UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE
HIDALGO

Instituto de Investigaciones Quimico-Biologicas

Tesis

Expresion de elF3f en Schizosaccharomyces
pombe

Que presenta:
Biol. Paulina Hernandez Soto

Para obtener el Grado de
Maestra en Ciencias en Biologia Experimental

Director de tesis: Dr. Marco Aurelio Pardo Galvan
Coasesor: M. B. Ana Edith Higareda Mendoza

Morelia Michoacan, Diciembre de 2008



INDICE TEMATICO

Capitulo | Introduccién
1.1 Ciclo celular
1.2 Complejos CDK-Ciclina

1.3 Ciclo celular en Schizosaccharomyces pombe
1.4 Regulacion del ciclo celular
1.4.1 Nivel transcripcional
1.4.2 Regulacion traduccional
1.4.3 Regulacion post-traduccional
Capitulo Il Antecedentes
2.1 Factor de Iniciacion Eucariontico 3 (elF3)
2.2  elF3f
Capitulo Il Hipotesis y objetivos
3.1 Hipotesis
3.2 Objetivo general
3.3 Objetivos especificos

Capitulo IV Estrategia experimental

Capitulo V'  Materiales y métodos

5.1

5.2

Materiales
5.1.1 Cepas
5.1.2 Medios

5.1.3 Plasmidos

Métodos

5.2.1 Extracciéon del DNA de levadura

15

17

23

23

23

24

25

25

25

26

28



522

5.2.3

5.2.4

525

5.2.6

5.2.7

5.2.8

529

5.2.10

5.2.11

5.2.12

5.2.13

5.2.14

Amplificacion por reaccion de PCR

Electroforesis en gel de agarosa

5.2.3.1 Purificacién de las amplificaciones
Digestion directa a producto de PCR

Reaccién de ligacion

Transformacidn por electroporacion de bacteria
Transformacion por electroporacién de levadura
Ensayo de [-Galactosidasa

PCR a partir de colonia

Extraccion de DNA plasmidico de bacteria

5.2.10.1 Reaccion de digestion para liberar fragmentos
Curva de crecimiento de la cepa NCYC1354
Sincronizacion

5.2.12.1 Almacenamiento y fijacion de células
5.2.12.2 Tincion de muestras

Extraccion de RNA total de S. pombe

5.2.13.1 Cuantificacion de RNA total

Northern Blot

5.2.14.1 Construccion de la sonda

5.2.14.2 Preparacion del gel

5.2.14.3 Preparacion de las muestras de RNA para cargar
5.2.14.4 Corrimiento y observacion del gel

5.2.145 Remocion del formaldehido

5.2.14.6 Transferencia

5.2.14.7 Fijacion del RNA ala membrana

5.2.14.8 Pre-hibridacion

28

29

30

30

30

31

31

31

32

32

33

33

33

34

34

35

35

35

35

36

36

36

37

37

37

37



5.2.15 Soluciones

Capitulo VI Resultados

6.1 Curva de crecimiento de la cepa NCYC 1354 de S. pombe

6.2 Sincronizacién de la cepa NCYC de S. pombe con HU

6.3 Patron de expresiéon de elF3f de S. pombe respecto al ciclo celular
6.4  Obtencién y analisis de laregién intergénica de elF3f

6.5 Amplificaciéon de la regidn intergénicay deleciones de elF3f

6.6 Clonacion de laregién intergénicay deleciones de elF3f en el vector
Yep 363

6.7 Transformacion de TPC1 de S. pombe con las construcciones de
Yep 363

6.8 Ensayo de s -galactosidasa

50

Capitupo VIl Discusion

Capitupo VIII Conclusién

Bibliografia

38

39

40

41

44

47

47

50

53

56

57



INDICE DE FIGURAS

Figura 1 Ciclo celular de S. pombe.

Figura 2 Puntos de control que aseguran que los eventos del ciclo celular se
lleven a cabo de manera correcta y en orden.

Figura 3 Diferentes niveles de regulacion que controlan la progresion
del ciclo celular.

Figura 4 Esquema representativo de un promotor eucariontico.

Figura 5 Organizacion de los diferentes elementos de respuesta dentro
del promotor de los genes eucaridnticos.

Figura 6 Inicio de la sintesis de proteinas.

Figura 7 Patrén de expresion del factor elF3f en cultivos sincronizados.
A) Expresion de elF3f durante el ciclo celular de células humanas A549.

Figura 8 Silenciamiento de elF3f en células humanas y de tabaco.
Figura 9 Dominios de las diferentes proteinas homodlogas a elF3f.
Figura 10 Estructura génica de los diferentes elF3f.

Figura 11 Mapa del vector de expresion en E. coli pPGEM-T Easy.
Figura 12 Mapa del vector de expresién en S. pombe YEp 363.

Figura 13 Curva de crecimiento de la cepa NCYC 1454 de S. pombe en
medio de cultivo YPD liquido.

Pagina

13

18
19
21
22
26

27

39

Figura 14 Sincronizacion de la cepa NCYC 1354 de S. pombe con hidroxiurea (HU). 40

Figura 15 Construccion de la sonda de elF3f de S. pombe utilizada para
el Northern Blot.

Figura 16 Northern blot de elF3f de S. pombe.

Figura 17 Intensidad relativa de la expresién del transcrito elF3f e indice mitdtico

del cultivo de S. pombe sincronizado con HU.
Figura 18 Region intergénica de elF3f de S. pombe.

Figura 19 Secuencia de la region integénica.

41

42

43

44

46



Figura 20 Amplificacion de la region intergénica de elF3f y sus deleciones. 47

Figura 21 PCR de colonia y analisis de restriccion de las bacterias de E. coli
transformadas por electroporacion con la construccion Yep 363 + la region intergénica.48

Figura 22 PCR de colonia y analisis de restriccion de las bacterias de E. coli
transformadas por electroporacion con la construccion Yep 363 + primera delecion. 49

Figura 23 PCR de colonia y analisis de restriccion de las bacterias de E. coli
transformadas por electroporacion con la construccion Yep 363 + segunda delecion. 49

Figura 24 PCR de colonia y analisis de restriccion de las bacterias de E. coli
transformadas por electroporacion con la construccion Yep 363 + Tercera deleciéon. 50

Figura 25 Ensayo de s -galactosidasa. 51

Figura 26 Region de -235 a la -350 de la region intergénica de elF3f de S. pombe. 52



CAPITULO |
INTRODUCCION

Schizosaccharomyces pombe (S. pombe) o levadura de fisién es un eucarionte
unicelular de vida libre, en forma de bacilo de aproximadamente 2 a 3 micras de
diametro y de 7 a 14 de longitud. Esta levadura fue aislada de cerveza Africana hace
mas de cien afos, de ahi el nombre de pombe que significa “proveniente de la
cerveza” en Swahili. www-rcf.usc.edu/~forsburg/main.html

S. pombe ha sido un organismo modelo en el estudio de células eucaridnticas,
especialmente en estudios de ciclo celular. En el 2001 se entregd el premio Nobel a
Paul Nurse y Leland Hartwell por el descubrimiento de los reguladores clave del ciclo
celular, es decir, del mecanismo que controla la division celular en S. pombe (Gupta,
2001).

S. pombe completa su ciclo mitético en aproximadamente 150 minutos en
condiciones 6ptimas de cultivo y es relativamente facil modificarla genéticamente, sin
contar que es un organismo haploide. EI genoma de S. pombe se encuentra
totalmente secuenciado y consta de 13.8 millones de pares de bases distribuidos en
tres cromosomas donde se han identificado 4,824 genes que codifican proteinas,
siendo éste a la fecha el numero mas pequefo de genes contenido en un genoma
eucarionte. El genoma de S. pombe se caracteriza porque el 43% de sus genes tienen
intrones de tamafo pequefio, muchos mas intrones de los que podemos encontrar en
Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) ya que solo el 5% de sus genes contiene
intrones. Ademas de las diferencias entre los genomas de S. cerevisiae y S. pombe,
encontramos diferencias en su forma de division: la primera se divide de manera
asimétrica por gemacion y la segunda por division simétrica, siendo ésta ultima
semejante a la division en eucariontes superiores. Debido a esta caracteristica, a S.
pombe se le conoce como la levadura de fisién (Wood et al., 2002).

S. pombe muestra un gran numero de similitudes con las células eucariontes
de mayor complejidad, siendo una de ellas la regulacion del ciclo celular. Por lo cual
se ha usado como modelo para el estudio de la division celular. El uso de S. pombe
en las investigaciones sobre genes involucrados en el ciclo celular de mamiferos se ha
incrementado, gracias a que en esta levadura de fision solo se presenta una copia de
cada gen. Son tantas las similitudes entre S. pombe y mamiferos que los laboratorios
de biologia celular de mamiferos le han apodado el “micro mamifero” (Forsburg y
Rhind, 2006).

En S. pombe se han identificado 50 genes asociados con enfermedades
humanas incluyendo fibrosis quistica, diabetes y cancer. De éstos, veintitrés genes se
encuentran involucrados en respuesta a dafio al DNA y la regulacion de los puntos de
control del ciclo celular; procesos que estan involucrados en la estabilidad gendmica.



Por otra parte, investigaciones de gendémica comparativa han permitido dilucidar la
evolucién de los organismos y revelar los genes que definen las células eucariénticas,
asi como la transicidn entre los organismos unicelulares y multicelulares (Wood et al.,
2002).

1.1 CICLO CELULAR

El ciclo celular es el proceso por el cual una célula se convierte en dos y
consiste en una secuencia de eventos donde la célula duplica todos sus componentes
y se divide fisicamente en dos células hijas (Fig. 1), de tal manera que cada célula hija
recibe la informacién y maquinaria necesaria para repetir este procedimiento. En otras
palabras, la célula sobrevive y propaga su genoma a una nueva generacion. La
division celular es llevada a cabo en todos los organismos y este proceso les permite
crecer, desarrollarse y regenerarse cuando sufren algun dafo (Mendoza et al., 2004).

Durante la divisidon celular ocurren eventos cruciales, como la duplicacion del
genoma en la fase S 6 de sintesis, la division nuclear y la correcta segregacion
cromosomica durante la fase M 6 Mitosis. Estos eventos estan separados por dos
intervalos 6 “gaps” G1 y G2. Durante el primer intervalo G1 la célula incrementa su
biomasa por lo que sintetiza y acumula gran cantidad de proteinas requeridas para la
siguiente fase. Mientras que el segundo intervalo G2 se caracteriza por la sintesis
solamente de las proteinas necesarias para la progresion a mitosis (Fig.1) (Tyson et
al., 2002).

La progresion ordenada del ciclo celular es asegurada por mecanismos
intrinsecos, los cuales regulan la dependencia de un evento posterior a uno anterior.
Un ejemplo claro de ésto es que si no ha existido la correcta replicacién del DNA la
célula no podra entrar a la fase mitotica (Farias et al., 2005).

1.2 COMPLEJOS CDK-CICLINA

Debido a que el ciclo celular tiene un papel central en los procesos de
crecimiento bioldgico, reproduccion y desarrollo, un gran numero de investigaciones se
han enfocado en identificar los componentes moleculares y las interacciones proteicas
que controlan su progresion. Las moléculas maestras del ciclo celular son las cinasas
dependientes de ciclinas (CDKs) y son éstas las que tienen el control interno del ciclo
celular, y cuya accion puede resumirse en la activacion e inhibicion de otras proteinas
a través de fosforilaciones (Fig. 2) (Tyson et al., 2002).

Los complejos Cdk-Ciclina son heterodimeros compuestos de una cinasa, o
subunidad catalitica, que fosforila aminoacidos especificos de algunas proteinas, y
una ciclina o subunidad regulatoria, la cual es necesaria para activar la cinasa y dar
especificidad de sustrato a ésta. Las ciclinas, como su nombre lo indica, tienen una



expresion ciclica a través del ciclo celular. Cuando éstas se asocian con su cinasa
correspondiente disparan eventos de gran importancia del ciclo celular como son: la
replicaciéon del DNA, la ruptura de la envoltura nuclear, la condensacién de los
cromosomas y el ensamblaje del uso mitotico, a través de la fosforilacion de ciertas
proteinas blanco y de ellas mismas (John et al., 2001).

Los complejos Cdk:Ciclina permiten la progresion del ciclo celular de una
manera correcta y ordenada, modulando los puntos de control que se encuentran a
través del ciclo celular. El primer punto de control del ciclo celular se localiza en la fase
G1, llamado “Start” en levaduras o punto de restriccion en mamiferos (Fig. 2). Es aqui
donde la célula toma la decision de iniciar o no un ciclo celular, en consideraciéon a
estimulos externos e internos. El segundo punto se presenta en la transicion G2/M
donde la célula asegura que su masa celular, la replicacién de su material genético y
la energia sean adecuadas para proseguir con la division fisica. El tercer punto de
control se encuentra durante la mitosis, entre la metafase y anafase. Aqui se revisa la
estructura del uso mitético, mientras que en el cuarto punto de control se revisa el
correcto posicionamiento del huso mitético y la estructura del anillo contractil (Smith y
Medema, 2001).

1.3 CICLO CELULAR EN Schizosaccharomyces pombe

La fase G1 de S. pombe es muy corta dura aproximadamente 20 minutos
ocupando aproximadamente el 13% del tiempo total de su ciclo celular que es de
alrededor de 150 minutos y coincide con la etapa de septacion.

La fase G2 se caracteriza en esta levadura por ocupar aproximadamente el
70% del tiempo de su ciclo celular y es donde se incrementa la masa critica de la
célula, a diferencia de eucariontes superiores en los cuales el aumento de biomasa se
presenta durante la fase G1. Dado el gran tamafio de la fase G2 en S. pombe, ésta se
a dividido en: G2 temprana, media y tardia. Rustici y colaboradores en el 2004
reportan que durante la fase G2 temprana S. pombe activa su crecimiento monopolar
a bipolar, incrementando para ello su tasa de crecimiento y activando genes
involucrados en el crecimiento y metabolismo (Tabla 1).

La fase M esta marcada por la condensacion de los cromosomas, la formacion
del huso mitotico, la segregacion de los cromosomas a los polos opuestos de la célula
y citocinesis, en donde se forma un septo a la mitad de la célula que separa a las dos
células hijas (Fig. 1) (Sveiczer and Novak 2002).
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Figura 1. Ciclo celular de S. pombe. Esquema representativo de la duracion de las
diferentes fases del ciclo celular de S. pombe, asi como los procesos que son llevados a cabo
en cada una de ellas: replicacion del DNA, crecimiento celular, condensacion y segregacion de
los cromosomas y por ultimo la division fisica de la célula.

Modificado de www.mc.vanderbilt.edu/vumcdept/cellbio/gould/ images/Fig01.jpg

Actualmente, los avances de la biologia molecular en las areas de gendémica y
protedmica han generado una gran cantidad de informacion. Gracias a los estudios de
microarreglos en células en crecimiento y division se han identificado cientos de genes
con una expresion ciclica. Se ha reportado que aproximadamente que el 40% de los
genes de S. pombe muestran una transcripcion ciclo celular regulada o ciclica.
Estudios realizados por Peng y colaboradores en el 2005 con cultivos de células
sincronizadas por elutracion, bloqueo y liberacion de cepas mutantes en cdc25 de S.
pombe muestran 747 genes cuya expresion oscila durante el ciclo celular; los
productos de algunos de estos genes ya se encuentran caracterizados (Tabla 1).

El complejo transcripcional DSC (DNA synthesis control) el cual activa la
transcripcion de los genes requeridos para la transicion G1/S se une a los genes que
contienen la secuencia consenso MCB en sus regiones promotoras (Peng et al.,
2005). Se propone que el complejo transcripcional llamado PBF (pombe cell-cycle box
(PCB)-binding factor) regula la transcripcion durante la transicion M-G1. Genes que
contienen la secuencia consenso PCB en su region promotora son: cdcl5, finl, ploly
sid2 que presentan un pico de expresion en el intervalo M-G1. Mientras que la
expresion de los genes cdc25, ruml y wis3 muestran un maximo de expresion en la
fase G2 (Peng et al., 2005).

Tabla 1. Genes con funcidn caracterizada durante el ciclo celular de S. pombe



Proceso Gl S G2 G2/M M
Control del ciclo rumi,cskl,mikl sucl,spdl,weel,cigl cdc25 Cdc13,
celular cdrl,

nucz,
hcnl
Replicacion DNAy  cd18, pfhl, cdcl, cdtl, htal, hta2, cdc23, Cdc20,
ensamblaje de cdt2, poll, cdc22, htb1, hhtl, orcs rfc2
nucleésomas ssbl, suc22, hht2, hht3,
mipl,cdml hhfl, hhf2, hf3
Organizacién de rad21, dfpl, sds21, sds22 hst4, spc24, dhpl, cid14, cutl? cndl
cromosomas finl, smc3, cut2, cnpl mis4, cutl
Citocinesis sid2, mob1, imp2, apsl, rng2, midl, sepl, myo51, etdl,
par2, spn2, mid2, cdc4 myo52 cdcll cdcl5,
myp2,
plol, ricl
Subunidades de rpb10, rpb3, rpb9
RNA pol.
Biosintesis de leu2, his3
aminoacidos
tif34 tif51, tif5, tef3, suil, rps2,  rpl603
Biogénesis de rps1202, rpp201, rpp202,
protefnas rpl901, rpl25a, rpl3202,
rps13, rpl2701, rpl129,
rpl3801
Transporte y betl, emp24, ervl4, rerl, sod2, arfl, n150, kap104, ght2,  Secl sly1,
secrecion sec22,ancl clel, fiol, bfrl, nup124, nrfl, pmd1l, abcl,
ght3, ypt3, mael, piml, apll, psel, ssol
secl?7 sec72, sarl,
Metabolismo erg7,cuté erg28, Isd1, ipkl bem46,
lipidos/esteroles gpil
Biogénesis de chs2, exgl, engl, cwll, psul, gmh2, bgs3,  exg2 Cwg2,
pared celular pmk1, bgs4 hsfi, atf1, gpx1, cttl, agsl
sks2, mprl, hsp9, wis4,
wisl, csx1, sinl, hsp60,
bip1
Metabolismo de fuml scrl
carbohidratos
Modificacién por ubc15, ubc3 publ ubi4, ubi3, ubil ubcll
Ubiquitina
Reparacion de msh6 rad25,rdp1, top2, hus2 ungl pmsl,
DNA pacl,
mus81

(Tomada y modificada de Peng et al., 2005)

En S. pombe existe una cinasa esencial llamada CDC2 y cuatro ciclinas:

Cdc13, Cig 1, Cig 2 y Puc 1, siendo solo la ciclina Cdc 13 esencial para la progresion
del ciclo celular (Sveiczer et al., 2004). El complejo Cdc2/Cdc13 dispara la fase S con
modesta actividad y la fase M con alta actividad (Fig. 2).

Como se menciond anteriormente, el ciclo celular en S. pombe es llevado a
cabo por fluctuaciones en la actividad del complejo Cdc2/Cdc13, también llamado
Factor Promotor de la Mitosis (MPF), cuya actividad es baja en G1, intermedia
durante S y G2 y alta en M. La actividad diferencial del MPF durante el ciclo celular
estd dada por la relacion entre éste y los reguladores negativos: APC (Complejo
Promotor de la Anafase), Wee1 y Mik 1 (Fig. 2).

La ciclina Cdc13 es continuamente sintetizada en el citoplasma, en donde se
une con Cdc2 y como dimero se traslada al interior del nucleo. Durante G2 temprana,
Cdc2/Cdc13 se acumula en el nucleo en forma inactiva, debido a que Cdc2 es



fosforilada por las cinasas Wee1 y Mik1 manteniendo asi el complejo inactivo. El grupo
fosfato es removido por la fosfatasa CDC25 activando el complejo al final de la fase
G2. La destruccion del MPF es necesaria para la salida de mitosis y depende de la
degradacion de Cdc13 por APC/SIp1, este ultimo es activado a su vez por MPF a
través de una retroalimentacion negativa, lo que permite a la célula re-ingresar a G1
(Fig. 2).

La actividad del complejo Cdc2/Cdc13 es baja durante G1 por la accion de
Rum1 y Ste9, la ciclina Cdc13 es marcada con ubiquitina por Ste9/APC para su
degradacion; al mismo tiempo Rum1, el cual es un inhibidor estequiométrico, aparece
y se une a los dimeros de Cdc2/Cdc13 presentes en G1. Para la entrada a la fase S,
es necesario que Rum1 y Ste9 sean neutralizados y es aqui cuando actuan las ciclinas
Cig1,Cig2 y Puc1, las cuales se unen a Cdc2 y fosforilan a Rum1 y Ste9 inactivandolas
y marcandolas para su degradacion. Asi, durante las fases S/G2 su actividad es
intermedia gracias la ausencia de Ste y Rum1 (Fig. 2) (Sveiczer et al., 2004).

DNA damage
pheromone

spindle. G 0 ¥ T i N i
defects
<
CQ & % Tercer punto
® Py ' de control

Segundo punto
de control

Unreplicated DNA
......................... DNA damage

Figura 2. Puntos de control que aseguran que los eventos del ciclo celular se lleven a
cabo de manera correcta y en orden. El orden correcto de cada una de las fases del ciclo
celular es asegurado por las cinasas dependientes de ciclinas (los dimeros de Cdc2/Cdc13).
En S. pombe, Cdc2/Cdc13 permite el paso de la transicion G1/S y G2/M, pero previene la
salida de Mitosis. Cdc2/Cdc13 es regulado negativamente por Slpl, Ste9, Ruml y Wee | y
activado por Cdc25. Tomado de Tyson et al., 2002

1.4 REGULACION DEL CICLO CELULAR



Como mencionamos anteriormente, en eucariontes la progresion del ciclo
celular es regulada por una gran variedad de mecanismos, que van desde el nivel
transcripcional ciclo celular especifico, traduccional y post-traduccional (modificacion
de proteinas y degradacion proteolitica) (Fig. 3). Estos diferentes niveles de regulacion
permiten a la célula no solo regular el paso a través del ciclo celular, sino alcanzar una
cierta plasticidad, hace pausas en alguna de sus fases y solucionar posibles
problemas que pudieran presentarse y asi proseguir con su correcta duplicacién o, en
caso contrario, entrar en apoptosis.

Figura 3. Diferentes niveles de regulacién que controlan la progresiéon del ciclo celular.
La transcripcion es el proceso mediante el cual la informacion contenida en al DNA es copiada
a RNAm, para posteriormente ser traducida a un lenguaje de aminoacidos. Una vez traducido
el mensaje es necesario, en algunas ocasiones, activar o inactivar la funcién de la proteina a
través de la adicion o remosién de diferentes grupos: fosfatos, ubiquitinas, carbohidratos, etc.

1.4.1 Nivel Transcripcional

En ausencia de secuencias o motivos a los cuales se unan proteinas (factores
transcripcionales) capaces de dirigir su transcripcion, un gen es irrelevante o
infuncional, se encuentra codificado dentro del DNA pero sin mayor importancia. Por
esta razon la regién promotora de un gen cobra gran importancia ya que ésta contiene
elementos 0 motivos que le permiten regular sus niveles de expresion. Esta regulacion
comprende desde las condiciones donde el gen debe expresarse hasta en qué células
o tejidos se requiere. Al proceso antes mencionado se le conoce como regulacion
transcripcional (Fig. 4A).

La transcripcion es un proceso a partir del cual la informacién contenida en
DNA es copiada a RNA, y es importante en funciones bioldgicas fundamentales como



autonomia celular, respuesta de la célula al medio ambiente y generacion de la
diversidad funcional y morfolégica para el desarrollo y la evolucion.

La enzima fundamental en la transcripcion es la RNA polimerasa, de la cual se
han identificado tres tipos diferentes: RNA polimerasa | dedicada a la transcripcion de
los RNA ribosomales (RNAr); RNA polimerasa Il encargada de la transcripcion de los
RNA mensajeros (RNAm) los cuales codifican para las proteinas y RNA polimerasa I
que transcribe los RNA’s de transferencia (RNAt) y RNAr 5S.

Para que se lleve a cabo la transcripcion de los RNAmM es necesario que la
RNA polimerasa Il se una a la region promotora del gen mediante los factores
transcripcionales (TF), identificados como TF IlIA, B, C, entre otros. Estos factores
regulan a la RNA polimerasa |l (Fig.4B). Los factores transcripcionales son proteinas
que se unen a secuencias especificas en el DNA denominadas cajas o secuencias
consenso, dependiendo del caso, los factores reguladores de la transcripcion pueden
reprimir o activar la transcripcidn y son esenciales para la programacion de la
expresion génica.

Las regiones sobre las que actuan los factores transcripcionales son
secuencias de DNA no codificante, las cuales se localizan cerca de las secuencias
codificantes, y son especificamente reconocidas por los factores transcripcionales. Las
cajas mas frecuentes son las CCAAT y TATA (Fig.4B).
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Figura 4. Esquema representativo de un promotor eucariontico. A)
Representacion de un gen eucaridntico tipico, el cual se puede dividir en dos regiones:
promotor y unidad transcripcional. B) Estructura de un promotor. Para dar inicio a la
transcripcion es necesaria la interaccion de docenas de proteinas con secuencias especificas
en el promotor, entre ellas se incluye la RNA polimerasa Il, asi como factores generales y
especificos de la transcripcion. Tomado de Wray et al., 2003



Las cajas o elementos regulatorios se encuentran localizados preferentemente
rio arriba del inicio de la transcripcién (region 5°); algunas pueden encontrarse al final
del gen en la regidon 3” ¢ bien ser de tipo intergénicos (Fig. 4A).

El nimero y tipo de elementos regulatorios varia con cada gen. La naturaleza
de los elementos regulatorios y la combinacion de las proteinas que interactian con
ellos, es uno de los principales mecanismos de regulacion de los genes inducibles.

Las secuencias consenso 0 cajas en los genes eucarionticos se organizan en
cuatro diferentes elementos: (Fig. 5) (Latchman, 2001)
¢ Promotor
Una gran mayoria de genes contienen una caja denominada TATA a la cual se une el
factor transcripcional TFIID que se expresa constitutivamente y tiene un papel critico
en el ensamblaje del complejo de transcripcion basal. En este complejo también
participan otros factores constitutivos como: TFIIA, B, E, y F, asi como la propia RNA

polimerasa Il. El nivel de transcripcidn realizado por este complejo basal es
extremadamente bajo.
e« UPE’s

Ademas existen cajas o elementos llamados Elementos Promotores Upstream, (UPE’s
por sus siglas en inglés) los cuales aumentan en gran medida la expresion de los
genes que contienen estos elementos.

e Elementos reguladores
Son secuencias de DNA que permiten la expresidn génica en tipos celulares
especificos, asi como a respuestas a senales especificas. Un ejemplo de ésto son los
genes inducidos por altas temperaturas que contienen elementos reguladores
llamados “Heat Shock Elements” (HSE). Todas las secuencias mencionadas
anteriormente se localizan cerca del inicio de transcripcion. (Latchman, 2001)

¢ “Enhancers’
Son elementos distantes que regulan la expresion génica. Estas secuencias no
pueden ejecutar por si solas la transcripcion, pero pueden aumentar la actividad del
promotor en varios 6rdenes de magnitud.

Inicio de la
transcripcion

B R T

=l @ —=—T-———T—- "

Enhancer Elementos UPE's Promotor
reguladores

Figura 5. Organizacién de los diferentes elementos de respuesta dentro del
promotor de los genes eucarionticos. Tomado de Latchman, 2001

En estudios del ciclo celular se descubridé que la transcripcion de algunos genes
ocurre de manera especifica durante alguna de las fases, es decir tienen una



expresion periodica o ciclica (Tabla 1). Los transcritos de estos genes tienen
oscilaciones en su concentracion con respecto al ciclo celular; un ejemplo claro de
ésto son los genes que codifican para las histonas que presentan un maximo de
expresion durante la replicacion del DNA en la fase S (Ewen, 2000).

Al parecer, la expresion periddica de genes es una caracteristica universal de
la regulacion del ciclo celular. Por ejemplo, los genes que codifican para las ciclina E
presentan un pico de expresion durante G1, lo cual coincide con su funcion ya que
dicha ciclina es necesaria para que la célula entre al ciclo celular; este punto de control
se encuentra precisamente en la fase G1.

En la Tabla 2 se resumen las caracteristicas de algunos de los factores
transcripcionales, asi como de los sitios de uniéon reportados hasta ahora para la
regulacion de la expresion génica durante las diferentes fases del ciclo celular de las
levaduras S. cerevisiae y S. pombe.

Tabla 2. Elementos de respuesta y factores que se unen a estos elementos para
dar una expresion especifica.

S. cerevisiae
Fase Secuencia consenso del sitio , Factor transcripcional
G1/S ACGCGT MBF
G1/S CRCGAAA SBF
G2/M Mcm1+GTAAACAA Mcm ip+Fkh2p
G2/M No descrito No descrito
M/G1 YAATTA+Mcm1 Yox1/Yhp1+Mcm1p
M/G1 ACCAGCR Swi5p, Ace2p

S. pombe

G1/S ACGCGT MBF
G1/S No descrito No descrito
G2/M GTAAACAA Sep1p? Fkh2p?
G2/M GNAACR PBF, Mbx1?
M/G1 No descrito No descrito
M/G1 ACCAGCCNT Ace2p

a Nrepresenta cualquier base, Res A6 G, Y es Co T. (Bahler 2005)

El programa transcripcional G1/S en S. pombe, esta regulado por los factores
transcripcionales “MCB- binding factor” (MBF) también conocido como “DNA synthesis
control complex” (DSC), el cual funciona de manera analoga al “SCB-binding factor”
(SBF) y MBF de S. cerevisiae, uniéndose a promotores con secuencias MCB (Mlu cell-
cycle box).

El complejo MBF esta formado por Cdc10p, Res1 y Res2; estas dos ultimas
proteinas contienen repeticiones de anquirina, en su amino terminal un domino de
union a DNA, mientras que en el extremo carboxilo interacciona con la ciclina cdc10.



Esta ultima interaccion es esencial para pasar el punto de regulacion START. Res1 es
esencial para pasar START a temperaturas sub-optimas de crecimiento, mientras que
Res2 lo es para la replicacion pre-meiética. Los genes regulados por MBF contienen
multiples elementos MCB.

1.4.2 Regulacion Traduccional

La traduccion o sintesis de proteinas consiste en traducir el lenguaje de
nucledtidos del transcrito al de aminoacidos de la proteina. La traduccién se divide en
tres fases: iniciacion, elongacion y terminacion.

La fase de iniciacion traduccional es el principal punto de control, ya que aqui
es donde se regula la velocidad de sintesis proteica. El inicio de la traduccion en
eucariontes depende de varios factores de iniciacion (elF’s), que estimulan el
reclutamiento del RNA de transferencia (RNAt) cargando con la metionina inicial
(tRNA-met) y de las subunidades ribosomales al RNAm (Fig. 6) (Kapp et al., 2004).

Para dar inicio a la traduccién dependiente de “cap” (guanina trifosfato en
posicion inversa 5- 5° adicionada al RNAm en su extremo 5°) es necesario que esta
estructura sea reconocida por el factor de iniciacion eucariontico 4F (elF4F). Este
factor se encuentra formado por las subunidades elF4G, elF4A y la subunidad elF4E
que reconoce el cap; la subunidad elF4A tiene actividad de helicasa que remueve las
estructuras secundarias del RNAm, mientras que la subunidad elF4G funciona como
proteina de andamiaje (Fig 6) (Merrick, 2001).

De todos los factores de iniciacién involucrados en la traduccion el factor (elF3)
destaca por su interaccion con el factor elF4F, especificamente con la subunidad
elF4G, reclutando asi la subunidad menor ribosomal al RNAm y al complejo ternario
formando por el elF2, GTP y el tRNA, formando el complejo de pre-iniciacion 48S
(Dmitriev et al., 2003). Posteriormente se une la subunidad mayor del ribosoma
obteniendose el complejo de iniciacién (Fig. 6).

Podemos resumir que las funciones de elF3 son: a) formar un complejo estable
con la subunidad menor ribosomal 40S, evitando de esta manera la asociacién
prematura de las dos subunidades ribosomales 40S y 60S, b) estabilizar la union del
complejo ternario (elF2-GTP-Met-tRNA) a la subunidad 40S y c) estabilizar el puente
entre la subunidad 40S y el RNA mensajero a través de las interacciones con el factor
elF4G, el cual es una subunidad del complejo de iniciacion elF4F (Fig. 6)
(Siridechadilok et al., 2005).

Durante el ciclo celular la sintesis de proteinas tiene fluctuaciones, se ha
observado que durante la fase G1 la traduccion es alta, mientras que en mitosis la
traduccion proteica es reducida de manera importante debido a que la célula dirige su
energia para la division fisica o mitosis (Bonneau y Sonenberg, 1987).



Durante la transicién G2/M del ciclo celular, la subunidad elF4E del factor de
iniciacion elF4F es desfosforilada, lo que correlaciona con un decremento en la
traduccion dependiente de cap. La sintesis de proteinas es llevada a cabo por dos
vias: la traduccion dependiente de cap y la traduccion a través de IRES. Existen
elementos dentro de algunos RNAm en su regiéon 5" no traducida denominado IRES
(Internal Ribosome Entry Site). Para la traduccion de estos mensajeros no son
necesarios los factores de iniciacion; elF1, 1A, 4A, 4B, and 4E. (Bonneau y
Sonenberg, 1987)

Estudios recientes muestran que los RNAm con IRES como el de ornitina
decarboxilasa, la cinasa p58~'"'F€ y c-myc son activados durante la transicion G2/M.
Estos experimentos muestran que la inhibicion de la traduccion dependiente de cap
por la defosforilacion de elF4F correlaciona con la traduccion selectiva de algunos
RNAm que contienen IRES (Hellen y Sarnow, 2001).

La ornitina decarboxilasa es una enzima limitante en la biosintesis de
poliaminas, que presenta dos picos de expresion durante el ciclo celular, durante G1/S
y G2/M. Durante G1/S la traduccién de esta enzima es dependiente de cap, mientras
que durante la transicion G2/M la sintesis de esta proteina es a través de IRES. El
RNAm de c-myc también contiene IRES que funcionan durante mitosis. Lo anterior
sugiere que la traduccion dependiente de IRES es un mecanismo general para
sintetizar proteinas de vida corta durante mitosis cuando la traduccion dependiente de
cap es abatida de manera importante (Pyronnet et al., 2000).

El proceso de traduccion continua con la fase de elongacién donde la cadena
polipeptidica crece mediante un proceso ciclico. El crecimiento de la cadena se
detiene al encontrarse un codén de paro, el cual no codifica para ningun aminoacido,
de tal manera que se disocian las subunidades ribosomales liberando la proteina,
alcanzando entonces a la fase de terminacion. (Mathews 2000)
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Figura 6. Inicio de la sintesis de proteinas. Para dar inicio a la sintesis de proteinas
dependiente de Cap, es necesario que esta ultima estructura sea reconocida por el factor
elF4E. Posteriormente se une el complejo de pre-iniciacion 43S, que recorre al RNAmM en
busca el inicio de la traduccion 6 ATG inicial. Finalmente se une la subunidad mayor del
ribosoma liberandose los elF’s para dar paso a la sintesis del péptido. Tomado de Lewin 2008

1.4.3. Regulacion post-traduccional

La regulacion post-traduccional se da por modificacién a la proteina, una de las
mas importantes es la fosforilaciéon que puede activar proteinas claves en tiempos
especificos, permitiendo asi la progresion del ciclo celular. Un ejemplo de ésto es la
activacion del factor promotor de la maduracion (MPF), el cual se encuentra formado
por la cinasa CDK2 y la ciclina B, y a través de fosforilaciones y desfosforilaciones
este complejo es activado para regular la entrada a mitosis.
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La protedlisis dirigida, o degradacion de proteinas a través del marcaje por
ubiquitina es otro proceso importante dentro de la regulacion del ciclo celular. La
destruccion de la ciclina B durante la anafase la cual es necesaria para la progresion
de Mitosis a G1 y se da a través de esta via. (Smits and Medema 2001)

La proliferacion celular es esencial para todos los seres vivos, este proceso es
la base del crecimiento, desarrollo y sobrevivencia de todos los organismos vivos. La
division celular es consecuencia de una sucesion de eventos fisiolégicos y metabdlicos
estrictamente regulados. Estudiar ésta regulacion es importante para el entendimiento
del crecimiento celular en términos del numero de células, ya que cuando los controles
que se ejercen sobre el ciclo celular comienzan a fallar, la célula comienza a
multiplicarse de manera descontrolada. Un ejemplo claro del mal funcionamiento de
los mecanismos reguladores del ciclo celular son las células cancerosas, en estas
células se pierde el control de la proliferacion ademas, estas células desreguladas
evaden los mecanismos de apoptosis de la propia célula resultando asi una division
sin control ni limitaciones.



CAPITULO Il
ANTECEDENTES

La alteracion de la expresion de los genes involucrados en procesos como
proliferacion celular o apoptosis puede causar un crecimiento anormal, asi como la
transformacion maligna celular. La mayoria de los estudios se han enfocado en la
regulaciéon transcripcional de los genes, mientras que investigaciones recientes indican
que la desregulacion en la traduccion de las proteinas también puede contribuir al
desarrollo de células cancerosas. (Doldan et al., 2008)

Como mencionamos anteriormente, para llevar a cabo la sintesis de proteinas son
necesarios varios factores que permitan la unién de la maquinaria necesaria para traducir
la informacion nucleotidica del RNAm a proteina. Los factores de iniciacion, promueven
la union de las subunidades ribosomales y el tRNA-met al RNAm.

La activacion del factor de inicio de la traduccion elF4F (elF4A, elF4E y elF4G) es
un complejo esencial para el fenotipo del carcinoma de pecho. Se ha reportado que el
elF4E controla la traduccion de RNAm involucrados en la sintesis de poliaminas,
progresion del ciclo celular, activacion de proto-oncogenes, angiogénesis, etc., dichos
transcritos presentan un papel central tanto en la formacion del tumor como en la
metastasis. Otro factor que se ha reportado esta involucrado en la transformacién celular
es elF2, ya que la anulacién de su fosforilacion causa la malignizacion de las células NIH
3T3. Lo antes mencionado muestra la importancia de la regulacion traduccional en la
oncogénesis. (Doldan et al., 2008)

2.1 FACTOR DE INICIACION EUCARIONTICO 3 (elF3)

Como se menciond anteriormente el Factor de Iniciaciéon Eucariontico 3 6 elF3,
esta involucrado en el inicio de la sintesis proteica, proceso altamente regulado en la
célula. Este complejo multiproteico se encuentra formado por al menos ocho subunidades
distintas en levadura y hasta trece en mamiferos. Estas subunidades se han denominado
con letras de la “a” hasta la “m”, ordenadas de manera descendiente de mayor a menor
peso molecular.



Mediante experimentos con anticuerpos contra elF3b de S. cerevisiae, se
identificaron cinco polipéptidos que co-inmunoprecipitaban con esta subunidad, los
cuales correspondian a las subunidades a, b, c, g, e i del complejo elF3. Estas cinco
subunidades de levadura tienen sus homoélogos correspondientes en mamiferos, como
podemos observar en la Tabla 3. (Phan et al., 1998).

El complejo elF3 de S. cerevisiae ha sido purificado y ha reemplazado al complejo
elF3 de mamiferos en experimentos in vitro, lo que indica una fuerte conservacién

funcional entre eucariontes. (Phan et al., 1998)

Tabla 3. Subunidades que forman parte del complejo elF3.

Subunidad | Humano Trigo A. thaliana S. cerevisiae S. pombe
elF3a p170 p116 p114 p110 SPBC17D11
elF3b p116 p83 p82 p90 SPAC25G10
elF3c p110 p107 p105 p93 SPACA4A8
elF3d p66 p87 p66 | e Moe1l

elF3e p48 p45 T [ —— Int6

elF3f p47 p34 A — [SPBC4C3
elF3g p44 p36 p33, p35 p32, p33 SPBC18H10
elF3h p40 p41b I T —— c821

elF3i p36 p41a p36 p39 Suml

elF3j p35 p30 Spac29b12
elF3k p28 p28 L e ——

elF3l p67 p56 p65 0 | ————

En color verde se muestran las subunidades que forman parte del nucleo o “core” de elF3 y
en azul se muestra el homodlogo de elF3f en S. pombe. Modificado de Burks et al., 2001

Varios reportes indican que el complejo de iniciacion elF3 contiene un “nucleo
funcional” altamente conservado formado por las subunidades a, b, ¢, g e i. Las otras
subunidades asociadas a éste nucleo al parecer evolucionaron de manera divergente.
Esta idea se refuerza si se considera que las subunidades d, e, f, y k no tienen
homodlogos en levadura, sugiriendo que en el complejo elF3 de mamiferos existe un
nucleo activo (en la funcion del factor de inicio de la traduccién 3) formado por cinco
subunidades (a,b,c,g e i) y que las subunidades d, e, f y k podrian estar modulando la
actividad de elF3. (Dunand-Sauthier et al., 2002)



Las funciones de todas las subunidades que forman el complejo elF3, no se han
definido completamente. Al parecer las subunidades que no forman parte del "nucleo
funcional” del elF3 tienen un papel regulador; por ejemplo, Kim y colaboradores (2004)
reportaron que la subunidad elF3h de Arabidopsis thaliana aparentemente selecciona
MRNAs especificos, mientras que se ha reportado que la subunidad j de humano que in
vitro es requerida para la union estable de elF3 y la subunidad 40S. (Fraser et al., 2004)

Zhou y colaboradores (2005) encuentran que al deletar la subunidad elF3e de S.
pombe se genera una cepa viable, pero con un fenotipo de crecimiento lento, asi como
una pequena reduccién en la sintesis total de proteinas. En su estudio identifican dos
complejos diferentes de elF3 los cuales se distinguen por las subunidades elF3e y elF3m.
El complejo elF3 que contiene la subunidad elF3m, se asocia con una mayor cantidad de
RNAm (2464), mientras que el complejo que contiene la subunidad elF3e se asocia con
un grupo mas restringido (520 RNAm). Sus resultados indican que los diferentes
complejos de elF3 se asocian con diferentes RNAmM y proponen que tienen distintas
especificidades traduccionales. En experimentos donde es deletada la subunidad elF3m,
se ve afectada la sintesis global de proteinas en un 80%, mientras que mutantes de elF3e
muestran una marcada sensibilidad al estrés por privacion de nutrientes, bajas
temperaturas y estrés osmoético.

Reportes en la literatura muestran una desregulacion de varias subunidades de
elF3 en diferentes canceres; por ejemplo la sobrexpresion de la subunidad elF3a en
cancer cervical, de pulmén, pecho y gastrico. La subunidad elF3b también se encuentra
sobrexpresada en cancer de pecho y elF3c en seminomas testiculares. (Doldan et al.,
2008)

2.2 Subunidad elF3f

En nuestro laboratorio, experimentos de Northern blot realizados en cultivos de células
sincronizadas de tabaco (Llanderal, 2003) (Fig. 7A), asi como en células humanas (Fig.
7B), han mostrado que la subunidad elF3f presenta un patron de expresion circunscrito a
la fase G2/M del ciclo celular y en la transicion G1/S y en G2/M, respectivamente.
(Higareda y Mendoza, 2006)
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liberacion con afidicolina por tincion con DAPI (linea verde en B).

Expresion del RMAmM de elF3f

Intensidad relativa

Figura 7. Patrén de expresion del factor elF3f en cultivos sincronizados. A)
Expresion de elF3f durante el ciclo celular de células humanas A549. Linea celular A549
sincronizada al final de la fase S con afidicolina. B) Expresién de elF3f durante el ciclo celular
de células de tabaco TBY2. Células de tabaco TBY2 fueron sincronizadas al final de la fase S con
afidicolina. Los indices mitoticos se determinaron por microscopia de fluorescencia después de la



Resultados de nuestro grupo de trabajo también sugieren que la subunidad elF3f
es una proteina esencial para la viabilidad de la célula, debido a que al silenciar la
expresion de elF3f en la linea celular humana A549 (Higareda y Mendoza, 2006), asi
como en cultivos celulares de TBY2 (Llanderal, 2003), se ha observado que las células no
entra a la fase mitética y abren programas de muerte celular (Fig. 8).

Mediante una transfeccion transitoria con la construccién antisentido de elF3f
humano se silencio este gen en la linea celular A549 de carcinoma de pulmoén. En la Fig.
8A se muestra el control (células transformadas con el vector vacio) y las transfectadas
con el antisentido de elF3f. Las células transfectadas fueron tefidas con una mezcla de
naranja de acridina y bromuro de etidio. Las células de color verde, extendidas y con
nucleos intactos son las células viables. Mientras que las células apoptoticas tempranas
presentan nucleos condensados y ausencia de estructuras extranucleares. Las células
apoptoticas tardias presentan color rojo.

En la Fig. 8B se muestra la transformacion de las células TBY2. Las células fueron
tefidas con DAPI, en el control se puede observar a las células turgentes con nucleos
bien definidos, mientras que las células transformadas con el antisentido de elF3f, se
observa un colapso membranal indicativo de células apoptéticas.

A) Células Humanas

Control pMSG-anti-elF3f

B
) Células de Tabaco

Control elF3f antisentido

Figura 8. Silenciamiento de elF3f en células humanas y de tabaco. A) Mediante una
transfeccion transitoria con la construccion antisentido de elF3f humano se silencio este gen en la
linea celular A549 de carcinoma de pulmoén. Las células transfectadas fueron tefiidas con bromuro
de etidio y naranja de acridina. B) Con la construccién anti sentido de elF3f de tabaco se
transfomaron las células TBY2. Se muestran las fotos del control vs las células transformadas
tefiidas con DAPI.
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En relacion a la funcidn de elF3f, en la literatura se encontraron pocos reportes: en
experimentos de doble hibrido Shi y colaboradores (2003) reportan que elF3f de humano
interacciona con la cinasa CDK11 dependiente de ciclina durante apoptosis, esta cinasa
parece ser un importante efector corriente abajo durante la sefalizacién apoptética.

En la Tabla 4 se muestra que los niveles del transcrito de elF3f disminuye
substancialmente en varios tumores. Shi y colaboradores (2006) encuentran que cuando
elF3f se sobrexpresa en melanomas, el nimero de colonias disminuye drasticamente con
respecto a las células que fueron transfectadas con el vehiculo. Ademas la inhibicion del
crecimiento observada en las células que sobrexpresaron elF3f correlaciona con un
aumento de apoptosis.

Tabla 4. Disminucién de la subunidad elF3f del Factor
de Iniciacion 3 en distintos canceres

% de pacientes con No. de
Tejido elF3f disminuido | Pacientes
Pecho 90 10
Ovario 70 10
Estomago 60 10
RifAdén 70 10
Vejiga 80 5
Vulva 100 5
Traquea 100 3
Utero 70 10
Cérvix 60 10
Glandula Tiroidea 60 10
Piel 80 10
Intestino delgado 71 7
Pancreas 100 7

Los niveles de expresion (RNAm) fueron medidos por Northern Blot, Shi y colaboradores 2006

Por otra parte, estudios de traduccion in vitro, utilizando como reportero la
luciferasa, se observé una inhibicion en la sintesis de esta proteina en presencia de elF3f
humano, sugiriendo que elF3f es un regulador negativo de la traduccion. Para corroborar
que estos resultados eran producto de la inhibicidn de la sintesis de proteinas y no de una
disminuciéon en el RNAm, se realiz6 un RT-PCR en tiempo real, no encontrandose una
diferencia entre los niveles de RNAm de luciferasa de células transformadas con el vector
vacio y células transformadas con el vector mas elF3f (Shi et al., 2006)

En lo que se refiere a la presencia de elF3f, Dunand-Sauthier y colaboradores
(2002) reportan que esta subunidad no se encuentra presente en S. cerevisiae pero S.
pombe si lo posee.



Experimentos en S. pombe realizados por Zhou y colaboradores (2005) muestran
que al apagar la expresion de elF3f disminuye la sintesis global de proteinas en
aproximadamente un 80%. Estos datos en S. pombe sugieren que la subunidad f del
factor elF3 puede ser parte del “nucleo funcional” de este complejo.

Hernandez (2005), mediante analisis bioinformaticos, encuentra que la subunidad
f del complejo elF3 de Homo sapiens, Rattus norvegicus Mus musculus, Castanea sativa,
Oryza sativa, Anopheles gambiae, Caenorhabditis elegans y Schizosaccharomyces
pombe, presenta una conservacion que va del 20% al 47% y entre miembros de un mismo
taxon se incrementa del 73% hasta 96% de identidad a nivel proteina.

elF3f es miembro de la familia Mov 34, entre los cuales se encuentran proteinas
involucradas en procesos de inicio de la traduccion, regulacion del proteosoma y
transcripcion (Aravind y Ponting 1998). Los miembros de esta familia se caracterizan por
contener en su secuencia proteica el dominio MPN (Mad 1, Pad N-terminal), a la cual se
le adjudica la interaccion proteina-proteina.

La subunidad elF3f posee los siguientes dominios: MPN al cual se atribuye la
interaccion proteina-proteina, el carboxilo terminal (Aravind y Ponting 1998) y el dominio
poli PA (alto contenido de prolina y alanina), siendo este ultimo exclusivo de mamiferos
(Fig. 9). Al parecer esta proteina ha evolucionado y se ha especializando conjuntamente
con la evolucién de los organismos (Hernandez 2005).

Dominios Carboxilo terminal
MPN

-(:-. Homo sapiens 357 a.a.
POiPA QENC CGENE@P wmsuws  %1as Mamiteros
-(::-. R. norvegicus 361 a.a.

(:-. A. gambiae 297 a.a.
(:-. D. melanogaster 281 a.a.

A. thaliana 293 a.a.

O. sativa 284 a.a.

Plantas
C GG - 268 2.
C Ol - 284aa.

Figura 9. Dominios de las diferentes proteinas homologas a elF3f. Se observa que
todas las proteina muestran dos dominios; MPN y Carboxi-terminal. Las proteinas de mamiferos
muestran ademas un dominio denominado Poli PA denominado asi por su alto contenido en prolina
y alanina (Hernandez 2005).



La estructura génica de la subunidad f también esta altamente conservada entre
los taxones, en mamiferos consta de 8 exones y 7 intrones, en plantas de 6 exones y 5
intrones (Fig. 10). Los datos anteriores indican una fuerte conservacion de la proteina y un
aumento en la complejidad de acuerdo al grado evolutivo del organismo que lo posee. El
alto grado de conservacion sugiere que la funcion también se ha mantenido y el aumento
en la complejidad la adquisicién de una nueva funcion.

En la Figura 10 se muestra la estructura génica de elF3f en diferentes organismos,
los rectangulos muestran los exones o partes codificantes del gen, mientras que las lineas
representan los intrones. Puede observarse que los miembros de un mismo taxén cuentan
con el mismo numero de intrones y exones asi como la misma longitud entre ellos. Es
importante resaltar que el unico gen que codifica para elF3f reportado hasta el momento
que no posee intrones es el de S. pombe.

Mamiferos
Homo sapiens
Rattus norvegicus
Mus musculus

Plantas
A. thaliana
Oriza sativa

Insecto
Anopheles gambiae

Nematodo
C, elegans

Levadura
S. pombe ]

=) Exon e |ntron

Figura 10. Estructura génica de los diferentes elF3f. Solo hay proporcionalidad entre
miembros del mismo grupo. (Hernandez 2005)

En base a los antecedentes mencionados y debido a que S. pombe es un
organismo unicelular que presenta un ciclo celular comparable al de eucariontes
superiores y posee elF3f, es de nuestro interés conocer su perfil de expresién respecto al
ciclo celular.



CAPITULO I

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 HIPOTESIS

La expresion de elF3f de S. pombe, al igual que ocurre en otros eucariontes es

ciclo celular dependiente.

3.2 OBJETIVO GENERAL

Determinar el perfil de expresion de elF3f de S. pombe durante el ciclo celular.

3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

# Realizar una curva de crecimiento de la cepa NCYC1354 de S. pombe.

# Sincronizar cultivos de S. pombe

# Determinar la expresion del transcrito de elF3f de S. pombe durante el ciclo

celular.

# Aislar y fusionar transcripcionalmente la region promotora de elF3f de S. pombe al

gen reportero lac Z.

# Realizar deleciones dirigidas de la regién promotora de elF3f de S. pombe y

fusionarlas a lac Z.

#* Determinar los niveles de expresion de lac Z que generan las construcciones

obtenidas.



a)

b)

f)

g)

h)

)

CAPITULO IV

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Realizar una curva de crecimiento de la cepa NCYC 1354 de S. pombe.

Sincronizar cultivos liquidos de la cepa NCYC 1354 de S. pombe

Determinar el patron de expresion de elF3f de S. pombe respecto al ciclo celular.

Ubicar la region codificante de elF3f en el genoma de S. pombe e identificar la

region intergénica entre este gen y el anterior.

Someter la region intergénica a un analisis bioinformatico en busca de elementos

en cis de respuesta a factores transcripcionales especificos para levadura.

Disefiar oligonucledtidos para la amplificacion de la region intergénica asi como

oligonucledtidos que eliminen regiones especificas de dicha region.

Amplificar la regidon intergénica asi como sus deleciones y clonar en el vector
Yep363.

Secuenciar las construcciones.

Transformar la cepa de S. pombe TPC1 auxotréfica a leucina con las

construcciones realizadas en Yep363.

Determinar la expresién de (3-galactosidasa en cada una de las transformantes.



CAPITULO V
MATERIALES Y METODOS

5.1 MATERIALES
5.1.1 CEPAS

CEPAS
Como cepa receptora se utilizd XLBlue de Escherichia coli (E. coli). La cepa de
Schizosaccharomyces pombe TCP1 (h', leu1-32) (K180-01 Invitrogen) se empled para las
transformaciones y la cepa silvestre NCYC 11354 fue utilizada para los experimentos de
sincronizacion.

5.1.2 MEDIOS

El medio LB se utilizd6 para cultivar las cepas de E. coli. Para su preparacion se
disolvié 10 g de peptona de caseina, 5 g de extracto de levadura y 10 g de cloruro de sodio
en ~900 ml de agua destilada; se aforé la solucion a 1 L y se esterilizé por 15 min. a 120
°C en autoclave. Para medio solido se adiciond 15 g/L de agar antes de aforar y esterilizar.

Como antibiético de seleccién de las cepas transformantes se empled ampicilina a
una concentracion final de 100 pg/ml para el medio sélido y de 50 pug/ml para el medio
liquido a partir de una solucion stock a 100 mg/ml.

El medio YPD se utilizé para cultivar las cepas de S. pombe NCYC 1354 y TPC1. Se
disolvié en ~950 ml de agua destilada 20 g de peptona y 10 g de extracto de levadura y se
esterilizd por 18 min. a 120 °C en autoclave, después de enfriar, se adicion6 50 ml de
glucosa al 40%. Para obtener medio sélido se adiciona 20 g/L de agar.

El medio sintético sin leucina se utilizd para seleccionar las transformantes de S.
pombe TPC1, con las construcciones de Yep 363 + la region intergénica y sus delaciones.
Se disolvio en ~900 ml de agua destilada 6.7 g de Base nitrogenada de levadura sin
amin.oacidos, 1.6 g de suplemento sintético sin leucina se afor6é a 950 ml, se esterilizd por
18 min. a 120 °C en autoclave. Después de enfriar, se adicioné 50 ml de glucosa al 40%.
Para obtener medio sélido se adicionan 20 g/L de agar.



5.1.3 PLASMIDOS

El plasmido pGEM-T, esta construido para la clonacion de productos de PCR
enseguida se muestra su mapa fisico.
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Figura 11. Mapa del vector de expresion en E. coli pGEM-T Easy. Inicio de
transcripcion para la RNA polimerasa T7 y SP6, sitio multiple de clonacion 10-128, gen de
resistencia a Ampicilina Amp', gen de Lac Z, que permite la a complementacién para la
seleccion por color (azul/blanco de plasmidos recombinantes), region codificante de 6-
lactamasa 1337-2197, origen de replicacion del plasmido en bacteria (ori) y origen de
replicacion para el fago filamentoso 1 (f1ori). Invitrogen
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El plasmido Yep 363 permite medir los niveles de expresiéon de LacZ, segun el
promotor que se introduzca al plasmido en fase con la region codificante de este gen
reportero, es decir se realiza una fusion traduccional.

Sall (18) Pstl (28] Bapil 131

a1
Ampicilina lacT
orf 2

Fromotor ampicilina

LELZ

Figura 12. Mapa del vector de expresion en S. pombe YEp 363. Tiene un peso de
8.4 Kb y presenta las siguientes caracteristicas: sitio multiple de clonacion (MCS), la secuencia
comienza con el primer nucledtido del MCS y termina con el octavo aminoacido de 6 -
galactosidasa, Leucina como marcador de seleccién en S. pombe (LEU2), gen reportero 6 -
galactosidasa (Lacz), gen de resistencia Ampicilina (Ampicilina), origen de replicacién del
plasmido en bacteria (Orf 1 y 2) y Origen de replicacion del plasmido en levadura (2 micron).

Donado por Dr. Alicia Gonzales IFC UNAM

27



5.2 METODOS

5.2.1 EXTRACCION DEL DNA DE LEVADURA

Crecer la cepa NCYC1354 de S. pombe en YPD liquido toda la noche. Centrifugar a
1200 xg por 5 min. a temperatura ambiente (TA), verter el sobrenadante y resuspender las
células en 500 pl de agua. Centrifugar nuevamente por 5 segundos a TA Yy tirar el
sobrenadante. Resuspender las células en 200 ul de buffer de lisis. Adicionar 0.3gr de
perlas de vidrio y 200 pl de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico. Agitar en vortex a alta
velocidad por 3 min. Adicionar 200 ul de buffer TE y agitar en vortex constantemente.
Centrifugar 5 min. a alta velocidad a TA vy transferir la fase acuosa a un tubo limpio.
Adicionar 1ml de etanol al 100% y mezclar por inversion. Centrifugar 3 min. a alta velocidad
a TA Remover el sobrenadante y resuspender la pastilla en .4 ml de Buffer TE. Adicionar
30 pl de RNAsa 1mg/ml, mezclar e incubar por 5 min. a 37 °C. Adicionar 10 ul de acetato
de amonio 4M y 1 ml de etanol y mezclar por inversion. Centrifugar 3 min. a alta velocidad
TA. Descartar el sobrenadante y secar la pastilla. Resuspender el DNA en 100 ul de Buffer
TE.

5.2.2 AMPLIFICACION POR REACCION DE PCR

Se disenaron oligonucleotidos para amplificar la region promotora de elF3f de S.
pombe, en base a un analisis bioinformatico. Se buscé que el disefio de oligonucledtidos
nos permitiera construir deleciones parciales de la region promotora, ademas se tomaron
en cuenta los sitios de restriccion en el sitio multiple de clonacién del vector Yep 363, y asi
facilitar la ligacion de nuestro fragmento dentro de este vector. De esta manera se
modificaron algunas bases para obtener oligonucleétidos con sitios de restriccion que nos
permitieran dirigir nuestra insercién en el vector.

Promotor Primera Segunda Tercera
Completo Delecion Delecion Delecion
Agua 32.5 yl 34.5 pl 34.5 ul 34.5 pl
d'NTP's 1.5 ul 1.5l 1.5 ul 1.5 ul
Buffer MgCI2 5.0 ul 5.0 pl 5.0 ul 5.0 ul
Oligos: 4.0 uly 2 ul 20puldec/lu 20pldec/u 2.0uldeclu
Taq polimerasa 2.0 ul 2.0 ul 2.0 ul 2.0 ul

Programa de PCR P2 P1 P1 P1



JUEGO DE OLIGOS UTILIZADOS PARA LAS AMPLIFICACIONES POR PCR.

Promotor completo

AAG CTT GAG TCC CCAAAGCCAT

Constante ATG 0 +
4485

Primera delecion

AAG CTT GAG TCC CCAAAGCCAT
Constante ATG 0 +
3874

Segunda Delecion

AAG CTT GAG TCC CCAAAG CCAT
Constante ATG 0 +
3874

Tercera delecion

AAG CTT GAG TCC CCAAAGCCAT

Constante ATG 0 +
3874

(P1)
Programa Uno

1 ciclo 94 °C 5min.

35 ciclos 94 °C 30 seg
55°C 45 seg
72°C 1 min.

1 ciclo 72 °C 5 min.
4 °C Hold

CGT GAG GGATCC GT
All Bam H1

GCT AAC CGG ATC CTT TGA
Del 1 Bam H1
4486

AGG ATC CAT TGT TAAGGA G
Del 2 Bam H1
4487

CAATTT AAC GGA TCC TAT GAG
Del 3 Bam H1
4488

(P2)
Programa Dos

1 ciclo 94 °C 5min.

35 ciclos 94 °C 30 seg
66 °C 45 seg
72 °C 50 min.

1 ciclo 72 °C 5 min.
4 °C Hold

5.2.3 ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Se prepar6 un gel de agarosa al 0.8%, disolviendo 0.8 gr de agarosa en 100 ml de
TAE 1X. Una vez tibia la solucion, se agregoé 5 ul de bromuro y se pas6 a una cama con un
peine. Se dejo polimerizar por una hora, se retird el peine y se pasé el gel a una camara de
electroforesis; ésta se llend con buffer TAE 1X, posteriormente se cargaron las muestras.



5.2.3.1 PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE PCR
* Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System Catalogo A9281 Promega

Se cort6é la banda del gen de interés y se coloca en un microtubo de 1.5 ml
previamente pesado. Por diferencia se obtiene el peso de la banda y se agregan por cada
10 mg de gel 10 yl de “Membrane binding solution”. Agitar en vortex e incubar de 5 a 10
min. a 60 °C hasta que se disuelva el gel. Transferir el gel disuelto a una columna en su
respectivo tubo de recoleccion e incubar 1 min. a temperatura ambiente. Centrifugar a
13,200 RPM por 1 min., descartar el liquido del tubo de recoleccion. Adicionar 700 pl de
“Wash solution” y centrifugar a 13,200 RPM por 1 min. Descartar el liquido del tubo de
recoleccion. Adicionar 500 pl de “Wash solution” y centrifugar a 13,200 RPM por 5 min.
Descartar el liquido del tubo de recoleccion. Dejar la columna 1 min. en campana con
mechero prendido para que la evaporacion total del etanol contenida en “Wash solution”.
Pasar la columna a un microtubo estéril de 1.5 ml adicionar de 16 a 20 ul de agua
tridestilada estéril e incubar 1 min. centrifugar a 13,200 RPM por 1 min. y cuantificar.

5.2.4 DIGESTION DIRECTA A PRODUCTO DE PCR

Como los oligos contienen los sitios de restriccion para Bam H1 y Hind 1, después de la
reaccion de PCR se purifico cada delecion y se sometié a una reaccion de digestion:

8 ul de producto de PCR purificado (70 ng/ pl)
2 ul de agua

2 ul de Buffer

4 yl de Bam H1

4 yl de Hind Il

20 yl TOTALES
Se incubd la reaccién a 37 °C por 18 horas, se purificd por columna y se cuantificd por
electroforesis.

5.2.5 REACCION DE LIGACION

1 ul de agua

2 ul de buffer 2X

2 ul de YEP363 (100 ng totales)
1 ul de inserto (80 ng/ ul)

1yl de enzima T4

10 ul TOTALES
La reaccion se incubo por 28 horas a 20 °C y posteriormente a 23 horas a 4 °C.



5.2.6 TRANSFORMACION POR ELECTROPORACION DE BACTERIA

Se descongelan en hielo por 5 min. las células electrocompetentes de la cepa (XL-
Blue). Se adicionan 2 ul de la reaccion de ligacion y se deja reposando 2 min.
Posteriormente se electropora y se deja incubando por 1 hora las células. Se plaquean en
cajas de LB-ampicilina y se dejan crecer “overnight” a 37 °C.

5.2.7 TRANSFORMACION POR ELECTROPORACION DE LEVADURA

Se inocula una asada de la cepa NCYC 1353 de S. pombe en 10 ml de medio EMM “over
night” a 30° C/250 RPM. Se determina la densidad o6ptica (D.O.) a 600nm y diluir en 50 ml
de EMM hasta una D.O de 0.4 y se deja crecer 18 horas a 30°C/250 RPM. Centrifugar
1500 xg por 5 min. a 4° C. Lavar con .05 volumenes del cultivo con agua tridestilada fria.
Centrifugar 1500 xg por 5 min. a 4° C. Lavar con 0.5 volumenes del cultivo con sorbitol 1M
frio. Centrifugar 1500 xg por 5 min. a 4° C. Determinar el volumen de la pastilla y
resuspender en 2 volumenes de sorbitol 1M frio. Tomar 100 ul de la suspension celular y
pasarlos a una celda fria, agregar 1 ug de DNA e incubar por 7 min. en hielo. Electroporar a
2500 V. Inmediatamente adicionar 1 ml de sorbirtol 1M y pasar a un microtubo estéril frio.
Tomar 50-100 pl y pasar a platos selectivos PDM (-L) y plaquear. Dejar crecer “over night”
a 30° C.

5.2.8 ENSAYO DE [I-GALACTOSIDASA

Células transformadas previamente con una construccion que incluya LacZ se
pueden tedir con la actividad de beta — galactosidasa. Lavar las células con 2 - 3 veces
con PBS, aspirar el sobrenadante y adicionar el colorante de Beta-galactosidasa.

Formulacion de la solucion de X-gal (hecha en PBS)

STOCK Para 1ml Concentracion final

Trizma Base 1M 50 pl 50 mM
Mg Cl, 1M 2 ul 2mM
NaCl 1M 2 ul 15 mM
K;Fe (CN)s 0.1M 20 pl 2mM
KsFe (CN)s 0.1M 20 pl 2mM
X-gal (DMSO) 17.5 mg/mi 85 ul 1 mg/ml
Células 200 pl
Agua tridestilada estéril 600 pl

1000 pl

Incubar a 37° C por 2 horas.



5.2.9 PCR A PARTIR DE COLONIA

Para verificar si las colonias fueron transformadas se realizé un PCR de colonia. Se
pica con un palillo estéril la colonia y con el palillo se estrian en una caja con LB, cuidando
que nada mas sea por un lado del palillo para que queden bacterias por el otro lado.
Posteriormente se coloca el palillo un microtubo de 0.5 ml con 25 pl de agua tridestilada
estéril se agita en vortex el palillo. El tubo se coloca en un flotador y se hierven por 5 min. y
se centrifugan por 2 min. a maxima velocidad (13,200 RPM). Rapidamente se toman 5 pl
del sobrenadante y se agregan los oligos correspondientes, buffer, agua, dNTP’s y Taq
polimerasa para poner la reaccion.

Se corre la reaccién en un gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio para verificar el
producto de la transformacion.

5.2.10 EXTRACCION DE DNA PLASMIDICO DE BACTERIA

Tomar una colonia transformada e inocularla en 7 ml de LB liquido y el antibiético
correspondiente, en este caso ampicilina 75 ul/ml. Incubar con agitacién a 37 °C de 12 a 16
hrs. Tomar un mililitro del pre-inoculo y colocarlo en un microtubo de 1.5 ml pre-enfriado en
hielo, centrifugar a 3600 RPM por 5 min. decantar el sobrenadante y repetir el proceso
hasta terminar el preinéculo. Adicionar 1ml de STE frio, agitar en vortex suave y
esporadicamente hasta que se desprenda la pastilla. Centrifugar a 3600 RPM por 5 min. y
decantar el liquido. En este paso se sacan los tubos del hielo y se adicionan 300 ul de
buffer de resuspension que contenga RNAsa a 30 ul /ml (TA). Agitar en vortex suavemente,
adicionar 300 pl de buffer de lisis y agitar por inversion una sola vez. Es importante que el
buffer de lisis se prepare unos minutos antes de usar. Adicionar 300 pl de buffer de
neutralizacion y dejar reposar en hielo de 7 a 10 min. sin agitar. En este paso se observa
una mancha blanca. Centrifugar a 4 °C a maxima velocidad (13,200 R.P.M.) durante 15
min. Retirar el sobrenadante con mucho cuidado de no acarrear nada de la pastilla.
Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo y estéril. Repetir la centrifugacion a maxima
velocidad por 15 min. transferir el sobrenadante a un tubo nuevo estéril medir el volumen y
adicionar 0.7 veces de isopropanol correspondiente al volumen medido agitar por inversion
5-6 veces y centrifugar por 30 min. a maxima velocidad (13,200-14,000 RPM). Decantar el
liquido y escurrir en una toalla de papel. Adicionar de 700 a 1000 pl de Etanol al 70% frio.
Agitar 2 veces por inversion y centrifugar por 5 min. a maxima velocidad. Decantar y secar
unos minutos sobre una toalla de papel. Resuspender en 20 ul de agua tridestilada estéril y
guardar a -20 °C.



5.2.10.1 REACCION DE DIGESTION PARA LIBERAR EL FRAGMENTO
CLONADO

12 ul de agua
2 ul de buffer
4 ul de DNA (400 ng totales)
1 ul de Bam H1
1yl de Hind 11l

20 ul TOTALES
La reaccion se incub6 a 37 °C por 2 horas y se corrié un gel de agarosa al 1% con bromuro
de etidio para verificar la construccion.

La clona de la tercera delecion se traté primero con RNAsa, dado que se traslapa el
RNA que contienen la muestra de DNA con el fragmento liberado por ser del mismo peso
molecular.
(1 pl de RNAsa 20 mg/ml por 400 ng de muestra, se incuba la reaccion “overnight” a 37 °C,
no es necesario lavar para la posterior reaccion de digestion)

5.2.11 CURVA DE CRECIMIENTO DE LA CEPA NCYC 1354

En un tubo de ensaye con 5 ml de medio YPD liquido se crecié una asada de la
cepa NCYC 1354 de S. pombe por 7 horas a 30 °C, posteriormente se paso el preindculo a
un matraz de 250 ml con 50 ml de YPD liquido y se incubo nuevamente a 30 °C. Se
tomaron muestras cada 2 horas hasta la hora 35 después de esta hora se tomaron
muestras cada 5 horas hasta la hora 60 y por ultimo cada 8 horas hasta las 140 horas.
A cada muestra tomada se le midié su intensidad 6ptica a una longitud de onda de 160 nm.

5.2.12 SINCRONIZACION

La hidroxiurea es un inhibidor de la ribonucleésido difosfato reductasa que bloquea
la sintesis de deoxinucleotidos trifosfato (ANTP’s) por lo tanto, no puede haber replicacion
de DNA vy las células se detienen en la fase S del ciclo celular. La concentracién utilizada
para sincronizar va de 12-15 mM, para que el bloqueo sea reversible. Dado que el tiempo
de duplicacién de S. pombe es de 150 min. (2 horas y media), se toman muestra durante 3
horas para tomar el ciclo completo.



Se crece en 7.5 ml de YPD liquido una asada de la cepa NCYC 1354 a 30°C por7
horas con una agitacién de 160 RPM, se ponen 2 tubos. Pasar cada preinéculo a un matraz
de 250 ml con 50 ml de medio liquido YPD vy crecer nuevamente en agitacion por 15 horas.
Se saca el cultivo con un crecimiento total de 22 horas y se adiciona hidroxiurea a una
concentracion final de 12 mM. Se incuba nuevamente el cultivo a 30 °C por 3 horas. Se
saca el cultivo y se pasa cada uno a un tubo falcon de 50 ml estéril, se centrifuga por 1 min.
a 2000 RPM vy se repite hasta que se termine el cultivo.

Una vez obtenida la pastilla de células, se lava 2 veces con agua tridestilada estéril
precalentada a 30 °C. Resuspender pipeteando cada pastilla en 5 ml de YPD precalentado
a 30 °C. Se mezclan las pastillas resuspendidas y se agregan 5 ml de éste en 45 ml de
YPD precalentado a 30 °C en matraces limpios. Se ponen a crecer nuevamente a30°C vy a
partir de este momento se toman un mililitro de muestra cada 10 min., tomando 18
muestras en total. Se va intercalando la toma de muestras entre los 2 matraces.

Las muestras tomadas se dividen en dos, una para sacar el indice mitético y la otra para
hacer extraccién de RNA total.

5.2.12.1 ALMACENAMIENTO Y FIJACION DE CELULAS

El almacenamiento y la fijacibn de las células se hacen inmediatamente
después de la toma de cada muestra.

MUESTRA PARA EXTRACCION DE RNA

La muestra, rapidamente se centrifuga a 1600 RPM por 1 min.uto, se decanta el
sobrenadante y se pone en nitrdgeno liquido. Una vez terminada la toma de muestras,
éstas se almacenan a -70 °C.

MUESTRA PARA iNDICE MITOTICO

A la segunda muestra se le agregan 300 ul de metanol frio y se deja fijando por 7
min. se centrifuga y se decanta el metanol, se lava la pastilla 2 veces con buffer PEM, se
centrifuga y decanta. Finalmente se resuspende la pastilla en 500 ul de buffer PEM con
azida de sodio y se guarda maximo 4 dias a 4 °C.

5.2.12.2 TINCION DE MUESTRAS

A las células resuspendidas en 500 ul PEM +azida de sodio se les adiciona 1 ul de
DAPI a 1mg/ul. Se mezcla por pipeteo e inversion para obtener una buena tincion y
posteriormente se cubren las muestras con alumin.io, ya que el DAPI es fotosensible. Se
guardan a 4 °C y al siguiente dia se observan en un microscopio epifluorecente para
obtener el indice mitético.



5.2.13 EXTRACCION DE RNA TOTAL DE S. pombe

Las muestras tomadas durante la sincronizacién y almacenadas en nitrégeno liquido
a -70 °C, se ponen en hielo y antes de que se descongelen se agregan 800 ul de trizol.
Posteriormente se agregan 10 perlas de vidrio estériles a cada microtubo.
Se agita en vortex a TA 3 veces, por 45 segundos cada vez. Se incuba la muestra a TA por
5 min. Se agregan 160 pl de cloroformo. Con la mano se agita vigorosamente por 15
segundos y se incuban a TA por 3 min. Se centrifuga a 12,000 g a 4 °C por 15 min. Se
pasa la fase acuosa a un microtubo estéril. Se agregan 400 ul de isopropanol. Se mezcla
10 veces por inversion y se incuba a TA por 10 min. Se centrifuga a 12,000 g a 4 °C por 10
min. Se decanta el sobrenadante y se agrega 1 ml de etanol al 75% frio. Se mezcla con
vortex y centrifugar a 7,500 g a 4 °C por 5 min. Se quitar el sobrenadante con jeringa
insulinica y se deja secar la pastilla en campana de 5 a 10 min. maximo. Se resuspende
pipeteando en 20 yl de agua tridestilada estéril + 0.5 pl de inhibidor de RNAsa a 40
unidades /pl y se incuba 10 min. a 55-60 °C en bafo maria y almacenar a 20 °C.

5.2.13.1 CUANTIFICACION DE RNA TOTAL

Se cuantificé el RNA total midiendo en espectrofotémetro a una longitud de onda de
260 nm.

5.2.14 NORTHERN BLOTTING
5.2.14.1 CONSTRUCCION DE LA SONDA
* DIG Lumin.scent Detection Kit for Nucleic Acids 1 363 514 ROCHE

Se realizé un PCR de la region codificante de elF3f de S. pombe, se corrié un gel y
se corrobord el peso esperado y se purificod la banda. Se cuantificé la concentracion
obtenida después de la purificacion corriendo otro gel.

Se realiz6 una ligacion de acuerdo a la siguiente reaccion:

5 ul de Buffer

1l de pGEM (50 ng/ul) Vector especifico para productos de PCR

3 ulde inserto (100 ng/pl)

1 plde T4 ligasa

10 ul TOTALES

Se dejo a temperatura ambiente 90 min. Se transformé por electroporacién y se
seleccionaron las transformantes a través de X-Gal-IPTG, seleccionando las colonias de
color blanco. Se verifico la orientacion de la construccion por analisis de restriccion.



Se linearizd la construccidon con Spe | para realizar posteriormente una reaccion de
polimerizacion:

6.6 ul de DNA
2 plde NTP (10 X)
2l de Buffer (10 X)
1l de Inhibidor de RNAsa
1 pl de RNA polimerasa
13.6 yl + 6.4 ul de agua tridestilada estéril para llevar a 20 pl TOTALES.
Se mezcld suavemente y se incubd a 37 °C por 2 horas, se paro la reaccion con 2pl

de EDTA 0.2 M.

5.2.14.2 PREPARACION DEL GEL.

Se disuelve en un matraz de 250 ml 2 gr de agarosa en 170 ml de agua tridestilada estéril.
Se deja enfriar y se agregan 20 ml. de MOPS (buffer de corrida para RNA) 10Xy 11 ml de
formaldehido. Se agita y se vacia en la camara de electroforesis. Se deja polimerizando
minimo 90 min.

5.2.14.3 PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE RNA.

Para cargar la misma cantidad de RNA en todos los pozos, se hacen los calculos
para cargar 5 ug totales. Para ésto se cuantificd previamente la cantidad de RNA por
microlito de cada muestra. Se sacan las muestras del congelador y se ponen en hielo para
descongelar. En tubos previamente rotulados con el numero de cada muestra se coloca
primero el agua posteriormente el RNA y al final 8.5 ul de buffer de carga. Se lleva con
agua ftridestilada a un volumen final de 20 ul. Se agita en vortex cada muestra por 5
segundos. En el primer carril se cargan 1.5 de marcador de peso molecular mas 18.5 ul de
buffer de carga.

5.2.14.4 CORRIMIENTO Y OBSERVACION DEL GEL

El buffer de corrida que se utiliza es MOPS 1X y el gel se corre a 50 mV. En este
caso no es necesario tedir el gel, pues el buffer de corrida ya contiene bromuro de etidio.
En caso de tefiir se agregan 5 pl de bromuro de etidio a 100 ml de agua tridestilada estéril y
se deja tinendo de 2 a 3 min. Se observa el corrimiento del gel con luz UV y se toma una
foto para tenerla como referencia.



5.2.14.5 REMOCION DEL FORMALDEHIDO DEL GEL

Se coloca el gel en un recipiente de vidrio limpio y se adicionan 300 ml de SSC al
0.1% y se deja en agitacion suave por 30 min. con agitacion suave, se desecha el liquido y
se agregan otros 300 ml de SSC 0.1% y se deja otros 30 min. en agitacion suave.

5.2.14.6 TRANSFERENCIA

Se cortan cuadros de papel toalla, papel cromatografico y membrana de nylon del
tamafo del gel mas un margen de 0.5 cm. Se corta una tira larga de 12x40 cm. A un
refractario limpio con SSC 10X se le coloca un vidrio limpio encima, a manera de puente, y
se moja con SSC 10X. Enseguida se coloca la tira larga de papel cromatografico
asegurandose que ésta toque de ambos lados el SSC 10X del refractario. Se moja la tira
con SSC 10X y se coloca el gel con los pozos hacia abajo sin que queden burbujas entre el
papel y el gel. A los lados del gel se coloca parafilm para evitar fuga en la transferencia y
encima del gel se coloca la membrana de nylon utilizando pinzas y con cuidado de no dejar
burbujas. Por ultimo se colocan 2 papeles cromatograficos, las toallas de papel y un cristal.
Encima del cristal se coloca un peso, que puede ser un libro. Se deja transfiriendo toda una
noche. Se quita con cuidado el peso, el cristal y las toallas. Con pinzas se quitan los
papeles cromatograficos, con cuidado de no levantar la membrana. Se marca la
membrana. Se retira la membrana y se le saca una foto.

5.2.14.7 FIJACION DEL RNA A LA MEMBRANA

El RNA se fija ala membrana con luz U.V por 10 segundos y posteriormente 2
horas a 80 °C.

5.2.14.8 PRE HIBRIDACION E HIBRIDACION

Se coloca la membrana en un tubo de hibridacion, con el lado que contiene el RNA
hacia arriba, y se agregan 17 ml de buffer de hibridacién. Se pre-hibrida en un horno de
hibridacion pre-calentado a 76 °C por 2 horas. Se saca el tubo, se tira el liquido, se agregan
10 ml de buffer de hibridacion y se coloca nuevamente en el horno por 20 min. Se saca el
tubo de hibridacion, se agrega la sonda y se deja hibridando toda la noche.

La membrana se coloca en un refractario limpio y se lava con SSC 2X y SDS 0.1%,
se pone en agitacion suave por 5 min. Se tira el liquido se agrega SSC 2X y SDS 0.1% y
se pone en agitacion suave por 10 min.



Se tira el liquido se agrega SSC 0.1X 'y SDS 0.1% y se deja en agitaciéon por 5 min.
Se agrega SSC 0.1X y SDS 0.1% y se deja 15 min. mas en agitacion. Se saca la
membrana del refractario y se coloca en un tubo de hibridacion limpio con SSC 0.1X y SDS
0.1% precalentado a 65 °C y se coloca en el horno por 15 min. Se coloca la membrana en
un refractario limpio, se agrega “buffer washing” y se pone en agitacion por 3 min., se tira
el liquido se agrega “buffer blocking” y se deja en agitacién suave por 30 min. Se tira el
liquido se agregan 20 ml de buffer blocking + ANTI-DIG-AC y se deja en agitacion suave
por 30 min. * “DIG Lumin.scent Detection Kit for Nucleic Acids”. Se desecha el liquido y se
agrega “buffer washing” y se agita con mano por 1 min. Se tira el liquido se agrega
nuevamente “buffer washing” y se deja en agitacion suave por 15 min. Se desecha el
liquido se agrega nuevamente “buffer washing” y se deja en agitaciéon por 15 min. mas. Se
saca la membrana del refractario, se coloca en un refractario limpio con 50 ml de buffer 3 y
se deja en agitacion por 5 min. Se saca la membrana y se coloca en una bolsa de plastico;
se sella la bolsa por todos sus lados se corta una orilla y se agrega por ésta 2 ml buffer 3 +
CSPD (DIG Lumin.scent Detection Kit for Nucleic Acids). Se vuelve a sellar la bolsa y
pasando la mano sobre la bolsa se dispersa bien el liquido sobre la membrana cuidando
que no queden burbujas sobre esta. Se deja reposando 5 min. en oscuridad y 25 min. a 37
°C. Se saca la membrana de la bolsa y se coloca en un casete para revelar. En un cuarto
oscuro se corta un film (Kodak bioMax light Film) del tamafo aproximado de la membrana y
se coloca dentro del casete, donde se encuentra la membrana. Se deja exponiendo de 1 a
2 horas antes de revelar.

5.2.15 SOLUCIONES

Buffer de lisis (2% triton X-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris Cl pH 8 y 1 mM EDTA
pH 8).
TE Buffer (10 mM Tris Cl pH 8 y 1 mM pH 8)

Buffer STE (100 mM NaCl, 10 mM Tris base y 1 mM EDTA)

Buffer de Resuspension (50 mM glucosa, 25 mM Tris Cl pH 8 y 10 mM EDTA pH 8)
Buffer de lisis (0.2 N NaOH y 1% SDS)

Buffer de neutralizacion (para 100 ml 60 ml de acetato de potasio 5 M, 11.5 ml de acido
acético glacial y 28.5 ml de agua)

PEM (100 mM PIPES, 1 mM EGTAy 1 Mm MgSOQO,)
PEM + azida (200 pl de azida de sodio al 5% a 10 ml de PEM)

Buffer 1 (100 mM acido maleico, 150 mM de NaCl y se ajusta pH a 7.5 con NaOH)
Buffer 3 (100 mM Tris-HCL, 100 mM NaCl y 50 mM de MgCl,)

Buffer de Hibridacion (SDS 7%, Buffer fosfatos 0.3M pH 7.2, EDTA 5 mM)

Buffer fosfatos pH7.2 (Para 100 ml 68.4 ml de Na, HPO,4 Y 31.6 ml de NaH, PO,)
Buffer Blocking

Buffer Washing (se toman 250 ml de Buffer 1 pH 7.5 y se agregan 750 pl de Tween)
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CAPITULO VI
RESULTADOS

6.1 CURVA DE CRECIMIENTO DE LA CEPA NCYC 1354 DE S. pombe

Para determinar el patron de expresion de elF3f respecto al ciclo celular fue
necesaria la sincronizacion de cultivos de S. pombe, en fase de crecimiento exponencial
temprano. Para determinar el tiempo en el cual el cultivo se encuentra en esta fase,
realizamos una curva de crecimiento de la cepa NCYC 1354 de S. pombe. Se inoculd en
50 ml de medio liquido YPD la cepa NCYC 1354, se incubd a 30 °C con agitacién y se
determind el crecimiento del cultivo durante 50 horas midiendo la densidad optica a
600nm.

En la Fig. 13 se muestra el promedio de tres curvas de crecimiento independientes
de la cepa NCYC 1354 de S. pombe. La grafica muestra que el tiempo en el cual el cultivo
alcanza la fase de crecimiento exponencial de las 19 a las 40 horas en la cual se
incrementa diez veces mas la densidad 6ptica (de 0.025 a 2.5).

Figura 13. Curva de crecimiento de la cepa NCYC 1454 de S. pombe en medio de
cultivo YPD liquido. Se dejo crecer por aproximadamente 140 horas la cepa NCYC 1354 de
S. pombe a 30 °C; se tomaron muestras a diferentes horas midiendo la D.O. a 600 nm.
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6.2 SINCRONIZACION DE LA CEPA NCYC 1354 DE S. pombe CON HU

Para realizar la sincronizacion del cultivo con hidroxiurea (HU) se tomé un cultivo
de la cepa NCYC de S. pombe con un crecimiento previo de 22 horas (en crecimiento
exponencial temprano) y se arresto el cultivo con HU por 3 horas y se libero6 del arresto.

Posterior a la liberacion del cultivo se tomaron dos lotes de 18 muestras cada 10
min, con esto cubrimos mas de un ciclo de duplicaciéon de S. pombe Un lote de las
muestras fue fijada con metanol y tefiida con DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) para ser
observadas en microscopio fluorescente y ser contabilizadas determinando asi el indice
mitético. Como puede observase en la Figura 14 se obtuvo una sincronizacién del 50%.

En la grafica puede observarse el pico mitético al minuto 110, durante esta hora la
mitad de nuestra poblacidn se encuentra en la fase mitotica.

El segundo lote de muestras fue utilizada para la extraccion de RNA total.

Figura 14. Sincronizacién de la cepa NCYC 1354 de S. pombe con hidroxiurea
(HU). Se utilizo HU a una concentracién final de 12mM, para sincronizar el cultivo. Una vez
contabilizadas las muestras obtenidas de la sincronia se graficaron cada uno de los datos. Se
puede observar que se logro una sincronia del cultivo del 50%, con el pico mitético en el
minuto 110. Se realizé este experimento por triplicado.
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6.3 PATRON DE EXPRESION DE elF3f DE S. pombe RESPECTO AL CICLO CELULAR

Para determinar el patron de expresién de la subunidad elF3f se realizd un
Northern Blot. La sonda utilizada para el Northern Blot, se obtuvo mediante la
amplificacion de la region codificante de elF3f de S. pombe y su clonacion en el vector
pGEM-T easy (Fig.15).

La construccion fue linearizada con la enzima Spe |, se purifico, cuantificd y se
realiz6 una reaccidon de transcripcion bajo la promocion del sitio de unidon a la RNA
polimerasa T7 (Fig.15). El kit utilizado para la reaccion de transcripcion provee un marcaje
no radioactivo utilizando digoxigenina en los dUTP.

A) B)
T7

\ /SP6

MSC

pGEM-T Easy
3015 pb

Amplificacion de la region Ny
codificante de elF3f
Figura 15. Construccion de la sonda de elF3f de S. pombe utilizada para el
Northern Blot. Se realiz6 un PCR de la region codificante de elF3f de S. pombe (panel A) el

cual es de 1kb, se purifico y clono en el plasmido pGEM-T Easy (panel B), flanqueado su sitio
multiple de clonacion con los sitios de unién a polimerasa T7 y SP6.

Una vez obtenida la sonda, al segundo lote de muestras obtenidas de la
sincronizacion de la cepa NCYC 1354 de S. pombe se extrajo RNA total con trizol. El
RNA obtenido de cada muestra se cuantifico.

El Northern Blot (Fig. 16) muestra que la expresién de elF3f de S. pombe se
encuentra circunscrita a la fase G2, ya que se observa la banda de mayor intensidad. La
intensidad de cada una de las bandas obtenidas en el Northern blot, se determiné
mediante el programa computacional EDAS, las intensidades de elF3f fueron
normalizadas con las intensidades del control de carga (RNAr) que se muestran en la
Tabla 5. Los resultados del perfil de expresion de elF3f se muestran en la Figura 17.
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Figura 16. Northern blot de elF3f de S. pombe. A) Northern blot con muestras de un
cultivo sincronizado de la cepa NCYC 1354 de S. pombe. La radiografia muestra la intensidad
de las bandas obtenidas. B) Gel que muestra el RNAr como control de carga.

Tabla 5. Intensidad Relativa de transcrito de elF3f después de
la normalizacion con los RNAr

Intensidad | Intensidad | Intensidad
Minuto elF3f rRNA 28S | Normalizada
10 1.72 1.22 1.41
20 7.64 1.43 5.34
30 5.21 1.04 5.01
40 45.67 5.44 8.40
50 21.25 1.18 18.01
60 8.09 1.08 7.49
70 5.57 1.18 4.72
80 5.28 1.00 5.28
90 6.77 2.89 2.34
100 2.72 1.47 1.85
110 3.84 1.35 2.84
120 5.91 1.46 4.05
130 4.90 1.59 3.08
140 5.93 1.51 3.93
150 5.10 1.60 3.19
160 6.25 1.69 3.70
170 5.64 1.83 3.08
180 6.69 1.83 3.66
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Figura 17. Intensidad relativa de la expresion del transcrito elF3f e indice mitético del
cultivo de S. pombe sincronizado con HU. El pico de expresién de elF3f se encuentra al minuto
50 del cultivo sincronizado.

La banda mas intensa se observa a la hora 50 y corresponde a la fase G2 del ciclo
celular de S. pombe. Este resultado indica que elF3f de S. pombe tiene un patrén de
expresion circunscrito a la fase G2 de su ciclo celular.

El patrén de expresion de elF3f de S. pombe concuerda con la expresién en
células de tabaco, que también se encuentra circunscrita a una fase especifica del ciclo
celular. Ademas del patron de expresion de elF3f de S. pombe también correlaciona el
tiempo de expresion en relacién al ciclo celular y el aumento en el nivel de expresion con
los encontrados en tabaco y humano (Tabla 6).

Tabla 6. Comparacién de la expresion, de elF3f en diferentes organismos.

Organismo  Fase Porcentaje en relacion Aumento en

al ciclo celular nivel de expresion
TBY2 G2/M 17 3.8X
A549 G2/M 14 4X

S. pombe G2 20 45X



6.4 OBTENCION Y ANALISIS DE LA REGION INTERGENICA DE elF3f

Posteriormente se procedio a identificar en el genoma de S. pombe, reportado en
National Center for Biotechnology Information (NCBI) la secuencia codificante de elF3f,
encontrandose en el cromosoma dos. Se ubico el inicio de la traduccién 6 el ATG inicial
de elF3f asi como el codon de paro del gen anterior, determinandose asi la region
intergénica de un tamano de 420 pb (Fig. 18).

Clr Ivlatch Wlapelement Type Dilaps
SPBCACE 0T : COPYsiznalosorme complex
11 (slonit 6) MOV 34 do rmain SPBCACE0Y GENE CGenes seq

Codon de termino
Gen anterior

3124218 GAGTTARARTT ACTGTTCATT ATTAGTCAAG ARARAAGCAAA CTGCTTTTTT GGGTTTTATG
_: SEEE4E3. 511
—

T Region

3124156 TTTACACTTT TTTCCTARCC CRATTTTTTC AACATTCTAT ATATATATAA ATGATTTTTR | Intergenica
3124698 ACCAGAGAAT GTACARATGT ARATAGTTAT AGRATTTTGA ATARAGAGTT TCTCATTATT
3124636 GTACGTACAA ATGAGACATT GTTAAGGAGA TTTTTTAGAT TATTCAACEC ARCTGARAAT
3123976 ACACTTTCTT ARATGGTARA CCTTAGAAGT TAGGCGAAAA ATAGTGTCTT CAATTTAACE
3123918 AATTCTATGA GACTGTARRC TAGTACAGTA ARATTATTAT TGATTGGGGEA ACAATACCAG
3123558 ATCTACCTAC CTGAGAGTAG CCAACAACET GAAAATTTTA jfﬂﬂ%mcm TTGEEEACTA

H SEEE‘H:B. 5
Codon de inicio e =
«IF3f

Figura 18. Region intergénica de elF3f de S. pombe. Se localizd el codéon de
termino del gen anterior al de elF3f, reportada como proteina de citoesqueleto (Syp 1), asi
como el codon de inicio de elF3f, de esta manera, se delimitd la regidn intergénica con un
tamano de 420 pb y con ello el promotor de elF3f.

Antes de realizar el disefo de los oligonucleétidos se sometid esta region
intergénica a un analisis bioinformatico, con el fin de encontrar elementos putativos de
respuesta a factores transcripcionales (Tabla 6).



Tabla 6. Elementos reguladores presentes en laregion integénica de elF3f.

A) Elementos putativos de respuesta a factores transcripcionales encontrados en la

hebra +.

Strand | Transcription Factor Consensus Position
Farward | Adrip TTGGEG 54
Farward | Ashilp TTGAT B8
Forward | Azflp AAGAAALA -3a0
Forward | Fkhip GTAAATA 269
Forward | Fkhip GCCAACA =23
Farward | Fkhip GTAAATA -Z64
Forward | Fkhilp GCCAMCA -28

B) Elementos encontrados en la hebra complementaria
Rewverse | Fkhip TAGTTAT 63
Reverse [ Fkhip CATTTGT -342
Reverse [ Fkhip CATTTGTAT -342
Reverse | Fkhip TAGTTAT 63
Reverse | FkhZp CATTTGT -342
Reverse | FkhZp CATTTGTAT -342
Reverse | Mocmilp TGGETTTTTTC | -353
Reverse | Mcmip GGGETTTTTTC -354
Reverse | Mot3p ATCCAT -30
Reverse [ Mot3p GTCCAT -34
Reverse [ Mot3p ATCCAT -38
Reverse | Mot3p TTCCAA -143
Reverse | Phodp GTGCAL -16
Reverse | Teclp GTAAGA -27B
Reverse [ Yapip ACTGATT -374

En la tabla se muestras las secuencias consenso putativas encontradas en la
region promotora de elF3f. Entre los factores que se encontraron tenemos a; Mot3 que es
un represor transcripcional de genes de biosintesis de ergosterol, Azf1 activador
dependiente de glucosa, Ash1 reprime la transcripcion de los genes OH, Tec1 involucrado
en la expresion especifica de genes para hifas en Candidda albicans, Yap1 activa genes
antioxidantes y Fkh2 y Mcm1 involucrados en la expresion especifica durante las fase G2

y M en S. cerevisiae.



En base a los resultados obtenidos en el analisis bioinformatico, se disefaron
oligonucleodtidos para amplificar la regiéon promotora, asi como también oligonucleétidos
que nos permitieran construir deleciones parciales de la region promotora.

Adicionalmente se tomaron en cuenta los sitios de restriccion en el sitio multiple de
clonacion del vector Yep363, que contiene el gen reportero y asi facilitar la ligacion del
fragmento dentro de este vector. De manera que se modificaron algunas bases en los
extremos de los oligos, para obtener oligonucledtidos con sitios de restriccion para Bam
H1 (4 oligos) y Hind Il (1oligo) que nos permitieran dirigir nuestra insercion en el vector
(Fig.19).

Otro factor que se tomo en cuenta para el disefio de los oligos, fue que la regién
promotora a analizar debia llevar su propio ATG y quedar en fase con la region codificante
del gen reportero, en este caso Lac Z. Se disefaron 5 oligos diferentes los cuales se
muestran en la Figura 19.

Pares de bases que se cambiaton Posicion de oligos diseiiados
Alnsercion de bases GGATCC Sitio de restriccidn para Bam H1

AAGCTT Sitio de restriccidn para Hind (Il TAA Codon de termino

Figura 19. Secuencia de la regién integénica. Se encuentra deliniada la secuencia y
posicion de los oligos disefiados . Se resaltan en amarillo las bases que fueron modificadas y en
con el simbolo [J la base adicionada para crear los sitios de restriccion para Hind Ill y BamH |. Se
resaltan en blanco las posiciones de las cajas putativas, de manera que se puede observar cuales
se eliminan con cada delecion.
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Con los 5 oligos disefados y sintetizados se procedié a realizar la amplificacién de
la region intergenica y las deleciones para lo cual, primero se hizo una extraccion de DNA
cromosomal de la cepa NCYC 1354 de S. pombe , para usarlo como molde.

6.5 AMPLIFICACION DE LA REGION INTERGENICA Y DELECIONES DE elF3f

Una vez amplificada la regién intergénica y las deleciones, se revisé que el tamafo
de cada amplificacion fuera el esperado, en un gel de agarosa (Fig. 20). Confirmado el
tamano, se corri6 el total de cada una de las muestras en un gel de agarosa al 0.8% sin
bromuro de etidio, se cortaron las bandas que correspondian a la region intergénica y sus
deleciones y se purificaron con el Kit de purificacion (PROMEGA). Se cuantificé cada una
de las purificaciones para realizar las clonaciones. Ya purificadas las amplificaciones de la
region intergénica y sus deleciones se les realizé una doble digestion (Bam HI y Hind lll),
los insertos ya digeridos, se purificaron a partir de solucion.

Amplificacion de la region Intergénica de elF3f y sus deleciones

i 2 1 2 3 4

500 pb

Carril 1 PM
2 PCR Promotor completo (451 pb)

Carril 1 PM
2 PCR Primera delecion (350 pb)
3 PCR Segunda delecion (235 pb)
4 PCR Tercera delecion (135 pb)

Figura 20. Amplificacién de la regién intergénica de elF3f y sus deleciones. Geles de
agarosa tefiidos con bromuro de etidio que confirman los tamafos esperados en cada una de las
amplificaciones realizadas a través de PCR.

6.6 CLONACION DE LA REGION INTERGENICA Y DELECIONES DE elF3f EN EL
VECTOR Yep 363

Con cada una de las amplificaciones digeridas y purificadas se realizaron
reacciones de ligacion al vector Yep 363 el cual contiene el gen reportero Lac Z,
obteniendo de esta manera cuatro construcciones diferentes: Yep 363 + region
intergénica, Yep 363 + primera delecién, Yep 363 + segunda delecién y Yep 363 +
tercera delecion. Cada una de estas construcciones se clond por separado y se
transformdé por electroporacion en células de bacteria de la cepa de Escherichia coli
(E.coli) electrocompetentes.
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Para la seleccionar las bacterias transformadas con nuestras construcciones, las
cuales otorgaban resistencia a ampicilina a las bacterias exitosamente transformadas, se
crecieron en un medio con este antibidtico, tedricamente todas las colonias que crecieran
en este medio tendrian nuestras construcciones.

Para corroborar que las colonias que crecieron en el medio con ampicilina tuvieran
nuestras construcciones, se realizd PCR de colonia, para evitar falsos positivos de las
colonias que dieron amplificado se les realizé un analisis de restriccion (Figuras 21 a 24).

A) B)

PCR de Colonia Analisis de Restriccion
Carril Carril

_8kb
500 pb
500 pb
Carrill PM Carril1 PM
Carril 2 a 6 Diferentes colonias Carril 2 a5 Colonias sometidas
seleccionadas paraPCR aanalisis de restriccion

Figura 21. PCR de colonia y andlisis de restriccién de las bacterias de E. coli
transformadas por electroporacion con la construccion Yep 363 + la region intergénica. A)
Colonias analizadas por PCR de colonia. B) Analisis de restriccion con las enzimas Bam HI y Hind
Il de las colonias que dieron amplificacion positiva. Se muestra la liberacion de la regién
intergénica del vector, obteniéndose con ello dos fragmentos: uno de 8.4 Kb del vector y otro de
451 pb de la region intergénica.

A) B)
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PCR de colonia Andlisis de Restriccion
' Carril
Ch S 3 4 5
? SR (A QI U L e TR I

500 pb.

Carril1 PM Carrit 1 PN
Carrit 2 310 Diferentescolonias seleccionadas para PCR Carril 2 35 Colonias positivas al PCR de
colonia sometidas a analisis de restriccion

Figura 22. PCR de colonia y analisis de restriccion de las bacterias de E. coli
transformadas por electroporacion con la construcciéon Yep 363 + primera delecion. A)
Colonias analizadas por PCR de colonia. B) Eliminacion de posibles falsos positivos del PCR de
colonia a través de analisis de restriccion con las enzimas Bam HI y Hind lll, fragmentos de 8.4 Kb
correspondiente al peso del vector y 350 pb el tamafio de la primera delecion.

A) B)
PCR de colonia Andlisis de Restriccién
Carril Carril
$ 2 38 S 6 7 8 9 10 1 2 3 4 S 6 7_

500 pb

) . - E Carril 2 a7 Colonias positivasal PCR de colonia
Carrit2 a 10 Diferentes colonias seleccionadas para PCR Sttt & G e bt

Figura 23. PCR de colonia y analisis de restriccion de las bacterias de E. coli
transformadas por electroporaciéon con la construcciéon Yep 363 + segunda delecion. A)
PCR de colonia. B) Las colonias que amplificaron el fragmento de 250 pb del inserto, se les realizd
una extraccion de DNA plasmidico y se hizo un analisis de restriccion con las enzimas Bam HI y
Hind Ill, liberando el inserto del vector; 8.4 Kb del vector y otro de 235 pb de la segunda delecién.
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8kb
500 pb
Carril 1 PM Carrill P
Carril 2 a 8 Diferentes colonias seleccionadas para PCR Carril 2 a4 Colonias positivas al PCR de colonia

sometidas a analisis de restrccion

Figura 24. PCR de colonia y analisis de restriccion de las bacterias de E. coli
transformadas por electroporacion con la construccion Yep 363 + Tercera delecion. A) PCR
de colonia. B) Eliminacion de posibles falsos positivos del PCR de colonia a través de analisis de
restriccién con las enzimas Bam HI y Hind Ill. Fragmentos de 8.4 Kb correspondiente al peso del
vector y 135 pb el tamafo de la tercera delecion. Dado que el tamafio de esta delecion es muy
pequefo y se traslapa con el RNA, fue necesario tratar al DNA plasmidico con RNAsas antes de la
digestion.

6.7 TRANSFORMACION DE TPC1 DE S. pombe CON LAS CONSTRUCCIONES DE
YEp363.

Una vez obtenidas las fusiones traduccionales con la region intergénica y las tres
diferentes deleciones de ésta, se procedié a transformar la cepa TPC1 de S. pombe la
cual tiene auxotrofia a leucina. Las construcciones contienen el gen que complementa la
leucina por los que las células transformadas pueden crecer en un medio carente de este
aminoacido. De esta manera se seleccionaron las transformantes.

6.8 ENSAYO DE [1-GALACTOSIDASA

Al fusionar traduccionalmente (en fase) la region intergénica y las deleciones al
gen de [J-galactosidasa éstas expresan el marcador. Es importante marcar que la
ausencia de un promotor fusionado bajo estas condiciones no expresara el marcador.

La [l-galactosidasa es una enzima que hidroliza [1-D-galactésidos, naturales o
sintéticos como el X-gal dando lugar a un producto de color azul al ser hidrolizados.
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Para corroborar nuestras transformantes en la cepa TPC1 de S. pombe,
realizamos un PCR de colonia, y las colonias que dieron amplificacién positiva fueron las
que se utilizaron para realizar el ensayo de [I-galactosidasa. Cabe mencionar que es
necesario secuenciar cada una de las construcciones obtenidas. Los resultados de los
ensayos antes mencionados se muestran en la Figura 26.

La cepa transformada con la primera delecién aparentemente no presenta
actividad (color azul), pero al hacer un acercamiento se observan algunos puntos de color
azul, lo que indica que solo un pequeno grupo de la poblacion se encuentra expresando el
gen reportero. Mientras que la cepa transformada con la segunda delecion muestra una
alta actividad de [-galactosidasa, todas las células estan expresando el gen reportero.

A)

B)

Figura 25. Ensayo de s -galactosidasa. A) Se muestra “spots” de color azul indicando
actividad de s -galactosidasa en la cepa de S. pombe transformada con Yep 363 + primera
delecion B) Cepa TPC1 de S. pombe transformada con la segunda delecion muestra actividad en
el total de su poblacion de s -galactosidasa.
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Es importante sefalar que los resultados del ensayo de [I-galactosidasa son
cualitativos y preliminares y tendran que confirmarse a través de métodos cuantitativos.
De acuerdo a estos resultados preliminares del ensayo de [1 -galactosidasa la
construccion con la primera delecion (350pb a partir del inicio de traduccion), parece
contener los elementos necesarios para darle a elF3f una expresion especifica, ya que
solo se observan algunos puntos de color azul en el cultivo celular, que corresponden muy
probablemente a las células que se encuentran en la fase G2 temprana, fase a la cual se
encuentra circunscrita la expresion de elF3f. En las células transformadas con la
construccion que tiene la segunda delecion (235pb a partir del inicio de traduccién), se
observa que todas presentan coloracién azul indicando que la regiéon promotora que
contiene esta construccion permite una expresion constitutiva de la [-galactosidasa.

Los resultados antes mencionados sugieren que en la region -235 y -350 pb del
promotor se encuentran elementos represores que le permiten a elF3f una expresion
especifica, debido a que al deletar esta region de 115 pb la expresion de elF3f al parecer
se vuelve constitutiva (Fig. 26). Es importante sefalar que dentro de estos 115pb se
encontraron dos cajas putativas: Tec1p y Fkh1p, esta ultima se ha reportado como un
elemento represor.

AGAATG GTAAATA

Teclp GTAAGA -276 Fkh1p GTAAATA -269

Figura 26. Region de -235 a la -350 de laregion intergénica de elF3f de S.
pombe. Dentro de esta region se localiza Fkh1p un elemento represor.
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CAPITULO VII
DISCUSION

Los datos obtenidos en la curva de crecimiento de S. pombe, nos indican que este
microorganismo tiene una fase logaritmica amplia de aproximadamente 19 horas y una
fase lag de 18 horas. Ademas S. pombe es un eucarionte unicelular que nos permite
obtener datos de manera rapida ya que un experimento de sincronizacion podemos
obtenerlo en 3 horas, mientras que en otros eucariontes como las células humanas son
necesarias 24 horas para obtener este mismo dato. Esta levadura es un sistema en el
cual se pueden alcanzar buenos indices de sincronia, por arriba del 50%, mientras que
en sistemas como células humanas (A549) y células de tabaco (TBY2) hemos alcanzado
indices por debajo del 25%.

Respecto a los genes que son expresados especificamente durante el ciclo
celular, se sabe que los productos de éstos son necesarios en un tiempo en particular.
Por ejemplo la ciclina B es expresada al final de la fase S ya que su producto es
necesario para dar paso a la mitosis. En este trabajo encontramos que la subunidad
elF3f presenta un patron de expresion especifico y circunscrito a la fase G2 temprana;
durante esta fase ocurre un evento importante en S. pombe, que consiste en cambiar su
patréon de crecimiento monopolar a bipolar, incrementando para ello su tasa de
crecimiento y activando genes involucrados en el crecimiento y metabolismo celular como
cig1 (ciclina tipo B), pof6 (esencial para la separacion celular), psui(involucrada en la
sintesis de pared celular) y gpd2 (glicerol-3-fosfato deshidrogenasa) entre otros. (Rustici
et al., 2004)

De acuerdo con el patrén de expresion de elF3f, se puede inferir que la funcién de
este gen es necesaria durante la fase G2 de S. pombe, lo que nos permite sugerir que
elF3f podria estar formando parte de un complejo de elF3 particular requerido para la
traduccion de ciertos mensajeros durante la fase G2 temprana. Por otra parte Zhou y
colaboradores (2005) reportan que la subunidad elF3m de S. pombe al parecer forma
parte del nucleo de elF3, ya que al deletar la funcion de esta subunidad se disminuye la
sintesis global de proteinas en un 80%, pero ademas forma un complejo muy particular
que tiene preferencia por algunos transcritos.

elF3f ala igual que elF3m podria ser parte de un complejo de elF3 muy particular,
involucrado en la traduccion de genes especificos requeridos para el crecimiento y
metabolismo celular que se dan durante la fase G2 temprana y/o podria estar regulando
la velocidad de sintesis de proteinas incrementandola durante esta fase.

Los datos publicados por Zhou y colaboradores (2005) indican que después de 20
horas del silenciamiento de elF3f se abate un 80% la sintesis global de proteinas fenotipo
muy parecido al que ocurre con la subunidad elF3m. Es importante sefialar que este
experimento fue realizado en un cultivo celular asincrénico. Zhou y colaboradoes,
también reporta que elF3f es esencial para S. pombe, ya que al deletar éste gen en
células diploides y posteriormente esporular estas mutantes, la viabilidad de las esporas
fue casi nula.



Los resultados antes mencionados indican la conservacion de la esencialidad del
gen de elF3f para la viabilidad celular ya que tanto en S. pombe como en mamiferos, al
deletar este gen, las células de ambos sistemas no son viables.

Los genes que controlan el ciclo celular aparecieron con las primeras células.
Dada la esencialidad de este gen para la viabilidad celular y su prevalencia en levadura,
plantas, nematodos, insectos y mamiferos. El gen de elF3f pudo haber aparecido en las
primeras células eucaridnticas. Segun la estructura génica y proteica de elF3f, podemos
darnos cuenta que éste gen ha evolucionado, adquiriendo intrones en el gen y dominios
en la proteina. Mientras mas evolucionado es el organismo mas compleja se vuelve la
subunidad elF3f. Ademas de los datos antes mencionados, la esencialidad de elF3f es
sugerida por su prevalencia en los diferentes reinos.

La especializacion de este gen asi como la adquisicion de nuevas funciones a la
par de su evolucion, nos permite sugerir que en un principio la subunidad elF3f pudo
haber sido parte del nucleo funcional de elF3 y con el paso del tiempo esta subunidad se
especializd de tal manera que paso a ser un regulador de elF3 como podria ser el caso
de humano ya que Shi y colaboradores (2006) reportan a elF3f humano como un
inhibidor de la sintesis de proteinas.

Respecto a qué elementos confieren a elF3f el patrén de expresion en la fase G2
temprana, solo podemos inferir, debido a que no se han identificados los elementos que
permiten la expresion ciclo celular especifica en S. pombe.

Los estudios realizados en S. cerevisiae, con el gen de la ciclina CLB2 expresado
en la fase G2/M, muestran que es necesaria la unidon cooperativa de los factores
transcripcionales Fkh2p y Mcm 1p para definir su expresion especifica en esta transicion.
Estudios previos en CLB2, muestran que Fhk1p es requerido para reprimir la expresion
mientras que Fkh2p activa la expresion a los niveles normales de CLB2. (Morillon et al.,
2003)

S. pombe tiene un homdlogo cercano al Fkh2 de S. cerevisiae y al parecer su
funcidn consiste en regular la expresion génica durante el ciclo celular. Varios genes
inducidos durante la mitosis muestran una expresion constitutiva en ausencia de este
elemento; también se ha observado que la expresion basal de genes mitdticos es
incrementada en ausencia de Fhk2, lo que indica que este elemento tiene una funcién
represora de la transcripcion en algunas fases del ciclo celular. Ademas de que la
sobrexpresion de Fkh2 es letal en células silvestres “Wild-type”.

En S. pombe, Bulmer y colaboradores (2004) reportan que Fkh2 regula la
expresion periodica de cdc15 y spol12 durante las fases de M y G1. Rustici y
colaboradores (2004) en sus estudios con cultivos sincronizados identifica 407 genes
expresados periédicamente durante el ciclo celular de S. pombe, de los cuales 147 genes
son expresados durante la fase G2. Este grupo de genes es bastante heterogéneo, con
maximos de expresion en diferentes tiempos durante la fase G2. Cabe destacar que la
mayoria de los genes tienen un maximo de expresion durante la fase G2 temprana.



Los resultados obtenidos en el ensayo de B-galactosidasa sugieren que entre la
region -235 y -350 pb de la regién intergénica, se encuentran elementos represores 6 que
se eliminaron elementos que dan especificidad de expresion a elF3f; debido a que al
deletar la region de 115 pb la expresion de elF3f al parecer se vuelve constitutiva (Fig.
25). Es interesante notar que en la regién -235 a la -350 se encuentran dos cajas
putativas: Tec1p y Fhk1p, esta ultima involucrada en la represion en casi todas las fases
del ciclo celular excepto durante las fases G2 y M en S. cerevisiae.

Wood y colaboradores (2002) reportan que la longitud media de la region
intergénica de los genes de S. pombe es de 450pb. Kim y colaboradores (2004)
encuentra que el gene de la glutation sintetasa un importante antioxidante involucrado en
respuesta a estrés, y que las secuencias que regulan su patron de expresion se
encuentran entre -365 a -234 pb a partir del inicio de la traduccion. El gen que codifica
para la tiorredoxina reductasa, cuya expresion es inducida por estrés oxidativo, contiene
elementos de induccién localizados entre -499 a -186 pb a partir del inicio de al
traduccion (Kang et. al, 2006).

Con los resultados preliminares identificamos que podrian existir elementos entre
la region -253 a -350 pb que regularian el patrén de expresion de elF3f de S. pombe. Es
importante sefialar que dentro de esta regién, como mencionamos anteriormente, se han
encontrado también elementos en otros genes inducibles.

Cabe mencionar que tanto es importante la expresion inducida como la represion,
ya que a través de ésta se impide la funcién de una proteina cuando esta no es
necesaria. El expresar una funcion fuera del tiempo en la cual es requerida puede ser la
diferencia entre los procesos apoptéticos y de division celular. El gen elF3f es esencial
para la viabilidad celular (Zhou et al., 2005) y su producto es requerido en base al patrén
de expresion encontrado en la fase G2 temprana, por lo que la represion de este gen
durante es resto el ciclo celular se vuelve de vital importancia.

Es interesante el hecho de que las cajas que se han reportado para S. cerevisiae
para una expresion especifica durante la fase G2, al parecer no son las mismas que
utiliza S. pombe. Sin embargo hay que considerar que la fase G2 en S. pombe es
totalmente diferente en S. cerevisiae. Durante la fase G2 S.pombe crece a diferencia de
S. cerevisiae la cual aumenta su biomasa en la fase G1. Otra diferencia importante es la
duracion de esta en cada levadura: en S. pombe ocupa el 70% de su ciclo celular, por lo
que los genes que se expresan en esta fase se subdividen en fase G2 temprana, media y
tardia mientras que en S. cerevisiae la fase G2 no ocupa ni un 15% de su ciclo celular.

Por lo antes mencionado, no es dificil suponer que la regulacion transcripcional en
S. pombe sea diferente a S. cerevisiae. Los datos de Rustici y colaboradores (2004)
también nos siguieren esto y ademas que existe un campo virgen en el cual explorar
respecto a la regulacion transcripcional durante la fase G2 en S. pombe.



CAPITULO VI
CONCLUSION

De los resultados obtenidos en este trabajo se puede concluir que la subunidad elF3f de
S. pombe presenta un patréon de expresion especifico que se encuentra circunscrito a la
fase G2 temprana del ciclo celular.
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