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de experiencias; pero no dejes que te ate con su grillete
de lamentaciones, ni te escondas en él para huir de tu
presente. El ayer es el ayer y nada lo va a modificar. Pero
tu presente y futuro te pertenecen, porque la vida
comienza cuando uno define lo que realmente quiere de
ella.

Es cierto que el tiempo es eterno; pero para ti apenas esta
comenzando porque:

“Hoy es el primer dia del resto de tu vida”.
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ABREVIATURAS

ARN: acido ribonucleico

ARNmM: &cido ribonucleico mensajero

ARNFr: acido ribonucleico ribosomal

ARNL: acido ribonucleico de transferencia
ADN: acido desoxirribonucleico

ATP: Adenosin trifosfato

BMV: virus de bromo mosaico

Cap: ‘'mGpppG

elF: factor de iniciacién eucariotico

elF4E: factor de iniciacion eucarittico 4E
elFiso4E: isoforma del factor de iniciacion eucariético 4E
GST: Glutation -S- Transferasa

GTP: Guanosin trifosfato

PABP: Proteina de unién a poli A.

PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida
Poli A: cadena poliadenilada

PVDF: difluorido polivinilideno

Sitio P: sitio fosfato

WGE: Extracto de Germen de Trigo

RRL: Lisado de Reticulocitos
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RESUMEN

El control traduccional es uno de los pasos mas importantes en
los procesos involucrados en la regulacion del crecimiento y la
diferenciacién de los organismos eucarioticos.

En la etapa de iniciacién de la sintesis de proteinas, algunos
mecanismos de regulacién incluyen a la proteina de unién a
Cap del ARNm; elF4E. En plantas, este factor tiene dos
isoformas, elF4E y elFiso4E; las cuales presentan diferencias
en abundancia, y funcionabilidad, lo cual plantea nuevas
preguntas en relacibn a su papel en la traduccion.
Especificamente en maiz, durante la germinaciéon, se han
observado patrones de expresion diferencial de estos factores.
Esta abundancia relativa de las isoformas elF4E durante la
germinacion pudiera estar relacionada con el reclutamiento
selectivo de los ARNm para la traduccion.

Debido a la dificultad que se ha encontrado para separar la
subunidades y las isoformas que componen los complejos
elF4F y elFiso4F, que contienen a los factores de iniciacion
elF4E y elFiso4E, el objetivo de este proyecto fue lograr la
separacion de las dos isoformas mediante el uso de la
tecnologia del ADN recombinante. Se logré inducir la expresion
de las proteinas recombinantes GST-elF4E y GST-elFiso4E.
Una vez inducidas también fueron identificadas y purificadas.

Posteriormente se llevd a cabo el corte con trombina de las
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proteinas recombinantes producidas correspondientes a elF4E
y elFiso4E sin degradacion significativa. Lograr este objetivo
permitira en un futuro, demostrar el papel que juegan las
isoformas de proteina de union a Cap en plantas dentro de la
seleccion de ARNm vy la regulacion de la iniciacion de la

traduccion.
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INTRODUCCION

El control de la expresion de los genes en eucariotes se da a
dos niveles principalmente: transcripcional y traduccional. Se
denomina control traduccional a los mecanismos que regulan la
expresion genética a nivel de la traduccién y tienen un papel
muy importante en la regulacion del crecimiento y la
diferenciacién de los organismos eucarioticos (Mathews et al.,
2000).

La sintesis de proteinas, se puede separar en tres etapas
principales: la iniciacion, la elongacion y la terminacién. En el
proceso completo, sin embargo, podemos considerar 5 etapas,
anadiendo una antes de la iniciacion, que es la activacién de
los aminoacidos y una después de la terminacion, que es la
liberacion del polipéptido y el procesamiento postraduccional.
Las reacciones que se llevan a cabo en cada fase estan
reguladas por factores proteicos solubles que interactian con
el ribosoma, el ARNm y/o con los aminoacil-ARNt. Durante la
iniciacion, muchos ARNm son reclutados por el ribosoma
mediante el reconocimiento de la estructura cap (‘mGpppG) en
el extremo 5' por un grupo de proteinas referidas como el
complejo de uniéon a cap o elF4F (Raught et al., 2000).

En plantas superiores, el complejo elF4F consta de dos
subunidades; una de 26 kDa (elF4E) y wuna de

aproximadamente 220 kDa (elF4G) (Lax et al;, 1985, 1986) En
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estos organismos se presenta ademas un segundo y distinto
complejo de union a Cap llamado elFiso4F que contiene una
subunidad de uniébn a cap de 28 kDa (elFiso4E) y una
subunidad de 86 kDa (elFiso4G) (Browning et al., 1992).

La purificaciéon de los complejos elF4F y elFiso4F ha sido dificil
ya que se han reportado problemas de degradacion,
fundamentalmente para las subunidades elF4G y elFiso4G,
aun aplicando numerosos inhibidores de proteasas (Browning
et al., 1992). Ademas, la separacion de las dos isoformas de la
subunidad pequena, elF4E y elFiso4E, se dificulta por su
similitud en masa molecular y punto isoelétrico (Manjunath et
al., 1999), asi como por la baja concentracién celular de estos

factores en las células (Dinkova y Sanchez de Jiménez, 1999).

La subunidad elF4E presenta dos caracteristicas que la han
hecho un punto importante en la regulacion del inicio de la
traduccién: 1) su concentracion es relativamente limitante para
las células y 2) hay una correlacion positiva entre su nivel de
expresion y los indices de traduccion in vitro (Sonenberg et al.,
1996).

En plantas, la presencia de dos isoformas para elF4E plantea
nuevas preguntas en relacion a su papel en la traduccién.
Durante la germinacion, en maiz; se han observado patrones
de expresion diferencial de estos factores. La isoforma

elFiso4E tiene niveles mas altos con respecto a elF4E en
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tejidos quiescentes y es regulado por un mecanismo de
regulacién traduccional especifico durante la germinacién
(Dinkova y Sanchez de Jiménez, 1999). Esta abundancia
relativa de las isoformas elF4E durante la germinacion pudiera
estar relacionada con el reclutamiento selectivo de los ARNm

para la traduccion.

El control traduccional durante la expresion genética es uno de
los pasos méas importantes en la regulacion del crecimiento y
diferenciacibn de organismos eucarioticos (Mathews et

al.,2000)

En plantas las condiciones de estrés abibtico, pueden resultar
en la represion global de la iniciaciéon traduccional, asi como
de la traduccion selectiva de ARNm codificables para proteinas
en condiciones estresantes.

Los mecanismos que regulan el control traduccional son muy
diversos y complejos y frecuentemente estan relacionados con
la fase de iniciacion.

El primer punto de seleccion en un ARNm eucariético para la
traduccioén es la union a la estructura cap en el extremo 5’ por
el factor elF4E el cual es un factor limitante en células
implicadas en la discriminacion de ARNm. Sin embargo,
multiples reportes han mostrado la dificultad de obtencion de
dicho factor nativo, debido a su alta susceptibilidad a ser

degradado, aun en presencia de inhibidores de proteasas.
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Debido a la importancia de este factor en el desarrollo y
crecimiento de los organismos eucarioticos y a la dificultad que
se ha encontrado para separar las subunidades y las
isoformas que componen los complejos elF4F y elFiso4F, es
importante buscar alternativas para obtener en alto grado de
pureza las isoformas elF4E y elFiso4E de maiz en E.coll.

La tecnologia del ADN recombinante ofrece una buena
posibilidad para lograr este objetivo, ademas de tener los
elementos disponibles para lograrlo, estos factores son de bajo
peso molecular lo que hace suponer que se puede lograr
obtenerlos con la estructura tridimensional adecuada para su
funcionamiento. De esta manera se esperaria poder demostrar
la participacion de estas isoformas de la proteina de union a
Cap de plantas, en la seleccion de ARNms y su papel en la

regulacién de la iniciacion traduccional.
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ANTECEDENTES

Iniciacion de la traduccion

Varios mecanismos importantes de control traduccional ocurren
dentro de la etapa de iniciacion en eucariontes. Esta etapa es
regulada por proteinas citosdlicas, denominadas factores de
iniciacion eucariodticos (elF), que participan en dos procesos
separados pero concurrentes, uno localizado en el extremo 5'
del ARNm y otro en la subunidad menor del ribosoma (40S).

En eucariontes, se han identificado mas de nueve factores de
iniciacion (elFs), algunos de los cuales estan compuestos por
varias cadenas polipeptidicas. Esto sugiere que la interaccion
proteina- proteina juega un papel muy importante en el inicio

de la traduccion (Browning et al., 1996; Pain et al., 1996).

En eucariontes, la traduccién de un ARNm comienza por lo
general con el triplete AUG que se encuentra mas proximo al
5' Cap en zona concenso. Para formar el complejo de iniciacion
se requieren los factores de iniciacion (elFs), las subunidades
ribosomales, el ARNt iniciador cargado con metionina, el ARNm
que sera traducido, y la energia suministrada por el GTP y
ATP. Los eventos que ocurren dentro de la iniciacion de la
traduccidn estan representados en la Figura 1 (Gringras et al.,

1999), e incluyen:
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Fig. 1 Mecanismos de Iniciacidén de la Traduccion(Adaptado de
Merrick y Hershey, 1996) 1) La disociacion del ribosoma en
subunidades 40S y 60S, 2) La unién del Met-ARNt inicial a la
unidad 40S, formando un complejo de preiniciacion 43S, 3) La
union del ARNm al complejo de preiniciacién 43S para formar
un complejo de iniciacion 48S, 4) El escaneo del ARNm para
localizar el primer codén AUG en el ARNm que sefala el
principio del marco de lectura, 5) El apareamiento del anticodén
del Met-ARNt iniciador con el codon AUG en el ARNm que
sefala el principio de la cadena polipeptidica. 6) La unién del
complejo de iniciacién 48S a la subunidad 60S para finalmente

formar el complejo de iniciacion 80S con Met-ARNt en el sitio P.
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Cabe destacar que en muchos casos el paso limitante en el
proceso de la traduccion es precisamente la fase de iniciacion,
razon por la cual es de gran importancia su regulacion.

Entre las caracteristicas estructurales de la mayoria de los
ARNm de plantas se destaca que se trata de ARNm
monocistrénicos, es decir que codifican para una sola proteina
y que contienen regiones no traducibles (UTRs) en los
extremos 5 y 3’, ademas de la regiéon codificante. En el
extremo 5 contienen una estructura Cap que consiste en un
GTP metilado en la posicion 7 unido al transcrito por un
enlace trifosfato y en el extremo 3 se encuentra una regién
poliadenilada de longitud variable (poli-A) (Gringras, et al.,
1999; Fig. 2). La estructura del Cap y la cola de poli-A actian
como reguladores de la eficiencia de la traduccién de manera
sinérgica. Estos elementos, junto con las proteinas que se
asocian a las regiones 5" y 3 UTR se encuentran en contacto
durante la iniciacion de la traduccion (Gallie et al, 1996).
También se ha observado que la cola de poli-A es capaz de
estimular la traduccion, aun en ausencia de una estructura

Cap (Sachs et al., 1997)

5 3’

UTR| Region codificante |UTR

"metyl G
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Fig.2 Estructura de un ARNm eucarittico: contiene regiones no
traducibles (UTRs) en los extremos 5’ y 3’, la region codificante, en
el extremo 5’ contienen una estructura Cap que consiste en un GTP
metilado en la posicién 7 unido al transcrito por un enlace trifosfato y
en el extremo 3’ se encuentra una region poliadenilada de longitud

variable (poli-A)

En la formacién del complejo de preiniciacion 43S destaca la
participacion de dos factores de iniciacion. El factor elF2, el
cual se une a GTP o GDP y en presencia de GTP se asocia
con el Met-ARNt inicial y el factor elF3 que se une a la
subunidad 40S del ribosoma. Por otra parte se forma un
complejo multimérico estable que en trigo (H. vulgaris) se
encuentra conformado por 10 subunidades proteicas que se
asocian con la subunidad ribosomal 40S y estimulan su unién

al complejo elF2-GTP-ARNt (Browning et al., 1996; Figura 3).

UAA

TERMINACION

AAAAAA

Met
A
40S

AUG




'mGppp

INICIACION

Fig. 3 Modelo del mecanismo de unién de la subunidad 40S al
ARNm. El factor elF2, el cual se une a GTP o GDP y en presencia de
GTP se asocia con el Met-ARNt inicial y el factor elF3 que se une a
la subunidad 40S del ribosoma. En la unién del complejo 43S con el
ARNm vy el escaneo para localizar el codén de iniciacion estan
involucrados principalmente el complejo elF4F conformado por tres
polipéptidos; una subunidad pequena, conocida también como
proteina de union a Cap (elF4E), una subunidad grande (elF4G) que
contiene sitios de unién para elF4E, elF4A, elF3 y PABP (proteinas
de unién a la cola de poli-A) , la subunidad 40S, que se encuentra
formando un complejo con elF2, GTP y el Met-ARNm iniciador, se
une a la region no traducible 5’ del ARNm para escanearla.

En la unién del complejo 43S con el ARNm y el escaneo para
localizar el coddén de iniciacion estan involucrados
principalmente el complejo elF4F conformado por tres
polipéptidos; una subunidad pequefia, conocida también como
proteina de uniébn a Cap (elF4E), una subunidad grande
(elF4G) que contiene sitios de unién para elF4E, elF4A, elF3 y
PABP (proteinas de union a la cola de poli-A) , siendo elF4A
otro factor de iniciacibn que actia como una ATPasa
dependiente de ARN y una helicasa dependiente de ATP, que

elimina las estructuras secundarias en la region 5’ no traducida
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del transcrito. Después de la remocion de estas estructuras, la
subunidad 40S, que se encuentra formando un complejo con
elF2, GTP y el Met-ARNm iniciador, se une a la region no
traducible 5’ del ARNm para escanearla. En este proceso, la
unién de elF4G es un paso critico para la asociacion entre el
ARNm y la subunidad ribosomal 40S. La proteina de unién al
Cap (elF4E) se une a la regién amino-terminal de elF4G,
mientras que la parte central de este factor se asocia con el
complejo multimérico elF3. De esta manera elF4G forma un
puente entre la estructura cap del ARN y la subunidad 40S. El
factor 4G no afecta la afinidad de 4E por el Cap, sino que es
un punto limitante en la formacion del complejo de iniciacion
que involucra interacciones proteina-proteina evitando que el
ARNm se libere. La subunidad 60S se une a la 40S con el
ARNm y el Met.-ARNt de iniciacién en la posicion P de la
subunidad ribosomal. La reaccién requiere del factor elF5 que
estimula la hidrolisis de la molécula de GTP unida a elF2

(Gallie, 1996).

Los complejos elF4F y elFiso4F de maiz

Una de las grandes diferencias entre el proceso de traduccion
en plantas y otros eucariontes radica en la estructura y funcion
de elF4F. En maiz se han aislado dos isoformas del factor de
iniciacion elF4F. ElI complejo elF4F que consta de dos

subunidades una proteina pequefia de unién a cap de 26 kDa
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(elF4E) y una grande de 220 kDa (elF4G). Alternativamente el
complejo elFiso4F, es una isoforma que estd conformada por
una subunidad pequena de unién a cap de 28 kDa, elFiso4E y
una grande de 86 kDa, elFiso4G (Browning, 1996). A diferencia
del complejo elF4F de mamiferos, los polipéptidos que forman
estos complejos en maiz no se pueden separar mas que en
condiciones desnaturalizantes (Sha et al,. 1995).

Se han logrado aislar a partir de extractos crudos de maiz dos
isoformas del factor elF4E, cuyos pesos moleculares oscilan en
32 kDa para elFiso4E y 30 kDa para elF4E (Dinkova y Sanchez
de Jiménez, 1999)

El reconocimiento de Cap en la iniciacién por el elF4E es
esencial para la traduccion de ARNms cap-dependientes.
Ademas se ha comprobado que la disminucién de elF4E de
extractos celulares, reduce drasticamente la traduccion de
ARNm, actividad que se restaura por adiccion de elF4E nativa
purificada o de su forma recombinante expresada
bacterianamente (Gringras, et al.,1999).

Por otro lado, se ha encontrado que el complejo elF4F de
maiz, restaura la actividad tranduccional mas eficientemente en
WGE (Wheat Germ Extract) depletado que en RRL( Lisado de
Reticulocitos de Conejo) a los que se les han eliminado sus
factores 4F enddgenos, (90 vs 70%) (Dinkova y Sanchez de
Jiménez, 1999).

Se ha demostrado que elFiso4F tiene la misma funcién que
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elF4F. Mediante la sustitucion de la isoforma en un sistema de
traduccién in vitro deficiente en elF4F se observo que elFiso4F
sostiene la union de la subunidad 40S al ARNm, ademas de
presentar actividad de ATPasa dependiente de ARN y de
helicasa dependiente de ATP en presencia de elF4A (Browning
etal., 1996).

Los anticuerpos de germen de trigo contra elF4F no reaccionan
con elFiso4F de germen de trigo, ni viceversa, lo que indica
que las subunidades no son producto una de la otra (Browning
et al; 1996). En estudios hechos en ejes embrionarios de maiz
se usaron anticuerpos policlonales contra elF4F de germen de
trigo y se observd que reaccionan con las proteinas
correspondientes de maiz (Dinkova y Sanchez de Jiménez,
1999). Esto indica una gran conservacion de estas proteinas a
través de la evolucion.

La cantidad de elFiso4F en germen de trigo es de 3 a 5 veces
mayor que la cantidad de elF4F (Browning et al, 1996),
mientras que en maiz se han demostrado diferencias en los
niveles de expresibon de ambas isoformas durante la
germinacion del maiz. Se observé que el nivel de elF4E se
incrementa después de las primeras 12 horas de germinacion,
en tanto que la isoforma elFiso4E se mantiene constante
durante todo el proceso; y para el final de la germinacion, los
niveles de ambas son altos y comparables entre si (Dinkova y

Sanchez de Jiménez, 1999).
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Otras diferencias  que se han detectado entre ambas
isoformas son su afinidad por ‘'mGTP, su preferencia por
estructuras secundarias o lineares en el ARNm, ademas de las
diferencias en su abundancia ya mencionadas (Carberry y

Goss, 1991; Sha et al, 1995) .

Control traduccional durante la germinacion del maiz
Existen antecedentes que indican que la expresion de las dos
isoformas del factor elF4F en plantas pudiera estar relacionado
con un mecanismo de seleccién del tipo de ARNm que va a ser
traducido en dependencia de la afinidad de los mensajeros
presentes por las isoformas de elF4E y elF4G, y de la
abundancia relativa de estas isoformas (Carberry y Goss,
1991). Sin embargo, los estudios realizados hasta este
momento incluyen solamente ensayos de traduccion in vitro de
ARNms sintéticos utilizando las isoformas de los complejos
elF4F y elFiso4F (Gallie y Browning, 2001).

Para esclarecer la importancia biolégica de la presencia de
diferentes isoformas para estos factores de traduccion se
requiere el andlisis de la actividad de cada isoforma para
ARNmM celulares especificos.

Los patrones de expresion de elFiso4E y elF4E son de
relevancia en la germinacion, pues ya se ha demostrado que
los ARNm almacenados contienen subpoblaciones de

mensajes Cap-dependientes y Cap-independientes (Sanchez
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de Jiménez et al., 1997)

Se han descrito dos etapas durante la germinacién de
semillas: una etapa temprana en la que tiene lugar la
reiniciacion de la actividad metabdlica y el inicio de la
elongaciéon de la radicula que esta apoyada prioritariamente
por la traduccién de mensajes almacenados, la cual en maiz
abarca de las primeras seis a doce horas después de iniciada
la imbibicién, y una segunda etapa cuando se presenta la
protusién de la radicula y que comprende un periodo de
crecimiento que requiere la sintesis de nuevos ARNm. Varios
antecedentes sugieren que existen mecanismos selectivos en
las ceélulas que modulan la traduccién de los mensajeros
almacenados (Sanchez de Jiménez y Aguilar, 1984; Bewley y
Black, 1994). Se ha demostrado que en embriones de trigo y
en algunas otras especies se observan cambios cualitativos en
el grupo de ARNm dentro de pocas horas de iniciada la
germinacion. Ademas, algunos de los mensajeros
almacenados en los embriones son traducidos en etapas
tardias de la germinacion (Kermone, 1990).

Tecnologia de ADN recombinante y su uso

Lo que se ha denominado tecnologia del ADN recombinante o
ingenieria genética, se refiere a la union artificial de moléculas
de ADN o de partes de estas moléculas que no se encuentran
juntas en la naturaleza. Este tipo de tecnologia se esta

utilizando actualmente para producir peptidos activos de
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aplicacién médica, e incluso algunos alimentos actualmente ya
presentes en los supermercados.

La tecnologia del ADN recombinante comenzé con el
descubrimiento de las endonucleasas de restriccion, enzimas
capaces de cortar el ADN en secuencias especificas. Los
cortes generados por las enzimas de restriccidn permiten la
unién de distintas moléculas de ADN mediante otras enzimas
las denominadas ADN ligasas. Por otro lado, se encontré que
moléculas relativamente pequenas de ADN eran capaces de
introducirse en una célula mediante el proceso denominado
transformacion. Este tipo de moléculas que incluye a los
plasmidos, fagos, césmidos y también a los cromosomas
artificiales de levadura, son denominados genéricamente
vectores de clonacion. Estas moléculas de ADN permiten
contener dentro de si fragmentos de ADN de diferentes
organismos y tamaros, conocidos como insertos. Una vez
unido el inserto con el vector, la unidad de clonacién se
transfiere al interior de una célula, dentro de la cual la molécula
de ADN recombinante se replica, obteniéndose decenas de
copias idénticas conocidas como clones. Al replicarse las
células hospederas, las células descendientes heredan el
material genético recombinante, que puede experimentalmente
ser recuperado, purificarse y analizarse (Lehninger et a ., 1993
y Lewin 2003). El ADN clonado puede transcribirse y traducirse

in vitro, 1o que permite estudiar el ARN y/o la proteina
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correspondientes, y por lo tanto la funcién para la cual codifica
dentro del organismo. Las proteinas recombinantes son
aquellas que se fabrican a partir de ARNs procedentes de dos
fuentes distintas mediante ingenieria genética, y a través de
métodos de reproduccion no habitual.

Dentro de las aplicaciones de la tecnologia de ADN
recombinante podemos destacar las siguientes: diagnéstico
prenatal de enfermedades genéticas, diagnostico de
enfermedades genéticas en niflos y adultos, susceptibilidad a
sufrir un tipo determinado de cancer familiar, terapia génica,

biotecnologia, entre otras.

Obtencion, aislamiento y caracterizacion de proteinas

recombinantes

El primer paso en la técnica del ADN recombinante consiste en
aislar el ARN mensajero que codifica para una proteina
concreta y obtener su correspondiente ADN complementario
(ADNCc). Este ADNc es amplificado por PCR y se inserta en un
vector génico el cual replicado en una célula hospedera, sirve
de vehiculo de expresidn para la produccion de una molécula
recombinante (Lehninger et al., 1993). Una vez transformadas
con el vector las células del hospedero (en general la bacteria
Escherichia coli), el cultivo se hace crecer hasta que alcanza

los niveles de produccidbn adecuados de la proteina
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recombinante. En ocasiones, para facilitar las distintas etapas
del proceso, la induccion y el posterior aislamiento, es
conveniente expresar la proteina de interés enlazada a otra
cadena polipeptidica, que puede ser la de una proteina
completa o bien un fragmento peptidico. En este caso, se
produce una proteina de fusion. Posteriormente, la proteina asi
expresada debe ser purificada hasta homogeneidad del péptido
de fusion, haciendo uso de sus propiedades fisico-quimicas,
peso molecular, solubilidad, carga, etc.

Para que la proteina recombinante sustituya eficazmente a la
proteina obtenida de la fuente bioldgica natural, es esencial
comprobar que sus propiedades moleculares son equivalentes.
Por ese motivo, la caracterizacién estructural y funcional de la
proteina recombinante es una etapa critica a la hora de valorar
el sistema de expresion utilizado. La expresién recombinante
de ADN proporciona un sistema de produccién practicamente
ilimitada de proteinas altamente homogéneas, cuya presencia
en la naturaleza sea escasa o, en todo caso, su aislamiento de
la fuente original, implique dificultades. Ademas se pueden
preparar, por mutagénesis dirigida, derivados de esas
moléculas que posean propiedades especificas de estabilidad

o actividad biolégica modificadas ( Watson et al., 1992)
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Establecer las condiciones 6ptimas para la induccién en E. coli
de proteinas de fusiébn recombinantes de los factores de
iniciacion traduccional elF4E y elFiso4E de maiz (Zea mays
L.), lograr su identificacion y purificar las proteinas

recombinantes correspondientes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Inducir la expresién en E. coli de las proteinas de fusion
recombinantes GST-elF4E y GST-elFiso4E de maiz cuyas
secuencias fueron clonadas en el vector de expresion

pGEXT4

e Purificar las proteinas de fusion recombinantes GST-elF4E

y GST-elFisodE de las proteinas  bacterianas

contaminantes.

e Separar la proteina GST de las proteinas elF4E y elFiso4E

e |dentificar mediante anticuerpos las proteinas elF4E y

elFiso4E puras
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HIPOTESIS

Si el proceso de inducciéon de las proteinas recombinantes
elF4E y elFiso4E de maiz en E. coli es el adecuado se lograran
establecer las condiciones 6ptimas de purificacion. Por tanto se
podran obtener estos factores de iniciacidbn puros, con la
estructura  tridimensional adecuada, sin  degradacion
significativa y en cantidades suficientes para probar su

actividad, en sistemas de traduccioén in vitro.
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MATERIAL Y METODOS
La transformacion de las células de E.coli fue realizada en un
trabajo anterior en el laboratorio 103 del Edificio E de la
Facultad de Quimica por Jonathan Max Berny Arellano y la
Dra. Tzvetanka Dimitrova Dinkova usando un plasmido pGEX

recombinante, el cual esta estructurado de la siguiente manera:

T7 RNApol
Em—

ORI

Figura 4 Estructura del plasmido: presenta un sitio de inicio de
replicacion (ORI), sitio de resistencia a ampicilina, un sitio de
corte para proteasa trombina, un promotor tac inducible, la

proteina de interés (elF4E) y la proteina GST

El método usado para la propagacién y amplificacion del
inserto se basé en lo siguiente:
A) Preparacion de las células competentes y

transformacién bacteriana (Bloom et, al., 1995), al cual
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se le hicieron algunos ajustes para una alta eficiencia
de transformacion.

B) Transformacion Bacteriana ( Maniatis, 1982)

C) Aislamiento de plasmidos por Minipreparacion vy
aislamiento de plasmidos a gran escala con alta pureza
por Melton Prep (Maniatis, 1982)

D) Separacibn de acidos nucleicos (ADN) por
electroforesis en gel de agarosa al 1 % ( Maniatis,
1982)

E) Purificacion del inserto ( Maniatis, 1982)

Las proteinas de fusién mas utilizadas son la Glutation-S-
transferasa (GST) y tag de Histidina (GIBCOBRL). En este
trabajo se usd la GST (Gene Fusién System) es un sistema
integrado para la expresion, purificacion y deteccion de
proteinas de fusion producidas en E. coli. El sistema consiste
de tres componentes: plasmido pGEXT4, modulos de
purificaciéon GST y el modulo de deteccién GST. Las proteinas
de fusion son purificadas desde lisados bacterianos de células
transformadas por cromatografia de afinidad usando Glutation
Sefarosa 4B contenida en el médulo de purificacion de GST.
Las proteinas de fusién pueden ser detectadas por medio de
ensayos colorimétricos, o inmunoensayos. El sistema tiene

muchas aplicaciones, tales como: inmunologia molecular, la
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produccion de vacunas, estudios de interacciones proteina-
proteina e interacciones DNA-proteina.

Los vectores pGEX poseen:

®
%

Un promotor tac inducible quimicamente y con nivel de

expresion alto

®
L4

Un gen interno lac I* para usar solo como huésped a
E.coli
% Las condiciones de elusién Optimas para las proteinas
de fusion desde una matriz de afinidad minimizando
efectos sobre antigenicidad y actividad funcional.
+» sitios de reconocimiento de proteasa Trombina o factor
Xa para separar la proteina de los productos de fusién.
La expresién de la proteina desde un plasmido pGEX es bajo
el control del promotor tac, el cual es inducido usando el
isopropil B-D. - Tiogalactésido analogo a la lactosa (Fig.4). Los
cultivos se mantienen a 28°C para la expresiébn de las
proteinas de fusién por varias horas. Después de la induccion,
las células son lisadas por sonicacion. Los lisados bacterianos
son limpiados de residuos celulares por centrifugacion.
Posteriormente el lisado limpio es aplicado a la resina
Glutation Sefarosa 4B, la cual se encarga de separar la
proteina de fusién de las proteinas bacterianas restantes;
después las proteinas de fusion son colocadas en una matriz

"mGTP Sefarosa, ésta es lavada con buffer y removidas todas
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las proteinas no especificas que estuvieran unidas ( Watson,

etal., 1992)

Induccion de la expresion de las proteinas recombinantes
GST- elF4E y GST- elFiso4E

Las bacterias transformadas con el vector mencionado con
resistencia a ampicilina y conteniendo la proteina de fusién
GST, se plaquearon en medio LB sélido (peptona de caseina
purificada 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l, agar 15 g/l) con
ampicilina a una concentracién de 100 ug/ml, y se incubaron a
37°C, 12 h. Se inocul6 una colonia en medio LB liquido
(peptona de caseina purificada 10 g/l, extracto de levadura 5
g/l) con ampicilina a una concentracién de 100 pug/ml incubando
a 28°C toda la noche. Al dia siguiente, fueron inoculados 160
ul de este cultivo, en 125 ml de medio LB liquido con ampicilina
a una concentracién de 50 pg/ml; incubando 5 h a 28°C hasta
obtener una absorbancia a 600 nm de 0.5 a 0.6. Para Inducir la
expresion de las proteinas recombinantes en el cultivo, se
agregaron 0.25 mM de IPTG (isopropil B-D tiogalactosido) y se
incubé por 3 h mas a 28°C. Finalmente el cultivo bacteriano se
centrifugd durante 10 min. a 3600 rpm

Purificacion y corte con trombina de las proteinas
recombinantes elF4E y elFiso4E

Para eliminar el medio LB residual se lavaron las células en

buffer PBS 1x (HEPES 20 mM, EDTA 0.1 M, DTT 1mM, glicerol
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20% vy una tableta cocktail de inhibidores de proteasas
[complete™ B]. Recuperando el paquete celular mediante
centrifugacion 10 min. a 3600 rpm. y resuspendiéndolo en 8 ml
de PBS 1x. Alicuotando la suspensién celular en tubos
eppendorf por 1 ml. Sonicando la suspension celular de cada
tubo con un sonicador de punta (Fisher Scientific 0550 Sonic
Dismembranator), 1 vez por 20 seg. A cada tubo se le agregé
triton X-100 a una concentracion final de 1% y se incub6 en
agitacion suave durante 30 min. a 4°C. Esta suspension se
centrifugd por 10 min. a 3600 rpm. Dado que la proteina
recombinante tenia una region de GST es necesario hidrolizar
esta fraccion para obtener la proteina deseada. El
sobrenadante se recuper6 y se le agregaron 125 ul de
Glutation Sefarosa 4B al 50% (resina que reconoce y pega a la
proteina GST) incubando a temperatura ambiente 1 h con
agitacion suave. La resina se lavo con PBS 1X 3 veces y se
centrifugd 3 min. a 3600 rpm para eliminar las fracciones
proteicas que no se pegaron a la resina, se le agregaron al
sobrenadante 50 ul de trombina por 950 ul de PBS 1x con la
finalidad de cortar la proteina de fusion (GST) y se incubd esta
suspensiéon 2 horas a temperatura ambiente con agitacion
suave. Centrifugando la suspension celular a 500 g por 5 min.,
obteniendo en el eluato la proteina de interés. El eluato se
concentr6 con Centricom 30 (Amicon Centricon™ 30

microconcentrator) para eliminar las proteinas residuales y
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obtener la proteina pura, la cual se concentra con centricom 10
(Amicon Centricon™ 10 microconcentrator). Se lava en “batch”
la Glutation Sefarosa (5 veces con PBS 1x y 3 veces con Tris
HCI 50 mM. La proteina de fusién se eluyé con 200 ul de
Glutation reducido en Tris-HClI 50 mM con agitacion suave
durante toda la noche y se obtuvo la GST (proteina con la que
estaba fusionada la proteina de interés) y la proteina de

interés.

Cuantificacion de proteinas (Bradford 1976)

El ensayo de cuantificacion de proteinas esta basado en el
cambio de color del colorante Coomassie brillant blue G-250
en respuesta a diferentes concentraciones de proteina. El
colorante se une primariamente a residuos de aminoacidos
basicos (especialmente arginina) y a residuos aromaticos. El
ensayo es de gran utilidad para cuantificar proteinas y
polipéptidos con masas moleculares mayores de 3000 a 5000,
dependiendo de los grupos cargados. Las lecturas de la
reaccion colorimétrica se llevan a cabo a 595 nm.

A partir de los sobrenadantes obtenidos de cada muestra se
tomo una alicuota de 5 pl que se hizo reaccionar con el reactivo
de Bradford, la lectura de absorbancia fue extrapolada a una
curva patrén, para poder asi, obtener los pug/ul de proteina total

en cada muestra.
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Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante
SDS-PAGE (Laemmli, 1970)

El analisis de proteinas en geles de poliacrilamida es una
técnica que permite observar proteinas presentes en un
extracto celular como bandas separadas en un soporte sélido
de acuerdo a sus pesos moleculares. Este método se basa en
la propiedad de las proteinas de poseer una carga y masa que
les permite desplazarse por medio de una corriente eléctrica.
Con base en una comparacion de las bandas de proteina con
marcadores de peso molecular conocido se puede determinar
el tamano aproximado de las proteinas de interés.

Para determinar los cambios en el proceso de purificacion de
las proteinas elF4E y elFiso4E, se utilizaron 20 pug de proteina
total de hidrolizado celular determinada por el método de
Bradford. Se realizaron electroforesis en geles de SDS-PAGE
usando geles al 12 % de poliacrilamida; aplicando una corriente
de 15 mA. Los geles se tifieron en azul de Coomasie.

Tincion con Azul de Coomasie

Una vez corrido el gel se coloca en un recipiente con solucion
de tincidn, si la solucion es fresca por 2 h pero si es de varios
dias toda la noche. Pasado este tiempo, se elimina la solucion
de tincion se agrega solucion de destincion hasta eliminar
todo el exceso de Coomasie y se puedan observar las bandas

perfectamente tenidas. El gel se coloca sobre papel filtro y se
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seca por 90 min.

Western Blot

Las muestras de proteina en el gel separadas por electroforesis
se transfirieron en membranas de PVDF aplicando una
corriente de 1.5 mA/cm® usando un sistema de transferencia
semi-seco (Mansfield, 1994). Para bloquear la membrana se
utilizo leche descremada Svelty P al 5 % en TBS (Tris-HCI 50
mM, pH 7.4, NaCl 0.15 M, 0.1 % Tween). Para la deteccion de
las proteinas de fusién se utilizé el anticuerpo contra GST
(Amersham Corp.) a una dilucién de 1:1000.

También se utilizaron anticuerpos contra los factores elF4E y
elFiso4E de trigo amablemente donados por K.S. Browning
(Universidad de Texas, Austin), los cuales se usaron a una
dilucion de 1:1000. Para el revelado se usdé un segundo
anticuerpo acoplado a peroxidasa (Sigma), diluido a 1:3000. La
reaccion fue visualizada por fluorescencia (Sistema ECL,

Amersham).

Sistema de Traduccion in vitro

Para realizar los ensayos de traduccién in vitro, se usé un Kit
de Traduccién in vitro; WGE (Extracto de Germen de Trigo)
(Promega) El primer paso consistio en eliminar los factores de
induccién enddgenos del extracto de germen de trigo, lo cual

se hizo con la resina 'mGTP Sefarosa, la cual se agregd en
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una relacion 3/1 con respecto al (WGE). Con agitaciéon suave a
4 °C por 1 h.; posteriormente se centrifug6 a 1000 rpm por 1
min. y se recuperd el sobrenadante obteniendo asi, el extracto
de germen de trigo sin sus factores de induccion endégenos.

La mezcla de traduccidn se preparé utilizando los componentes
recomendados por el proveedor (Promega). El ensayo se
montd de la usando como ARN del virus de Bromo mosaico
(BMV) y un ARN extraido de ejes secos de maiz, y el Extracto
de Germen de Trigo (WGE) proporcionado por el proveedor
(PROMEGA), el cual se uso tanto completo (WGE+) como
depletado de sus factores de induccién endégenos (WGE-).

El indice de traduccién in vitro se detecté por incorporacion de
[*°S] a las proteinas que se precipitan con TCA midiendo la
radiactividad con liquido de centelleo PPO-Tolueno. La
diferencia de cuentas (cpm) en el Ty (inicio de la reaccién) y
T4 (60 min.) incubada a 25 °C es la medida como efectividad de

la traduccion.

Aislamiento de ARN total a partir de tejidos ricos en
polisacaridos (Cheng and Seeman , 1998)

Se molieron con Nz liquido 0.4 g de tejido, se transfirieron a un
tubo de 10 ml (Corex), afadiendo 4.5 ml de buffer de
extracciéon y agitando. Se centrifugd a 23000 g, 6 15000 rpm.
por 20 min. a 4°C. El sobrenadante (SN)se transferio a tubo de

30 ml (Corex con tapa) utilizando una pipeta pasteur),
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anadiendo 0.4 ml de NaAc 2 M y agitando. Se anadieron 4 ml
de fenol &acido, se agit6é y se agregaron 0.8 ml de
cloroformo/isoamil alcohol se agité, y se incubo en hielo, 20
min. Posteriormente se centrifugé a 23000 g 6 15000 rpm , 20
min. a 4°C JA-20. Se transfirié a tubos de ultracentrifuga 30 ml,
anadiendo un volumen igual de KAc 2 M agitando e incubando
en hielo, minimo 30 min. Se centrifugo a 44000 g, 20 min. A
4°C 6 26000 rpm 60Ti. Se transfirid el sobrenadante a tubo de
10 ml (Corex), afadiendo un volumen igual de isopropanol
helado se agit6é y se incubd a —20 °C, por 45 min. Se centrifugo
a 2700 g o0 8000 rpm, 20 min. a 4 °C. El precipitado , se lavé 1x
con 1 ml de EtOH 70 % helado. Se resuspendi6 en 400 wl HO-
DEPEC y se transfirio a un tubo eppendorff de 1.5 ml,
afadiendo 100 wl LiCl 10 e incubando a 4°C al menos 2 h. Se
centrifugo a 12000 g é 14000 rpm, en microcentrifuga, 20 min.
a 4°C. El precipitado se lavd 2x con 1 ml de EtOH absoluto
helado y se resuspendi6 en 200 pl de TEN, se afadieron 500 pl
de EtOH absoluto helado y se incubd a —20°C, minimo 15 min.
Se centrifugb a 12000 g 6 14000 rpm 20 min. 4 °C. El
precipitado, se lavé 2x con 1 ml EtOH 70 % helado, se
resuspendié en 50-100 ul de TE. Se midieron las absorbancias
a 230, 260 y 280 nm, y se observo la integridad en
electroforesis de Agarosa
% Absorbancia 260/230 > 2.0

«» Absorbancia 260/280 > 1.5
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ug/ml de ARN = Abszgonm X 40 x dilucion
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RESULTADOS

El primer objetivo propuesto consistié en inducir la expresién de
las proteinas recombinantes GST- elF4E y GST- elFiso4E de
maiz , en bacterias E.coli transformadas.

Las células se transformaron de acuerdo a la metodologia
indicada. Después de lavadas las células fueron sonicadas y
centrifugadas la proteina soluble fue analizada por
electroforesis y tefida por azul de Coomasie. Acorde a los
patrones de electroforesis que se muestran en la (Fig.5A), se
observa el incremento en una banda de aproximadamente 48
kDa que corresponde a elF-4E unida a la GST, y en el
siguiente carril una banda de 52 kDa correspondiente a elF-
iso4E  unida a GST. Estas masas moleculares no
corresponden a las referidas para el factor de iniciacion elF4E
y elFiso4E, pero debemos considerar que estamos obteniendo
la proteina recombinante como una proteina de fusion usando
a GST. Esta proteina tiene una masa aproximada de 25 kDa. El
incremento indicado no se observa en células no inducidas con

IPTG (Fig.5Ay 5B)
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M 4E(s/i) 4E(i) iso(i) iso(s/i)
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0.06 0.11 0.17 0.22 0.26 0.28 0.31 0.37 0.57 0.66 0.77
Rf. de banda

Fig.5A Patrones de electroforesis que muestran la induccién de las
proteinas de fusion GST-elF-4E y GST-elF-iso4E (M): marcador de
peso molecular, 4E(s/i): células elF-4E no inducidas, 4E(i): induccién
de la elF-4E, iso (i): induccion de la elF-iso4E; iso (s/i): células elF-
iso4E no inducidas.Fig.5B Grafica que muestra la interpolacién de as
masas moleculares de cada proteina inducida marcadas en amarillo,

elF4E=0.26 y elFiso4E = 0.31

Los datos que se muestran en el gel (Fig.5A ) se pudieron

comprobar con la grafica donde se muestra la relacion
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existente entre los logaritmos de las masas moleculares (
Marcador de masa molécular ) y los Rf = ( abs. banda / frente
de corrida). Es wuna curva se interpolaron los datos
experimentales correspondientes a las proteinas elF4E y
elFiso4E aun fusionadas con la proteina GST (Fig.5B) elF-4E=
47.86 kDa — 25 kDa (GST) = 22.86 kDa, elF-iso4E= 52.48 kDa
—25 kDa (GST)= 27.86 kDa. El experimento tuvo 5 replicas y
las concentraciones de proteina obtenida oscilan entre 0.3
pg/wl para elF4E y 0.4 pg/ul para elFiso4E, obteniendo
aproximadamente 300ul de cada factor. Estos datos sugieren
que la transformacién fue exitosa, no hubo degradacion y el
IPTG funcion6 como inductor.

El segundo objetivo consisti6 en purificar las proteinas de
fusion recombinantes GST-elF4E y GST-elFiso4E, a fin de
separar a las proteinas bacterianas de las proteinas
contaminantes. Se llevaron a cabo una serie de lavados en
“patch” con buffer PBS, posteriormente se sonicaron vy
centrifugaron las células bacterianas. Esta separacion fue
exitosa y no se observdO degradaciéon significativa de las
proteinas. Sin embargo, se presentaron algunos problemas
durante el procedimiento, ya que se detectd una gran pérdida
de proteinas debido a la formacion de cuerpos de inclusion
insolubles, los cuales se quedaban en el precipitado (Fig.6).
Esto disminuia de manera considerable el rendimiento final de

la purificacion. Para evitar esta pérdida, fue necesario cambiar
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las condiciones de induccién. Los cambios mas importantes
consistieron en modificar la temperatura de crecimiento de la
bacteria de 30 a 28°C, asi como cambiar la concentracién del
inductor (IPTG) a 0.25 mM. La decision de cambiar las
condiciones anteriormente descritas fue debido a que éstas son
las variables mas susceptibles a ser modificadas y ademas hay
datos que mencionan a la temperatura como un factor
determinante para la formacion de cuerpos de inclusién
teniendo como un maximo 30 °C. Con estas condiciones se
logré disminuir la pérdida de las proteinas recombinantes hasta
un 50 % . Sin embargo seguian presentandose, por lo que fue
necesario buscar otros métodos de purificacion. Se probd un
método para separar la proteina de los cuerpos de inclusién
usando un SDS-PAGE no reductor ( Stern et al, 1993), pero
éste no fue muy adecuado ya que a diferencia de nosotros se
us6 un vector diferente, la transformacién se hizo en levaduras
para inducir las proteinas elF4E en humano y esto ocasioné
diferencias. Dado que la proteina obtenida estaba muy
degradada, se decidid utilizar el método ya establecido
mencionado anteriormente.

Los resultados de la purificacion de las proteinas
recombinantes se pueden observar en la placa de

inmunodeteccion de elF-4E (Fig.6)
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y elFiso4E (no se muestra) con anticuerpos contra GST, se
logré inducir la proteina (Cind), aunque una gran parte se esta
quedando en el precipitado (Pp) formando cuerpos de
inclusion, otro tanto no se esta pegando a la resina GST(U),
pero a pesar de esta proteina que se esta perdiendo, estamos
obteniendo la proteina (4E), aunque se observa una banda
muy tenue; la banda corresponde a 48 kDa aproximadamente,
porque la proteina aun no ha sido separada de la proteina de

fusion GST (Fig.6).

Cind. Pp u GST-elF4E

Fig.6 Inmunodeteccién de la proteina recombinante GST-elF-4E
durante la purificacion (Cind. :células inducidas, Pp: Precipitado de
las proteinas después de sonicar las células inducidas para eliminar
proteinas bacterianas contaminantes, U: sobrenadante después de
incubar con la resina Glutation Sefarosa 4B , representa a la
fracciobn proteica no unida a la resina , GST-elF4E: proteina
recombinante elF4E fusionada a la GST. Se uso un anticuerpo anti-

GST.
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Para identificar si las proteinas purificadas correspondian a las
proteinas esperadas, en primer lugar se hizo wuna
inmunodeteccion contra GST que es la proteina a la cual se
fusiond la proteina de interés para lograr su mejor purificacion
(Fig.6). Una vez que se comprobd que la proteina correspondia
a la esperada, aun fusionada a la GST, se procedi6 a hacer el
corte con trombina para poder separar la proteina GST de las
proteinas correspondiente a los factores de iniciacion, para ello
se usé el método proporcionado por el proveedor (Amersham
Corp.) aplicando diferentes tiempos de incubacién. La proteina
fusionada se incub6 con la trombina hasta un tiempo méaximo
de 24 horas y un minimo de 2, sin observar diferencias
considerables en la proteina obtenida, por lo que se decidid
adoptar el tiempo minimo de incubacion.

Una vez purificadas las proteinas elF4E y elFiso4E se
sometieron a una inmunodeteccion usando los anticuerpos
elF4E y elFiso4E de trigo, amablemente donados por K.S.
Browning, Universidad de Texas, Austin, comprobando que
efectivamente las proteinas purificadas correspondian a las
proteinas de interés elF4E y elFiso4E (Figs. 7,8).

En la placas de inmunodeteccion de elF-4E con anticuerpos
contra elF4E de conejo (Fig.7), se observa que la proteina
obtenida tiene un alto grado de pureza, ya que en el carril (4E)
se distingue una sola banda correspondiente a la proteina de

aproximadamente 26 kDa, la banda es muy marcada y no se
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observa una degradacién significativa. En la inmunodeteccion
con anticuerpos contra la proteina elFiso4E de conejo (Fig.8),
se observa claramente la banda esperada, la cual es
correspondiente al factor iso4E, una proteina de

aproximadamente 28 kDa, y no se observa degradacion.
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Pp Sob GST 4E Trom. Res. 4F(+)

Fig.7 Inmunodeteccién con anticuerpos vs. elF4E: en el carril (4E) se
observa el reconocimiento de la proteina pura de 26 kDa y en el 4F+
esta el factor 4F de maiz. (Pp: Precipitado de las proteinas después
de sonicar las células inducidas para eliminar proteinas bacterianas
contaminantes, Sob: sobrenadante después de incubar con la resina
Glutation Sefarosa 4B , representa a la fraccion proteica no unida a la
resina, GST: representa la proteina GST a la que estaba fusionada la
proteina elF4E, Trom: es la fraccion de proteasa trombina que se uso
para separar la proteina GST de nuestra proteina de interés elF4E,
Res: fraccion de resina libre después de obtener la proteina de

interés ).
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Pp Sob GST iso4E Trom. Res. 4F(+)

" w

Fig. 8 Inmunodeteccion con anticuerpos vs. elFiso4E: en el carril (iso)
se muestra la proteina de 28 kDa y en el (4F+) tenemos como control
al factor iso4F de maiz. (Pp: Precipitado de las proteinas después de
sonicar las células inducidas para eliminar proteinas bacterianas
contaminantes, Sob: sobrenadante después de incubar con la resina
Glutation Sefarosa 4B, representa a la fraccién proteica no unida a la
resina, GST: representa la proteina GST a la que estaba fusionada la
proteina elFiso4E, Trom: es la fraccién de proteasa trombina que se
usd para separar la proteina GST de nuestra proteina de interés
elFiso4E, Res: fraccion de resina libre después de obtener la

proteina de interés.
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Una vez logrados los objetivos propuestos para obtener los
dos factores de iniciacion recombinantes, se inici6 la
estandarizacion de las condiciones necesarias para probar la
actividad de los mismos ya purificados en un sistema de
traduccién in vitro. Para ello, primero se aislaron los ARNm
totales de ejes secos de maiz por el método descrito. Se
comparé la eficiencia de traduccién de  ARNm de maiz contra
los del ARNm de BMV ( virus de bromo mosaico) que se usa
como control en el sistema de trigo (WGE) de traduccion in
vitro ( Promega ).

El sistema de traduccibn se monté de acuerdo a las
condiciones proporcionadas por el proveedor ( Promega ) y se
obtuvieron los siguientes resultados:

a) ARNm

De acuerdo a los patrones de electroforesis en agarosa de la
muestra ARNm obtenido de ejes de maiz mostr6 alta calidad
en cuanto a su pureza y ausencia apreciable de degradacion,
el cual fue usado en el sistema de traduccién in vitro.

b) El sistema de WGE fue usado en todos los casos, ya sea
completo 6 depletado de sus factores 4E de iniciacién, los
cuales fueron remplazados por las proteinas recombinantes
juntas o cada una por separado.

c) En todos los casos se aplicoé igual cantidad del precursor

radiactivo [ *°S] — metionina.
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Los resultados de la traduccion in vitro de WGE completo y el
depletado de sus factores elF4F endégenos, mostraron que el
sistema completo incorpora mayor cantidad de [ *S] — Met,
mientras que el depletado da un valor muy bajo
comparativamente (Cuadro 1). Estos eran los resultados
esperados, ya que de acuerdo con (Pestova et al., 2001) , en
plantas el complejo elF4F; y en este caso el factor elF4E y su
isoforma son muy importantes para el inicio de la traduccion en
algunos mensajes Cap dependientes, Por tanto al depletar del
extracto estos factores, los niveles de traduccién descienden
considerablemente de 77,258 cpm a 17,692 cpm en (BMV) y
de 5,500 cpm a 2,300 cpm en maiz (Fig. 9A y 9B). Sin
embargo, en esas figuras se observa que no se elimina
completamente la traduccion en el sistema depletado, esto se
debe a que existen algunos mensajes llamados Cap
independientes, entre los que se encuentran los ARNmM que
contienen IRES (sitios de entrada interna al ribosoma) en su
region 5 UTR. Con estos resultados se demostré que al
eliminar los factores elF4E enddgenos del extracto de germen
de trigo (WGE), los niveles de traduccion disminuyen
considerablemente hasta en un 80% en BMV y un 50% en
ARNm de maiz ( Fig. 9A y 9B). Ademas muestran que existe
una notable disminucién en la eficiencia de traduccion al
comparar el ARNm de BMV que contiene el Kit comercial y el

ARNm de maiz (Fig.9C)
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TRATAMIENTOS | DESCRIPCION DE LOS|TO (inicio|T1 (60 min.
TRATAMIENTOS de después del
reaccion) [inicio de la
reaccion)
WGE +BMV Control +, presenta todos|2646¢cpm |77258cpm
los componentes del
sistema
WGE-BMV Control-, el extracto de|[2069cpm |[17692cpm
WGE fue depletado de sus
factores elF4E y elFiso4E
enddgenos
WGE+maiz Control +, presenta todos|1517cpm |5500cpm
los componentes del
sistema
WGE-maiz Control-, el extracto de|1428cpm |2300cpm

WGE fue depletado de sus
factores elF4E y elFiso4E

endogenos
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Niveles de traduccion en ARNm de BMV
100000 -
80000 +
g_ 60000
o 40000
20000
0 .
WGE+BMV WGE-BMV
A)
Niveles de traduccion en ARNm de maiz
6000 +
£ 4000
o
0
WGE+maiz WGE-maiz
B)
=}
g
g 40 -
5 301 mBMV
° 20 1 B Maiz
© 10
g 0 | | |
2 WGE+ WGE-
C)

Fig. 9A: indice de traduccién en BMV, 9B: indice de traduccion en
maiz Fig 9C: Comparacion de la eficiencia de traduccién BMV vs.
ARNm de Maiz, expresado en veces de incremento en la
incorporacién de marca en las proteinas. WGE+BMV= Extracto de
germen de trigo con factores elF4E endogenos, WGE-BMV= Extracto
de Germen de trigo depletado de Factores elF4E enddgenos con
ARNm de BMV, WGE+maiz= Extracto de Germen de trigo con
factores elF4AE endégenos y usando ARNm de maiz, WGE-maiz=
Extracto de Germen de Trigo depletado de factores elF4E

endogenos.
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DISCUSION

El principal objetivo de este trabajo fue obtener el factor de
iniciacion de la traduccion elF4E y su isoforma elFiso4E como
proteinas recombinantes.

De acuerdo con los resultados obtenidos el objetivo se cumplié
satisfactoriamente. Evitando asi los problemas evidenciados en
los multiples reportes acerca de las dificultades de extraccion y
separacion de las subunidades que conforman el complejo
elF4F y del cual forman parte las proteinas de interés .

Desde 1992 Browning y colaboradores plantearon la dificultad
de purificar los complejos elF4F y elFiso4F, debido a
problemas de degradacion, fundamentalmente para las
subunidades elF4G y elFiso4G, aun aplicando numerosos
inhibidores de proteasas. Por otra parte, la separacién de las
dos isoformas de la subunidad pequena, elF4E y elFiso4E, se
dificulta por su similitud en masa molecular y punto isoelétrico
(Manjunath et al., 1999), asi como por la baja concentracién
celular de estos factores en las células (Dinkova y Sanchez de
Jiménez, 1999).

Sha et al, 1995 reportaron que los polipéptidos que conforman
el complejo elF4F de maiz solo se pueden separar por
condiciones desnaturalizantes, lo cual puede afectar su
funcionabilidad.

Se ha demostrado que cuando se presentan dificultades para

purificar una proteina por metodos convencionales, es
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necesario emplear nuevas técnicas de purificacion que
muchas veces son mas efectivas. La expresion de proteinas
recombinantes proporciona un sistema de produccién
practicamente ilimitada de proteinas altamente homogéneas,
cuya presencia en la naturaleza sea escasa o, en todo caso,
su aislamiento de la fuente original, implique dificultades
(Watson et al, 1992) En este caso, dadas las dificultades
antes mencionadas, se considerd6 que la obtencién de los
factores de iniciacién por el camino del ADN recombinante
seria una buena alternativa.

Sin embargo, el proceso presentd varios problemas a lo largo
del procedimiento. Los principales problemas que se
presentaron durante la purificacion de estas proteinas
radicaron en la formacion de cuerpos de inclusion (Fig. 6), los
cuales son dimeros o multimeros de alto peso molecular de la
proteina y cuya purificaciébn y solubilizacién es muy dificil,
puesto que requiere de agentes caotropicos y una subsiguiente
restauracion de la actividad biolégica (Stern et al.,, 1993). Este
fendbmeno disminuy6 considerablemente el rendimiento de la
purificacién, por lo que se implementaron algunas
modificaciones en las condiciones de induccién de la proteina
recombinante, tales como cambio en la temperatura de
crecimiento, la concentracion del inductor ( IPTG ), entre otras.
Algunas de estas innovaciones fueron exitosas y se logré

incrementar hasta en un 50% el rendimiento de la purificacion,
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con relacion al rendimiento obtenido originalmente. Sin
embargo no se logré eliminar totalmente la formacién de
cuerpos de inclusion los cuales siguieron presentandose
aungque en menor proporcion.

Para que la proteina recombinante sustituya eficazmente a la
proteina nativa, es necesario comprobar que sus propiedades
moleculares son equivalentes. Por ese motivo, Ila
caracterizacion estructural y funcional de la proteina
recombinante es una etapa critica a la hora de valorar el
sistema de expresion utilizado.

Las modificaciones postraduccionales que se presentan en
algunas proteinas, son determinantes para saber si una
proteina puede o0 no ser expresada como recombinante. Ya
que debe conservar la misma actividad biolégica que una
proteina obtenida de manera natural y si una de estas
modificaciones es determinante para la actividad biologica
funcional de la proteina, pues deberda buscarse un vector de
expresion y un sistema hospedero que estén mas relacionados
con el organismo de origen de la proteina que se busca, o
intentar hacer la modificacién accesoria en un sistema in vitro.
De lo contrario el uso del ADN recombinante no es
aconsejable a menos que solo se desee verificar la secuencia
del gen o hacer anticuerpos contra la proteina deseada.

En el caso del factor elF4E en mamiferos la fosforilacién se ha

considerado que podria ser importante para su actividad

58



(Browning et al., 1996). Sin embargo estd en discusion este
tema ya que se ha visto que la fosforilacién no es determinante
para la expresion in vitro y puede unir a ARNm o ARNm
analogos a Cap aun sin que el 4E esté modificado. Por otra
parte, el andlisis cristalografico de la estructura sugiere que la
fosforilacion juega un papel importante en la regulacion de la
interaccion elF4F-ARNm ( Raught et al, 2000). En el caso de
las proteinas de unién a Cap en plantas , los sitios y efectos de
la fosforilacion  sobre la sintesis de proteinas son aun
desconocidos (Browning et al., 1996).

Como se menciond anteriormente se considera parte
importante de un estudio como el aqui presentado comprobar
la actividad biolégica de las proteinas recombinantes elF4E vy
elFiso4E formadas para lo cual, en este caso se hace
necesario medir los niveles de traduccion in vitro. Con ese
propdsito, en este trabajo se inicidé este estudio planteando la
estandarizacion de un método que sirviera para este proposito.
Como se indico en resultados los niveles de traduccion in vitro
sistema de WGE completo y el depletado de sus factores
elF4E enddgenos, ya fuera con ARNm enddgeno o viral
proporcionaron los resultados esperados en diferencia de
traduccién de acuerdo con (Pestova et al., 2001). En plantas el
complejo elF4F, en este caso el factor elF4E y su isoforma,
son muy importantes para el inicio de la traduccion en

mensajes Cap dependientes. Por ello, al depletar del extracto
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WGE estos factores, los indices de traduccion descienden
considerablemente (Fig. 9A 'y 9B), aunque no se elimina
completamente la traduccién, probablemente debido a que
existen algunos mensajes Cap independientes o IRES (sitios
de entrada interna al ribosoma) dependientes; los cuales no
requieren de la presencia del Cap para ser traducidos.

Este sistema mostr6 ser muy importante y dependiente de la
presencia de los factores elF4E y elFiso4E y por tanto servira
para probar el grado de funcionabilidad de las proteinas
correspondientes obtenidas por la técnica del ADN

recombinante.
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CONCLUSIONES

Se logré la induccién de las proteinas recombinantes
GST-elF-4E y GST-elF-iso4E

Se logré la purificacién de las proteinas recombinantes
elF4E y elFiso4E sin degradacion significativa después
de cortar la proteina GST unida.

Se pudo comprobar que las proteinas elF4E y elFiso4E
recombinantes purificadas efectivamente corresponden
a las proteinas de maiz

Se establecié la estandarizacién de la técnica de
traduccién in vitro para poder comprobar que las
proteinas recombinantes obtenidas presentan actividad

dentro de un sistema de traduccion in vitro competente.
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ANEXO

Solucion de Tincion Azul de Coomasie 500 ml
Azul de Coomasie R-25-025 25% 1.25¢

Metanol 50% 250 ml
Acido acético 7% 35ml

Agua destilada hasta llegar a 500 ml

Solucién de destincion 500 ml

Acido acético 7 % 35 ml
Metanol 30 % 150ml
Agua destilada 315ml
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Sistema de Traduccioén in vitro

Extracto de Germen de Trigo

Mantener los reactivos en hielo

Preparacién de ARN muestra

Calentar el ARNm a 67°C por 10 min. Inmediatamente colocar
en hielo

Procedimiento de Traduccion

Componentes:
Extracto de Germen de Trigo 25ul
Mezcla de aminoacidos sin metionina, TmM 4ul

ARN sustrato en agua libre de nucleasas (0.5ug/ ul) 2ul

Acetato de Potasio 1M 0-7ul
RNasin® Inhibidor de ribonucleasa (40u/ul) 1l
[ *°S] metionina 2.5ul

Agua libre de nucleasas para llevar a un volumen 50 ul

Se incuban las reacciones de traduccion a 25°C por 60 min.

Se detiene la reaccion, se cuentan los papeles.

Se analizan los resultados de la Traduccion: Después de
determinar el porcentaje de incorporacion en las proteinas con
marcador radiactivo, los productos de la traduccion se analizan

por electroforesis en un gel desnaturalizante.
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Aislamiento de ARN total a partir de tejidos ricos en

polisacaridos

BUFFERS Y REACTIVOS

Citrato de Sodio 0.75 M , pH 7 (ajustar con &acido citrico),
preparar con H,O DEPC

N-lauroylsarcosine 10 %

Buffer Tiocianato de guanidina: disolver a 65 °C 250 g de
tiocinato de guanidina. 293 ml de H,O estéril desionizada

17.6 ml de citrato de sodio 0.75 M---- Preparar

26.4 ml N-lauroylsarcosine 10 % ----- Preparar

Buffer de extraccién: por cada 5 ml de B de tiocinato de
guanidina

36 ul de B mercaptoetanol

0.08 g de polyvinylpolyrrodine

Cloroformo /isoamilalcohol 49:1 (v/v)

Acetato de sodio 2 M , pH 4 ajustar con acido acético preparar
con H.O DEPC

Acetato de potasio 2 M, pH 4.8 ajustar con &cido acético
preparar con H,O DEPC

Disolver 19.63 g de KAc en 25 ml de H,O DEPC

Anadir HAc hasta pH 4.8. Llevar a 100 ml con H.O DEPC

Fenol acido: disolver 500 g de fenol en 500ml de H,O DEPC
Alicuotar en 50-100 ml y guardar a —20°C. Cuando esta en uso

guardar a 4°C hasta 1 mes.
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Etanol 100 % y 70 Y%----------- Preparar con H.O DEPC
Isopropanol 100%
Cloruro de Litio LiCl 10 M con H.O DEPC
H.O DEPC (0.1 % DEPC)-----Preparar primero toda la noche
agitar, esterilizar 1 h . Luego usar.
Buffer TEN: 10 mM Tris-HCI, pH 7.5

150 mM NaCl

1 mM EDTA

Buffer TE : 10 mM Tris-HCl ph 7.5

1 mMEDTA

Material de vidrio: probetas , corex y morteros : tratar con
H.SO4 concentrado, lavar bien luego con H,O destilada, tapar
con papel aluminio y hornear a 200 °C toda la noche.

Tubos de ultracentrifuga: 15’ con 3 % H>O; preparado con H,O-

DEPC lavar 2x con H-O-DEPC
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