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Resumen

Las adeninas rio abajo del codon de inicio promueven la sintesis de proteinas,
al incrementar la afinidad del ARN mensajero con la subunidad ribosomal 30S.
La proteina ribosomal S1 parece ser responsable de ésta afinidad, ya que
dota a la subunidad 30S con una actividad de chaperona de ARN la cual es
esencial para el acoplamiento y desdoblamiento de ARNs mensajeros; asi
como para posicionar correctamente el codon de inicio dentro del canal de

decodificacion.

Con la finalidad de analizar la afinidad de union de la proteina S1 con ARNs
mensajeros sintéticos ricos en adeninas, uracilos o guaninas, y los dominios
involucrados, se analizo la interaccion de la proteina S1 silvestre y diferentes
mutantes con éstos mensajeros. Se obtuvieron, mediante PCR, mutantes de
la proteina S1 que carecen de los dominios 1, 1-2, 1-3y 6 Yy se analizo, por
medio de ensayos de retardamiento, su interaccion con ARNs mensajeros

ricos en adeninas, uracilos o guaninas.

Los resultados mostraron que la afinidad de union de S1 silvestre y mutantes
fue mayor con los ARNs mensajeros ricos en adeninas, seguido por uracilos y
guaninas. Adicionalmente, los resultados indicaron que los dominios 1-3 de S1

son esenciales para la union de todos los ARNs mensajeros probados.



Abstract

Adenines downstream of the start codon enhance protein synthesis by
increasing the affinity of the messenger RNA with the 30S ribosomal subunit.
Ribosomal protein S1 seems to be responsible for this affinity because it
endows the 30S subunit with an RNA chaperone activity that is essential for
the docking and unfolding of structured mRNAs and to position the initiation

codon inside the decoding channel correctly.

To analyze the binding affinity of S1 protein with adenine-, uracil- and guanine-
rich synthetic mMRNAs, and the domains involved, the interaction of S1 WT and
mutants with these messengers was tested. S1 mutants lacking domains 1, 1-
2, 1-3 and 6 were obtained by PCR and their interaction with adenine-, uracil-
and guanine-rich mRNAs was analyzed by Electrophoretic Mobility Shift

Assays.

The results showed that the binding affinity of S1 WT and mutants was higher
with adenine-rich mRNAs followed by those rich uracils and then those with
guanines. In addition, the results indicated that domains 1-3 of S1 are essential
for the binding of all the mRNAs tested.



Introduccion

1. Inicio de la traduccidon en bacterias

El “flujo de la informacién genética”, transcurre a través de los procesos de
replicacion, transcripcion y traduccion. La molécula generada en cada etapa
aporta la informacién necesaria para la sintesis de la siguiente molécula
(Luque y Sanchez, 2001).

El proceso de sintesis de proteinas, es muy similar en todos los reinos
(Gualerzi, et al., 2000; Laursen, et al., 2005), dentro de la maquinaria celular
gue también es altamente conservada (Kozak, 1983). Dicho proceso toma
lugar en el ribosoma y comprende cuatro etapas: inicio, elongacion,
terminacion y reciclamiento (Gualerzi, et al., 2000; Laursen, et al.,, 2005). En
el inicio de la traduccién, los pasos que preceden a la formacion del primer
enlace peptidico tienen notables diferencias entre procariotas y eucariotas
(Kozak, 1983).

El inicio de la traduccion es de suma importancia, debido a que es el paso
limitante para la sintesis de proteinas (Ray y Pearson, 1975). Esta fase es
promovida por tres factores de inicio: IF1, IF2 e IF3 (Shine y Dalgarno, 1974)
e involucra el reconocimiento y unién de la subunidad 30S al sitio de union al
ribosoma (RBS, por sus siglas en inglés) del mMRNA, con el fin de seleccionar
el codon de inicio apropiado (Gualerzi, et al., 2000). Dentro del sitio de unién
al ribosoma se encuentra una secuencia rica en pirimidinas denominada
Shine-Dalgarno (SD) cerca de 6 a 9 nucledétidos (nt) rio arriba del codon de
inicio de la traduccion, con una region espaciadora de 3 a 12 nucleétidos entre
éste codon y la secuencia Shine-Dalgarno (Gold, 1989; Ringquist, et al., 1992),
la cual interactta con la secuencia anti-SD en el extremo 3’ del RNA ribosomal

(rRNA, por sus siglas en inglés) 16S (Shine y Dalgarno, 1974).

Es fundamental que los elementos del mMRNA, los factores de inicio (IF1, IF2 e
IF3) y el formil-metionil RNA de transferencia (fMet-tRNA™eY) trabajen en

conjunto con los ribosomas para que se lleve a cabo la traduccién.



1.1 Ribosomas

El ribosoma es la ribozima mas grande y compleja que se ha encontrado en la
naturaleza. En bacterias, consta de dos subunidades de distinto tamafo; una
subunidad pequefia 30S y una grande 50S. Estas se ensamblan durante el
inicio de la traduccidn y tienen una tasa de sedimentacion de 70S (Condon, et
al., 1995).

En E. coli, un tercio de la masa del ribosoma consiste en proteinas y dos tercios
consiste en rRNA (Schuwirth, et al., 2005). La subunidad 30S, esta compuesta
por 21 proteinas y un rRNA de 1542 nucleétidos que sedimenta a 168S.

Por otra parte, la subunidad ribosomal 50S, se compone de 33 proteinas y dos
rRNAs que contienen alrededor de 120 y 2900 nucledtidos; los cuales

sedimentan a 5S y 23S, respectivamente (Noller y Nomura, 1996).

Las subunidades ribosomales llevan a cabo distintas funciones durante la
sintesis de proteinas, la subunidad ribosomal interacciona con el mRNA
durante el inicio de la traduccion y decodifica el mensaje (Gualerzi, et al.,
2000), ya que contiene el centro de decodificacion el cual se asegura que el
tRNA con el anticoddén correcto este unido al ribosoma y se aparee con el
coddén del mRNA. Por otro lado, la subunidad grande cataliza la formacion del
enlace peptidico (Moore y Steitz, 2003) mediante el centro de peptidil-

transferasa (PTC, por sus siglas en inglés).

La funcién y calidad de los ribosomas determinan la eficiencia de traducccion.
La célula no solo necesita la cantidad correcta de ribosomas, sino que ademas
aguellos ribosomas producidos deben funcionar correctamente (van de Peer
et al., 1999). Ademas, el ribosoma, cuando esta correctamente ensamblado,
es resistente a la actividad de nucleasas y es utilizado durante muchos ciclos

de traduccion (Kaczanowska y Rydén-Aulin, 2007).



1.1.1 Subunidad ribosomal 50S

En la subunidad ribosomal grande 50S (Fig. 1B), la estructura secundaria del
rRNA 23S puede ser subdividida en seis dominios (Noller, et al., 1981) y el
rRNA 5S es considerado el séptimo dominio de las subunidades (Steitz y
Moore, 2003). El rRNA 5S y los seis dominios de estructuras secundarias del
rRNA 23S, tienen formas complejas y complicadas que encajan entre ellas
para producir una masa de RNA compacta. Sin embargo, el rRNA 5S y 23S
no interactian extensamente el uno con el otro (Ban, et al., 2000; Harms, et
al., 2001).

La actividad enzimatica central de la subunidad 50S, el centro de peptidil-
transferasa (PTC), esta ubicada en el domino V. Existen 15 proteinas que
interactian con este dominio pero ninguna fraccidon proteica es observable
dentro de aproximadamente 18 A de la PTC lo que significa que el ribosoma
es una ribozima (Nissen, et al., 2000). El tinel de salida del polipéptido
comienza justo abajo del PTC y provee un pasaje estable para el polipéptido
naciente a través de la subunidad al lado citoplasmatico de la subunidad 50S.
Este tinel tiene una longitud aproximada de 100 A y hasta 25 A de diametro,

ademas esta formado en gran medida por RNA (Nissen, et al., 2000).

La mayoria de las proteinas ribosomales de la subunidad 50S se encuentran
situadas en la superficie exterior, mientras que el interior es pobre en proteinas
(Ban, et al., 2000; Harms, et al., 2001).

1.1.2 Subunidad ribosomal 30S

En la subunidad ribosomal 30S (Fig. 1A), el rRNA 16S puede dividirse en
dominios terciarios los cuales son responsables de la forma global de la
subunidad pequefa. El dominio 5’ del rRNA 16S forma el cuerpo, el dominio
central forma la plataforma y el dominio 3’; el cual se subdivide en un dominio
mayor 3’ que forma la cabeza (Yusupov, et al., 2001) y un dominio menor 3’

gue consiste en dos hélices en la superficie de la subunidad (hélice 44 y 45).



Las proteinas ribosomales de la subunidad 30S principalmente se concentran
en la parte superior, algunas otras se localizan en la periferia de la interfaz lo
que les permite hacer contacto con la subunidad 50S (Wimberly, et al., 2000).

El entorno de la plataforma consiste de diversas proteinas ribosomales
esenciales, llamadas S1, S2, S7, S11y S18 (Yusupova, et al., 2001; Marzi, et
al., 2007; Sengupta, et al., 2001). Entre estas, S1 es una proteina ribosomal
atipica debido a que es la mas grande y acida, ademas de que esta débilmente

y no siempre asociada con la subunidad 30S (Subramanian y van Duin, 1977).
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Figura 1. Estructuras terciarias de las subunidades 30S (A) y 50S (B), vistas desde el
lado de la interfaz las proteinas ribosomales se muestran como cintas azules y el
rRNA se muestra como esferas gris trasllcido. Las caracteristicas importantes estan

etiquetadas. Imagen adaptada de (Kaczanowska y Rydén-Aulin, 2007).



1.1.2.1 Proteinaribosomal S1

S1 es una proteina acida de unién a RNA (Draper y van Hippel, 1978)
codificada dentro del gen rpsA (Sorensen, et al., 1998). Es la proteina
ribosomal mas grande de la subunidad 30S, consiste de 557 aminoacidos con
seis motivos repetidos “Dominios OB” (Fig.2) (Duval, et al., 2013) y tiene un
peso de 61 kDa (Giorginis y Subramanian, 1980). Se encuentra, aunque no
siempre, débilmente asociada con la subunidad 30S en la region de la
plataforma (Fig.3) (Subramanian y van Duin, 1977).
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Figura 2. Dominios de la proteina ribosomal S1. Informacién obtenida de (Dreyfus, M.
1988; Condon, C. 2003; Diwa et al., 2002).

Figura 3. Ubicacion de la proteina ribosomal S1 en la subunidad 30S. Imagen
modificada de (Sengupta, et al., 2001; Duval, et al., 2013).



1.1.2.1.1 Dominios OB

Los dominios OB (Oligonucleotide/Oligosaccharide-Binding) son motivos
estructurales compactos, nombrados por sus propiedades de union de
oligonucledtidos/oligosacaridos. Las proteinas que contienen este motivo
estan involucradas, casi en su mayoria, en procesos que requieren la
manipulacion de DNA o RNA de cadena sencilla (ssDNA/ssRNA, por sus
siglas en inglés). La presencia de dominios OB en muchas proteinas les
permite participar en diferentes proceso como replicacién, recombinacion y
reparacion de DNA, asi como para la transcripcion, traduccion, respuesta a

choque frio y mantenimiento de la telomerasa (Theobald, et al., 2003).
1.1.2.1.1.1 Caracteristicas de los dominios OB

Los dominios OB (Fig.4) consisten de dos laminas 3 antiparalelas, con dos o
tres cadenas donde la cadena 1 es compartida por ambas laminas. Tienen una
longitud entre 70 y 150 aminoacidos. La variabilidad en la longitud de estos
dominios es principalmente debido a diferencias en la longitud de sus asas,

las cuales son estructuras secundarias bien conservadas.

Estos motivos son comunes como dominios de reconocimiento para acidos
nucléicos en proteinas grandes que frecuentemente oligomerizan (Murzin,
1993). Ciertas caracteristicas de unién del ligando estan conservadas entre
complejos OB-DNA, incluyendo la localizacion de la superficie de unién, la
polaridad del acido nucléico con respecto al dominio OB, y particularmente las
interacciones entre acido nucléico-proteina comunmente utilizadas para
reconocimiento de acidos nucleicos de cadena sencilla inusualmente
estructurados (Theobald, et al., 2003).
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Fig.4 Dominios OB candnicos. Imagen adaptada de (Theobald, et al., 2003).

1.2 Efecto de los codones ricos en adeninas cercanos al

codén de inicio

Analisis estadisticos de los sitios de inicio de la traduccion en E. coli han
revelado que la region rio abajo del codon de inicio de muchos genes contiene
secuencias ricas en adeninas (Rudd y Schneider, 1994). En un estudio de las
secuencias de nucleottidos de los ORFs de E. coli se observé una tendencia
en la cual AAA y AAU son los codones que aparecen con mayor frecuencia en
la segunda posicion, y que dichos codones estan relacionados con una alta
eficiencia de la traduccién (Sato, et al., 2001). Debido a esos estudios se ha
propuesto que las secuencias ricas en adeninas incrementan la eficiencia de
la traduccion en E. coli, como lo ha demostrado el aumento en la expresion de
los genes del interferon gama humano y del cloranfenicol acetiltransferasa
(CAT) después de incrementar el contenido de adeninas en la region rio abajo
del codon de inicio (Chen, et al., 2004).

Secuencias ricas en adeninas rio abajo del coddn de inicio, pueden contribuir
significativamente a la union del ribosoma y a la expresion del mensajero en
E. coli (Brock, et al., 2007). Estas secuencias favorecen la expresion del
mensajero incluso en ausencia de Shine-Dalgarno (Zamora-Romo, et al.,
2007).



Los multimeros de CA rio abajo del coddn de inicio del mensajero promueven
su unién con el ribosoma asi como la traduccion de éste, aunque en este
trabajo no queda claro si las citosinas juegan algun papel en este efecto

(Martin-Farmer y Janssen, 1999).

Los codones ricos en adeninas producen un incremento en la union del mRNA
al ribosoma in vivo, incluso en ausencia de la secuencia SD y otras sefiales de
traduccion contenidas dentro de la region 5"UTR, favoreciendo su integridad
al quedar protegido de la degradacion (Martin-Farmer y Janssen, 1999). En
concordancia con esto, otras investigaciones han reportado que la substitucion
de bases que disminuye las adeninas rio abajo en uno o dos nucleétidos y
aumenta las guaninas y/o citocinas en las secuencias codificantes de los
genes aroL, pncB y cysJ de E. coli, disminuye significativamente su expresion
y la afinidad del transcrito correspondiente por el ribosoma. (Brock, et al.,
2007).

Sin embargo, cuando las adeninas forman parte de codones raros (AGA,
AGGQG), y la poza de tRNAs especificos es reducida, la sintesis de proteina es
inhibida debido a pausas ribosomales sobre los codones cuyo tRNA es escaso

y a la acumulacion de peptidil tRNA (Jacinto-Loaeza, et al., 2008).
Antecedentes

El evento mas critico en el inicio de la traduccién involucra el reconocimiento
y union de la subunidad 30S a la region de inicio de la traduccion en el mMRNA,

para seleccionar el codon de inicio apropiado (Gualerzi, et al., 2000).

Evidencia experimental muestra, mediante un ensayo de transcripcion-
traduccion in vitro (Fig. 5) para el cual se hicieron construcciones del
mensajero de lacZ en los codones 2 y 3, que al aumentar el contenido de
adeninas en dichos codones se incrementa la sintesis de p-galactosidasa. Este
incremento en la sintesis de proteina esta correlacionado con una mayor
afinidad del mensajero por la subunidad 30S al aumentar el contenido de

adeninas rio abajo del codon de inicio (Fig. 6) (Castillo-Méndez, et al., 2012).

10



Asi, estos autores plantean que las adeninas regulan la traducciéon en dos

etapas: 1) durante el inicio de la traduccién, potenciando la afinidad del mMRNA

con los ribosomas, 2) Durante la elongacion temprana, debido a que éstos

codones son facilmente decodificados, siempre y cuando la poza de tRNA no

esté limitada.

B-gal =

GGG

2-3 lacZ constructs

AGG AGA AUA

I

1464

[ 217

| 12wz | 1763 | 22036 | 22827 |

Fig.5 Efecto de las adeninas rio abajo del codén de inicio en la sintesis de proteina.

Imagen modificada de (Castillo-Méndez, et al., 2012).
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Fig.6 Codones con un mayor nimero de adeninas aumentan la unién de mRNA de

lacZ a la subunidad 30S. Imagen modificada de (Castillo-Méndez, et al., 2012).

Sin embargo, no se sabe si esta mayor afinidad es debida a la interaccion del

mensajero con RNA ribosomal o con proteinas ribosomales. Se han descrito

diversas funciones de la proteina ribosomal S1 que tienen que ver con su unién

a RNA, por lo que S1 es una excelente candidata a participar en dicha

interaccion.

11



Se conoce que la proteina ribosomal S1 puede actuar como factor
traduccional, favoreciendo la traduccion tanto de mensajeros que contienen
Shine-Dalgarno, como de mensajeros sin esta secuencia. Asi mismo, se sabe
que la sobreexpresion de S1 esta relacionada con un aumento en la vida media
del mensajero, mientras que su eliminacion tiene el efecto contrario (Boni et
al., 1991; Braun et al., 1998; Wagner et al., 1994. Coburn et al., 1999).
Recientemente, S1 se ha implicado, aunque con funciones auxiliares, en trans-
traduccion [Componente clave de multiples vias de control de calidad en las
bacterias que aseguran que las proteinas se sintetizan con alta fidelidad, se
lleva a cabo por un complejo de ribonucleoproteina compuesta de tmRNA y la
proteina SmpB.] (Saguy, et al., 2007; Keiler, ) y en la modulaciéon de la
eficiencia de la traduccion (Sukhodolets, et al., 2006). S1 se sabe que funciona
principalmente en el inicio de la traduccion, aunque es también un componente
de la polimerasa de RNA dependiente de RNA del fago QB y se ha reportado

que funciona como helicasa y un anti-terminador (Subramanian, 1983).

Cifuentes y colaboradores sugieren que al aumentar el contenido de adeninas
o uracilos rio abajo del cod6n de inicio se incrementa la unién de los
mensajeros con la subunidad 30S por medio de la proteina ribosomal S1 (Fig.
7) (Cifuentes, et al., 2013).

Lo anterior sugiere la participacion de la proteina S1 en la formacion del
complejo ternario, sin embargo se desconoce qué dominios de la proteina S1
son los que patrticipan en dicha formacion cuando se tienen mensajeros ricos

en adeninas o uracilos rio abajo del codén de inicio.

12
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Fig.7 RNAs mensajeros ricos en adeninas y uracilos rio abajo del codon de inicio,
aumentan su unién a la subunidad 30S por medio de la proteina ribosomal S1. Imagen
modificada de (Cifuentes, et al., 2013).

Actualmente, se sabe que los tres primeros dominios de la proteina S1 dotan
a la subunidad 30S con una actividad de chaperona de RNA que es esencial
para el acoplamiento y desdoblamiento de mRNAs estructurados, y para el
correcto posicionamiento del codon de inicio dentro del canal de
decodificacion, al cual provee una actividad de fusion de RNA . Sin embargo,
S1 no es requerida por todos los mRNAs y actia de forma distinta
dependiendo del tipo de elementos regulatorios presentes en un mRNA
(Duval, et al., 2013). Estos autores, proponen un modelo en el que explican el
efecto de las variantes de S1 (deleciones de los dominios de S1) en la uniény
formacién del complejo de inicio de la traduccién (Fig. 8), mediante un proceso
de dos pasos: el primero conlleva la interaccion del mensajero con la
subunidad 30S y el segundo implica el desdoblamiento del RNA para su

posterior acomodamiento dentro de la subunidad pequefia.

El objetivo de este trabajo fue analizar la interaccion de las mutantes de la
proteina S1 con mMRNASs ricos en adeninas, guaninas, citosinas o uracilos rio

abajo del codon de inicio.
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Fig.8 Efecto de las variantes de S1 en la unién y formacién del complejo de inicio de

la traduccion. Modificada de (Duval, et al., 2013).
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Justificacioén

El inicio de la traduccion es el paso determinante de la sintesis de proteinas.
La interaccion del mensajero con el ribosoma es esencial en esta etapa,
debido a que se ha observado una reduccion en la sintesis de proteinas
cuando estas interacciones son débiles o nulas. Diversos estudios indican que
un aumento en el contenido de adeninas o uracilos rio abajo del codon de
inicio incrementan la eficiencia de la traduccién. La proteina ribosomal S1 es
una excelente candidata a contribuir en la interaccion del RNA mensajero con
el ribosoma a través de su union a éstas regiones, ademas de funcionar como
proteina de anclaje en la formacion del complejo ternario de mensajeros

estructurados.

Por lo tanto, el analisis de la interaccion de la proteina ribosomal S1 y los
MRNAs ricos en adeninas o uracilos rio abajo del coddn de inicio, contribuira
a entender los mecanismos por los cuales dichas regiones promueven la
sintesis de proteinas.

Hipotesis

Los dominios del extremo N-terminal 1-3 de la proteina ribosomal S1 participan

en la interaccion con mMRNAS ricos en adeninas o uracilos.
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Objetivos

Objetivo general

Determinar el papel de los dominios del extremo N-terminal 1, 2 y 3 de la
proteina ribosomal S1 en la interaccion entre RNAsS mensajeros ricos en

adeninas o uracilos.

Objetivos especificos

1. Obtener mutantes de la proteina ribosomal S1 con deleciones de los
dominios 1,1-2, 1-3 y 6.
Purificar las mutantes de la proteina ribosomal S1.

3. Evaluar la interacciéon de las mutantes de la proteina ribosomal S1 con

MRNAS ricos en adeninas, guaninas o uracilos.
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Materiales y métodos

I. Cepas

Se utilizaron las cepas de Escherichia coli DH5a y C600. Las
caracteristicas de estas cepas se encuentran en la Tabla 10.

[I. Plasmidos

Se usé el vector de transicion pJET1.2 para clonar las secuencias
codificantes del gen rpsA y sus variantes, asi mismo se utilizo el plasmido de
expresion pProEX-1 para subclonar las mismas. Las caracteristicas de
ambos plasmidos se encuentran en la Tabla 11 (La expresion del plasmido
pProEX-1-S1 vy su variantes en DH5a estuvo bajo el control del promotor ptac,
inducible por IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosido, SIGMA).

lll.  Preparacion de células competentes DH5a

A. Obtencion con CaCl»

Las células DH5a se crecieron durante toda la noche a 37°C en 5 ml de
medio LB. El cultivo se diluy6 1:100 en 100 ml de medio LB, pre-incubado
a 37° durante 30 minutos, y se crecieron a 37°C hasta alcanzar una
densidad optica (D.O.) a 600nm de 0.6-0.9. Las células se recuperaron
mediante centrifugacion a 7000 rpm por 10 minutos a 4°C, se descart6 el
sobrenadante y se resuspendieron en 20 ml de CaCl 0.1 M; éste
procedimiento se repitié utilizando 15, 10 y 5 ml de CaCl2 0.1
M. Posteriormente se realizé una ultima centrifugacion a 7000 rpm durante
10 minutos a 4°C, se desecho el sobrenadante y se resuspendié el
pellet, manteniéndolo en hielo, en 2.5 ml de CaCl2 0.1 M y 250 ul de
glicerol estéril. Por dltimo, la suspension de células se dividid en
alicuotas de 100ul y se congelaron inmediatamente en hielo seco con

metanol. Finalmente se almacenaron a -70°C.
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B. Obtencion con TFB

Las células DH5a se crecieron durante toda la noche a 37°C en 5 ml de
medio LB. El cultivo se diluy6 1:100 en 100 ml de medio LB, pre-incubado
a 37° durante 30 minutos, y se crecieron a 37°C hasta alcanzar una
densidad optica (D.O.) a 600nm de 0.4-0.6. Las células se recuperaron
mediante centrifugacién a 3000 rpm por 10 minutos a 4°C, se descarto el
sobrenadante, se resuspendieron en 10 ml de TFBI y se incubaron en hielo
durante 10 minutos. Posteriormente se realizdé una ultima centrifugacion a
3000 rpm durante 10 minutos a 4°C, se desecho el sobrenadante y se
resuspendié el pellet, manteniéndolo en hielo, en 4 ml de TFBII.
Por ultimo, la suspension de células se dividio en alicuotas de 100 ul y se
congelaron inmediatamente en hielo seco con metanol. Finalmente se

almacenaron a -70°C.

IV. Disefio de oligonucleétidos

Las caracteristicas de los oligonucle6tidos que se utilizaron en este proyecto

se encuentran en las Tabla 12.

V. Amplificacion de las secuencias codificantes del gen rpsAy

sus variantes

Para amplificar el gen rpsA y sus deleciones se utilizé la enzima Tag DNA
polimerasa (New England Biolabs) y los oligonucleétidos forward y reverse
mencionados en la tabla 12. Esta enzima posee la actividad de DNA
polimerasa 5°—3" y 5 endonucleasa, por lo que generd extremos cohesivos
en los productos de amplificacién. Las condiciones que se usaron para cada

una de las reacciones de amplificacion fueron:
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Tabla 1. Cantidad de reactivos utilizados en la mezcla de reaccion de PCR.

Reactivo Cantidad
10X Standard Taq Reaction Buffer 2.5 pl

2.5 mM dNTPs 2 ul

10 uM Forward Primer 0.5 ul

10 uM Reverse Primer 0.5 ul
Taq DNA Polymerase 0.125 pl
Template DNA [<1000 ng] 1l

H20 Milli-Q® 18.375 pl
Total volume 25 pl

Tabla 2. Condiciones del programa de amplificacion de PCR.

Temperatura Tiempo No. Ciclos

95 °C 5 min 1X
95 °C 30s 30X
65 °C 30s

68 °C 2 min

68 °C 10 min 1X
4°C o0

VI. Clonacién en el vector transitorio pJET1.2/Blunt

Los productos de PCR obtenidos de la amplificacién del gen rpsA y sus
variantes se limpiaron por columna con el “QlAquick® Gel Extraction Kit
(250)”. Las condiciones de reaccion para clonar en el vector pJET1.2, se
modificaron con respecto a las indicaciones del “CloneJET™ PCR Cloning
Kit” para la obtencion de mayor niumero de clonas transformadas. Se
generaron extremos romos incubando a 70 °C por 5 minutos de acuerdo a las

condiciones siguientes:
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Tabla 3. Condiciones para generar extremos romos en los productos de PCR.

Reactivo Cantidad

2X Reaction Buffer 10 pl
DNA Blunting Enzyme 1l
Purified PCR product 2 pl
H20 Milli-Q® 5 pl
Total volume 18 ul

Una vez que se obtuvieron los productos de PCR con extremos romos, las
mezclas se mantuvieron en hielo y se clonaron en pJET1.2 adicionando los

reactivos siguientes, para obtener un volumen final de 20 ul por muestra:

Tabla 4. Condiciones de reaccién de la mezcla de ligacion de los productos de
PCR enpJET1.2.

Reactivo Cantidad

pJET1.2 Blunt Cloning Vector 1l
T4 DNA Ligase (New England Biolabs) | 1 pl

Total volume 20 ul

Posteriormente se homogeneizaron las mezclas de ligacion, se incubaron a
22 °C durante 30 minutos y se transformé todo el volumen de cada una de

las ligaciones (20 ul) en células DH5a.
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VIl. Seleccion de clonas candidatas mediante obtencion de
plasmido y PCR
A. Cultivo de cepas y obtencién de DNA plasmidico

Se seleccionaron 2 candidatas de cada placa de células DH5a
transformadas con S1 y sus variantes, para resembrarlas 3 veces en placa
de LBA™P0 Se seleccion6 una candidata purificada de cada placa
de LBAMPI0 vy se inocularon cultivos de 5 ml de LBA™P1%0 para cada una,
se incubaron durante toda la noche a 37°C. Al dia siguiente, se extrajeron
los plasmidos con “Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System” y
se cuantificaron con “NanoDrop 2000c (Thermo SCIENTIFIC)”.
B. Amplificacion de las candidatas clonadas en pJET1.2/Blunt

Las candidatas clonadas en pJET1.2 se amplificaron con la enzima Tag DNA
polimerasa (New England Biolabs) y los oligonucledtidos forward y reverse
mencionados en la tabla 13. Esta enzima posee la actividad de DNA
polimerasa 5°—3" y 5 endonucleasa, por lo que generd extremos cohesivos
en los productos de amplificacion. Las condiciones que se usaron para cada

una de las reacciones de amplificacion fueron:

Tabla 5. Cantidad de reactivos utilizados en la mezcla de reaccion de PCR.

Reactivo Cantidad

10X Standard Taq Reaction Buffer 2.5 pl
2.5 mM dNTPs 2 ul

10 uM Forward Primer 0.5 ul

10 uM Reverse Primer 0.5 ul
Tag DNA Polymerase 0.125 pl
Template DNA [<1000 ng] 1 pl

H20 Milli-Q® 18.375 pl
Total volume 25 pl
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Tabla 6. Condiciones del programa de amplificacién de PCR.

Temperatura Tiempo No. Ciclos

95 °C 5 min 1X
95 °C 30s 30X
60 °C 30s

68 °C 2 min

68 °C 5 min 1X
4°C o0

C. Secuenciacién de candidatas en pJET1.2/Blunt

De las candidatas amplificadas, se seleccion6 una por cada mutante de S1.
Dichas candidatas se secuenciaron utilizando el “BigDye® Terminator v3.1
Cicle sequencing Kit” y posteriormente los productos de reaccién se
precipitaron. Finalmente se analizaron en “310 Genetic Analyzer Applied
Biosystems” en la Unidad de Acidos Nucleicos del Departamento GBM.

D. Precipitacion de la reaccion de secuenciacion

A los tubos de la reaccién de secuenciacion se les di6 un spin y se paso la
reaccion a tubos Eppendorf de 1.5 ml. Se adiciond 5 pl de EDTA 125 mMy 60
ul de etanol al 100%, se mezcld muy bien la reaccion y se incub6 a temperatura
ambiente por 15 minutos (manteniendo cubiertos los tubos con papel
aluminio). Posteriormente, se centrifugd a 10,000 rpm durante 30 minutos a
4°C e inmediatamente se elimin6 el sobrenadante. Se adicionaron 60 ul de
etanol al 70% y se centrifugé nuevamente a 10,000 rpm durante 10 minutos a
4°C. Finalmente, se eliminé cuidadosamente el sobrenadante, se secoé en el
generador de vacio por 5 minutos, envolviendo los tubos de reaccion con papel

aluminio y se guardé a -20°C.
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VIIl.  Subclonacion en pProeEX-1
A. Restriccion de clonas candidatas de pJET1.2/Blunt que
contienen el gen rpsA silvestre o mutante, con las enzimas
EcoRIy BamHI

El DNA plasmidico de las mutantes rpsAAG, rpsAA1-2 y rpsAA1-3 en pJET1.2
y el plasmido pProEx-1 que anteriormente se extrajeron con “Wizard® Plus SV
MiniprepsDNA Purification System”, se restringieron utilizando las enzimas
EcoRI y BamHI; incubandose durante 2 horas a 37°C. En el caso de la mutante
S1A1, producto de la amplificacion del gen rpsAA1, ésta se incubo durante 4
horas a 37°C y posteriormente a 4°C toda la noche. Las condiciones utilizadas

para dichas restricciones se describen en la tabla siguiente:

Tabla 7. Condiciones de restriccion de pJET1.2-variantes de S1y pProEx-1.

Reactivo pJET- pJET- pJET- S1A1 pProEX-1
S1A6 S1A12 S1A13

DNA 3ul 16 pl 16 pl 16 pl 10 pl

EcoRl 1l 1 pl 1l 1u 1

BamHI 1l 1l 1l 1u 1l

Buffer 4 2 pl 2 pl 2ul 2 ul 2 ul

H20  Milli- | 13 pl - - - 6 ul

Q®

Total 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl

volume

Las mutantes y el vector pProEX-1 restringidos se corrieron en un gel de
agarosa al 0.9% y posteriormente se limpiaron por columna con el “QlAquick®
Gel Extraction Kit (250)".
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B. Ligacién de los insertos de las mutantes de S1 a pProEX-1

Se incubaron los insertos correspondientes a cada mutante de S1 con el vector
pProEX-1 restringido durante toda la noche a 4°C, de acuerdo a la siguiente

tabla:

Tabla 8. Condiciones de ligacion de pProEx-1-variantes de S1.

Reactivo S1A6, S1A12 S1A1
y S1A13

Insert 13 ul 3.43 ul
Vector 3.5ul 1p
T4 DNA ligase 2 ul 1l
Buffer
T4 DNA ligase 0.2 ul 1p
enzyme
H20 Milli-Q® 1.3 pl 3.57 ul
Total volume 20 pl 10 pl

En el caso de la mutante S1A1, ésta se utilizé en una relacion 5:1 (inserto:
vector), se incubd durante 3 horas a temperatura ambiente y posteriormente a
4°C toda la noche. Una vez ligada cada mutante de S1 al vector de expresion
se transformaron en células DH5a. Posteriormente, se seleccionaron 2 clonas
candidatas de cada variante de S1 de acuerdo al protocolo descrito en la

seccion VI, inciso A.

C. Restriccion de clonas candidatas de pProEX-1 con las

enzimas EcoRIl y BamHI

El DNA plasmidico de las mutantes S1A1, S1A6, S1A1-2 y S1A1-3 en pProEx-
1 que se obtuvo previamente, se restringié utilizando las enzimas EcoRI y
BamHI. Se incubaron las muestras durante 2 horas a 37°C de acuerdo a la

tabla siguiente:
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Tabla 9. Condiciones de restriccién de pProEx-1-variantes de S1.

Reactivo Cantidad

DNA 10 pl
EcoRl 1l
BamHI 1l
Buffer 4 2 ul

H20 Milli-Q® | 6 pl

Total volume | 20 pl

Finalmente, las clonas candidatas para cada variante de S1 se secuenciaron

de acuerdo al protocolo descrito en la seccion VII, incisos C y D.

IX. Expresién de las variantes de la proteina S1
A. Induccion de clonas con IPTG

Se inocularon alicuotas de 5 ml de LBA™% con una colonia candidata
transformada con alguna de las construcciones (pProEx-1/S1A1, pProEx-
1/S1A6, pProEx-1/S1A1-2 y pProEx-1/S1A1-3). Se crecieron a una densidad
Optica de 0.6 y se indujeron durante 1 hora con IPTG de manera que
cada cultivo inducido tuviera IPTG a una concentracién de ImM/ml (3 mM/ml
en el caso de la mutante S1A6). Se tomd 1 ml de cada cultivo y se empastillé
a 9000 x g durante 10 minutos a 4°C. Se descarto el sobrenadante y la

pastilla se procesé para identificar la proteina.

B. Analisis de la expresion de las variantes de S1

Cada pastilla celular del paso anterior se resuspendié en 50 pl de buffer de
carga (adicionado con B-mercaptoetanol), se calentaron 5 minutos a 94°C y
se enfriaron en hielo durante 3 minutos. Posteriormente, se centrifugaron a
10,000 x g por 10 minutos a 4°C. Se cargaron ~40 pl de sobrenadante en

el gel de electroforesis de poliacrilamida desnaturalizante al 12.5%.
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Una vez cargadas las muestras, se corrio el gel a 70 volts hasta que el
colorante lleg6 al final del gel. Inmediatamente después el gel se equilibro
con buffer de transferencia y se transfirio, en himedo, a una membrana de
PVDF durante toda la noche a 4°C y 15 volts. Al dia siguiente, se verifico que
hubiera transferencia tifilendo la membrana con rojo de Ponceau y
destifiéndola con agua destilada. Para la deteccion de la proteina con
anticuerpos, se coloc6 la membrana con solucién bloqueadora [Leche al 15%
preparada en una solucién de PBS 1X-Tween®[20 ml de PBS 10X, 200 ul de
Tween® (SIGMA for Molecular Biology), aforado a 200 ml], y se bloqued
durante 2 horas con movimiento constante. Se descartd la solucién
bloqueadora y se efectuaron 3 lavados de 5 minutos a la membrana con
buffer PBS 1X-Tween®. Se diluy6é el anticuerpo primario (dilucién 1:8000)
contra S1, en una solucién blogueadora nueva y se dejé incubando a
temperatura ambiente con movimiento constante durante 2 horas. Se
efectuaron 3 lavados de 5 minutos a la membrana con buffer PBS 1X-
Tween®. Se agreg6 el anticuerpo secundario (IgG Rata, 1:6000) diluido en
solucién bloqueadora y se dejé actuar durante 2 horas con movimiento

constante. Se lavo 3 veces con buffer PBS1X-Tween®.

Para la deteccion de la proteina se utilizd el Kit “ECL Western Blotting
Detection Reagents GE” (Healthcare).
X. Purificacion de las proteinas recombinantes de S1

Se realizé un overnight, para cada mutante, de E. coli DH5a de 60 ml de
LBAMP100 (100ug/ml) que sirvi6 como pie de cultivo. Después se inocularon
2L de LBAMPI0 para cada una de las mutantes, y se incubd a 37°C con
agitacion constante hasta que alcanzé una densidad 6ptica de 0.6-0.7. Para
inducir la expresion de la proteina ribosomal S1 y sus variantes, se agrego
IPTG a una concentracion final de 1 mM y se incubd a 37°C durante 4 horas
en agitacion constante (3 mM de IPTG durante 1 hora y 30 minutos, en el
caso de la mutante S1A6). El cultivo se enfrio mediante agitacion en agua-

hielo y después se cosecharon las células mediante centrifugacion a 4°C
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durante 20 minutos a 6000 rpm. El sobrenadante se descart0 y la pastilla
celular se resuspendié mediante pipeteo con 40 ml de una solucién fria de
PBS 1X. Se centrifugd a 6000 rpm durante 20 minutos a 4°C, se desecho el
sobrenadante y la pastilla se almacené a -70°C hasta su uso.

Las células se lisaron resuspendiendo la pastilla mediante pipeteo en 10 ml
de buffer NPI-10 (ver tabla 14), suplementado con DNasa (2 u/ul) y RNasa
(2 mg/ml), y agregando 1 mg de lisozima por cada mililitro de buffer. La
mezcla se incubo durante 30 minutos en hielo, se afiadié 10 ml de buffer NPI-
10 y se homogeneiz6 mediante vortexeo. Finalmente, se centrifugé a 15,00 x
g durante 30 minutos a 4°C y se colecto el sobrenadante.

La purificaciéon de las proteinas se realizé en condiciones nativas segun
indicaciones del Kit QUIAGEN (NI-NTA Agarose purification of 6xHis-tagged
Proteins from E. coli. under Native Conditions).El proceso de elucién de la
proteina se realizd a 4°C. Las fracciones proteicas eluidas de la columna Ni-
NTA agarosa se analizaron en gel al 0.1% de SDS-PAGE para observar la
banda correspondiente al tamafio de la proteina ribosomal S1y sus variantes,
asi como seleccionar las fracciones a dializar de forma conjunta. La dialisis se
llevé a cabo en buffer NaH2PO4 500 mM, 300mM de NaCly 5% de glicerol, a
4°C y con agitacion constante. Se verificé la presencia de las proteinas
mediante Western-blot y se reveldé con un anticuerpo anti-S1.

Xl.  Cuantificacién de las proteinas

Para cuantificar la concentracion de la proteina ribosomal S1 y sus
variantes se utilizé el método de Bradford.

Xll. Marcaje de oligonucledtidos sintéticos con 2P

El marcaje de los oligonucleotidos (ver tabla 15) se realiz6 usando el
Kit T4 polynucleotideKinase (Life TechnologiesmGIBCOBRL), con algunas

modificaciones.

Se agregaron los componentes, en el siguiente orden, a un tubo

eppendorf de 1.5ml:
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Fragmentos de RNA desfosforilados .... 1 pl

Buffer de reaccion T4 PNK 10X ........... 2 ul

T4 polinucledtido cinasa (10 unidades) ..1 pl
[y-3?P]JATP 10 uCi/ul, 3000 Ci/mmol) 1.5 pl

H20 destilada estéril ....................... Hasta 20 pl

Los tubos se agitaron y se centrifugaron brevemente. Enseguida se incubaron
durante 30 minutos a 37°C e inmediatamente se detuvo la reaccion mediante
el calentamiento de los tubos a 65°C. Enseguida se precipitaron los
mensajeros sintéticos marcados. Para esto, a la mezcla se agregaron 1 pl
de glicogeno, 80 pl de H20 destilada estéril, 10 yl de acetato de sodio 3M
pH 5.0 y 300 ul de etanol absoluto. Los oligonucleétidos se dejaron
precipitando durante toda la noche a -20°C. Al dia siguiente se centrifugaron
a 14,000 rpm durante 15 minutos a 4°C y se desechd el sobrenadante. El
precipitado se lavé con 200 ul de etanol al 70% y se centrifugd a 9000 x g
durante 15 minutos a 4°C, se desechd el sobrenadante y se secaron las
pastillas a 37°C durante 30 min. Se resuspendieron mediante pipeteo en 11
pl de H20 destilada estéril y finalmente se homogenizaron suavemente.
Para el ensayo de retardamiento se resuspendieron cada uno de los
mensajeros sintéticos en 300 ul de buffer de unién, que contiene 10mM Tris-
HCI pH 7.5, 100 mM NH4CI, 1 mM DTT, 100 ug/ml tRNA,100 pg/ml BSA,
glicerol al 5% y agua desionizada, adicionado con 1 mM de MgClz. A cada
reaccion se adicionaron 2 pl de mensajero para que tener una concentracion

final de 150 fmoles.

Xlll.  Ensayos de retardamiento
La proteina S1 y sus variantes fueron pre-incubadas en tubos Eppendorf de
1.5 ml a 37°C durante 30 minutos en buffer de union. La formacion del
complejo se llevd a cabo a 37°C durante 15 minutos con los RNAs marcados
y concentraciones crecientes de la proteina S1 0 sus Vvariantes.
Posteriormente, se adicionaron 5 pl de colorantes en glicerol. Las muestras se

corrieron en geles de acrilamida al 6% (pre-corridos durante 1hora, a 4°Cy 10
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mA, en buffer TBE 1X) bajo condiciones no desnaturalizantes, durante 1 hora
y 20 minutos a 20 mA en buffer TBE 1X a T.A.

Finalmente, los geles se fijaron en una solucion de metanol al 10% y acido
acético al 10% en agitacion constante durante 5 minutos y se secaron (“Gel
Dryer”, modelo 583, Bio-Rad) durante 1 hora a 80°C.

Los geles se escanearon con “Storage Phosphor Screen, Amersham
Biosciences” y con Typhon Phosphorlmager (Storm 800). Se cuantificaron
cada una las manchas de los geles utilizando el software QuantityOne, los
valores obtenidos se graficaron en Excel 2013 y se calculé la constante de

disociacion para cada complejo.

Tabla 10. Cepa utilizada.

CEPAS CARACTERISTICAS FUENTE

DH5a fhuA2 A(argF-lacz) U169 phoA ginvV44 @80 | Coleccion del
A(lacZ)M15 gyrA96 recAl relAl endAl thi-1 | laboratorio
hsdR17

Tabla 11. Plasmidos usados.

PLASMIDOS CARACTERISTICAS FUENTE

pJET1.2 Linearizado con EcoR V, los extremos blunt | Fermentas
contiene grupos 5 -forforilados. El plasmido tiene
las sefiales rep (pMBL1), inicio de replicacion,
bla(ApR), eco47IR, Piacuvs, promotor T7, sitio de
clonacion multiple (MCS), sitio de insercion, sitios
de unidon a primers forward y reverse para

secuenciacion.
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resistencia a ampicilina.

Incorpora una secuencia de 6 histidinas a la
proteina expresada, posee un sitio de corte para
la proteasa TEV, contiene un promotor Trcy el
operador lacld, tiene una region intergénica f1 de
M13 que permite la produccion de ssDNA, y un
gen que codifica para - lactamasa que confiere

Deborah Polayes

A. John Hughes Jr.
Molecular Biology
and
Life
Technologies, Inc.
MD

Research

Development

Gaithersburg,
20884.

Tabla 12. Caracteristicas de los oligonucledtidos utilizados en las reacciones de PCR.

PRIMER SECUENCIA 5°-3’ Tm  %GC nt CARACTERISTICA
FORWARD | GCGGAATTCCCCGTG | 57.8 | 53.6 28 S1A1 (1-85 aa), con sitios de
PARA AGAAAGCTAAACG restriccion para EcoRlI
S1A1
FORWARD | GCGGAATTCCCGGCA |57.8 | 53.6 28 S1A1-2 (1-191aa), con sitios
PARA TGGAAGTTAAAGG de restriccion para EcoRlI
S1A1-2
FORWARD | GCGGAATTCCCAAACA | 60.6 | 56.7 30 S1A1-3 (1-259aa), con sitios
PARA GCTGGGCGAAGATC de restriccion para EcoRl
S1A1-3
REVERSE | GCGGATCCTTACTCGC | 57.8 | 51.7 29 Sitio de restriccion para
PARA CTTTAGCTGCTTT BamHI
S1M1,
S1A1-2,
S1A1-3
FORWARD | GCGGAATTCCCATGACT | 58. | 45.5 33 S1A6 (433-557aa), con sitios
PARA GAATCTTTTGCTCAAC 1 de restriccion para EcoRI
S1A6
REVERSE | GGATCCCCAGGGAGA |59.2 |57.1 28 Sitio de restriccion para
PARA TACGTTCACGTTC BamHI
S1A6
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Tabla 13. Caracteristicas de los oligonucleétidos de pJET1.2.

PRIMER SECUENCIA 5’-3’ nt CARACTERISTICA
FORWARD | CGACTCACTATAGGGAGAGC | 23 Primer sentido de

GGC secuenciaciéon para pJET1.2
REVERSE | AAGAACATCGATTTTCCATGG | 24 Primer anti-sentido de

CAG secuenciacion para pJET1.2

Tabla 14. Buffers utilizados en la purificacién de las proteinas recombinantes de S1

por cromatografia de afinidad.

BUFFER COMPONENTES CANTIDAD PARA 500 ml:
pH=8
NPI-10 50 mM NaH2POa4 3.45¢
300 mM NacCl 8.774¢
10 mM Imidazol 0.34 ¢
5 mM PMSF 10 ml (De stock 250 mM PMSF)
5% Gilicerol 25 ml de Glicerol al 100%
1 mM DTT 500 pl (De stock 1 M DTT)
0.5% Triton 2.5 ml
NPI1-20 50 mM NaH2POa4 3.45¢
300 mM NacCl 8.77¢
20 mM Imidazol 0.68 g
5 mM PMSF 10 ml (De stock 250 mM PMSF)
5% Glicerol 25 ml de Glicerol al 100%
1 mM DTT 500 pl (De stock 1 M DTT)
0.5% Triton 2.5ml
NPI1-40 50 mM NaH2POa4 3.45¢

31




300 mM NacCl 8.77¢9
40 mM Imidazol 13649
5 mM PMSF 10 ml (De stock 250 mM PMSF)
5% Gilicerol 25 ml de Glicerol al 100%
1 mM DTT 500 pl (De stock 1 M DTT)
0.5% Triton 2.5ml
NPI1-250 50 mM NaH2POa4 3.45¢
300 mM NacCl 8.774¢
250 mM Imidazol 8.51¢g
5 mM PMSF 10 ml (De stock 250 mM PMSF)
5% Gilicerol 25 ml de Glicerol al 100%
1mMDTT 500 pl (De stock 1 M DTT)
0.5% Triton 2.5ml

Tabla 15. Secuencia de los RNAs mensajeros utilizados en los ensayos de
retardamiento. En negritas se sefialan la secuencia Shine-Dalgarno, el codén de inicio
y los codones 2-3.

Nombre de los Secuencia de los MRNAs sintéticos utilizados en los ensayos

MRNAS sintéticos. de unién mRNA-30S.

MRNA 2-3 AAA 5- GGA AGC AAGGAG GUA ACA AAA AUGAAA AAA CGA CAG-3

AG=1 kcal/mol
MRNA 2-3 GGG 5- GGA AGC AAG GAG GUA ACA AAA AUGGGG CGG CGA CAG-3

AG= -1.9 kcal/mol
MRNA 2-3TTT 5- GGA AGC AAGGAG GUA ACA AAA AUGTTT TTT CGA CAG -3’

AG= -3.4 kcal/mol
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Resultados

I. Obtencién de las deleciones de la proteina ribosomal S1.

A partir de DNA cromosomal de células C600 se obtuvieron mutantes de la
proteina ribosomal S1 con deleciones de los dominios 1,1-2, 1-3 y 6; utilizando
los primers forward y reverse que en su region 5 contienen los sitios de
restriccion para las enzimas EcoRI y BamHI respectivamente, y en su region
3’ contienen un extremo corto de la secuencia inicial o final de cada una de las
variantes del gen rpsA (ver Materiales y métodos, Tabla 12). El producto de la
PCR (figura 9) se limpié por columna con el “QlAquick® Gel Extraction Kit
(250)”, se clon6 en el vector de transito pJET1.2/blunt (Fermentas) y la
construccion resultante sirvio para transformar células E.coli DH5a. Se
seleccionaron candidatas mediante la extraccién del plasmido y por PCR se
analizaron los productos en un gel de agarosa al 0.9%. Se observaron bandas
que corresponden al tamafo de las mutantes S1A6, S1A1-2 y S1A1-3-
pJET1.2/blunt, sin embargo no fue posible clonar la mutante de S1 sin el
dominio 1 en el vector de transito (figura 10). Se confirmd la identidad los
productos de PCR clonados mediante secuenciacion (imagenes no

mostradas).

Posteriormente, las variantes de S1 se subclonaron en el vector pProEX-1
bajo un tag de histidinas conservando el marco de lectura, lo cual facilité la
purificacion de las proteinas mediante columnas de afinidad de Niquel. Para
la subclonacion se realizaron dobles restricciones de las construcciones
pJET1.2- S1A6, S1A1-2 y S1A1-3 y del vector pProEX-1 (figura 11), con las
enzimas EcoRI y BamHI (ver Materiales y métodos). Cada uno de los
fragmentos de las mutantes restringidas y purificados (del vector de transito)
y el producto de PCR correspondiente a la mutante S1A1 (figura 9) se ligaron

al vector pProEX-1 con la enzima T4 DNA ligasa (New England Biolabs).
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Los productos de ligacion (pPROEX- 1/ S1A1, S1A6, S1A1-2 y S1A1-3) se
transformaron en bacterias DH5a competentes. Se seleccionaron candidatas
transformantes, los plasmidos pProEX-variantes de S1 se extrajeron y se
realizaron dobles restricciones con las enzimas EcoRI y BamHI y los
productos de restriccion se analizaron en un gel de agarosa al 0.9% (figura
12). Se observo una banda de mayor tamafio que corresponde al vector
pProEX-1 y bandas de aproximadamente 1419 pb, 1299 pb, 1101 pb y 897
pb que corresponden a las mutantes S1A1, S1A6, S1Al1-2 y S1A1-3,
respectivamente. Las secuencias de las variantes de S1 subclonadas se
verificaron con “BigDye® Terminator v3.1 Cicle sequencing Kit” (310 Genetic
Analyzer Applied Biosystems) y la secuencias resultantes se alinearon con
la secuencia de rpsA de la cepa E. coli K12 de la base de datos NCBI con
el software “Multiple sequence alignment with hierarchical clustering” (s6lo se

muestra el alineamiento para la mutante S1A1, en la figura 13).

Fig. 9. Obtencioén de las variantes de S1 mediante
PCR. Las deleciones de los dominios del gen rpsA se
generaron por PCR usando los primers indicados en
la tabla 12, a partir de DNA cromosomal de células de
E. coli cepa C600. Los productos de PCR se
analizaron en gel de agarosa al 0.9%.
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Fig. 10. Clonacion de las mutantes de S1 en el plasmido pJET1.2/blunt. A.
Amplificacion de las mutantes S1A1, S1A6 y S1A1-3. B. Amplificacion de las mutantes
S1A1y S1A1-2. En A y B, los productos de PCR obtenidos como se describe en la
figura 9 fueron clonados en el plasmido pJET1.2/blunt. La clonacién de los fragmentos
se verifico por PCR y se analizaron en un gel de agarosa al 0.9%.
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Fig. 11. Restriccion del vector pProEX-1 y de las variantes de S1-pJET1.2/blunt
con las enzimas EcoRly BamHI. Las construcciones derivadas de pJET conteniendo
las mutantes de S1, fueron restringidas con EcoRIl y BamHI para ser subclonadas en
el vector pProEX-1.La banda de 4700 pb corresponde al vector pProEX-1 linearizado,
mientras que las bandas de 1299 pb, 1101 pb y 897 pb corresponden a las mutantes
S1A6, S1A1-2 y S1A1-3, respectivamente. Los productos de la restriccion fueron
analizados en un gel de agarosa al 0.9%.
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Fig. 12. Restriccion de las variantes de S1-pProEX-1 con las enzimas
EcoRI y BamHI. Las construcciones derivadas de pProEX-1 conteniendo
las mutantes de S1, fueron restringidas con EcoRIl y BamHI. A. Las bandas
de 1299 pb, 1101 pb y 897 pb corresponden a las mutantes S1A6, S1A1-2
y S1A1-3, respectivamente. B. La banda de 1419 pb corresponde a la
mutante S1A1. En Ay B, los productos de restriccién se analizaron en un
gel de agarosa al 0.9%.
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Fig. 13. Alineamiento de la secuencia de la construccion S1A1-pProEX-1. Se alined
la secuencia de la construccion S1A1-pProEX-1 con la secuencia de la base de datos de
NCBI del gen rpsA de la cepa E. coli K-12. Los recuadros rojos indican la delecion
correspondiente al dominio 1 del gen rpsA.

Il.  Purificacién de las proteinas recombinantes de S1.

Las células E. coli DH5a transformadas con las construcciones pPROEX- 1/
S1A1, S1A6, S1A1-2 y S1A1-3 fueron crecidas hasta la fase logaritmica a
37°C en medio LB/ampicilina. La expresiéon de las variantes de la proteina S1
fue inducida con IPTG 1mM por 60 minutos y las células fueron lisadas como
se describe en Materiales y métodos. Se monitored la expresion de las
variantes de S1 mediante ensayos de inmunodeteccion empleando
anticuerpos policlonales anti-S1. Al inducir cada variante de S1 con IPTG, se
observé un incremento de la expresiéon de las mutantes de S1 sin el domino 1-
2,1-3y 1, sin embargo éste efecto no se presenté en la mutante sin el dominio
6 (figura 14).
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Fig. 14. Analisis de la expresion de las variantes de S1. Se obtuvo extracto total de
proteinas de células DH5a transformadas con las construcciones derivadas de pProEx-
1 conteniendo las mutantes de S1, bajo el promotor inducible por IPTG. Los extractos se
analizaron mediante Western-Blot utilizando un anticuerpo policlonal anti-S1. Las flechas
rojas indican las bandas correspondientes a cada variante de S1 y a la proteina S1
silvestre.

Con el objetivo de purificar las variantes de S1, las células transformadas con
cada una de las construcciones de las mutantes de S1 fueron incubadas hasta
una densidad 6ptica de 0.6 xs00 nm, @ partir de ese momento se indujeron con 1
mM de IPTG durante 4 horas a 37 °C (3 mM de IPTG durante 1 hora y 30
minutos, en el caso de la mutante S1A6). Se obtuvieron los lisados aclarados,
gue contenian las proteinas mutantes, de acuerdo a lo descrito en la seccion
de Materiales y métodos, para purificarlos mediante cromatografia de afinidad
usando columnas de Ni-Agarosa. Las fracciones obtenidas después de
purificar cada mutante se analizaron mediante electroforesis (figura 15). Para
comprobar la identidad de las proteinas purificadas, se realiz6 una
inmunodeteccion de las mismas empleando anticuerpos policlonales anti-S1
(figura 16).
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Fig. 15. Purificacion de las proteinas mutantes de S1. Células DH5a transformadas con las
construcciones derivadas de pProEx-1 conteniendo las mutantes de S1, fueron inducidas con
IPTG y procesadas para obtener el extracto celular. Las proteinas mutantes se purificaron por
cromatografia de afinidad y las fracciones obtenidas se analizaron mediante SDS-PAGE. A.
S1A6, B. S1A1-2, C. S1A1, D. S1A1-3.
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Fig. 16. Inmunodeteccion de las variantes de S1 purificadas.
Las fracciones enriguecidas de las mutantes de S1 y S1 silvestre
se analizaron por medio de Western Blot, utilizando un anticuerpo
policlonal anti-S1. S1A1, S1A1-2, S1A1-3 y S1A6 representan a las
mutantes con las deleciones de los dominios correspondientes.

lll. Los dominios 1-3 de la proteina S1 son importantes en la

interaccion con mensajeros ricos en adeninas o uracilos.

Con la finalidad de determinar el papel de los dominios del extremo N-terminal
1, 2 y 3 de la proteina ribosomal S1 en la interaccion con RNAs mensajeros
ricos en adeninas, uracilos 0 guaninas, se analiz6 la afinidad relativa de los
complejos MRNA-S1. Mediante ensayos de retardamiento (EMSA) empleando
la proteina S1 silvestre y las mutantes descritas anteriormente (a excepciéon
de la mutante sin el dominio seis); asi como MRNAs sintéticos ricos en
adeninas, guaninas o uracilos rio abajo del codén de inicio (ver Materiales y
métodos, tabla 15), marcados en sus extremos 5’ con %2P. Primeramente se
demostré que la proteina S1 silvestre se une Unicamente a los MRNAS ricos
en adeninas o uracilos, no asi con los ricos en guaninas. La eliminacién del
dominio 1 o de los dos primeros dominios del extremo N-terminal de la proteina
S1 no caus6 una pérdida en la capacidad de interaccién con los mRNASs ricos
en adeninas, pero si en la afinidad por el mensajero como se aprecia en las

constantes de disociacion. En el caso de los mensajeros ricos en uracilos la
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mutante de S1 con la delecion de los dominios 1-2, si provocé una pérdida en

la capacidad de interaccion proteina-mRNA.

En contraste y como se esperaba, la delecion de los dominios 1-3 de la
proteina S1 provocd una pérdida total de la unién de los mRNAS ricos en
adeninas o uracilos. El andlisis de la constante de disociacion (Kd) demostré
que la afinidad de la proteina S1 y sus variantes es mayor con mRNAS ricos
en adeninas seguido de uracilos (figuras 17 y 18, respectivamente) en
comparacion con los mensajeros ricos en guaninas con los cuéles no formoé
complejo (figura 19); cabe resaltar que en este caso las bandas que se

aprecian pertenecen a dos isoformas de dicho mensajero.

mRNA 2AAA-S1 Wt mRNA 2AAA-S1 A1 mRNA 2AAA-S1 A1-2 mRNA 2AAA-S1 A1-3
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
i 7 M - nM — nM

0 100 200 400 800 0 100 200 400 800 1200 0 100 200 400 800 1200 0 100 200 400 800 1200

.

'" *‘m

Determinacion de la Kd de mRNA AAA-S1

Wt=0,185uM 0,93
A1=1,25 uM 0,97
A1-2=1uM 0,995

A1-3 =nd 1

Fig. 17. Los dominios 1 a 3 de la proteina ribosomal S1 son necesarios para la
interaccion con RNAs mensajeros ricos en adeninas rio abajo del codén de inicio. Se
realizaron ensayos de retardamiento en gel de la formacién de complejos de RNA’s ricos en
adeninas rio abajo del codén de inicio, marcados con *?P en el extremo 5’, y la proteina S1
silvestre y mutantes. En todas las autoradiografias el carril 1, corresponde al control del mRNA
incubado sin proteina; los carriles 2-6 indican la formacién del complejo a distintas
concentraciones de S1 silvestre y sus variantes como esta indicado. El calculo de la constante
de disociacion se hizo escaneando las imagenes y utilizando el software Quantity One y Excel
2013. Los valores obtenidos se graficaron y se calculé la Kd.
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mRNA 2UUU-S1 Wt mRNA 2UUU-S1 A1 mRNA 2UUU-S1 A1-2 mRNA 2UUU-S1 A1-3
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A1-2=nd 1

A1-3 =nd 1

Fig. 18. Los dominios 1 a 3 de la proteina ribosomal S1 son necesarios para la
interaccién con RNAs mensajeros ricos en uracilos rio abajo del codén de inicio. Se
realizaron ensayos de retardamiento en gel de la formacion de complejos de RNA"s ricos en
uracilos rio abajo del codén de inicio, marcados con *2P en el extremo 5, y la proteina S1
silvestre y mutantes. En todas las autoradiografias el carril 1, corresponde al control del
mRNA incubado sin proteina; los carriles 2-6 indican la formacién del complejo a distintas
concentraciones de Sl silvestre y sus variantes como esta indicado. El célculo de la
constante de disociacion se hizo escaneando las imagenes y utilizando el software Quantity
One y Excel 2013. Los valores obtenidos se graficaron y se calculé la Kd.
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mRNA 2GGG-S1 Wt mRNA 2GGG-S1 A1 mRNA 2GGG-S1 A1-2 mRNA 2GGG-S1 A1-3
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C— C— C— i

0 100 200 400 800 1200 0 100 200 400 800 1200 0 100 200 400 800 1200 0 100 200 400 800 1200

L1 LR
- ‘“ . . <— Free mRNA

Fig. 19. La proteina S1 o sus variantes no se unen con RNAs mensajeros ricos en
guaninas rio abajo del codon de inicio. Se realizaron ensayos de retardamiento en gel de
la formacion de complejos de RNA’s ricos en guaninas rio abajo del codon de inicio,
marcados con 2P en el extremo 5, y la proteina S1 silvestre y mutantes. En todas las
autoradiografias el carril 1, corresponde al control del mRNA incubado sin proteina; los
carriles 2-6 indican que no existe formacion del complejo a distintas concentraciones de S1
silvestre y sus variantes como esté indicado.
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Discusion

Los resultados presentados en este trabajo indican que los dominios 1-3 de
la proteina ribosomal S1 son necesarios para la interaccion con RNA
mensajeros ricos en adeninas o uracilos. Esto se infiere de la falta de unién
de éstos mensajeros con la mutante de la proteina S1 que carece de los tres
primeros dominios del extremo N-terminal (S1A13). Asimismo, la afinidad de
union de la proteina S1 silvestre o mutantes fue superior con RNAs

mensajeros ricos en adeninas, seguido por uracilos.

Algunos estudios indican que la region rio abajo del codon de inicio de
diversos genes incluye secuencias ricas en adeninas (Rudd y Schneider,
1994), ademas de que existe una tendencia en la que los codones AAA y
AAU estan presentes con mayor frecuencia en la segunda posicion
favoreciendo la traduccién (Sato, et al., 2001). Dichas secuencias en E. coli
contribuyen a la union con el ribosomay a la expresion del mensajero (Brock,
et al., 2007). Se conoce que la proteina ribosomal S1 puede actuar como un
factor traduccional favoreciendo la traduccion de distintos mensajeros (Boni
et al., 1991; Braun et al., 1998; Wagner et al., 1994. Coburn et al., 1999).
Aunque el dominio 1 se conoce principalmente como el sitio de unién de la
subunidad 30S, Duval y colaboradores han demostrado que éste primer
dominio del extremo N-terminal es también critico para la union de RNA
mensajeros estructurados. Ademas, se ha descrito que el dominio 3, en
conjunto con el dominio 2 o con el dominio 4 de S1, confiere una alta afinidad
a través de contactos cooperativos con RNAs (McGinness y Sauer, 2004). La
flexibilidad de los dominios respecto el uno del otro podria conferir a S1 de

una alta adaptabilidad de union para una gran variedad de sustratos de RNA.
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En nuestro grupo de trabajo se ha descrito que el incremento en la unién de
mensajeros ricos en adeninas o uracilos en los codones 2 y 3 con la
subunidad 30S, estd mediada por la proteina ribosomal S1 (Cifuentes, et al.,
2013). Lo anterior sugiere la participacion de la proteina S1 en la formacion
del complejo ternario, sin embargo se desconoce qué dominios de la proteina
S1 son los que participan en dicha formacion cuando se tienen mensajeros

ricos en adeninas o uracilos rio abajo del coddn de inicio.

En un intento por dilucidar los dominios de la proteina ribosomal S1 que
participan en la mayor union de los mensajeros ricos en adeninas o uracilos
con la subunidad 30S, se obtuvo la proteina S1 silvestre y proteinas
recombinantes de S1 que carecian de los dominios 1, 1-2 y 1-3,
respectivamente, para formar complejos binarios con RNAs mensajeros
sintéticos ricos en adeninas, uracilos o guaninas en los codones 2-3. De
manera interesante, la unién de los mensajeros ricos en adeninas o uracilos
con la proteina S1 se perdio cuando a ésta se le eliminaron los primeros tres
dominios. Esta observacion concuerda con lo reportado por Duval y
colaboradores en 2013 donde mediante ensayos de retardamiento en gel
determinaron que los tres primeros dominios del extremo N-terminal de la
proteina S1 dotan a la subunidad 30S con una actividad de chaperona de
RNA la cual es importante para el acoplamiento y desdoblamiento de mRNAs
estructurados, asi como para posicionar correctamente el codon de inicio
dentro del canal de decodificacidon al cual provee una actividad de fusion de
RNA. En otras palabras los primeros tres dominios de la proteina S1 son
importantes para que pueda formarse el complejo ternario entre la subunidad
30S (de la cual forma parte la proteina S1), el RNA mensajero estructurado y
el tRNA iniciador. Es claro que hay que demostrar si estos dominios también
son esenciales para que la subunidad 30S interaccione con mensajeros que
tengan diferente contenido de adeninas para lo cual es necesario realizar

ensayos de formacion de complejos ternarios.
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Por otro lado, la afinidad de unién de la proteina S1 silvestre o mutantes
aumenta con RNAs mensajeros ricos en adeninas, seguido por uracilos.
Mientras que con RNAs mensajeros ricos en guaninas no hay formacion de
complejo. Lo anterior concuerda con los resultados obtenidos en nuestro
grupo de trabajo en los que el contenido de adeninas o uracilos en los
codones 2-3 favorece la formacién del complejo ternario, en contraste con la
disminucién observada cuando se tienen guaninas en dichos codones
(Castillo-Méndez, et al., 2012; Cifuentes, et al., 2013).

Desde el principio de la era de la biotecnologia moderna a principio de los
70s, E. coli ha sido utilizada ampliamente para la sobreexpresion de proteinas
debido a su alta tasa de crecimiento, bajo costo y la disponibilidad de
herramientas genéticas y moleculares. La optimizacion de la expresion de
proteinas recombinantes en E. coli ha sido llevada a cabo por ensayo y error
al modular diferentes parametros tales como vectores de expresion, cepas
hospederas, composicion del medio y temperatura de crecimiento. Diversos
estudios han demostrado que al remplazar dentro de un gen codones raros
por codones sindénimos usados preferencialmente en la expresion del
hospedero (optimizacion de codones) y la manipulacion de la secuencia de
nucleodtidos de la region de inicio de la traduccion pueden tener un importante
efecto en la produccién de proteina recombinante. En este trabajo se
demuestra que el efecto promotor de adeninas y uracilos en la union del
MRNA a la proteina ribosomal S1 es por medio de sus tres primeros dominios
del extremo N-terminal, y ademas que es la naturaleza del nucleétido la que
fomenta la mayor afinidad de union siempre y cuando los nucleétidos no estén

enmascarados por estructuras secundarias fuertes.
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Conclusion

» Los dominios 1-3 de la proteina S1 son importantes para la interaccion

con mensajeros ricos en adeninas o uracilos.

» La afinidad de union de la proteina S1 silvestre o mutantes fue mayor

con RNAs mensajeros ricos en adeninas, seguido por uracilos.

» Los mensajeros ricos en guaninas no forman complejos con la proteina

S1 silvestre o mutantes.

Perspectivas

» Analizar como se afecta la formacion del complejo ternario entre los
RNAs mensajeros, tRNA iniciador y subunidades 30S con S1 silvestre

0 mutantes.

» Analizar la participacion del dominio 3 de la proteina ribosomal S1 en la
interaccion de éstos mensajeros con la subunidad 30S.
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