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RESUMEN.

La via NMD (Nonsense-mediated decay, por sus siglas en inglés) tiene como
funcion principal asegurar la precisidon de la expresion genética, regulando algunos
de los errores que pudieran existir al reconocer y degradar a los ARNm que
contienen codones prematuros de terminacion (PTC). Si esto no sucediera, podria
ocasionarse una acumulacién de proteinas truncas con funciones andémalas o

potencialmente téxicas para la célula.

Las principales proteinas que regulan la via NMD son Upfl, Upf2 y Upf3, las
cuales se encuentran conservadas en todos los eucariotes, desde levaduras hasta
mamiferos, incluido el humano. En este trabajo se pretendié validar la presencia de
las proteinas de NMD Upfl, Upf2 y Upf3 en Ustilago maydis mediante técnicas
inmunolégicas, haciendo uso de anticuerpos comerciales policlonales para reconocer

a dichas proteinas.

Inicialmente se realizé un andlisis bioinformatico para determinar las
regiones conservadas tanto en humano como en Ustilago maydis, ademas de que nos
permitié definir si los epitopos antigénicos reportados para los anticuerpos
comerciales se encontraban en las regiones conservadas de las proteinas de interés.
De esta manera, el analisis bioinformatico facilitdé la correcta eleccién de los
anticuerpos empleados en la identificacion. Posteriormente, se validé6 mediante
Western Blot e inmunocitoquimica la reactividad cruzada de los anticuerpos
comerciales para Upfl, Upf2, Upf3 y para algunos factores de splicing en Ustilago
maydis. En dichos experimentos, se utilizd como control positivo a la linea celular de
cancer de prostata PC-3 y como control negativo extracto proteico de Escherichia coli
para validar los ensayos realizados. Con este trabajo, se implementaron las técnicas
para determinar la localizacion celular de las proteinas de NMD en Ustilago maydis,
ayudando a sustentar que Ustilago maydis es un modelo de estudio atractivo para

estudiar dichs procesos celulares.
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1. INTRODUCCION.

En la expresidn de la informacién genética en eucariotes, gran parte de los genes
que codifican para proteinas sufren alguin tipo de maduracién mediante procesos que
incluyen por ejemplo al splicing (corte de intrones y empalme de exones). En muchos
casos, ocurren eventos de splicing alternativo, proceso responsable de aumentar la
capacidad de codificacion del genoma humano, pero que al efectuarse de forma
incorrecta puede producir mutaciones que pueden inducir enfermedades tales como
el cancer, atrofia muscular espinal, tauopatias, etc. Posterior al splicing, ocurre el
proceso NMD que actda como un sistema de control de calidad celular para una
correcta expresion genética. El conocimiento acerca de los procesos de splicing y
NMD, incluyendo las proteinas involucradas en su regulacién, alin no se encuentra
completamente dilucidado para diferentes condiciones fisiolégicas o patoldgicas
celulares, de donde surge la necesidad de profundizar en el estudio de estos
mecanismos. A continuacion se describen de manera general los eventos co- y post-
transcripcionales que se llevan a cabo en eucariotes implicados en la regulacién de la

expresion genética.

1.1 MADURACION DE TRANSCRITOS NACIENTES.

Después del proceso de transcripcion, los productos generados de manera
inmediata por la ARN polimerasa II son los denominados pre-ARNm, los cuales
requieren distintas modificaciones para ser madurados y asi poder ser liberados del
nucleo al citoplasma celular; dichas etapas aseguraran la vida media del ARNm al

brindarle estabilidad y proteccion ante diferentes enzimas de degradacidn.

Las reacciones para dicha maduracion incluyen las reacciones que se describen a

continuacion.
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1.1.1 ADICION DE CAP AL EXTREMO 5.

El CAP favorece la estabilidad del ARNm (Cowling, 2011) al proteger su extremo
5" de la accion de enzimas como las fosfatasas y nucleasas, por tanto su presencia
favorece la traduccion de dichos ARNm. El extremo 5” trifosfato de la cadena de ARN

naciente experimenta las siguientes modificaciones quimicas (Berg et al., 2010).

a) Desfosforilacion: existe liberacion por hidroélisis de un grupo fosfato del
extremo 5’terminal del ARN naciente.

b) Transferencia de un GTP mediante un enlace 5°-5": El extremo 5" difosfato ataca
al atomo de fésforo a del GTP para formar un enlace atipico 5°-5" trifosfato.
Esta porcion caracteristica es denominada CAP.

c) Metilacién de la Guanina: la S-adenosilmetionina metila al nitrégeno en la
posicién 7 de la guanina terminal, formandose asi el CAP 0. Las ribosas

proximas pueden ser metiladas para formar el CAP 1 6 2.

En levaduras como Saccharomyces cerevisiae se han identificado diferentes
enzimas responsables de la formacion del CAP (Schroeder et al., 2004), tales como la
Ceglp (ARN guaniltransferasa), Cetlp (ARN trifosfatasa) y la Abdlp (Guanina 7-
metil-transferasa), que requieren unirse al dominio C- terminal (CTD) de la ARN

polimerasa II.

a) b)
[Saccharomyces cerevisiae 0 cH

2Hy
“NJjo:S
TmG AN 0 0 0

(m..) i /O—f’I—O—IlT—O—I‘?—O. Base
MRNA O~ O OH OH [0~
P
Pp@
e Pol I 2 OH OH Q OH
IN/NT NN N -

Figura 1. Modificacién del extremo 5’ del pre-ARNm. a) Sintesis de la 7-mG en S. cerevisiae y
b) estructura quimica del CAP.
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El complejo de unién al CAP (CAP-binding complex, CBC), tiene un papel clave en
mecanismos de expresion génica (Gonatopoulus et al, 2014) ya que se encuentra
involucrado en procesos tales como la transcripcion, el splicing, el exporte de
transcritos y la traduccion. En organismos como Saccharomyces cerevisiae y A.
thaliana se ha demostrado que el complejo CBC es prescindible para la via NMD

(Nonsense-mediated mRNA decay) (Kuperwasser et al,, 2004).

1.1.2. POLIADENILACION EN EL EXTREMO 3

La modificacion en el extremo 3’ del pre-ARNm consiste en la incorporacion de
adeninas en la mayoria de los ARNm (a excepcion de las histonas), denominada cola
de poli-A, la cual estd constituida por una secuencia de 50 a 250 nucledtidos en

mamiferos y de 70 a 90 para levaduras (Eckmann et al.,, 2011).

Al término de la transcripcion, el transcrito es hidrolizado por medio de una
endonucleasa especifica, al reconocer los motivos AAUAAA o AUUAAA localizados de
20 a 30nt rio-arriba del sitio de corte (Eliseeva et al., 2013) y de manera consecutiva
se agregan en su extremo 3" los residuos de Adeninas por la enzima Poli(A)
polimerasa; en esta reaccion participa el ATP como donador. Este proceso protege al
ARNm de una posible degradacién, aumenta su vida media en el citoplasma y por

consiguiente le proporciona estabilidad al mensajero (Schmidt et al., 2010).

DNA molde .

——
5 Cap AAUAAAK/

RNA naciente \Sel‘ial para la escisiéon

Escision por medio de una
endonucleasa especifica

ATP
™ Adicion de la cola por medio
/ de la poli(A) polimerasa

PP,
Precursor del mRNA poliadenilado

Figura 2. Poliadenilacion del pre-ARNm.
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1.1.3. SPLICING.

En diversos organismos eucariotes, gran parte de los genes se encuentran
interrumpidos por secuencias no codificantes denominadas intrones o IVS (Chen et
al, 2012) y precisamente el proceso de splicing que ocurre en el nudcleo celular,
cataliza el corte de intrones y empalme de exones formando un transcrito maduro

(Matlin et al., 2005).

Este proceso requiere ser muy preciso; en algunos casos el desfase de un
nucleétido afectaria el marco de lectura, por lo tanto se produciria una secuencia de
aminodacidos distinta (Ahmed et al, 2011), y con probabilidad de contener un codén

prematuro de terminacion (PTC).

[— | | S E—

Exdn Intron Exdn  Intron Exon

Remacidn de Intrones

ARNm

Figura 3. Representacion del Splicing constitutivo.

En algunos genes que codifican para proteinas humanas, se ha calculado que la
longitud de exones consta de 145 nucleodtidos a diferencia de 3,365 nt en intrones;
también se propone que mas del 90% de los genes contienen éstas secuencias no
codificantes (Wang et al,, 2008), las cuales seran removidas mediante el proceso de

splicing (Tazi et al, 2009).

De manera general se conocen las caracteristicas necesarias que establecen como
se delimita un ex6n y un intrén contiguo, a este respecto se ha descrito que mas del
99% de los pre-ARNm presentan las siguientes secuencias conservadas (Van der

Feltzetal, 2012):
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* Un GU en el extremo 5’ de la union entre el ex6n y el intron (5’sitio de splicing).
* Un AG en el vinculo entre el intron y el exdn hacia el extremo 3" (3sitio de
splicing).
* Una adenosina invariable presente dentro de una region intrénica denominada
secuencia de ramificacion (BPS, por sus siglas en inglés, “branch point
sequence”). En levaduras como Saccharomyces cerevisiae, la secuencia del sitio

de ramificacion es generalmente UACUAAC (Seraphin & Rosbash, 1991).

F'{A) 5" splice-site (5" SS) Branch-point (BP) 3" splice-site (3" SS)
20-50 nts
: AT P
&Ny U
=" Py-tract ==
5 Exon Intr.cm 3' Exon

Figura 4. Secuencias conservadas necesarias para que se lleve a cabo el proceso de splicing.
Se observan las secuencias consenso en los lugares donde ocurre el splicing en los extremos
5%y 3" del intron.

El splicing se realiza con la participacion de un complejo macromolecular proteico
de aproximadamente 12 MDa denominado spliceosoma (Sperling et al,, 2008), el cual
es de conformaciéon y composicion dindmica lo que a su vez permite que la
magquinaria del splicing tenga caracteristicas de precision y flexibilidad (Frankenstein
et al, 2012). Quimicamente, el splicing ocurre en dos reacciones sucesivas de trans-

esterificacion (Fabrizio et al, 2009), que consisten en lo siguiente:

1.- El grupo 2°-OH de un extremo de Adenina del intrén efectia un ataque
nucleofilico sobre el sitio de splicing 5°, lo que deriva en la unién del extremo 5" del

intrén al residuo de Adenina de la secuencia BPS, formando una estructura de lazo.

2.- En una segunda etapa, el sitio de splicing 3’es atacado por el grupo 3°-OH del ex6n,
esto conlleva a la ligacion de los extremos de los exones y la liberacion del intrén en

forma de lazo (Valadkhan et al, 2009).
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Figura 5. Reacciones de trans-esterificacion que ocurren durante el Splicing.

En la mayoria de las células eucariotas, existen dos tipos de spliceosomas (Black
2003), los dependientes de U2 que catalizan la remocién o eliminacién de intrones
descrita anteriormente (Patel & Bellini, 2008) y los dependientes de U12, que se ha
reportado que sélo estan presentes en algunas especies de metazoos y plantas (Patel

& Steitz, 2003).

Existen algunos elementos auxiliares presentes en el pre-ARNm que actian en cis
y que se incluyen en regiones de exones o intrones, que actian como promotores
(ESEs y ISEs) o silenciadores (ESSs y ISSs) (Chen & Manley, 2009), estos son de
secuencias caracteristicas cortas y diversas, que modulan principalmente el splicing
alternativo, ya que reclutan a factores auxiliares de splicing que funcionan

estimulando o reprimiendo el ensamble del spliceosoma (Goren et al., 2006).

Para el ensamble del spliceosoma se requiere energia en forma de ATP (Matlin &
Moore, 2007); este complejo se encuentra constituido principalmente por factores
que actdan en trans, incluyendo diversas ribonucleoproteinas y 170 proteinas (Wahl
et al, 2009). A continuacion se describen los principales componentes del

spliceosoma.

1.1.3.1 RIBONUCLEOPROTEINAS PEQUENAS NUCLEARES (UsnRNPS).

Las snRNPS constituyen el nucleo catalitico del spliccosoma (Stanek &

Neugebauer, 2006), son indispensables para la maduraciéon de ARNm (Dey et al,
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2010) y estan incluidas las siguientes: UlsnRNP, U2snRNP, U4snRNP, U5snRNP y
U6snRNP (Tardiff & Rosbash, 2006).

Las snRNPs presentan un ARN pequeiio nuclear de tamafio variable comprendido

entre 60 y 300 nt para levaduras y humanos, respectivamente (Brow, 2002).
En cuanto a sus componentes, cada snRNP presenta la siguiente conformacion:

a) Una molécula de ARN rica en Uracilo.
b) Un anillo de siete proteinas Sm (Sm B/B’, D1, D2, D3, E, F y G; de 8 a 25 KDa
cada una) o tipo-Sm (LSm 2-8).

c) Tres o mas proteinas especificas para cada UsnRNP (Liu & Gall, 2007).

Las 7 proteinas Sm son de gran importancia en procesos como el ensamble,
transporte y el mantenimiento de la integridad de las snRNPs; cada una de estas
proteinas tienen un motivo conservado, el cual presenta dos secuencias primarias
cortas que se denominan Sm1 y Sm2, separadas por un espaciador (Meister et al.,
2002).

125 175 135 205 255
= us U4
U1 snRNA ﬂw US snRNA n_\”}-—
ot W A 53{1( ﬁus
[ Sm__ | = TE [ Sm |
70K A hPrp3 hPrp8
3 B” hPrp31 8:8"2
SFaa.‘zo hPrp4 uti14g
SF5a 66 CypH hPrp6
SF3a 60 15.5K hl;rz;:ga
SF3b155 40K
SF3b145 hDib1
SF3b130
SF3b49
SF3b14a/p1d
‘SF3b14b
SF3b10

Figura 6. Composicion de las diferentes snRNPs. Se incluyen las proteinas Sm y Lsm que
conforman a las snRNPs humanas. (Will & Lithrmann, 2011).
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Tanto en Homo sapiens como en Saccharomyces cerevisiae, se ha estudiado el
ensamble del spliceosoma (Schwer et al,, 2013) el cual ocurre de la siguiente manera:
en primera instancia se observa la formacion de un complejo que comprende la
snRNP U1 con el sitio 5" de splicing y la asociaciéon de los factores U2AF35/65 en
humano y el heterodimero Msl5*Mud?2 en S. cerevisiae con la secuencia BPS. Este
complejo se denomina de entrega en S. cerevisiae y complejo E (early) en mamiferos

(Hoskins et al,, 2011).

La snRNP U2 se une al complejo E en una reacciéon dependiente de ATP para
conformar al pre-spliceosoma. El trimero conformado por las snRNPs U4/U6*U5 a
continuacién reconoce al pre-spliccosoma para formar el spliccosoma completo

(Warlocki et al,, 2009).

1.1.3.2 RIBONUCLEOPROTEINAS HETEROGENEAS NUCLEARES (hnRNPs).

Las hnRNPs tienen una funcioén estabilizadora al interrumpir la formacién de
estructuras secundarias para el apareamiento de bases, ésto al asociarse al pre-

ARNm, impidiendo la interaccion con otras moléculas (Han et al, 2010).

Estas proteinas comprenden un grupo de 20 polipéptidos de 32 a 110 KDa
aproximadamente y su nomenclatura es designada de manera progresiva en relacion
a su peso molecular, desde hnRNP-A hasta hnRNP-U (Martinez-Contreras et al,

2006).

Las hnRNPS son proteinas abundantes en el nucleo celular que contienen al
menos un motivo de uniéon al ARN (dominios RBD/RRM, KH o RGG), la mayoria de
estas proteinas contienen multiples isoformas que son producto del splicing
alternativo (Papadodima et al,, 2013). Los miembros mas abundantes de hnRNPs son
los tipo A/B (hnRNP-A1 y A2/B1), la proteina hnRNP-A1 es considerada como el
modelo de esta familia de proteinas; ésta se une a los transcritos nacientes y
permanece asociada con los ARN blanco a través de todos los pasos del

procesamiento de ARNm en el nucleo (Bailey-Serres et al, 2009).
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La modulacion de estas proteinas sobre el splicing promueve la diversidad
funcional al igual que lo hacen las proteinas SR; su dominio mas importante es el
denominado RRM que media la interaccién especifica con el pre-ARNm; con
excepcion de hnRNPs E/K que interactdan con el ARN a través del dominio KH de la
proteina. Estos factores pueden albergar también cajas con repetidos de los
tripéptidos RGG (Arginina-Glicina-Glicina), los cuales pueden unirse también al ARN

(Cammas et al., 2007).

Inicialmente, se reportaron algunos mecanismos mediante los cuales las hnRNPs

interfieren en el splicing, en los que se ha observado lo siguiente:

= Represion del montaje del spliceosoma a través de multimerizacion de varias
hnRNPs a lo largo de los exones.

» Bloqueo del reclutamiento de las snRNPs (Zhu et al, 2007).

Figura 7. Estructura tridimensional de UP1 humana, el cual corresponde a una version
trunca de hnRNP A1 (Jianzhong et al., 1999).

1.1.3.3 PROTEINAS SR.

Las proteinas SR estan implicadas en procesos de regulaciéon del splicing
alternativo, al ser capaces de reconocer diversas secuencias de splicing (Coelho

Ribeiro et al, 2013). Estas proteinas contienen regiones abundantes en residuos en
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arginina y dipéptidos de serina y por lo menos un dominio de uniéon a ARN

denominado RRM (Busch & Hertel, 2011).

Estructuralmente, las proteinas SR contienen uno o dos dominios RRM
localizados en el extremo N-terminal, seguidos de un dominio SR “rio abajo” de 50
aminodacidos cuya composicion presenta alrededor del 40% de residuos de serina o
arginina; estas proteinas entonces se caracterizan por tener SR consecutivas o
repetidas (Sheen & Green, 2006). Estos factores facilitan el reconocimiento del exén;
se propone que el dominio SR de una proteina interactia con una secuencia exénica
facilitadora denominada enhancer (ESE), lo que promovera el reclutamiento de la

snRNP U1 y de U2AF, facilitando el ensamble del splicecosoma (Long & Caceres, 2009).

Muy cercanas a las uniones exén-intrén, se encuentran presentes los sitios de
union para las proteinas SR y para las hnRNPs, lo que sugiere que la interaccion entre
la activacion y la represion en el spliccosoma modula la probabilidad de la inclusién

de un ex6n (Reed, 2000).

[SRsF1 RRM _ RRMH__ RS 1
SRSF2 RRM RS

SRSF3 RRM RS

SRSF4 RRM  TTRRMH RS

SRSF5 RRM  TURRMHTT RS

SRSF6 RRM  TTRRMH RS

SRSF7 RRM  Zn RS,

SRSF8 = RRM I==  RRM RS
SRSF9 RRM — TTRRMHTTRS

SRSF10 RS RRM — TEERS

SRSF11 RRM RS

|SRSF12 RRM RS )

Figura 8. Proteinas SR en humanos (SRSF1-12). Integrada por un RRM al extremo N-
terminal, seguido por un dominio SR hacia el C-terminal (Busch & Hertel, 2012).
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Otras proteinas implicadas en el splicing incluyen:

@ Factores auxiliares del splicing; principalmente la proteina U2AF.

@ Superfamilia ARN-helicasas: como las DEAD y DEADH.

Al ocurrir las reacciones antes mencionadas, se formara el ARNm maduro, que

sera transferido al citoplasma celular en donde sera traducido a proteinas.

1.2 SPLICING ALTERNATIVO.

El splicing alternativo es un mecanismo en el cual se pueden formar un gran
numero de isoformas de ARNm a partir de un mismo gen; por consiguiente se
incrementa la capacidad de codificaciéon del genoma, al poderse generar una
diversidad de proteinas; esto aumenta en gran medida el uso de la informacion

genética (Luco & Misteli, 2011).

Se ha observado que las isoformas producto de este proceso tienen diferentes
funciones biolégicas que difieren en la capacidad de interaccion proteina-proteina, la
localizacién subcelular y su capacidad catalitica, por mencionar algunos ejemplos
(Kashyap & Tripathi, 2008). Algunos de los cambios que ocurren durante este
proceso que parecieran ser muy pequefios y sutiles pueden tener consecuencias
fatales (Lenzken et al, 2013), como diversas alteraciones en la respuesta celular, un

descontrol de la proliferacién celular o incluso que se desencadene la muerte celular.

A diferencia del splicing constitutivo, en el cual el corte y empalme ocurre de
manera secuencial y ordenada generando Unicamente un transcrito (Kashyap &
Tripathi, 2008), en el splicing alternativo multiples acciones pueden ocurrir, tales
como la exclusiéon de exones del ARNm o la incorporacién de un intrén al ARNm
maduro que fue reconocido como exén alternativo, esto por consiguiente aumenta la

diversidad del cédigo genético (Matlin et al., 2005).
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Este proceso es mas comun de lo que se pensaba; actualmente se estima que
afecta a mas del 90% de los genes que codifican para proteinas en el humano.
También se calcula que un 75% de exones alternativos participan en este proceso

aumentando el potencial de codificacion del genoma (Shukla & Oberdoerffer, 2012).

La especificidad del splicing alternativo se debe a la disponibilidad de ciertos
factores auxiliares de splicing que regulan este proceso de expresion del ARNm
(Goldstrohm et al, 2001); dicha disponibilidad depende principalmente de sus
niveles de expresion, su localizacion celular, el contexto celular particular y las

modificaciones post-traduccionales que sufren (Xie et al,, 2007).

Se ha demostrado también que la regulacion del splicing esta estrechamente
relacionada a la transcripcion, al asociarse los factores de splicing con la ARN
polimerasa I (RNA Pol II) y el proceso de elongacion; por lo tanto, se sospecha que el
splicing alternativo puede ser sensible a la procesividad por parte de la RNA Pol I], a
las modificaciones de las histonas y a la estructura de la cromatina (Allemand et al.,

2008).

El cambio de localizacién celular debido a errores en el splicing alternativo puede
ocurrir (Heyd & Lynch, 2011), mediante la afectacién de sefiales de localizacion,
alteraciéon de secuencias para la modificacién post-traduccional o la interaccion con
otras proteinas. Estas variaciones pueden tener un efecto o no en la célula, algunos

ejemplos de esto son los siguientes:

* Un ex6n puede introducir o alterar una secuencia de localizaciéon nuclear
(Kelemen et al.,, 2013).

* Cuando algun exén alternativo altera la proporcion de los transcritos
generados, cambiando la distribucion de las isoformas proteicas producidas
entre los compartimentos celulares, como ocurre con las variantes de ING4
(Unoki et al, 2006).

» Las proteinas pueden adquirir nuevas funciones en diferentes compartimentos,

como ocurre con el gen lipin (Peterfy et al, 2005), que en su forma nuclear
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actia como un factor de transcripcidn, mientras que en su forma citoplasmica

tiene actividad de fosfatasa.

En casos extremos, un cambio en la localizacién celular debida a la seleccién de
los sitios de splicing puede acarrear consecuencias fisiolégicas graves (Orengo &
Cooper, 2007); como ocurre en el caso de la retenciéon de intrones durante el
procesamiento de la Eritropoyetina, lo que puede contribuir a una resistencia a ésta y

provocar enfermedades renales graves como consecuencia.
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Figura 9. Alteraciones en la localizacion celular por eventos de splicing alternativo. Rojo:
proteinas que sufren splicing alternativo, Amarillo: secuencias alternativas. A) Localizacién
entre el citosol y el nticleo, alterandose la sefial de localizacion nuclear (NLS). B) Cambio de

localizacion entre el citoplasma y la membrana plasmatica, frecuentemente mediante
cambios en la regién transmembranal (TM). C) Cambios entre el nticleo y formas asociadas a
la membrana. D) Generacion de formas solubles secretadas por cambios en la TM. E)
Localizacién en diferentes membranas internas. F) Localizacion en mitocondrias mediante la
insercion de una sefial de localizacién mitocondrial (Kelemen et al., 2013).

Existen diferentes formas en las que se lleva a cabo el splicing alternativo, las mas

frecuentes se esquematizan en la Figura 10 y se describen a continuacién:

@ Insercion u Omision de Exones: es el mecanismo mas comun de splicing
alternativo, en el cual el exén o exones pueden ser incluidos o excluidos del

transcrito final que conduce a generar un ARNm extendido u acortado (Howe

etal, 2003).
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Retencion de Intrén: las secuencias no codificantes se conservan hasta la
transcripcion final. Datos indican que en los seres humanos se retienen del 2

al 5% de los intrones (Bell et al, 2010).

Sitios de corte y empalme 5° 6 3": puede crearse diversidad o competencia

en los sitios de corte y empalme.

Exones mutuamente excluyentes: dos exones pueden competir para ser

incluidos en el transcrito final (Nilsen & Graveley., 2010).

Splicing 3"-UTR: el coddn de terminacién puede ser detectado como un codén
de paro prematuro si estan presentes intrones menores de 55 nt en el 3"-UTR

(Hughes, 2006).

Promotores alternativos creando ORF sensibles a NMD: la insercién de un
ORF puede conducir a la via NMD debido a que el codén de terminacién se

encuentra “rio-arriba” del ex6n correspondiente (Behm & Izaurralde, 2006).

(a)

(b)

Alternative cassette exon splicing ) =

.
Alternative 5° splice sites U2snRNP

T, Ve W Branch Point Poly-Y tract & "5t 55 ESE 5° splice site

- . 2
Mutually exclusive cassette exons 3'splice site
Alternative intron splicing

Figura 10. Tipos de splicing alternativo. La imagen representa las regiones que se pueden
excluir o incluir del ARNm maduro. Los exones estan representados por rectangulos y los
intrones como lineas. Se esquematizan los elementos reguladores que actian en cis y las

proteinas que se asocian en trans.
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Estudios recientes indican que la seleccidn incorrecta de los sitios de splicing
alternativo, mutaciones o alteraciones de algunos componentes de este mecanismo,
pueden estar implicadas en la produccién de distintas enfermedades y/o patologias
en el humano (Barta & Schumperli, 2010), distintos tipos de cancer como el de ovario
(Klinck et al, 2008), enfermedades neurodegenerativas como la atrofia muscular
espinal (Wirth et al, 2006), sindrome de Hutchinson-Gilford (Scaffidi & Misteli,
2005), sindrome Prader-Willi (Sahoo et al, 2008), Tauropatias (Gallo et al, 2007),
distrofia mioténica (Kuyumcu-Martinez et al, 2007), demencia fronto-temporal

(Wang et al, 2004), Alzheimer (Ingelsson et al, 2006), etc.

En algunos 6rganos o tejidos con actividades complejas como el cerebro,
cualquier defecto en el splicing alternativo puede causar grandes problemas al no
codificarse completamente las proteinas necesarias y por consiguiente los productos
realizaran funciones diferentes a las necesitadas en este 6rgano humano. Por
ejemplo, la forma autosémica dominante en la retinitis pigmentosa es causada por la

mutacion de los factores de splicing PRPF31/U4-61K y PRP8 (Wilkie et al.,, 2008).

Se ha observado que los defectos en la maquinaria general del splicing
constitutivo no resultan compatibles con la vida, mientras que los cambios
provocados en el splicing alternativo pueden ser tolerados por un organismo, aunque

los mismos son manifestados por una enfermedad.

1.3 PROCESO DE NMD.

Existe un sistema celular encargado de vigilar el reconocimiento y degradacién
de los ARNm que contienen codones prematuros de terminaciéon (PTC, por sus siglas
en inglés), por lo tanto evita la expresion de proteinas erréneas o truncadas (Maquat,
2004); este evento de compensacion de errores ocurre luego del splicing en el
citoplasma y se denomina NMD (del inglés: nonsense-mediated mRNA decay) o

decaimiento del ARNm sin sentido (Gardner, 2010).
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Se ha reportado que del 60-70% de los pre-ARNm que se someten a splicing

alternativo, 45% generan un sustrato para la via NMD (Stalder & Miithlemann, 2008).

La via de NMD es activada por una terminacién prematura de la traduccién
actuando como un complejo de “vigilancia” y su funcién consiste en “marcar” un
transcrito prematuro para su inmediata degradacién. En este proceso interaccionan
los factores de terminacion de la traduccién en eucariotas (eRF1 y eRF3) asi como la
maquinaria de degradaciéon del ARN (Ivanov et al, 2008); lo que provoca una
aceleracion para la remocién de ARNm aberrantes o transcritos “sin sentido”, lo que
inducira la producciéon de proteinas truncas y efectos negativos celulares (Popp &

Maquat, 2014).

Se ha propuesto también que NMD no sélo remueve transcritos defectuosos, sino
que también es asociado a la regulacion del nivel estacionario de ARNm involucrado

en la reparacion del ADN, ciclo y metabolismo celular (Rehwinkel et al., 2005).

Los codones prematuros de terminacién (PTCs) pueden surgir a partir de
mutaciones a nivel del ADN (mutaciones sinsentido, deleciones, inserciones o
cambios de marcos de lectura) y se estima que un 30% de las enfermedades
genéticas son asociadas a transcritos con PTCs (Khajavi et al, 2006). Se han
propuesto mecanismos de reconocimiento de PTCs en organismos modelos que
presentan conservacion entre ellos tales como: Saccharomyces cerevisiae, Drosophila

melanogaster, C. elegans, plantas y algunos mamiferos (Longman et al, 2007).

1.3.1. NMD EN MAMIFEROS.

En el caso de mamiferos (Lejeune & Maquat, 2005), la via de NMD se
desencadena de acuerdo a las condiciones enumeradas a continuacion y plasmadas

en la Figura 11.

1.- El Complejo de Unién Exén (EJC), depositado durante el splicing, se encuentra

ubicado de 50 a 55 nt “rio-abajo” del codén “sin sentido” o PTC.
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2.- El ribosoma se encuentra con el PTC ubicado a la distancia mencionada del EJC y

lo reconoce como un codén de paro, formando un complejo de terminacidn.

3.- Al existir la interaccion entre el Complejo de Terminacién (TC) y el E]JC; se activa

la via NMD (Chang et al,, 2007).

Dos pasos criticos e importantes en la via NMD han atraido
mucha atencion en afios recientes: el primero es conocer el mecanismo por el cual
codones prematuros de terminacion son reconocidos y discriminados
de los codones de paro naturales y el segundo es estudiar el mecanismo
por el cual los ARNm que contienen PTCs son objeto de rapida

degradacidn.

?
@ Exon—exon junction

Translation

© @

ST|OP &Zﬁ%’

‘ ‘ AAAAAAAAA

Termination complex
TiBS

Figura 11. Mecanismo general de NMD en mamiferos. a) ARNm sin PTC; el E]JC es depositado
durante el splicing y se ubica de 20-24 nt “rio-arriba” de la ultima unién Exén-Ex6n; cuando
se alcanza el codén de paro normal, el ribosoma prosigue con la sintesis de proteinas. b)
Cuando el ARNm contiene un PTC unicado 50-55nt rio arriba del EJC, se forma el complejo de
terminacion para activar la via NMD (McGlincy & Smith, 2008).

Un modelo para el reconocimiento de PTCs, conocido como faux de 3’-UTR,
postula que la terminacion de la traduccién adecuada, requiere una sefial de

promocioén de la terminacién y que la ausencia de esta sefial alerta a una traduccién
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aberrante, que a su vez conduce a la degradacion de los ARNm (Kervestin et al,

2012).

Se han identificado nuevos blancos que activan la via NMD (Rehwinkel et al,

2006), lo cual esta dado por los siguientes eventos:

v’ Retencion de Intrones.

v ARNSs no-codificantes

v ORFs pequefios consecutivos

v" Eventos de splicing en regiones 3"-UTR
v" Exones alternativos que incluyan PTCs
v' Selenoproteinas

v" Secuencias 3’-UTR muy largas.

La via de NMD regula aproximadamente el 10% de los ARNm humanos y su
importancia fisiolégica radica en el hecho de que el 30% de las enfermedades estan
asociadas a mutaciones generadas por PTCs (Bhuvanagiri et al, 2010). La variacién
en la gravedad clinica causada por diferentes mutaciones en un solo gen a menudo se
puede definir por los efectos de la proteina mutada (Khajavi et al, 2006).
Alteraciones en la via de NMD pueden ocasionar un resultado clinico alterando
patrones de herencia, causando manifestaciones distintas en respuesta a mutaciones
diferentes en el mismo gen, o bien modificando el fenotipo clinico especifico

(Holbrook et al,, 2004).

Los factores centrales de la via de NMD corresponden a las proteinas Upfl, Upf2 y
Upf3 (Kuroha et al, 2009), las cuales fueron identificadas inicialmente en
Saccharomyces cerevisiae y algunos efectores de esta via en Caenorhabditis elegans

(SMG 1-7) (Conti & Izaurralde, 2005).

El andlisis bioinformatico de secuencias proteicas revel6 que SMG2 es homédloga
a Upfl, SMG3 a Upf2 y SMG4 a Upf3. Upfl, Upf2 y Upf3 se encuentran conservadas en
C. elegans, Saccharomyces cerevisiae, Drosophila melanogaster, Homo sapiens y A.

thaliana (Metzstein & Krasnow, 2006).
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Organism | f ‘ | | | l | | |
Yeast Nematodes Fruitfly Mammals Plant
(Saccharomyces  (Caenorhabditis (Drosophila (Mus musculus) (Arabidopsis
cerevisiae) elegans) melanogaster) thaliana)
Effectors Upfl SMG-2(UPF1) UPF1 UPFI(RENTI) UPFI1(IBA1)
Upf2 SMG-3(UPF2) UPF2 UPF2 UPF2
Upf3 SMG-4(UPF3) UPF3 UPF3ah UPF3
SMG-1 SMGI SMG1 nd
SMG-5 SMG5S SMG3S nd
SMG-6 SMG6 SMG6 nd
SMG-7 SMG7 nd

Figura 12. Componentes principales y efectores proteicos de la via NMD que se encuentran
conservados en distintos organismos (Behm-Ansmant et al,, 2013).

1.3.2.UPF 1

La proteina Upfl es una ARN helicasa; en levaduras su peso aproximado es de
109 kDa y en humano de 130 kDa, es dependiente de la hidrélisis de ATP y forma
parte de la familia SFI (Saper Familia I) (Cheng et al, 2007), incluye dos dominios
denominados RecAl y RecA2. RecA1l comprende a su vez 2 regiones denominadas 1B
y 1C; otro dominio presente en UPF1 es el dominio CH (Cisteina-Histidina) que esta

proximo al N-terminal (Gleghorn & Maquat, 2011).

La funcién de UPF1 es activar la via de NMD de tal manera que puede reprimir o
detener la traduccién y/o reclutar enzimas de degradacion (He et al, 2013). La
actividad de UPF1 es regulada por ciclos de fosforilacion y defosforilacion (Isken et
al, 2008). Su fosforilacién es catalizada por SMG1 (proteina cinasa relacionada a
fosfoinositol-3-cinasa) que fosforila numerosos residuos de Serina cerca del C-
terminal y su defosforilacion se lleva a cabo por las proteinas SMG5, SMG6 y SMG7
que actian como adaptadores entre Upfl fosforilada y la proteina fosfatasa 2A
(Fukuhara et al, 2005). UPF1 es una proteina larga que se encuentra en el citoplasma
y tiene la capacidad de interactuar con UPF2 a través del dominio CH (Wang et al,

2006).
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Figura 13. Dominios estructurales presentes en Upfl humana (Cheng et al,, 2007)

1.3.3. UPF 2

Upf2 humana es una proteina de aproximadamente 140 KDa que contiene 3
dominios conservados MIF4G (porcién media de elF4G), los cuales se encuentran
también en proteinas que participan en el metabolismo de ARN como CBP80 y elF4G

(Clerici et al,, 2014).

Upf2 se encuentra en la zona perinuclear, su funcién principal es la de detectar
ARNm truncados o con marcos de lectura abierta aberrantes que desencadenen la via
NMD (Chamieh et al, 2008). Esta proteina también esta relacionada con los factores
de traduccion y las proteinas que son homologas a UPF1p y UPF3p de Saccharomyces

cerevisiae (Serin et al, 2001).

Upf2 es una proteina de transporte nucleocitoplasmatica y puede interactuar con
el E]JC, de tal manera que actiia como puente entre Upfl y Upf3 y en cooperacion con
Upf3b estimula la actividad de ATPasa y de ARN helicasa de Upfl. La fosforilacion de
Upf2 es un evento conservado en eucariotas y se ha evidenciado que es un paso

crucial para la via NMD (Wittmann et al, 2006).

121 429| ?5? ?5]"”?68 101? 11|05 12??
| MFAGT MFAG2  MF4G3] [ e
LR1 LR2 LR3

Figura 14. Representacidn esquematica de los dominios estructurales presentes en Upf2
(Clerici et al, 2013).
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1.3.4.UPF 3

Es una proteina que puede encontrarse en el citoplasma (Gehring et al, 2003) o
en el nicleo ya que forma parte del EJC. Esta proteina tiene un papel esencial en la
via NMD de organismos como Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans y
Drosophila melanogaster y cuenta con dos paralogos en humanos (UPF3 ay UPF3 b o

hUpf3 y hUpf3X, respectivamente) (Lykke-Andersen et al, 2000).

La estructura cristalina de los dominios de interacciéon de hUpf3b y hUpf2 revelo
que el dominio RNP presente en el extremo N-terminal de hUpf3 se une
hidrofilicamente con el dominio MIF4G del C-terminal de hUpf2 (Kadlec et al, 2004);

esta interaccion entre Upf3 y Upf2 es evolutivamente conservada.

El dominio C-terminal de hUpf3 es esencial para NMD y se requiere para formar
un complejo que incluye al heterodimero Y14 /Magoh (Kim et al, 2001). hUpf3a es
mucho menos eficiente que hUpf3b para desencadenar NMD y estimular la

traduccién (Kunz et al., 2006).

o |

=1

Racombinant
protens

UPF1-F1 ﬂ(—H ___ Holicase
UPF1-L CH n..nrv.a ] v

UPF1-ACH Helicasa P v
UPF1-CH v

UPF2 binding

UPF2.FL MIFAG MIF4G -
UPF2.S v
UPF3b binding §
UPF1 binding
UPF3-F v
UPF30-AC RED v
UPF3b-AN v
UPF2 binding Putative EJC binging
L J

Figura 15. Representacion esquematica de las diferentes isoformas de
UPF1,UPF2 Y UPF3b.

1.4 BIOLOGIA CELULAR DEL ARNm.

La localizacion de la maquinaria de degradacion para los transcritos defectuosos

se ha asociado a regiones especificas en el citoplasma celular eucariote, estos pseudo-
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compartimentos son los llamados cuerpos de procesamiento o p-bodies, que en
Saccharomyces cerevisiae se han denominado como sitios de NMD, los cuales
contienen principalmente enzimas de degradacion de RNA, asi como enzimas

involucradas en el decapping o en la deadenilacidn.

1.4.1. P-BODIES.

Los cuerpos de procesamiento o p-bodies son regiones especificas en el
citoplasma celular eucariote (Olszewska et al, 2012), localizados y observados en
células somaticas de vertebrados e invertebrados, incluyendo a plantas, levaduras
(Texeira & Parker, 2007), mamiferos y Caenorhabditis elegans; constan de multiples

enzimas que participan en los siguientes procesos:

@ Degradaciéon de ARNm.

Via NMD.

Procesos post-transcripcionales.
Paro o represion de la traduccion.

Silenciamiento mediado por ARN.

L B

Defensa del huésped contra la infeccion viral.

Los p-bodies estan involucrados basicamente en la regulacion de la traduccidn,
sirviendo como depositos de almacenamiento, en los cuales no todos los ARNm que
se introducen son degradados; se ha demostrado que algunos ARNm pueden salir de

estas regiones e iniciar su traduccion (Chan & Slack, 2006).

Se conoce también que el movimiento de los p-bodies en el citoplasma depende
de los microtibulos. Se ha demostrado que estos cuerpos se encuentran también en
neuronas en donde se denominan “granulos neuronales” (localizados en las

dendritas) y se han observado también en espermatozoides maduros.

Estos cuerpos de almacenamiento estan constituidos por los siguientes

componentes (Zheng et al.,, 2008):
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B Enzimas de degradacion de ARN: responsables de la degradacion, decapping

(incluyendo activadores como: Lsm1p-7p y Dhh 1p/Rck) y deadenilacion.

B Represores traduccionales: (CPEB, proteinas Y-box).

B Factores de elongacion de la traduccion: (elF4E, elF4G, elF4A, elF3, elF2 y
4E-T.

1.5. USTILAGO MAYDIS.

Los Ustilaginales incluyen hongos fitopatégenos que infectan alrededor de 4,000
plantas monocotiledéneas (Agrios, 2005) tales como el maiz y el teozintle (Ustilago
maydis), la cebada (Ustilago nuda), 1a avena (Ustilago nigra), el trigo (Ustilago tritici),
y la cafia de azucar (Tilletia indica), principalmente (Martinez-Espinoza et al, 2002).
Este grupo incluye mas de 50 géneros y 1,200 especies que ocasionan dafios

econdmicos a nivel mundial (Djamei & Kahmann, 2012).

Ustilago maydis es un basidiomiceto que produce la enfermedad conocida como
cuitlacoche o carb6n comun en el maiz y el teozintle (Ruiz, 2008); ésta se caracteriza
por la formacién de tumores o agallas, clorosis, distorsiones y enanismo de la planta,
la mayor parte del crecimiento de este hongo dimoérfico puede desarrollarse en hojas,
espigas, tallos y mazorcas (Banuett, 2002), es decir, en los tejidos meristematicos,

donde esporula para ocasionar los sintomas mencionados.

Figura 16. Tumor caracteristico de U. maydis en la mazorca del maiz.
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Las teliosporas estan recubiertas por una membrana blanca y verdosa que mas
tarde obscurece y forma una masa polvorienta color café-olivo. La membrana gris-
plateada se rompe y es asi cuando existe liberacidon de dichas esporas, principal
mecanismo de diseminacidn de los carbones (Estrada et al, 2010). Al ser liberadas al
medio ambiente germinan, sufriendo una ronda de meiosis y produciendo 4

basiodiosporas, que al germinar reinician el ciclo de vida del hongo.

A diferencia de la mayoria de los hongos que causan tizon, Ustilago maydis puede
infectar a todas las partes aéreas de la planta del maiz, pero no logra extenderse de
manera sistémica (Bauer et al, 1997). Skibbe y colaboradores en el 2010, sugieren
que la capacidad de Ustilago maydis para inducir tumores en diferentes 6rganos del
maiz, es en primera instancia debido al uso de proteinas “efectoras-centrales” las
cuales suprimen la respuesta de defensa de la planta durante la invasion, efecto
seguido de la actividad de proteinas “efectoras especificas” para cada 6rgano

afectado.

1.5.1 CICLO DE VIDA DE USTILAGO MAYDIS

Ustilago maydis es un hongo biotroéfico, es decir, con capacidad de nutrirse del
tejido vivo de la planta (Brefort et al, 2009) y dimorfico al tener la capacidad de
presentar tanto la fase micelial como la fase levaduriforme. Es importante
mencionar que Ustilago maydis no es un parasito obligado, pero que si requiere uno

de sus dos huéspedes naturales para realizar su ciclo sexual.
Las dos fases que presenta Ustilago maydis en su ciclo de vida son:

® Fase saprofitica: Durante esta fase haploide, Ustilago maydis crece como
levaduras unicelulares, reproduciéndose principalmente por gemaciéon (Bolker,
2001), es decir, un tipo de reproducciéon asexual, donde se forman prominencias o
brotes sobre el individuo progenitor y las zonas de mdaxima curvatura forman

angulos de 30 a 45° con relacion a la célula madre.
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Se ha observado que Ustilago maydis no utiliza con eficiencia las fuentes de
carbono de los nichos naturales y por lo tanto su colonizacién en los mismos no es
muy exitosa (Caltrider & Gottlieb, 1965). Su forma de reproducciéon en la fase
saprofitica por gemacion bipolar (Basse & Steinberg, 2004) es muy parecida a la de la

levadura Saccharomyces cerevisiae.

@ Fase micelial: Es la forma patogénica e infectante del hongo, también
conocida como fase diploide o sexual, en la cual se observa que las células empiezan a
formar filamentos estrechos, denominados hifas dicariéticas (Bannuet & Herskowitz,
1996), que sélo se desarrollan en el interior de los tejidos meristematicos de la

planta. Esta fase se regula por dos locus de apareamiento sexuales (a y b).

El locus a contiene en su secuencia de ADN dos regiones (al y a2) de 4.5y 8 Kb;
participa en la complementacion sexual y la fusién de células haploides, ésto al
codificar un sistema de reconocimiento feromona-receptor el cual desencadena la
formacién de tubos de complementacion y la fusion de células compatibles (Urban et

al,1996).

El locus b induce el desarrollo del dicariéon patogénico y controla el crecimiento
filamentoso de Ustilago maydis; codifica para las proteinas bE y bW, que son factores
de transcripcion involucrados en el crecimiento intracelular y en el encendido de

genes requeridos para la patogenicidad (Whal et al, 2010).

Inicialmente ocurre la formacion de filamentos delgados, denominadas hifas de
apareamiento o tubos de conjugacion (Trueheart & Herskowitz, 1996), que se atraen
uno hacia el otro por una reaccién quimiotrépica, dando lugar a la formacion de una
hifa que contiene dos nucleos alargados, lo que constituye la forma dicariote

infecciosa.

Por consiguiente, al formarse las estructuras infecciosas dicariotes, se inicia la
invasion o infeccion del huésped (Yee & Kronstad, 1998 ), probablemente iniciando
en los estomas, siguiendo con los organos florales y formando estructuras

denominadas apresorios responsables de la invasidn de la célula vegetal. Durante el

26 | QFB Arturo Martinez Coldn.



ciclo de vida del hongo, se ha notado que las células haploides son incapaces de
invadir a la planta, al contrario de las células diploides. Al finalizar este ciclo, las
esporas maduras denominadas teliosporas son liberadas cuando las agallas se secan

y se abren (Bakkeeren et al,, 1992).

ESTADO
HAPLOIDE

CONOCIMIENTO
DN, HUESPED

INVASION DEL HUESPED

PATOGENESDS

(ENTO MICELIAL

ESTADO
DICARIOTICO

Figura 17. Ciclo de vida de Ustilago maydis.

1.5.2. USTILAGO MAYDIS COMO MODELO GENETICO-MOLECULAR.

Recientemente, la importancia de Ustilago maydis como modelo de estudio
biolégico ha tomado relevancia, en comparaciéon con el modelo de estudio clasico
fangico Saccharomyces cerivisiae. Existen multiples razones para que este hongo
basidiomiceto sea atractivo para ser utilizado como modelo experimental, algunas de

estas razones son:

# Su genoma esta totalmente secuenciado (20.5 Mb) y liberado para su analisis.:
(http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago).
# Estudio de organismos que presentan dimorfismo.

# Modelo para dilucidar la interaccién planta-patégeno.
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# Se pueden realizar exdmenes de dominancia y complementacién, al poder
construir diploides en el laboratorio.

@ Permite generar knockouts por recombinacién homoéloga (Holloman et al,
2009).

#® Se calcula mas de 20% de identidad entre Ustilago maydis y el humano
(aproximadamente 777 proteinas) (Miinsterkotter, 2007). Se ha encontrado
que el proteoma de Ustilago maydis esta mas estrechamente relacionado con el
de humano, a diferencia de la levadura clasica Saccharomyces cerivisiae.

# Generacién de procesos moleculares complejos como el splicing.

# Estudio de los microtibulos (componentes del citoesqueleto) y la mitosis
(Steinberg, 2007).

# Existencia de multiples marcadores de seleccién para la manipulacién genética.

# Permite realizar analisis de segregacién por la existencia de meiosis en su ciclo
de vida.

# Capacidad para completar su ciclo de vida en plantas de maiz jévenes de tres

semanas de edad o menos (Villanueva et al,, 2007).

Estudios “in silico”, muestran que Ustilago maydis comparte con el humano

proteinas implicadas en funciones tales como: splicing, modificacién y degradacion

de proteinas, sefalizacion mediada por proteinas G, degradaciéon de aminoacidos,

oxidacion de acidos grasos, etc. (Miinsterkotter & Steinberg, 2007).
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Figura 18. Andlisis comparativo del proteoma de Ustilago maydis,
S. cerevisiae y H. sapiens (Miinsterkotter, 2007)
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2. JUSTIFICACION.

Las proteinas centrales del proceso de NMD (Upfl, Upf2 y Upf 3), son
ampliamente estudiadas en la actualidad, al conocerse que pueden funcionar para
compensar o evitar errores durante la traduccion de proteinas, especificamente,
degradando o eliminando proteinas truncas con codones prematuros de terminacion,
que tendran consecuencias perjudiciales para la célula; se ha observado que estos
errores pueden ocasionar enfermedades en el ser humano tales como ciertos tipos de

cancer, o enfermedades neurodegenerativas.

Nuestro modelo de estudio para dicha investigacion fue el hongo dimérfico
Ustilago maydis , en el que se pretendid ubicar la localizacion celular de las proteinas
centrales de NMD. Los hallazgos de este trabajo podran contribuir al conocimiento
total de esta via en Ustilago maydis y quiza en un futuro en aplicaciones terapéuticas

contra enfermedades.
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3. OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL:

# Conocer la localizacién celular de las proteinas de NMD Upf1, Upf2 y Upf3 en

Ustilago maydis .

OBJETIVOS PARTICULARES:

@ Realizar el analisis informatico para comparar los epitopos antigénicos de las

proteinas de NMD en humano y Ustilago maydis.

# Validar mediante Western-Blot e inmunofluorescencia la reactividad cruzada

de los anticuerpos comerciales para Upf1, Upf2 y Upf3.
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4. DIAGRAMA DE TRABAJO

Cultivar cepa 521 de Ustilago maydis en YEPS

|

Determinar Cinética de
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Crecimiento.

Localizacion celular
de proteinas
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Extraer proteinas totales de
Ustilago maydis

0

Cuantificar
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por Método
Bradford
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Determinar la
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mediante Western Blot
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. CEPA EXPERIMENTAL Y CONDICIONES DE CULTIVO.

La cepa de Ustilago maydis empleada para este proyecto fue la 521. La cepa se
mantuvo en ultracongelacion a -70°c en glicerol. Dependiendo de la naturaleza del
experimento que se realizd se cultiva en medio YEPS sélido (placas) o liquido

(tubos).

5.2. DROP-PLATE.

Antes de iniciar a estandarizar las pruebas para dicho proyecto, se realizé un
monitoreo de la cinética de crecimiento de Ustilago maydis contabilizando las
UFC/ml cada 2 horas, cubriendo un tiempo total de 24 horas. Se inocul6 5 ml de
medio YEPS con una “asada” de U. maydis 521, incubar a 30°c en agitacién (1,500
rpm) por 12 horas. Se midié DOegoo del cultivo; con el uso de la formula C1V1=C2V>
ajustar laDO a 1.0 en 30 mls de YEPS y calcular el volumen necesario del pre-
indculo. Se realizé lectura de DOeoo al tiempo “0” y se efectud diluciones seriadas de -
5 a -10, sembrando 20 pl en placas de YEPS. Se incubé a 24 h/30°c y se calcul6 en
numero de UFC/ml. Dicho ensayo se realiz6 por triplicado y se monitoriz6 24 horas

del crecimiento de dicho microorganismo fungico.

5.3. OBTENCION DE EXTRACTOS PROTEICOS.

Cuando 20 ml de un cultivo de Ustilago maydis cepa 521 alcanzé una DOsgo = 0.6 -
0.8, se centrifug6 a 5,000 rpm/5 minutos. Resuspender pellet en 200 pl de buffer de
lisis RIPA. Se sonicé pastilla a 50 mV por 10 segundos, se repitié por 4 veces. Se
incubd en hielo durante 30 minutos. Centrifugar a 14,000 rpm durante 20 minutos
para eliminar restos celulares. Se recuper6 el sobrenadante, alicuoté y almacené a -

70°c.
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5.4. DETERMINACION DE CONCENTRACION DE PROTEINAS.

Se determiné por medio de la técnica de Bradford (Bradford, 1976) utilizando el
reactivo comercial Sigma Aldrich, empleando albimina sérica bovina (1 mg/ml) para
construir la curva de calibracién. Las absorbancias fueron medidas a 595 nm y los

volumenes que se emplearon para preparar las diluciones fueron las siguientes:

pl BSA (1 mg/ml) Agua Reactivo Bradford
Desionizada(pl) (ml)

0 500 1

10 490 1

20 480 1

40 460 1

60 440 1

80 420 1
100 400 1

Tabla 1. Construccion de curva de calibraciéon con BSA 1mg/ml.

5.5. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS

Los extractos proteicos se sometieron a una electroforesis desnaturalizante (SDS-
PAGE) en geles de poliacrilamida al 12%. Segtn la concentracion determinada para el
extracto proteico realizada por el método Bradford, se tomaron de 20 a 50 ug (segun
las indicaciones para cada anticuerpo) calculando los microlitros requeridos y tomar
un volumen equivalente al buffer de carga (Laemli); se mezclé para homogenizar. Ya
preparadas las muestras, hervirlas a 95°c /10 minutos y se trasladé inmediatamente
a hielo. Se deposité toda la muestra en los pozos. Se realizé un corrimiento a 80 mV,
el tiempo de migracién variara dependiendo del tamafio de la proteina de interés,

asegurando la resolucidn del rango correspondiente.
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5.6 WESTERN BLOT.

Para la inmunodetecciéon, se utilizaron membranas de PVDF, las cuales fueron
activadas con metanol y posteriormente sumergidas al buffer de transferencia. Se
preparé el sandwich y se realiz6 una transferencia en semiseco a 15v/1h. La
membrana se someti6 a tincion con Rojo de Ponceau para comprobar dicha

transferencia.

La membrana fue bloqueada en una solucién al 5% de leche en polvo libre de
grasa, diluida en TBS/ 1h en agitacion. Para el anticuerpo primario se utilizé una
dilucion de 1:750 y para el anticuerpo secundario 1:2000 (las caracteristicas de los
anticuerpos empleados se resumen en la Tabla #2, dichos anticuerpos comerciales

fueron fabricados por Santa Cruz Biotechnology, Inc).

La deteccion se realiz6 mediante el sistema de quimioluminiscencia con el kit de
Santa Cruz Biotechnology, Inc “Western Blotting Luminol Reagent” y la impresion se
realiz6 en papel fotografico Kodak Medical X-ray Film. La pelicula fotografica, fue
expuesta a quimioluminiscencia, se revel6 en cuarto obscuro, pasando el film por la
solucién reveladora (15 segundos), agua (quitar exceso de revelador) y solucion

fijadora (15 segundos).

~ TIPO/HUESPED | PEPTIDO |  ANTICUERPO | REGION DE EPITOPE DETECTABLE
(kDa) SECUNDARIO

Ac.policlonal de 130 kDa Anti-conejo aa 70 al 370 cerca del N-terminal
conejo
Ac_ policlonal de 147 kDa Anti-conejo. aa 121 al 420 de la regién interna.
conejo.
Ac. policlonal de 58 kDa Anti-conejo. aa 51 al 240 cerca del N-terminal
conejo.
Anticuerpo policlonal de 70 kDa Anti-cabra. Péptido cercanc al C-terminal
cabra.
Ac. policlonal de 32kDa Anti-cabra. Péptido cercano al N-terminal
cabra.
Ac. monoclonal de 58 kDa Anti-ratén Regioén completa de aa.
ratén
Ac_ policlonal de 17kDa Anti-cabra. Péptido cercanc al N-terminal
cabra.

Tabla 2. Caracteristicas de los anticuerpos comerciales utilizados en esta investigacion.
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5.7. OBTENCION DE PROTOPLASTOS.

Para la aplicacion de los agentes liticos, se hizo una seleccidn del cultivo en fase
logaritmica (DO: 1-1.2), se centrifugd el mismo (1200 rpm/5°), el sobrenadante se
resuspendié en solucién SCS (Sorbitol 1M, Citrato de Sodio 50 Mm, pH:5.8), se lavé 2
veces, en este momento se agregaron 100 pl de la enzima liticasa para degradar la

pared celular del Ustilago maydis y por ultimo se incub6 a 37°C/10".

5.8. INMUNOCITOQUIMICA.

Para el analisis de inmunoexpresion, se llevd a cabo el método indirecto de
Inmunoperoxidasa (ABC). Primeramente, se realizd la obtencion de protoplastos de
Ustilago maydis en placas estériles para cultivos celulares de 6 pocillos “Corning
Incorporated, Costar ®”, se retiré el medio de cultivo, se lavaron las células 2 veces
con PBS, las células se fijaron con gliceraldehido al 2%/ 30 minutos, se lavaron 4
veces con sucrosa al 4.5 % en PBS, se trataron las células con 0.3% de Pero6xido de
Hidrégeno en PBS/30": dicho paso inhibe la actividad de la peroxidasa endégena,
lavar con PBS dos veces, se incubaron las células con solucién permeabilizadora
(Tritén X-100)/ 15": este paso permite que el anticuerpo penetre con mayor facilidad
a las proteinas intracelulares que se requieran detectar, lavar con PBS dos veces, se
incubd con solucién bloqueadora durante 3 horas, se incubé el Anticuerpo primario a
4°c durante toda la noche, se lavaron 3 veces con PBS, incubar por 60 minutos con el
Anticuerpo secundario biotinilado, lavar 3 veces con PBS durante 5 minutos, se
incubd por 30 minutos con el reactivo ABC, lavar 3 veces con PBS y por ultimo se
incubd con el sustrato de peroxidasa hasta que se obtuvo la intensidad deseada/30

minutos.

Al final, se lavé 4 veces con agua destilada y se observo al microscopio para

observar la inmunoreactividad de los anticuerpos utilizados contra Ustilago maydis.
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5.9. INMUNOFLUORESCENCIA

Para este ensayo, los portaobjetos utilizados fueron lavados con jabén para
instrumental (desinfectante, bactericida), se secaron y se esterilizaron a 121°c, 15 lb
por 15 minutos. Después, fueron lavados con NaOH 0.2% y por ultimo enjugados con
agua estéril, esto ultimo en campana de flujo laminar utilizando pinzas de disecciéon
estériles. Se secan los portaobjetos y por consiguiente se fijan con grenetina al 2%. Se
inoculé Ustilago maydis sobre los portaobjetos para su fijacion y posterior

tratamiento.

Se lavaron las células fingicas 2 veces con PBS, se fijaron con glutaraldehido al
2%/ 30 minutos, se retiré la solucién fijadora y se lavé 4 veces con fructosa al 4.5 %,
se incubé con soluciéon permeabilizadora (NP-40 0.25% en PBS) por 30 minutos a

temperatura ambiente, después, se lavé con PBS durante 5 minutos.

Se incub6 con solucién bloqueadora (suero normal de cabra o conejo 10%, NP-40
0.25%, SDS 0.25% en PBS) durante toda la noche en refrigeracién. Después, se
incubd con el Anticuerpo primario (dilucién con soluciéon bloqueadora), durante 12

horas en refrigeracidn, la dilucién empleada fue de 1:200.

Se lavé con PBS durante 5 minutos por tres veces, se incubaron con los
anticuerpos secundarios acoplados a Rodamina (Upfl, Upf2 y Upf3) y a Rojo Texas
(U1 snRNP 70K, hnRNP A1 y MAGOH), la dilucion empleada para el anticuerpo

secundario fue 1:600. La incubacion fue en total ausencia de luz.

Pasado el periodo de incubacién se lavan 3 veces las preparaciones con PBS, se

introducen en camara humeda y por ultimo se observan en el microscopio confocal.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION.

6.1 ANALISIS BIOINFORMATICO.

Para comparar los epitopos antigénicos de las proteinas implicadas en NMD, se
realizé inicialmente la busqueda de la secuencias de dichas proteinas; las cuales

fueron obtenidas de la base de datos KEGG (Enciclopedia de Genes y Genomas de

Kyoto).
PROTEINA FUNCION #aa Homo # aa Ustilago
sapiens maydis (prot.
(# de acceso) homoéloga)
(# de acceso)
Rent1 Regulacion transcritos en via NMD. 1118 aa. 1028 aa (Upfl)
(NP_002902.2) (XP_756384.1)
Rent 2 Detecta y degrada proteinas 1272 aa 1235 aa (Upf2)
truncas (via NMD).
(NP_056357.1) XP_759696.1)
Rent 3 Via NMD (Regulacion). 470 aa 559 aa (Upf3)
(NP 075386.1) (XP_756380.1)

%

Tabla 3. Resumen comparativo de las proteinas de NMD en humano y Ustilago maydis. Se
presenta su funcion, asi como el nimero de aminoacidos de las mismas.

En esta investigacion ademas, decidimos incluir algunas de las proteinas
participantes en el splicing (Tabla 4), las cuales nos serviran como un control

necesario para distinguir y contrastar la localizacién celular de las proteinas de NMD.

Es importante conocer la estructura de aminodacidos de una proteina, ya que cada
una de éstas tiene un numero de residuos y secuencias caracteristicas y que en base a
esta estructura primaria se determina la estructura tridimensional, todo ello

relacionado a su funcion.
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PROTEINA FUNCION # aa Homo # aa Ustilago

sapiens maydis (prot.
# de homologa)
acceso) (# de acceso)
snRNP Ul 70 Componente del complejo 43T aa 342 aa
Spliceosoma.
(NP_003080.2) (XP_760922.1)
hnRNP A1l Procesamiento de pre-ARNm, 320 aa 588 aa
transporte  ARNm maduro al
citoplasma. (NP_002127.1) (XP_758567.1)
SR Reconocimiento de sitios de splicing. 221 aa 192 aa
(EAWS9443.1) (XP_758559.1)
MAGOH Procesamiento post-splicing: 146 aa 145 aa
exportacion nuclear y localizacién en
citoplasma de ARNm (NP_001287668.1) (XP_761976.1)

Tabla 4. Comparacién de proteinas de Splicing en humano y Ustilago maydis. Se denota
su funcién y nimero de aminoacidos de las mismas.

A continuacién, se realizé6 un alineamiento de las secuencias en el programa
MUSCLE (Figuras 19-21); es necesario realizar este tipo de analisis bioinformatico
ya que mediante algoritmos, se nos permite conocer el grado de homologia o zonas
conservadas entre las secuencias analizadas, y con esto llegar a detectar en todo caso,
algunos origenes evolutivos similares o alguna funcién conservada para dichas
proteinas. También se realiz6 un alineamiento de dichas secuencias en el NCBI, y se
analizaron los datos arrojados como el Max Score, Maxima identidad, Query Cover, E
value y Total Score, los cuales nos ayudan a reconocer las zonas de maxima identidad
en estas proteinas, y en base a ello proponer la posibilidad de unién de los

anticuerpos a utilizar.

En este andlisis se tomd en cuenta la secuencia reportada por el fabricante que
corresponde al epitope que reconoce el anticuerpo para las proteinas en estudio.

Puesto que el anticuerpo comercial es policlonal pero basado en la secuencia
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reportada para el péptido de origen humano, dicha secuencia se tom6 como base y se

comparo con sus respectivas identidades en U. maydis.

Los resultados del alineamiento en el programa MUSCLE muestran en azul la
region conservada entre el epitopo del anticuerpo, la proteina Rentl en humano y la
Upf1 putativa en U. maydis (Figura 18); las regiones en gris indican los aminoacidos

que no se comparten entre humano y Ustilago maydis.

A)

Ac.Rentl (H300)
Rentl
U.maydis

Ac.Rentl (H300)
Rentl
U.maydis

Ac.Rentl (H300)
Rentl
U.maydis

Ac.Rentl (H300)
Rentl
U.maydis

Ac.Rentl (H300)
Rentl

—————— AGQLDAQVGPEGILQNGAvDDSvaKTSQL1AEL-NFEE- - - - DEEDTYYTRDLP
------ AGQLDAQVCPEGILONGAVDDS vaKTSQL1AFL -NFEE - - - -DEEDTYYTRDLP
rdldpsrshLhAhlaPh--tkadvpsaSnhshtalhAdLaslsEagisDEaDpallenLP

1iHACSYCGIHDPACVVYCnTSKKWFCNGRGNTSGSHIVNHLVRAKCKEVTILHKDGPLGET
iHACSYCGIHDPACVVYCnTSKRKWFCNGRGNTSGSHIVNHLVRAKCKEVTLHRDGPLGET
eHACaYCGI fnPACVVKC1TcnKWFCNsRGSTSGSHIVNHLVRAKhKEVcLHaesPLGET

VlBCYNCGCRNVFLLGFIPAKADSVVVLLCRQPCASQSSlRDInHDSSQ"QPLIQDRCFL
V1ECYNCGCRNVFLLGFIPAKADSVVVLLCRQPCASQSS 1 KDInWDSSQWQPLIQDRCFL
tpECYNCGakNVFLLGFIPAKsetVVVLLCRQPCAamSnsKDIiWDt tQWsPLIeDRCFL

SWLVKIPSEQEQLRARQITAQQINKLEELWKENPSATLEDLEKPGVDEEPQHVLLRYEDA
SWLVKIPSEQEQLRARQITAQQINKLEELWKENPSATLEDLEKPGVDEEPQHVLLRYEDA
tWLVEVPSEREQLRARpVT 1 QQINr LEELWKANaSAsLADLAKPGVeEEPdsVLLRYEDA

YQYONIFGPLVKLEADYDRKLKESQTQDNITVRWD1GLNERRIAYFTLPKTDS - DMRLMQ
YQYQONIFGPLVKLEADYDRKKLRESQTQDNITVRWD1GLNRKKRIAYFTLPRTDS -DMRLMQ

U.maydis YOYQNIFGPLVEMEADYDrKLEKESQTQqdlviRWDQGLNgKkIAWmmLPKleSgevRLav
Ac.Rentl (H300) GDEICLRYKGDL
Rentl GDEICLRYKGDL
U.maydis GD---==—————
H - J
B)
=
Description e O 1Ty T™E .Max Accession
score score cover value  ident
[~ Ac.Rent (H300) 623 623 100% 00 100% 21925
I~ U_maydis UM00237 1 409 442 87% 8e-138 T1% 21926
™ Rent 637 637 100% 00 100% 21927

L

Figura 19. Alineamiento de proteinas que incluyen: Anticuerpo Rentl, proteina Upf1
putativa de U. maydis y proteina Rent 1 de origen humano. A) Analisis en programa

MUSCLE. B) Anilisis de secuencias en NCBI.
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En el analisis bioinformatico realizado en el NCBI, podemos observar que: U.
maydis tiene un porcentaje de identidad del 71 % respecto a la proteina Rentl de
humano, lo que indica una alta probabilidad que este anticuerpo comercial detecte al

epitope del homodlogo en U. maydis.

Para el alineamiento de la proteina Upf2 (Figura 20), se observa que de un 69%
de cobertura de la secuencia para U. maydis, existe sélo un 23% de maxima identidad.
Dicho porcentaje no es tan determinante como el que se observé para la proteina
Upfl; sin embargo, representa una posibilidad de reconocimiento por parte del

anticuerpo comercial.

A)
Zc.Rent2 MEEREESIQLHQEAWERHHLRRELRSKnNQNAPDSr PEENFFSRLDSSLEENTAFVEELET
Rent2 MEEREESIQLHOQEAWERHHLERELRSEnNQNAPDSr PEENFFSELDSSLEENTAFVEELET
U.maydis = =  ————————————————————————— SrcltAkDcfaaaeilSath--———————————-
Ac.Rent2 ITEQORDSLSHDFNGLNLsSEY1AEAVASIVEARKLEISDVNCAVHLCSLFHQRYADFAPS]
Rent2 ITEQQRDSLSHDFNGLNLSKY 1AEAVASIVEaKLEISDVNCAVHLCSLFHQRYADFAPS]1
U.maydis = =  —————————————————— vrfggkAfsSpltnalel§-———————————-———- 1APps
Ac.Rent2 1QVWEEHFEAREE-ERTPNITKIRTALRFIAELTI-——VGiFTDREGLS1IYEQLENIIN
Eent2 1QVWEKHFEARKE-ERKTPNITK1RTALRFIAELTI-——-VGiFTDREGLSI IYEQLRNIIN
U.maydis ktlygdataegKErdeaarvargRhlLRavgELalvkaVGhssestGapwlfdvLEhlla
Ac.Rent2 ADRESHTHVSVVISFCEHCGDDIAGLVPREVESAAEKFN-——————————————————— L
Eent2 ADRESHTHVSVVISFCEHCGDDIAGLVEPREVESAAEKFN-—————————————————— L
U.maydis tDRE-HsnapllTailkglGgsf--LaPldtgdARsglsdtlinstltlgdavnvdgigai
Ac.Rent?2 SfPPSEITSPEEQOPFQNLLEEYFTSLTEHLERDHRELONTERQNRRILHSEGELSEDRH
Rent2 SfPPSEIISPELQQPFONLLEEYFTSLTEHLERDHRELONTERQNRRILHSKEGELSEDRH
U.maydis dpssaplvSPawQtkFreLiet¥FrtLvnrivkeHRrLQdhdRrNheayirsGgifEDRg
Zc.Rent?Z EQYEEFAMSYQKL1AnSgsIADLL————————————————————————————————————
Rent2 EQYEEFAMSYQRL1AnSgsIADLL————————————————————————————————————
U.maydis gr¥ErmtkSferirewgcilselLgvpmpkldsseassnsvglgvnldsksafdradeef
B)
[F 8 |
L Max Total Query E Max )
Description ) Accession
score score cover value ident
[~ Ac.Rent2 617 617 100% 0.0 100% 34179
[ U. maydis UM03549.1 666 686 69% e17 23% 34180
[~ Rent2 Humano 617 617 100% 0.0 100% 34181

|

=

Figura 20. Alineamiento del Anticuerpo Rent2, proteina Upf2 putativa de U. maydisy
proteina Rent 2 de origen humano. A) Andlisis en programa MUSCLE. B) Analisis de
secuencias en NCBI.
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El mismo analisis bioinformatico se llevo a cabo para la proteina Upf3 (Figura
21) y se plantea que existe una buena probabilidad para el reconocimiento del
Anticuerpo Rent3 a la proteinas Upf3 putativa de U. maydis. Esto al observar el
porcentaje de maxima identidad de dicho organismo fungico, que cuenta con un 52%

respecto a las otras secuencias.

A)

F =l
AC.Rent SEVvIRR-—----—-—-—— - 1PPTLTREQLOEHLQPMPEHDY fEF £ SND
Rent3 I e 1PPTLTREQLOEHLOPMPEHDY fEF £ SND
U.maydis agaraRnapnvaaaagdksgpvasttqgrrskPPTLapps-QagakgstkgatkEapkak
AC.Rent TSLYPHMYARAY1NFRNQEAI11FRDRFDGYVFLDNRGQEYPAIvEFAPLQRaARKRTRR
Rent3 TSLYPHMYARAY1NFRNQEAI11FRDRFDGYVFLDNRGQEYPAIVEFAPf QRaARRRTER
U.maydis akvgPprqtkAtpgFRskvvIrrlppnlpahVF------- wkBvspwirdsadcgalTtt
AC.Rent RDTEVGTIDDDPEYRRFLESYATDNEKMTSTPETL1EE1 EARNRELIARKTTPLLSFLEN
Rent3 RDTKvGTIDDDPEYRRFLESYATDNERMTSTPETL]1EE1 EARNRELIAKKTTPLLSFLEN
U.maydis agTssapagpgaEts---EahtsDsrsaatssastsptptvdykgfvAgKlkt———----
AC.Rent KQRMREERREERRRREIERKRQREEe rREWREE
Rent3 EQRMREERREERRRREIERKRQREE=rRKWEEEE
U.maydis --—--- dtnkgnkhaRayvREldagmlvgfyRaf-

= —|

B)

=1
Description Max | Tofal | Query| E lMax Accession
score score cover value ident
[~ AC Rent3 383 383 100% 2e-141 100% 8327
™ U maydis UM00233 1 269 608 4% 9e05 52% 8328
[~ Rent 3 Humano 383 383 100% 2e-141 100% 8329

Figura 21. Alineamiento del Anticuerpo Rent3, proteina Upf3 putativa de U. maydisy
proteina Rent 3 de origen humano. A) Andlisis en programa MUSCLE. B) Analisis de

secuencias en NCBI.

Al inicio de esta investigacidon, nosotros pretendiamos detectar la localizacién

celular de las 3 proteinas principales de la via NMD: Upfl, Upf2 y Upf3. Para validar
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dicha localizacion, se pretendia contrastar la ubicacion de los factores de NMD con la
de algunas proteinas que participan en el splicing; por lo que fue necesario realizar el
analisis bioinformatico también para los factores de splicing que se van a utilizar. A
continuacion se presenta la siguiente tabla sintentizando los alineamientos obtenidos

en el NCBI para algunos factores de splicing y NMD(Tabla 5).

Description | Max | Total | Query | E- Max | Accesion
Score | Score | cover |value | Ident
U1 snRNP 70/ 151 199 2% | Te-46 | 44 % 40787
UM04775.1
hnRNP A1/ 135 135 34% | 6e-40 | 35% 59759
UMO02420.1
SC35/ 66.6 79.7 44% | 2e-18 | 42% 62445
UMO02412.1
MAGOH/ 209 209 98% | 2e-T74| 67 53799
UMO05829.1

Tabla 5. Resumen de alineamientos de las proteinas involucradas en el splicing (de
origen humano y de Ustilago maydis). Con respecto a los anticuerpos comerciales a
utilizar para la deteccidn de las mismas.

Los porcentajes de maxima identidad que se muestran para cada uno de los
alineamientos de las proteinas implicadas en el splicing, se observa que varian de un
35 a un 67%, es decir, que es probable que exista el reconocimiento para las

proteinas de interés.

Con los anteriores alineamientos nos pudimos dar un panorama, si la unién
Antigeno-Anticuerpo podra ser presenciada en las pruebas posteriores (Western

Blot, Inmonocitoquimicas e Inmunofluorescencias).
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Para detallar e ilustrar los epitopos de las proteinas de NMD que detectaran los
anticuerpos utilizados, realizamos un modelaje de la estructura tridimensional del

mismo en el servidor SWISS-MODEL, los cuales se representan en la Tabla 6.

EPITOPE DE PROTEINAS DE NMD | EPITOPE DE PROTEINAS DE NMD EN
EN HUMANO Ustilago maydis

Rent1: Upfl:

& e
Q® ne
\ﬁ’,‘é Yo
Rent2 Upf2

Rent3 Upf3

Tabla 6. Representacion tridimensional de epitopos a detectar. Se compara la zona de
reconocimiento en proteinas de NMD tanto en proteinas de humano como de Ustilago
maydis.
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http://swissmodel.expasy.org/interactive/McdcfP/models/
http://swissmodel.expasy.org/interactive/pDZfzv/models/
http://swissmodel.expasy.org/interactive/2NVEax/models/
http://swissmodel.expasy.org/interactive/dfdZpe/models/
http://swissmodel.expasy.org/interactive/Sn62Kq/models/
http://swissmodel.expasy.org/interactive/yRtpAP/models/
http://swissmodel.expasy.org/interactive/McdcfP/models/
http://swissmodel.expasy.org/interactive/pDZfzv/models/
http://swissmodel.expasy.org/interactive/2NVEax/models/
http://swissmodel.expasy.org/interactive/dfdZpe/models/
http://swissmodel.expasy.org/interactive/Sn62Kq/models/
http://swissmodel.expasy.org/interactive/yRtpAP/models/
http://swissmodel.expasy.org/interactive/McdcfP/models/
http://swissmodel.expasy.org/interactive/pDZfzv/models/
http://swissmodel.expasy.org/interactive/2NVEax/models/
http://swissmodel.expasy.org/interactive/dfdZpe/models/
http://swissmodel.expasy.org/interactive/Sn62Kq/models/
http://swissmodel.expasy.org/interactive/yRtpAP/models/
http://swissmodel.expasy.org/interactive/McdcfP/models/
http://swissmodel.expasy.org/interactive/pDZfzv/models/
http://swissmodel.expasy.org/interactive/2NVEax/models/
http://swissmodel.expasy.org/interactive/dfdZpe/models/
http://swissmodel.expasy.org/interactive/Sn62Kq/models/
http://swissmodel.expasy.org/interactive/yRtpAP/models/
http://swissmodel.expasy.org/interactive/McdcfP/models/
http://swissmodel.expasy.org/interactive/pDZfzv/models/
http://swissmodel.expasy.org/interactive/2NVEax/models/
http://swissmodel.expasy.org/interactive/dfdZpe/models/
http://swissmodel.expasy.org/interactive/Sn62Kq/models/
http://swissmodel.expasy.org/interactive/yRtpAP/models/
http://swissmodel.expasy.org/interactive/McdcfP/models/
http://swissmodel.expasy.org/interactive/pDZfzv/models/
http://swissmodel.expasy.org/interactive/2NVEax/models/
http://swissmodel.expasy.org/interactive/dfdZpe/models/
http://swissmodel.expasy.org/interactive/Sn62Kq/models/
http://swissmodel.expasy.org/interactive/yRtpAP/models/

6.2 CURVA DE CRECIMIENTO Y DROP PLATE.

Para lograr estandarizar técnicas como el Western Blot, Inmunocitoquimica y
demas técnicas empleadas en esta investigacion, en primera instancia se realizé una
curva de crecimiento del Ustilago maydis, para determinar las condiciones en que
deberia estar nuestro microorganismo. En este caso se detect6 la fase lag o de
adaptacion donde apenas nuestro hongo esta madurando y su divisién celular es muy

lenta, contrario de la fase log o exponencial.

En dicha curva se realiz6 el seguimiento del crecimiento microbiano a una
Densidad Optica de 600 nm y se fue midiendo la absorbancia cada 2 horas con la
ayuda del espectrofotometro. Cabe destacar que el volumen empleado para realizar
dicha prueba fue en 30 ml de medio YEPS y que este experimento fue realizado por
triplicado para que la costruccién de la curva fuera estadisticamente representativa.

Estos resultados se muestran en la Figura 22.
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Figura 22. Curva de crecimiento de U. maydis. Se distingue su fase de adaptacién y su
fase exponencial.

A la par de la cinética microbiana, se realiz6 un conteo de UFC/ml por el método
Drop Plate o goteo en placa, ésto desde un tiempo 0 hasta las 24 horas que duro el

monitoreo.
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Para este método primeramente se ajust6 la densidad o6ptica a 1.0, se inocularon
3 tubos con 30 ml de YEPS calculando la cantidad de pre-in6culo necesaria para

llegar a dicho ajuste, empleando la formula C1V1=C;V>.

Se realizaron diluciones seriadas que iban desde 1 x 10> a 1 x 1010, y de las
mismas se sembraron 20 pl en placas s6lidas de medio YEPS. Se incub6 a 30°c por 24

horas y se realizaron los calculos pertinentes para saber finalmente el nimero de

UFC de U. maydis por cada ml.

Concluyendo con el experimento, observamos un aumento en UFC/ ml de 5
exponentes (Tabla 7), durante este periodo, y recordando también que este método
es considerado de mayor certeza comparado con la lectura de la densidad 6ptica que
nos pudiera dar datos érroneos al haber productos de degradacién o metabolitos

secundarios del microorganismo analizado.

A) B)
TIEMPO |
(hrs) UFC/ml /

0 1.553 X10 '

2 1.89 X 105

4 2.11 X 106

6 6.56 X 10 &

8 3.77X107

10 6.1 X 10 -

12 2X 108

14 2.44 X 10 8

16 2.99 X 10 8

18 1X10°

20 1.11 X 10 10

22 1.44 X 10 10

24 1.77 X 10 10

Tabla 7. Datos obtenidos del andlisis Drop-plate a Ustilago maydis. En la figura B) se
observan los crecimientos del microorganismo para cada una de las diluciones
empleadas.
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6.3 EXTRACCION Y CONCENTRACION DE PROTEINAS.

Lo siguiente que se realiz6 fue la extraccion de proteinas de Ustilago maydis en un
cultivo que tuviera una densidad 6ptica de 0.8 a 1.0, utilizando el buffer de lisis RIPA
(Buffer de Ensayo de Radio Inmuno-Precipitacion) el cual contiene NaCl 150 nM,
Triton X-100 1%, Desoxicolato de Sodio 0.5 %, SDS (Dodecil Sulfato de Sodio) 0.1% y
Tris pH: 8.0; se sonic6 para romper membranas, se hizo una centrifugacién para
separar los restos celulares y por ultimo se separo el sobrenadante que es la fraccion

con la que se trabajé posteriormente.

Siguiendo con los experimentos, se realiz6 la determinacién de proteinas en este
caso, en la fase de adaptacion y fase log , para observar cémo se iba comportando la
concentracion de dichas proteinas y la cantidad precisa para realizar el SDS-PAGE

seguido del Western Blot, esta determinacion se realizé por el método Bradford.

A)
2.5
- B)
E 2 =S
2 e [IProrEn gl ABSGHB.U:HUAJ
S 15 D 0505
5 10 075
E 1 20 (.85
=
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Figura 23. Curva de calibracién con Albimina de Suero Bovino (BSA 1mg/ml). En la
tabla B) se muestran las absorbancias obtenidas para dicha curva.

En la Figura 23 se muestra la curva de calibraciéon hecha con Albiimina de suero
bovino, la concentracién en pug/ml a 0, 10, 20, 40, 60, 80, y 100 pg/ml y las

absorbancias obtenidas de las mismas. La linea obtenida no varia mucho de acuerdo
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a la linea de tendencia, la concentracion se determin6 mediante el uso del programa

Excel y la ecuacion de la pendiente.

Ir |
# MUESTRA DO ABSORBANCIA [1 PROT. pg/ml
1 0.285 1.425 64.2
2 0.301 1.505 70.1
3 0.263 1.315 56.0
4 0.294 1.47 67.5
5 0.315 1.575 5.4
6 0.253 1.265 52.2
7 0.275 1.375 60.4
8 0.324 1.62 78.7
9 0.257 1.285 53.7
10 0.342 1.71 85.4

Tabla 8. Concentracion de proteinas en fase lag. Se muestra la densidad 6ptica de los
cultivos analizados v la absorbancia obtenida por el método Bradford.

En la Tabla 8, se indica la DO de las 10 muestras obtenidas para dicho

procedimiento, la absorbancia obtenida en el método de Bradford y por udltimo la

concentracion en pg/ml del extracto proteico.

[1 PROT TOTAL pg/ml
# MUESTRA DO ABSORBANCIA [1 PROT. pg/ml DIL 1/5
1 0.87 1.17 60.3 301.4
2 0.904 1.212 64.1 320.6
3 0.801 0.993 44.0 220.2
4 0.88 1.181 61.3 306.4
5 0.877 1.177 60.9 304.6
6 0.873 1.173 60.6 302.8
7 0.883 1.184 61.6 307.8
8 0.866 1.165 59.8 299.1
9 0.986 1.321 74.1 370.6
10 0.976 1.308 72.9 364.7

Tabla 9. Concentracion de proteinas (ug/ml) en fase log o exponencial. La

determinacidn es del extracto proteico en Ustilago maydis.

En el ensayo anterior, tuvo que utilizarse una dilucién 1:5, para que la medicién

no se saliera del rango de lectura que puede obtenerse en el espectrofotometro.
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En esta determinacién se concluye que existe una cantidad suficiente de
proteinas en la fase de crecimeinto log , por lo tanto es la fase ideal para estandarizar

la técnica de Western Blot que se realizo.
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Figura 24. Comportamiento de concentracion de proteinas en base a la densidad
oOptica del cultivo extraido. A) Fase lag o de adaptacidn. B) Fase log o logaritmica.

Es necesario puntualizar que la determinacion de la concentracién de proteinas
es muy necesaria por varias razones; tales como asegurar la cantidad en pg/ml de
proteina que se cargara en el gel de SDS-PAGE, ademas que si cargamos mas cantidad
de proteinas en el Western-Blot pudieran existir mas uniones inespecificas y por

ultimo para realizar Western Blot que sean semi-cuantitativos.

6.4 ELECTROFORESIS DE PROTEINAS.

En el ensayo de electroforesis que se realizo, en el cual las proteinas se separan
de acuerdo a su tamafio en el gel de poliacrilamida, se observé que el cultivo mas
representativo para obtener las proteinas deseadas es cuando el cultivo esta a una
densidad optica de aproximadamente 1.0, esto se apoya con lo observado en el carril

#9 en el cual el cultivo tenia una DO de 0.986.
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Figura 25. Gel de SDS-PAGE de extractos proteicos de Ustilago maydis. En el lado
izquierdo se muestra la referencia del marcador de peso molecular y en cada carril las
bandas obtenidas para cada extracto proteico.

6.5 WESTERN BLOT.

Una vez realizada la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana
de PVDF, esto para inmovilizarlas y permitir su deteccion con anticuerpos

especificos.

Los primeros Western Blot que se realizaron fueron para detectar las proteinas
centrales de la via NMD, es decir las proteinas Upfl, Upf2 y Upf3 en Ustilago maydis,
para los cuales se utilizaron anticuerpos policlonales contra las proteinas para

humanos Rentl, Rent2 y Rent3.

Para la deteccién de estas proteinas y la estandarizacion de esta técnica, se utilizé
una dilucion del anticuerpo primario 1:750 y del anticuerpo secundario de 1:2000,
recordemos que este ultimo debe ser mas diluido para evitar uniones inespecificas y

debe ser “anti-especie”.

Es importante mencionar también que los anticuerpos primarios utilizados son

policlonales; por lo que se establecieron condiciones ideales para la unién
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inespecifica de los mismos, tales como, diluir mas el anticuerpo primario, realizar por
mas tiempo el proceso de bloqueo con leche y subir la concentracién de Tween 20
cuando se realizaban los lavados. Dichos anticuerpos reconocen multiples epitopes y
son frecuentemente utilizados para la deteccidn de proteinas desnaturalizadas, como

en esta investigacion.

En la Figura 26 se muestran los resultados de dicho ensayo, donde se utilizé la
linea celular PC-3 como control positivo y la cepa de Escherichia coli DH5a como

control negativo.
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Figura 26. Western Blot para proteinas Up1, Upf2 y Upf3 en Ustilago maydis. A) Se
utilizaron anticuerpos comerciales de humano Rent1 para detectar la presencia de
Upf1 en Ustilago maydis. B) Western Blot para la deteccién de proteina Upf2 en
Ustilago maydis. C) Inmunodeteccion de Upf3 Ustilago maydis.

El objetivo de estos ensayos de Western Blot, se cumple al observar la
reactividad cruzada que existe entre los anticuerpos para humano, para la deteccién

de proteinas que son centrales en la via de NMD esto en Ustilago maydis.
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6.6 INMUNOCITOQUIMICA EN LINEA CELULAR PC-3.

Con base a cumplir el objetivo principal de esta investigacion, en el cual se
pretende hacer la localizacion celular de las proteinas centrales de NMD y algunas
que participan en el splicing, se empled en primera instancia la técnica de
Inmunocitoquimica o Inmunotincién, que nos permitié demostrar la presencia de las
regiones antigénicas de las proteinas que buscamos, en base a la unién de los

anticuerpos ya mencionados (Tabla 2).

En primera instancia se validaron los anticuerpos comerciales en la linea celular
PC-3 que es representativa de un estado andrégeno-independiente y de alto
potencial metastasico de cancer de prdstata. Dichos ensayos realizaron en el Instituto

de Fisiologia de la BUAP, con la ayuda del DC Eduardo Monjaraz Guzman.

A) B)

Q)

Figura 27. Inmunocitoquimica (ICC) & proteinas de NMD en linea celular Pc-at\)
Control negativo. B) ICC empleando Anticuerpos Rentl. C) Inmunoreactividad de
anticuerpos Rent2. D) Ensayo utilizando Anticuerpo Rent 3. Imagenes 40x.

51 | QFB Arturo Martinez Col6n.



En la Figura 27-A, se observa que no existe interacciéon Antigeno-Anticuerpo, por
lo tanto, esta imagen nos servira como control negativo para este ensayo. Esta
preparacion no tenia presencia del anticuerpo primario, por lo tanto no hubo

inmunoreactividad.

En el apartado B, C y D; en los cuales, se utilizaron los anticuerpos Rent 1, Rent2
y Rent3, respectivamente, observamos en los tres casos una inmunoreactividad

positiva, es decir, que existié una reaccion antigeno-anticuerpo.

Concluimos que esta linea celular de cancer de prostata nos sirve de referencia
para puntualizar el uso como control positivo para detectar las proteinas principales
de NMD en humano, recordemos que los mismos anticuerpos se utilizaran para

detectar la localizacién celular de estas proteinas en Ustilago maydis.

A) B)

0

Figurafi& Inmunocitoquimica en linea celular/PC-3 para proteinas que participan en el

splicing. A) Control negativo, B) Anticuerpos para detectar la proteina U1 snRNP A1. C)
Inmunoreactividad positiva para hnRNP A1. D) Se probaron anticuerpos para detectar la
proteina MAGOH. Imagenes 40x.
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Al observar el resultado del ensayo de Inmunocitoquimica realizado sobre la linea
celular de cancer de prostata PC-3 para detectar proteinas participantes en el splicing
(las cuales nos serviran de control en la localizacion), se concluye que tanto en el
apartado B), C) y D) de la Figura 28, en los cuales se pretendia detectar las proteinas
U1 snRNP 70k, hnRNP A1 y MAGOH, respectivamente, existe una reaccidon antigeno-

anticuerpo, por lo cual se considera como una inmunoreactividad positiva.

En la tabla 10, se muestra en resumen los resultados obtenidos mediante este
ensayo en la linea celular analizada, asi como una localizacion teérica propuesta para

tener un punto de referencia de lo que se pretende encontrar en Ustilago maydis.

ANTICUERPO LOCALIZACION REACTIVO EN NO
PROPUESTA HUMANOS
(PC-3) REACTIVO
Rent1 P-bodies v
Rent 2 P-bodies v
Rent 3 P-bodies v
U1 snRNP 70 Nucleo 4
hnRNP A1 Transporte v
nuclear
MAGOH P-bodies v
Control (+)

Tabla 10. Resumen de localizacion celular propuesta y ensayo en linea celular PC-3.
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6.7. OBTENCION DE PROTOPLASTOS.

Para emplear la técnica de Inmunocitoquimica para U. maydis, varios pasos
importantes se tienen que cuidar para asegurarnos que no existan factores que
provoquen falsos negativos en la técnica y en nuestro caso como utilizaremos
anticuerpos necesitamos facilitar la entrada de los mismos y optimizar el

reconocimiento de las proteinas de interés.

Por lo anterior, decidimos obtener protoplastos, para remover la pared celular de
nuestro modelo fingico, esto mediante la enzima liticasa, y los resultados se

muestran en la Figura 29.

A) B) 0)

Figura 29. Induccidn para la formacion de Protoplastos en Ustilago maydis. A) y B)
se observa la morfologia de este microorganismo, se puede observar su gran pared

celular. C) induccidn de protoplastos. Imagenes 63x.

6.8 ENSAYOS DE PERMEABILIZACION.

Otro paso que hubo que cuidar es la permeabilizacién, este paso puede resultar
decisivo en el éxito o fracaso de la técnica. Es muy importante, ya que le ayuda al

anticuerpo a penetrar a las proteinas intracelulares y unirse a ellas.
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En este ensayo se probaron distintas concentraciones de Triton X-100 que es un
detergente no io6nico que sirve para solubilizar proteinas en su estado nativo, las

concentraciones probadas fueron: 0.1%, 0.25%, 0.5% y 1%.

Se llegé a la conclusidn, de que cualquiera de estas concentraciones no afectaba

en la técnica.

6.9 INMUNOCITOQUIMICA EN USTILAGO MAYDIS.

Lo siguiente que se realiz6 fueron ensayos de Inmunocitoquimica para probar los
anticuerpos en nuestro modelo de estudio Ustilago maydis. En la Figura 34
observamos como existe una inmunoreactividad positiva cuando se utiliz6 el
anticuerpo Rentl para humanos en esta levadura, entonces detectamos la presencia

de la proteina homologa la cual es Upf1.

A) B) Q)

( Figura 30. Inmunocitoqm ica en Ustilago maydis, Validhéi()n del anticuerpo Rentl. \

A) Control negativo. B) y C) Inmunoreactividad contra el anticuerpo Rent1.
Imagenes 63x.

6.10 INMUNOFLUORESCENCIA EN USTILAGO MAYDIS.

Para este ultimo experimento de la investigacion, el cual es la localizacién celular

de las proteinas de NMD en Ustilago maydis, en primera instancia se validaron los
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anticuerpos a utilizar, empleandose una diluciéon 1:200 para el anticuerpo primario y

una dilucién 1:600 para el anticuerpo secundario, este dltimo acoplado a Rodamina.

En la Figura 31 se muestran las imagenes obtenidas en este ensayo, las cuales
fueron observadas con el microscopio de Epifluorescencia y en los cuales se observa
la inmunoreactividad positiva para la deteccion de Upfl, Upf2 y Upf3 en dicho

organismo fungico.

El soporte para las levaduras fue Grenetina al 2%, la cual en primera instancia se
visualizé al microscopio para observar que no tuviera fluorescencia por si misma y

nos fuera a dar falsos positivos en la prueba.

A) B)

@ N

. J

E)
0) D)
Figura 31. Epifluorescencia de proteinas de NMD en Ustilago maydis. A) Microscopia
de campo claro de U. maydis. B) Control negativo, C) Inmunodeteccidn de proteina

Upf1l. D) Inmunoreactividad positiva para Upf2. E) Se probaron anticuerpos para
detectar la proteina Upf3. Imagenes 100x.
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Este ensayo también se realiz6 para las proteinas que participan en el splicing, las
diluciones de los anticuerpos fueron las mismas antes mencionadas; sélo que en este

caso el anticuerpo secundario, estaba unido a Rojo Texas.

A) B)

Figura 32. Inmunofluorescencia de proteinas de splicing en Ustilago maydis. A)
Microscopia de campo claro de U. maydis. B) Control negativo, C)
Inmunoreactividad de la proteina U1 snRNP Al. D) Detecciéon de hnRNP A1l. E)
Proteina MAGOH localizada en Ustilago maydis. Imagenes 100x.
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7. CONCLUSIONES

Los epitopos antigénicos de las proteinas de NMD vy splicing estudiadas se

conservan entre humano y Ustilago maydis.

Existe reactividad cruzada de los anticuerpos comerciales para Upfl, Upf2 y

Upf3 y proteinas de splicing en Ustilago maydis.

Se establecieron las condiciones experimentales para estudiar la localizaciéon

celular de las proteinas de NMD en Ustilago maydis.

8. PERSPECTIVAS

Generar anticuerpos monoclonales en animales de experimentaciéon para

detectar las proteinas de NMD y asi disminuir reacciones inespecificas.

Utilizar microscopia electronica para determinar exactamente la localizacién
celular de las proteinas de NMD en Ustilago maydis.

Emplear anticuerpos especificos contra proteinas contenidas en los p-bodies.
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10. ANEXOS.

10.1. SOLUCIONES PARA ELECTROFORESIS.

a) Acrilamida 30% (29:1) :
» Acrilamida - 29g
» Bis-acrilamida - 1g

Aforar a 100 ml con Agua destilada.

b) Laemil (Buffer de carga 2x):

= Glicerol (20%) - 10 ml

* [3- mercaptoetanol - 5ml

» Tris base - 0.756¢g
= SDS - 23g

* Azul de Bromofenol - 005¢g

Ajustar a un pH de 6.8
Aforar con Agua destilada a 50 ml

Alicuotar 10 ml/tubo Eppendorf de 1.5 ml, almacenar a -20°c.
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¢) Buffer de corrimiento electroforesis (2 litros):

= Tris base
= Glicina

= SDS10%

- 6.04¢g
- 376¢g
- 20ml

Aforar a 2 litros con Agua destilada.

d) Azul de Coomassie (solucion para teriir gel)

* Azul Brillante Coomassie R250 0.1% — 0.3g
- 135ml
- 30ml

= Metanol 45%

» Acido acético 10%

Completar a 300 ml con Agua destilada.

e) Solucion para Desteiiir gel:
» Metanol 10 %

= Acido acético 5%

— 200 ml
- 100 ml

Aforar a 2 litros con Agua destilada

10.2. PREPARACION DEL GEL DE ACRILAMIDA.

a) Gel SEPARADOR 12 %:

= Agua

» Acrilamida 30%

* Tris1.5M pH=8.8

= SDS10%

» Persulfato de Amonio 30%

= TEMED

b) Gel CONCENTRADOR 5 %:

= Agua
» Acrilamida 30%
= Tris1.0 M pH=6.8

3.3 ml
4.0 ml
3.3 ml
100 pl
166 ul
20 ul

2.1 ml
0.5 ml
0.38 ml
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SDS 10 %
Persulfato de Amonio 30%

TEMED

- 30ul
- 45ul
- 11ul

10.3. SOLUCIONES ADICIONALES PARA WESTERN BLOT

f) Buffer de Tranferencia WB:

Tris base 25 nM
Glicina 192 nM

Metanol 20%

- 151¢g
- 702¢g
- 100 ml

c.b.p 500 ml, con agua destilada.

g) PBS0.1MpH=7.4

NaH,;PO4 * 1 H20

K2HPO,
NaCl 500 mM

Tween 20 0.1%

- 13.799g
- 17.418g
- 292¢g

- 1ml

Aforar a 1 litro con Agua destilada.

10.4. REACTIVOS EMPLEADOS EN INMUNOCITOQUIMICA.

a) Solucion fijadora al 2% (6 ml):

Gliceraldehido acuoso 50%

PBS

— 120 ul
- 5,880 pl

b) Peroxido de Hidrégeno al 0.3% (6 ml):

c) Sucrosa al 4.5% (20 ml):

H202 30%
PBS

Sucrosa

PBS

- 60 ul
— 5,940 ul

- 900 mg
- 20,000 pl
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d) Solucion Permeabilizadora al 0.25% (6 ml):

» Tritén X-100 (Stock 10%) - 150 ul
= PBS - 5,850 ul

e) Solucion Bloqueadora (6 ml)

» Suero Normal - 600 pl
* Tritén X-100 (10%) - 150 pl
* BSA1% - 600 pl
= PBS - 4,650 pl

f) Anticuerpo Primario (dilucién 1:200):

Se prepara el anticuerpo primario en la misma soluciéon bloqueadora. Para 1
ml:
» Solucién Bloqueadora - 995 ul

» Anticuerpo - 5ul

g) Anticuerpo Secundario biotinilado (dilucion 1:500):

Se prepara el anticuerpo secundario biotinilado en la misma solucién
bloqueadora. Para 1 ml:
* Solucién Bloqueadora - 998 ul

= Anticuerpo - 2u

h) Conjugado Streptoavidina-HRP (Reactivo ABC). Diluciéon 1:500 (6ml)

» Streptoavidina -HRP Conjugado - 12l
= PBS — 5,998 ul

Mezclar inmediatamente y dejar reposar 30 minutos antes de usar.

i) Cromdgeno y sustrato de peroxidasa (4 ml ), depende del kit comercial:
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= Buffer acetato — 2 gotas

* Cromoégeno - 1 gota
* H202 3% - 1 gota
* Agua destilada - 4 ml

10.5. MEDIOS DE CULTIVO.

a) YEPS (Extracto de Levadura, Peptona, Sacarosa).

Formulacion (g/1):

» Extracto de Levadura................. 10g
" Peptona....cccceveiieinen e 5g

" Glucosa....cccoivicein 20g
B AGAl . l16g

Aforar a 1 litro, y esterilizar a 10 lbs de presién por 10 minutos para evitar que la

glucosa del medio se caramelice.

Mezclar o disolver para una mejor disolucién (evitar grumos).
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10.6 ANTICUERPOS UTILIZADOS.

RENT 1, RENT 2, RENT3:
CARACTERISTICAS DESCRIPCION. IMAGENES.
DEL PRODUCTO
@ El anticuerpo | @ En eucariotas, es fundamental contar
Rentl (H:300) es un | con la capacidad de detectar y degradar
anticuerpo policlonal | transcritos prematuros perjudiciales para las
de conejo, su regién | células. La via NMD (decaimiento del ARNm
de epitope detectable | mediada por sinsentido) protege el organismo ABC
es del aminoacido 70 | evitando la traduccién de péptidos truncados 0K -
al 370 cerca del N- | con efectos negativos o pérdida de la funcién
terminal. proteica.
e o & Rentt

@ El anticuerpo
Rent2 (H:300) es un
anticuerpo policlonal
de conejo, su regiéon
de epitope detectable
es del aminoacido
121 al 420 de la
region interna.

@ El anticuerpo
Rent3 (H:190) es un
anticuerpo policlonal
de conejo, su regién
de epitope detectable
es del aminodacido 51
al 240 cerca del N-
terminal.

@ Rent 1, un ortélogo en mamifero o
Upflp, es esencial para la viabilidad
embrionaria. Rentl (también designado

regulador de transcritos “sin sentido” y hUpf1)
contiene un N-terminal con dominios tipo
finger-Zn , NTPasa y una regién compuesta de
dominios que definen a Rent1 de la superfamilia

del grupo I ARN helicasa.
@ La proteina Rentl tiene actividad
ATPasa y actividad helicasa 5 'a 3"

Adicionalmente,

Rentl es una proteina de unién al ARN cuya
actividad esta modulada por la ATP e interactia
directamente con Rent2, que es un homdlogo de
mamifero de Upf2p.

@ Dos ortdlogos de mamiferos: Upf3p,
Rent3a y Rent3b, son codificadas por dos genes
separados. Rent3b (también conocido como
Rent3X) esta codificado por un gen ligado X, se
localiza principalmente en el nicleo, mientras
que en Rent 1 y Rent2 son localizados
principalmente en el citoplasma.

9K -

0K -

Rent1 (H:300): Western
Blot de la expresion se
Rentl en Sol8 (A) SK-N-
SH (B) L6, C) lisados de
células enteras.

A B
132K-

LR J
0K-
K-
43K-

K-

Rent3 (H: 190): Western
Blot de la expresion se
Rent3 en SH-SYSY (A)
MES-SA/Dx5 (B) lisados
de células enteras.
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