Es asi que modificando las condiciones se lograron
obtener exitosamente dos construcciones de las cuatro establecidas. Debido a lo anterior
se determino modificar las condiciones para los casos que no fueron exitosos (Sermut y
Stmut) por lo que para evitar la presencia de muestras donde no hay mutacion se esta-
bleci6 aumentar el tiempo de digestion con la enzima Dpnl de tres horas que era ini-
cialmente a 12 horas, la de concentracion de oligonucle6tidos permanecié en 5 pM. Se
realizaron los experimentos por quintuplicado, los resultados de la secuenciacién mos-
traron que en los cinco casos no se presento la mutacién, todas las construcciones fue-
ron completamente idénticas a elF3f, lo cual puede sugerir que la digestién no se llevo a
cabo completamente, por lo tanto se decidio por disminuir la concentracion de templado
en la PCR que originalmente era de 125 ng a 20 ng, para la siguiente repeticion de este
proceso se realizo por quintuplicado, sin obtener resultados positivos, es por ello que se
tomo la decision de disefiar nuevos oligonucle6tidos con secuencias més largas para las
mutantes que aun no se obtenian (Sermut y Stmut). Los oligonucledtidos disefiados se
muestran en la Tabla 5 que se denominaron Sermut2 y Stmut2. Para los siguientes ensa-
yos se repitieron las condiciones de PCR y digestion del ensayo cuando salieron positi-
vas las mutantes para Thrmut y Cymuy (Oligonucleétidos 5pM y 12 horas incubando
con Dpnl). Con los nuevos oligonucleotidos disefiados se mandaron a secuenciar cinco
muestras de cada una de las construcciones faltantes, y solo una construccion “Sermut”
tubo la mutacion disefiada (Secuencia 7), en este punto del experimento fue posible dis-
tinguir en los geles de agarosa de la electroforesis el corrimiento a diferentes pesos de
los oligonucledtidos que tenian maltiples sitios de mutacion (Figura 10), esto nos permi-
tio en los siguientes ensayos seleccionar los plasmidos de cepas con multiples oligonu-
cleétidos de los que no lo tienen y hacer mas eficaz el experimento. Para obtener la Ul-
tima mutante (STmut) se planteo una nueva estrategia que consistio en hacer tres ensa-

yos de PCR consecutivos, y que en el segundo y tercer ensayo se tomara como molde el
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producto del PCR anterior, con el fin de diluir la cantidad del ADN sin mutacién. Se

tomo en cuenta las concentraciones de ADN inicial y del producto de cada PCR para

poder establecer el protocolo de manera adecuada, sumado a esto se establecio dismi-

nuir la cantidad de oligonucleotidos de 5pM a 0.5pM para asi evitar la incorporacién de

mdaltiples oligonucledtidos en la secuencia.
e S

Figura 10. Miniprep de diferentes colonias de las construcciones de Sermut2 y Stmut2,

el numero debajo de cada banda indica el nimero de veces que se insertaron los oligo-

nucledtidos, se puede apreciar que el corrimiento de cada banda es proporcional al na-

mero de veces que se inserto el oligonucleotido, es decir que las bandas donde hay ma-

yor numero de inserciones corrieron mas lento, lo que se aprecia como bandas mas pe-

sadas.

Nucledétidos Aminodcidos ™™ °C
Secuencia KTCFSPNR
original
Sermut?2 5" GATCATGAAGACCTGCTTTEGCCCCAACAGAGTGATTG 3" KTCFEPNR 81.2
Antisermut?2 5" CAATCACTCTGTTGGGGCEAAAGCAGGTCTTCATGATC 3" KTCFEPNR 81.2
Stmut2 5' GATCATGAAGGCCTGCTTTGGCCCCAACAGAGTGATTG 3' | KTCFGPNR 81.2
Antistmut 5' CAATCACTCTGTTGGGGCCAAAGCAGGCCTTCATGATC 3! KTCFGPNR 81.2

Tabla 5. Oligonucleotidos disefiados para la mutacion de Ser-258 y para la construccién

con la doble mutacién Thr-255 y Ser-258, con mayor numero de bases que los oligonu-

cledtidos anteriores.

61
121
181
241
301
361

NNNCCNNNNN
ANNGAGTTNN
NAAAAAANNT
AGAGCNNTNT
CTGTGGACAC
GGGAGTCCCT
NTACGACACT

NGNNNNNNTN
NNANNTGANN
TTNTCCAANG
GTGCTGANCC
AAGNNTCCAN
GGGAGGACCA
GAACGCATCG

NNNNNNNNNN
NNGNNGTNNN
AGNTNATTCC
ANGAGTACTN
AACGNCCGCA
TGGGAGTGAT
GAGTTGACCT

NNNNNNNNTN
NTGNNNTNNG
TNGGNTGGTA
CANNNGAGAG
TGAGCNTCAA
GTTCACGCCT
GATCATGAAG

NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNT
NNNANGGNNN
GCCCCCAACC
ANNNACGTCA
CTGACAGTGA
ANTGCTTTGG

NNNNNNNNNN
NNTNNNNGCN
ATGACATCNC
CCNNNNCTCA
GCACTTTAAT
AATACGCGTA
CCCCAACAGA
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481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201

AGANNGCTTT
CAACAGAAGA
TTGGCCCCAA
CCTGCTTTGG
AACAGAAGAC
TTTGGCCCCA
AGACCTGCTT
CCCCAACAGA
GGACTCTCAA
AGTACAGTGT
GTGGGCCGCT
GAGACCATGC
ACACAGTCAC
GATATCAAGC
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GGCCCCAACG
NNGCTTTGGC
CABACCTGCT
CCCCAACAGA
CTGCTTTGGC
ACGAAGACCT
TGGCCCCAAC
AGACCTGCTT
GTGACTTGCA
TGCAATATGC
TCCTGATGAG
TCAACAGCAA
AGATTGCACT
TTATCGATAC

AAGACNTGCT
CCCAACGAAG
TTGGCCCCAA
AGACCTGCTT

CCCNNCAGEA

GCTTTGGCCC
BAGAAGACCTG
TGGCCCCARG
GCAAGTAGGA
AGAGGATGTA
CCTGGTTAAC
CATCAATGAC
CAATGAAAAA
CNTCGACCNC

TTGGCCCCAA
ACNTGCTTTG
CAGAAGACCT
TGGCCCCAAC
GACCTGCTTT
CAACAGAAGA
CTTTGGCCCC
AAGACCTGCT
GGGGCATCAG
CTGTCTGGAA
CAAGTACCGA
CTTTTGATGG
CTTGTAAACC
NNNNNNNNNN

CABAAGACNT

GCCCCAACAG
GCTTTGGCCC
ABAAGACCTG
GGCCCCAACA
CCTGCTTTGG
AACAGGAAGA
TTGGCCCCAA
CTCGCATCCA
AGGTGTCAGC
AAATAGTTCC
TGACCTACCT
TGTGAGGGCT
NNNNNNNNNN

GCTTTGGCCC
BAGACNTGCT
CAACAGHEAGA
CTTTGGCCCC
EArGACCTGC
CCCCAACAGR
CCTGCTTTGG
CAGAGTGATT
GGATGCCCTG
TGACAATACT
CGATGACTTT
GGCCAACCTC
GCAGGAATTC

Secuencia 4. Datos de secuenciacion de la muestra Sermutl. Se muestran los multi-

ples sitios en los se insertd el Antisermut

(5"GAAGACCTGCTTTGGCCCCAACAGAZY) la secuencia muestra el antisentido de

la construccion ya que el ensayo de secuenciacion se realizo con el primer de T7 que en

que oligonucledtido

la construccion se encuentra al finalizar la secuencia del gen. En amarillo y azul se
muestra la secuencia del oligonucledétido, en verde los nucle6tidos que se solapan entre

cada secuencia de oligonucledtidos.

>AH 290470-506 B101 T7-forward FO08.abl

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
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NNNNNNNNNN
TGCAGCCCTC
GCCAGGTAGG
TCGGGAACTA
TCAGCTGACA
TCCTGGATGC

NNNNNNNNNN
ACAGGTTTAC
TCACCATCAA
TTTTCGGTAC
CCTTTCCAGA
GAGCTGATGC

CNCGAGGTCG
AAGTTTTTCA
AAGGTCATTG
TTGGTTAACC
CAGTACATCC
CCCTCCTACT

ACGGTATCGA
TTGAGTGCAA
ATGTTGCTGT
AGGCTCATCA
TCTGCATATT
TGCTGCAAGT

TAAGCTTGAT
TCTGTGACTG
TGAGCATGGT
GGAAGCGGCC
GCAACACTGT
CACTTGAGAG

ATCGAATTCC
TGTGAGGTTG
CTCAAAGTCA
CACAGTATTG
ACTCAGGGCA
TCCAATCAC[]

[CTGTTGGGGC| [TARAGCAGGE [CTTCATGATC AGGTCAACTC CGATGCGTTC AGTGTCGTAG

TACGCGTATT
ATTAAAGTGC
GTGAGGTGGA
TCTGTGATGT
TTATGCAGTT
TCATTGTGCG
AACAGGGTCC
GANGCCAAAA
CNNACCAGGC
GCCAGGANCC
CGGGAACCGG
NTGGGTTGCG
CNNNNTNNNN
NNNNNNNNCN

TCACTGTCAG
TGACGTAGGC
TGGGGTTGGG
CATGGCCCGT
CATACATATT
GCACTGAAAA
CGATAACTCG
TGACTGGGTG
ANAGCGGGCG
NCAGTTGCAG
ANCCGCANCC
NNNNNGANNN
ANNGCCNNCN
NNNNNNNNNT

AGGCGTGAAC
TTTGATGCTC
GGCCTCTCGG
AGCGTACCAG
CTTAGCAAAT
GCAATTGGTG
GGCAGCACCC
CAGCCTGACC
CTGGGGTCTG
CCGCTGCTGC
GNTGCTGGCG
CTTANTGNNC
CCNNNNNNGN
NNNNNNNNNA

ATCACTCCCA
ATGCGGCCGT
CTGTAGTACT
CCCAGGATGA
TCCATGTCAA
ACCTCCACTG
TCGTTGCGTC
ACGCGGCCGC
CGCTGGANCT
CNCAGGNCTG
TGGCNCTGNA
NNCGNNNNNG
NNNCNGNTTN
ANNNNNCNNN

TGGTCCTCCC
TCTGGAGACT
CGTGGATCAG
GCTCATTTGG
CAGCCACTTC
AGTGTTTGTC
TCTCGTAGCT
CGGGGAAGGG
TGCGCTGAGG
AGGATGAGCT
CTGAGCTGGG
CNTCNTGNNN
GNNNNNNNNN
NNNNNANTTN

AGGGACTCCC
TGTGTCCACA
CACAGAGTGC
AGAAACTTTT
ATCTTCTGAC
GACAGTTCCC
GTCCACAATG
CCCTNNANAN
CCGGGGTCTG
GGAGCCGCAN
NNNCNNNNNN
NAAGGNNNTN
NGNNNNNNNN
NNNNNNN

Secuencia 5. Muestra de la mutacién en Thr-255 donde se aprecia la insercion correcta
de la mutacion, se indica en amarillo la zona que representa al oligonucle6tido antiThr-
mut (5-TCTGTTGGGGCTAAAGCAGGCCTTC-3") en verde el oligonucleétido que
fue remplazado.
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61 GTTTACAAGT TTTTCATTGA GTGCAATCTG TGACTGTGTG AGGTTGGCCA GGTAGGTCAC
121 CATCAAAAGG TCATTGATGT TGCTGTTGAG CATGGTCTCA AAGTCATCGG GAACTATTTT
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CGGTACTTG|G| [[TAACCAGGC| [[CATCABGAA| [GRGGCCCACA

TCCAGACAGT
TGATGCCCCT
GCAGGTCTTC
TGTCAGAGGC
GTAGGCTTTG
GTTGGGGGCC
GCCCGTAGCG
CATATTCTTA
TGAAAAGCAA
AACTCGGGCA
TGGGTGCAGC
NCGGGCGCTG
NTTGCAGCCG
CAGCCGGNGC
NNNACNANTA
NCCNCCNNNN

ACATCCTCTG
CCTACTTGCT
ATGATCAGGT
GTGAACATCA
ATGCTCATGC
TCTCGGCTGT
TACCAGCCCA
GCAAATTCCA
TTGGTGACCT
GCACCCTCGT
CTGACCACGC
GGGTCTGCGC
CTGCTGCNCA
TGGCGTTGNN
NNNGNACNNC
NNGNANNCNN

CATATTGCAA
GCAAGTCACT
CAACTCCGAT
CTCCCATGGT
GGCCGTTCTG
AGTACTCGTG
GGATGAGCTC
TGTCAACAGC
CCACTGAGTG
TGCGTCTCTC
GGCCGCCGGG
TGGANCTTGC
GGGTCTGANA
CTGNACTGNN
GGNTGGNNAT
TTNNNCNNNN

CACTGTACTC
TGAGAGTCCA
GCGTTCAGTG
CCTCCCAGGG
GAGACTTGTG
GATCAGCACA
ATTTGGAGAA
CACTTCATCT
TTTGTCGACA
GTANCTGTCC
GAAGGGCCCT
GCTGAGGCCG
TGANCTGGAN
NTGGGCNCCG
CTTGNCNNNN
GAGGNNNNNN

GTATTGTCAG
AGGGCATCCT
ATCACTCTGT
TCGTAGTACG
ACTCCCATTA
TCCACAGTGA
GAGTGCTCTG
ACTTTTTTAT
TCTGACTCAT
GTTCCCAACA
ACAATGGAGG
GGAAGANCNN
GGGTCTGGCC
CCGCANCGGN
CCGGNNTGGG
GGNNCNNNNN
NNNNNNNNAN

CTGACACCTT
GGATGCGAGC
TGGGGCTAAA
CGTATTTCAC
AAGTGCTGAC
GGTGGATGGG
TGATGTCATG
GCAGTTCATA
TGTGCGGCAC
GGGTCCCGAT
CCAAAATGAC
ACCAGGCAGA
AGGAGCCGCA
ACCGGANCCG
GTNGCNNNNN
NNNNNNNNNN
ANNNNNNN

Secuencia 6. Muestra de la mutacion en “Cy motif” donde se aprecia la insercion co-
rrecta de la doble mutacion, se indica en amarillo la zona que representa al oligonucle6-
tido antiCymut (5- GTTAACCAGGCTCATCACGAAGAGGCC -3°) en verde los
oligonucledtidos que fue remplazado.
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NNNGNNNNCN
CAGGTTTACA
CACCATCAAA
TTTCGGTACT
CTTTCCAGAC
AGCTGATGCC

AAAGCAGGTC

CACTGTCAGA
GACGTAGGCT
GGGGGTTGGG
CATGGCCCGT
CATACATATT
GCACTGAAAA
CGATAACTCG
TGACTGGGTG
GCAGAGCGGG
CCGCAGTTGC
ANCNGCANCN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNC
GNNANANCNN

NCGAGGTCGA
AGTTTTTCAT
AGGTCATTGA
TGGTTAACCA
AGTACATCCT
CCTCCTACTT
[TCaTGATCA
GGCGTGAACA
TTGATGCTCA
GGCCTCTCGG
AGCGTACCAG
CTTAGCAAAT
GCAATTGGTG
GGCAGCACCC
CAGCCTGACC
CGCTGGGGTC
AGCCGCTGCT
NNGCTGNGTT
ANNNNTNCNN
NNNNNNNNNN
NNNN

CGGTATCGAT
TGAGTGCAAT
TGTTGCTGTT
GGCTCATCAG
CTGCATATTG
GCTGCAAGTC
GGTCAACTCC
TCACTCCCAT
TGCGGCCGTT
CTGTAGTACT
CCCAGGATGA
TCCATGTCAA
ACCTCCACTG
TCGTTGCGTC
ACGCGGCCGC
TGCGCTGGAG
GCCGCAGGNC
GGCGCTGAAC
NNCNNNNNNN
NNNNNNNNNN

AAGCTTGATA
CTGTGACTGT
GAGCATGGTC
GAAGCGGCCC
CAACACTGTA
ACTTGAGAGT
GATGCGTTCA
GGTCCTCCCA
CTGGAGACTT
CGTGGATCAG
GCTCATTTGG
CAGCCACTTC
AGTGTTTGTC
TCTCGTAGCT
CGGGGAAGGG
CTTGCGCTGA
TGANNTGANC
TGAGNTGGNN
NNATCNTNNN
NNNNNNGNNN

TCGAATTCCT
GTGAGGTTGG
TCAAAGTCAT
ACAGTATTGT
CTCAGGGCAT
CCAATCACE]
GTGTCGTAGT
GGGACTCCCA
GTGTCCACAG
CACAGAGTGC
AGAAACTTTT
ATCTTCTGAC
GACAGTTCCC
GTCCACAATG
CCCTGGAAGA
GGCCGGGGTC
TGNANCCGCA
NNCGNCNGGN
NNAGGGNTNC
NNNNNNNNTG

GCAGCCCTCA
CCAGGTAGGT
CGGGAACTAT
CAGCTGACAC
CCTGGATGCG

TGTTGGGGC

ACGCGTATTT
TTAAAGTGCT
TGAGGTGGAT
TCTGTGATGT
TTATGCAGTT
TCATTGTGCG
AACAGGGTCC
GAGGCCAAAA
GCAGGACCAG
TGGNCAGGAN
NCGGGANCGN
CTGGGGNNGC
NCTANNNNNN
NNNNNNNNNN

Secuencia 7. Muestra de la mutacién en Ser-258 donde se aprecia la insercion correcta
de la mutacion, se indica en amarillo la zona que representa al oligonucle6tido antiThr-
mut (5-TCTGTTGGGGCCAAAGCAGGCCTTC-3") en verde el oligonuclettido que

fue remplazado.

8.3 - Analisis de fosforilacion
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Figura 11. Fosforilacién in vitro de elF3f. Los carriles centrales marcados con nime-
ros equivalen al marcador de peso molecular en kDa. C-, control negativo; S, reaccion
de fosforilacion que contiene solo el sustrato (elF3f); E, reaccion de fosforilacion que
solo lleva la enzima (cdkl/ciclina B); E+S, reaccion de fosforilacion completa. Las
mismas condiciones del experimento fueron repetidas en presencia de Olomoucina, un
inhibidor selectivo de Cdk1.

Capitulo IX - Discusion

El objetivo central del este trabajo fue determinar si el complejo Cdk1/ciclina B es ca-
paz de fosforilar a la proteina elF3f de humano, asi como establecer con precision que

aminoacidos son fosforilados.

Para llevar lograr los objetivos se planteo, en primera instancia, determinar los aminoa-
cidos o secuencias de aminoacidos a estudiar, para ello se realizd un analisis bioinfor-
matico con las herramientas disponibles de analisis de péptidos: EXPASY, ELM y
NCBI. Primeramente el resultado de este analisis fue que el aminoécido Ser-258 es un
posible blanco de ser fosforilado, asimismo se incluyo la Thr-255 como objeto de nues-
tro estudio ya que se encuentra a solo dos aminoacidos de separacion de Ser-258, duran-

te las diferentes etapas del desarrollo de esta investigacion se realizaron consultas perié-

42

——
| —



Andlisis de Fosforilacion en elF3f humano por CDK1/Ciclina B

dicas a las herramientas bioinformaticas para hacer un seguimiento de los resultados a
fin de actualizar el estudio, y se logro observar en una fecha posterior a este analisis que
la herramienta ELM predice al sitio Thr-255 como posible blanco de fosforilacion,
mismo sitio que con anterioridad nosotros decidimos incluir en el estudio, el hecho de
que el programa de analisis no haya realizado esta prediccion desde el principio y poste-
riormente la haya considerado, puede ser interpretada como el mejoramiento que se
realiza en la heuristica de la herramienta. Conjuntamente a estas predicciones el pro-
grama ELM predice un sitio entre los aminoacidos 306 al 309 que es posiblemente una
region de reconocimiento y union a la ciclina B, al realizar una investigacién en la lite-
ratura sobre este sitio, se puede encontrar un par de estudios realizados por el grupo de
Wohlschlegel y Takeda en 2001 donde establecen la naturaleza de un motivo proteinico
de unidn a las ciclinas que denominaron “Cy motif” o “RXL motif”, dicho motivo se
encontrd que tiene caracteristicas similares en diferentes proteinas y se constituye por
poseer una arginina, seguida de un aminoacido cualquiera y una leucina (Tabla 4). En
la secuencia de la proteina de elF3f de humano se encuentra una serie de aminoacidos
que presenta las caracteristicas que indetifican al motivo Cy, por lo cual también se con-
siderd incluirlo dentro del estudio, de esta forma es que se establece cuales aminoacidos
son con los que abarca el presente estudio.

Con anterioridad ha habido equipos de trabajo que se han dedicado a hacer estudios en
multiples de proteinas para determinar si son o no son fosforiladas, estudios que no son
dirigidos a una proteina en particular, por lo tanto no proponen ninguna ruta o via de
metabolica o de sefializacion. Entre estos trabajos destacan para nuestro analisis los tra-
bajos realizados por Damoc en 2007 que estudia al complejo elF3 y los elaborados por
Dephoure en 2008 donde estudia 14 265 sitios de fosforilacion por medio de espectro-
metria de masas, ambos estudios proponen la fosforilacion de elF3f en distinto aminoa-
cido, cabe mencionar que a diferencia de nuestra investigacion en estos estudios no se

establece que cinasa o grupo de cinasas llevan a cabo las fosforilaciones.

Entrando en materia, sabemos que elF3f es una proteina poli-funcional, moduladora de
la sintesis de proteinas y esencial para la proliferacion celular. La preoteina elF3f tiene
un perfil de concentracion (y de expresion de su mMRNA) hasta ahora no identificado en
otras proteinas ya que presenta dos picos maximos de concentracion; un pico en la fase

S y otro pico en la transicion G2/M. Este comportamiento sugiere ya sea que: tiene una
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funcién que es mediada en dos fases distintas del ciclo celular o es que su papel es dife-
rente a lo largo del ciclo celular, hasta la fecha no hay evidencia clara sobre este hecho.

Dado que el perfil de expresion bifasico de elF3f es Gnico, con uno de sus maximos de
expresion en la transicion G2/M, donde el complejo Cdk 1/ciclina B actla, es de suma
importancia conocer si dicho complejo fosforila a elF3f, ya que actualmente se desco-
noce su actividad con respecto a las modificaciones postraduccionales que adquiere
porgue no existen estudios dirigidos a este aspecto; Unicamente existe un reporte previo
que indica que en células de melanoma humano A375, la Cdk11p46 fosforila a elF3f en
la serina 46 contenida en el dominio polyPA (Shi et al. 2003), pero dicho estudio se
Ilevo a cabo en células que fueron llevadas a apoptosis donde las condiciones para en-
tender el funcionamiento de este sistema no son las més convenientes. Ademas, en el
estudio antes mencionado de Dephoure (2008) si bien se estudian las células en la fase
G2, es imposible determinar su posible actividad o funcion si se desconoce que cinasa
Ileva a cabo dicha modificacion postraduccional, por otro lado en el estudio antes men-
cionado de Damoc (2007) las células HelLa fueron detenidas en GO, privandolas de sue-
ro, y posteriormente midiendo en 0, 5, 10, 20, 40 60 min. (Figura 12) haciendo impo-
sible determinar en qué fase del ciclo celular es posible que se lleve a cabo la fosforial-

cion.

elF4G — .

elF3a —
elF3b/c = ﬁ

elF3f —

elF3g — LA & & |
elF3j] —

Time(mn) 0 &5 10 20 40 60

Figura 12. Autoradiograma que muestra la fosforilacién en diversas subunidades
del complejo elF3 de células HelLa estimuladas con suero. Las células HeLa fueron

tratadas quitando el suero del medio, incubadas con [**P]ortofosfato y estimuladas con
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suero fetal bovino, en diversos momentos después de la estimulacion se lisaron, inmu-

noprecipitaron con anticuerpos-elF3 y se analiz6 en SDS-PAGE.

Capitulo X - Conclusion
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