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Resumen

Se le denomina splicing a un proceso que se lleva a cabo en eucariotas en el cual el
ARN mensajero sufre la eliminacién de secuencias internas no codificantes llamadas
intrones y la unién de secuencias codificante denominadas exones. Empleando este
mecanismo un mismo transcrito primario o pre-ARNm puede sufrir diversos procesos
de splicing, permitiendo que a partir de un mismo gen se obtengan diversas proteinas,
a este proceso se le denomina splicing alternativo. Este mecanismo es catalizado por
un complejo de factores en trans denominado spliceosoma, formado por diferentes
proteinas, las cuales se unen a secuencias consenso denominados elementos en cis
que se encuentran en la misma secuencia del pre-ARNm. Ademas del spliceosoma, en
el splicing alternativo participan las proteinas reguladoras que correspondena las SR
y hnRNPs. La proteina hnRNP A1 se une al pre-ARNm y en general favorece la omision
ya sea de los intrones o de los exones. Esta proteina estan constituida por dominios
estructurales ligados por un conector de longitud variable. El dominio que prevalece
en estas proteinas es el denominado RRM, el cual presenta una estructura
tridimensional caracteristica (1 a-1-f2-B3-a2-f4) y ademas incluye dos secuencias
RNP altamente degeneradas, RNP-1y RNP-2. Los mecanismos por los que hnRNP A1l
reprimen un sitio de empalme se han examinado en pocos casos. Por otro lado, se ha
visto que en algunos tipos de cancer la proteina hnRNP A1 se ve sobrexpresada,
haciendo importante su estudio.

En este trabajo se analiz6 la proteina putativa de hnRNP A1l de Ustilago maydis.
Inicialmente, se realizé el andlisis in silico de la proteina para identificar al homélogo
en Ustilago maydis y se comparé la estructura tridimensional de ambos péptidos, asi
como su interacciéon con otras proteinas. Pudimos observar que ambas proteinas
espacialmente son similares y que los aminoacidos responsables de la interacciéon con
el pre-ARNm se encuentran conservados. Se buscaron las secuencias de pegado
reportadas para hnRNP Al en el genoma de U. maydis empleando el programa
GeneFinder, encontrando que la secuencia mdas prevalente fue el repetido AGGGA,
encontrado en el 42.5% del genoma del hongo, sugiriendo que pudiera tener una
funcién relevante en la regulaciéon de la expresiéon en este organismo. De manera
interesante, algunos de los genes que presentan esta secuencia reguladora se
encuentran también en los homélogos para humano y dichos homoélogos estan
implicados en cancer o en enfermedades humanas. Por otro lado, se construyeron
versiones truncas de la proteina umhnRNP A1, las cuales incluian diferentes dominios
de unién al ARN. Una vez obtenidas las proteinas recombinantes, se llevé a cabo su
expresion y su identificacion mediante Western Blot. En general, las evidencias
obtenidas sugieren que hnRNP A1 se encuentra altamente conservada entre U. maydis
y humano y se propone que pueda tener una funcién similar en ambos organismos.

18



1. Introduccion

La relacion que existe entre la informacion almacenada en el ADN, el mensaje
transmitido a través del ARNm y su expresion en la secuencia aminoacidica habia sido
demostrado en los organismos procariotas y se pensaba que a pesar de su mayor
complejidad, los organismos eucariotas seguian las mismas pauta (Valpuesta 2008)
Sin embargo, en los afios sesenta se dieron las primeras evidencias de que esto no
ocurria asi. El grupo de Jim Darnell detecté en el nicleo un ARN de mayor tamafio
que el que posteriormente se detectaba en el citoplasma. Este tipo de ARN fue
denominado ARN heterogéneo nuclear (hnRNA) y se describié6 como algun tipo de
precursor del ARNm (Scherrer y Darnell 1962), sin embargo su caracterizacion se vio
impedida durante afios por la falta de técnicas adecuadas (Valpuesta 2008).

En 1977, Roberts y Sharp encontraron que la secuencia de nucleétidos de los genes de
adenovirus 2 (Ad2) contenian segmentos de ADN con informacién para la produccion
de proteinas (codificantes) alternadas con secuencias que no contenian informacién
para ello (no codificantes); es decir, que los genes de estos virus estaban segme ntados
(Chow y cols. 1977, Berget y cols. 1977) Los transcritos primarios de estos genes se
producian como moléculas grandes que requerian ser cortadas para eliminar los
segmentos no codificantes denominados intrones y religar los segmentos codificantes
denominados exones, a este proceso se le denominé splicing (Jiménez-Garcia y cols.
2007). El ARNm producido a partir de estos genes de adenovirus tenia un tamafio
menor a la secuencia correspondiente en el ADN gendmico de la cual era copiado.
Estos datos permitieron ofrecer una explicacion para las observaciones de Darnell de
que el ARN nuclear era de mayor tamafio que el del citoplasma (Scherrer Ky Darnell
1962).

Actualmente se conoce que los genes de eucariotes estdn segmentados, lo que lleva a
la produccién de un transcrito primario de igual tamafio que el gen, llamado ARN pre-
mensajero (pre-RNAm) o ARN heterogéneo nuclear (hnRNA) (Jiménez-Garcia y cols.
2007). Estos transcritos inmaduros son procesados o madurados mediante tres
eventos principales que se describen a continuacion (Fig. 1):

e La metilacibn en el extremo 5’ consiste en la adicion del grupo 7-
metilguanosina, denominado cap, que es necesario para la unién al ribosoma
durante la traduccion (Shatkin 1976).

e La polidenilacion en el extremo 3’ que se refiere a la adicién de adeninas en
todos los ARNm excepto los de las histonas, la cual esta formada por una
secuencia de aproximadamente 50 a 250 nucleétidos y evita la degradacion del
ARN (Darnell y cols. 1971).

e El splicing, que es el proceso mediante el cual se eliminan las secuencias no
codificantes o intrones y se unen o empalman los exones para generar el ARN
mensajero maduro (Jiménez-Garciay cols. 2007).
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Figura 1.

Procesamiento del pre-RNAm. Los genes de los eucariontes se encuentran segmentados y sufren
ciertos procesos para su maduracidon, entre los que se encuentran la adiciéon del grupo 7-
metilguanosina, denominado cap, en el extremo 5’, asi como la adicién de adeninas (poli A) en el
extremo 3’y por ultimo el mecanismo de splicing.

1.1 El Splicing alternativo

El splicing alternativo es un proceso regulado en eucariotes que conduce a diferentes
ARNm a partir de un mismo gen, los cuales codifican para proteinas diferentes,
ampliando enormemente la diversidad del proteoma (Black 2003) con especial
énfasis en las implicaciones que tiene el splicing alternativo para el humano
(Kornblihtt y cols. 2013), ya que en humano este evento ocurre en el 95% de todos
sus genes (Wang y cols. 2008) (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismo de splicing alternativo. A partir de un mismo gen (paso 1) se pueden crear
diferentes ARNm (paso 2) , generando diversas proteinas (paso 3).

El splicing alternativo ocurre cuando algunos exones, intrones o porciones de los
mismos son incluidos de manera diferencial para producir diversas moléculas de
ARNm a partir de un mismo pre-ARNm (Martinez-Montiel Ny cols. 2015).

Existen diferentes tipos de splicing alternativo (Fig. 3) entre los que se encuentran los
siguientes: la inclusion o exclusion de un exdn completo, la eleccion de exones
mutuamente excluyentes, la retencién de un intrén, asi como el uso de sitios de
splicing alternativos hacia el 3’ o hacia el 5 y secuencias alternativas de
poliadenilacién o para el inicio de la transcripcién (Koren y cols. 2007; Galante y cols.
2004). La retencién de intrén es uno de los casos menos estudiado y puede deberse a
que dicho intrén exhibe sefiales de splicing débiles aunque también se ha asociado a
genes que presentan intrones cortos (Ding y cols.2009).

El splicing alternativo puede generar isoformas de proteinas con diferentes
propiedades biolégicas como en su interacciébn con otras proteinas, localizacién
subcelular o capacidad catalitica. Mas de una cuarta parte de los exones alternativos
introducen codones de paro prematuros y estos pueden dar lugar ya sea a la

formacion de proteinas truncas o ala degradaciéon del ARNm mediante el NMD (Pan y
cols. 2006).

* Inclusion/ exclusion del exén

——— —

+  Exones mutuamente excluyentes

: e P e
— % [ —

* Sitio de splicing alternativo 5’

+ Sitios de splicing alternativo 3
i | S \_I *__
+  Retencién de intron
— AN AN\ o

Figura 3. Tipos de splicing alternativo. Se observan los diferentes eventos de splicing mediante el
cual se pueden crear diferentes isoformas de una proteina. En barras azules se muestran los intrones y
con rectangulos de diversos colores los exones.
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1.2 Mecanismo de splicing

El mecanismo mediante el cual se lleva a cabo el splicing esta regulado por numerosos
elementos que actdan en cis que son secuencias contenidas en el pre-ARNm ademas
de diversos factores en trans que corresponden a diferentes proteinas nucleares y que
en conjunto regulan la produccién de diferentes transcritos.

1.2.1 Elementos en cis

El pre-ARNm se forma a partir de un gen interrumpido y tiene varios sitios en cis o
elementos presentes dentro de la misma secuencia. Las secuencias mas conservadas
son las que limitan las uniones entre los exones y los intrones: el sitio de splicing 5’ o
sitio donador de splicing que presenta el dinucle4tido GU al inicio del intrén y el sitio
de splicing 3’ o el sitio aceptor de splicing que incluye el dinucle6tido AG (Fig. 4). Otro
elemento importante es la secuencia de ramificacibn o BPS (branchpoint) que
mantiene una secuencia consenso degenerada que incluye una adenina. Entre el sitio
BPS y el dinucleétido AG se encuentra una regién rica en pirimidinas (uracilos
usualmente) llamada la region Py (Reed 2000, Hastings y Krainer 2001).

5’ Sitio donador 3’ Sitio aceptor
de splicing Branch de splicing
Pre-mARN point
Py
Exon GU A—mmm AG Exon
18 a
40 nt.

Figura 4. Elementos en cis que regulan el splicing del pre-RNAm. Se muestran en barras color azul
los exones y en lineas rojas los intrones. Flanqueando el intrén se encuentran el sitio donador de
splicing (5’ss) con el dimero GU y el sitio aceptor de splicing (3’ss) con el dimero AG. Se indica también
el tracto rico en pirimidinas (barra color verde) y una adenina (A) conservada a 18-40 nt denominada
BPS (branch point sequence).

1.2.2 Factores en trans que catalizan el splicing

El fraccionamiento de los extractos celulares con actividad en el splicing permitio la
identificacion del spliccosoma (Brody y Abelson 1985) como un enorme complejo
multiproteico a menudo comparado con el ribosoma por su estructura y composicién
enzimatica. El spliceosoma esta compuesto por particulas ribonucleoproteicas
nucleares pequefias o snRNPs, que se unen secuencialmente a los intrones y/o entre si
(Figura 5). El proceso de ensamblado del spliccosoma necesita ademas de proteinas
no-snRNPs, como las proteinas hnRNPs, llamadas asi porque forman un complejo al
asociarse al ARN heterogéneo nuclear (hnARN).
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Figura 5. Composicion molecular del spliceosoma. a) Diferentes componentes del spliceosoma,
incluyendo elementos proteicos y de ARN. b) Esquema genérico de factores de splicing no -snRNPs
(proteinas SR) con los dominios estructurales que las componen y las cinasas y fosfatasas que los
modifican (Modificado de Jiménez-Garcia LF y cols. 2007).

Al centro de cada snRNP se encuentran los ARN pequefios nucleares cuyas longitudes
oscilan entre 60 y 300 nucleétidos y son ricos en residuos de uracilo (UsnRNA) y que
conforman a las cinco UsnRNPs: U1, U2, U4, U5 y U6. Estas moléculas de ARN son
transcritos por la RNA polimerasa II, salvo el U6 snRNA, que lo transcribe la RNA
polimerasa III. En el nucleo, los UsnRNAs se asocian a diversas proteinas especificas
para formar ribonucleoproteinas pequefias nucleares (UsnRNPs) (Jiménez-Garcia y
cols. 2007).

Otro grupo importante de factores en trans incluye a las proteinas SR (proteinas con
dominios ricos en Serina y Arginina) y representan una familia de factores de splicing
que se reporta en vertebrados, invertebrados y plantas. La secuencia de aminoacidos
en estas proteinas es rica en residuos de serina (S) y arginina (R) en el extremo
carboxilo, formando el dominio SR. Estas proteinas tienen varios papeles reguladores
en el splicing como son la definicién de los sitios de splicing y el acercamiento de los
mismos. Estas proteinas nucleares tienen masas de 20 a 75 kDa y tienen la capacidad
de fosforilarse, como se esquematiza en la figura 5b (Jiménez-Garcia y cols. 2007).
Ademas de las snRNPs, durante el splicing se asocian al pre-ARNm las hnRNPs que
cumplen una funcién estabilizadora, impidiendo la formacion de estructuras
secundarias dadas por el apareamiento de bases; de ésta manera el pre-ARNm
permanece accesible para interactuar con otras moléculas.
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1.3 Interaccion de los factores de splicing con el pre-RNAm

Quimicamente, el splicing es un proceso que se lleva a cabo mediante dos reacciones
sucesivas de transesterificacion. El corte y empalme son dependientes de la hidrolisis
de ATP y son catalizadas por el “spliccosoma”. Este proceso dara como resultado la
formacién del ARNm que sera transportado al citoplasma en donde sera traducido a
diversas proteinas. El splicing se lleva a cabo en el niicleo aunque hay reportes de que
también puede ser citoplasmatico (Eran 2005).

En el primer paso de transesterificacion, el grupo OH de la ribosa del residuo de
adenina en el sitio de splicing, realiza un ataque nucléofilico hacia el sitio de splicing 5’,
generando la ruptura del enlace fosfodiester. Al mismo tiempo la guanina del
dinucledtido realiza un enlace a través de su extremo 5’ con la posicion 2" del residuo
de adenina en el sitio de splicing. A continuacién ocurre la segunda reaccién de
transesterificacion, en la cual el grupo OH del extremo del exdén realiza un ataque
nucleofilico hacia el sitio de splicing 3’. Como resultado, se libera el intr6n como una
estructura en forma de lazo o “lariat”, al mismo tiempo que se unen los exones para
generar el ARNm maduro. El intrén en forma de lazo se rompe nuevamente en su
enlace 5’-2’ y se lineariza, posibilitando que sea degradado o bien procesado
nuevamente para dar lugar a un RNA pequefio nucleolar rico en uracilo (UsnoRNA)
(Figura 6) (Reed 2000)
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Figura 6. Reacciones de transesterificacion durante el splicing. Para catalizar el splicing ocurren
dos pasos de transesterificaciéon en donde se requiere de ATP. En la reaccién se libera el intrén y se
ligan los exones (Modificada de Jiménez- Garcia y cols, 2007).
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Los factores de splicing interactian con el pre-mRNA, formando complejos
ribonucleoproteicos transitorios que permitiran que ocurran los dos pasos de
transesterificacion (Fig. 7), en el orden que se describe a continuacién:

a) En el primer paso se forma el complejo E, que se caracteriza por la unién del
UlsnRNA que forma parte de la UlsnRNP con el 5’ss; este reconocimiento esta
dado por una secuencia presente en el UlsnRNA, la cual es complementaria
con el sitio de unién exén-intrén, provocando un apareamiento con los
primeros seis nucledtidos del intrén, delimitando asi el exén 1. Para la
formacion de este complejo ocurre también la unién del factor U2AF (que
presenta un dominio SR) con la secuencia rica en pirimidinas (Py). También
puede darse la participacion en el complejo de factores SC35, SF2/ASF,
SFI/BBPy del U2snRNA.

b) Posteriormente, el complejo E se transforma en el complejo A cuando el
U2snRNP se une al 3’ss.

c) El complejo B1 se forma por la asociacion del trimero U4/U5/U6snRNP pre-
ensamblado. Asi, el U5snRNA se une al sitio de splicing 5’ y el U6snRNA se une
al U2snRNA. Este complejo forma un spliceosoma maduro.

d) A continuacién se forma el complejo B2 en donde se libera el UlsnRNA, el
U5snRNA se traslada del exdn hacia el intréon y el U6snRNA se une al 5’ss. Este
paso se lleva a cabo mediante un apareamiento de aproximadamente 20 bases
entre el UlsnRNA y el U4snRNA. Como consecuencia, se activa el spliceosoma
para llevar a cabo la catdlisis. La funcion del USsnRNA consiste en interactuar
con secuencias del exén allado del 5’ssy del 3’ss.

e) El complejo C1 se forma cuando se libera el U4snRNA y el U5snRNA se une al
exon en el 3’ss. En este punto ocurre la primera transesterificacion, con lo que
ocurre un corte en el 5’ss y se forma el lariat.

f) Finalmente se forma el complejo C2 que contiene el trimero U2 /U5/U6snRNAs,
que permite el corte en el sitio de splicing y se ligan las secuencias exénicas
flanqueantes.
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1.4 Regulacion del splicing alternativo

La regulacion del splicing alternativo depende de la interaccién de un gran numero de
factores de splicing y de elementos reguladores en el pre-mRNA. Dentro de este grupo
se encuentran una serie de proteinas ampliamente expresadas que parecen tener
diversas funciones en la biogénesis del ARNm. Este grupo incluye a las proteinas SRy
a la familia de las hnRNP, donde las primeras tienden a promover la inclusién del ex6n
mientras que las ultimas por lo general tienen un efecto contrario (Ouyang 2009)
Estos factores reguladores pueden reconocer a diversos elementos en cis (Goren y
cols. 2006) que pueden facilitar (enhancer) o reprimir (silencer) el splicing y que
pueden localizarse en el ex6n o en el intrén (Fig. 8)
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@ £SE (Exonic splicing enhancer; secuencia exénica que potencia el splicing).

@:ss (Exonic splicing silencer; secuencia exonica silenciadora del splicing).

@ ISE (Intronic splicing enhancer; secuencia intrénica que potencia el splicing).
ISS (Intronic splicing silencer; secuencia intrénica silenciadora del splicing).

Figura 8. Regulacion del splicing alternativo. El splicing se regula por elementos en cis que pueden
ser reconocidos por dos grupos principales: las proteinas SR que se unen por lo general a elementos
potenciadores y las proteinas hnRNPs, las cuales reconocen sobre todo a sitios silenciadores.

Los elementos reguladores localizados en los exones suelen ser motivos muy cortos
de 4-18 nucledtidos y corresponden a ESE o ESS dependiendo de si promueven o
inhiben la inclusién del exén en el que residen (Goren y cols. 2006). Por su parte, los
elementos intrénicos pueden considerarse ISE o ISS dependiendo de si favorecen o
inhiben el uso de sitios de splicing adyacentes a una ubicacién intrdnica.

1.5 Relacion entre el splicing alternativo y las enfermedades humanas.

Existen pocos informes de mutaciones en los elementos basicos de la maquinaria de
splicing que resulten en enfermedades. Por ejemplo la retinitis pigmentosa
autosémica dominante es causada por la mutacién en los factores de splicing
PRPF31/U4-61k (Vithanay cols. 2001) y PRP8 (Boony cols. 2007).

Es posible que los defectos en la maquinaria basica de splicing no sean compatibles
con la vida, mientras que cambios en el splicing pueden ser tolerados por el organismo
a pesar de que estos cambios se podran manifestar como una enfermedad. El splicing
alternativo afecta numerosos genes, de donde no resulta sorprendente que estos
cambios se asocien con enfermedades humanas.
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Aun se desconocen las funciones especificas para la mayoria de las isoformas
generadas mediante splicing alternativo; sin embargo, existen numerosos ejemplos de
como distintas isoformas muestran diferencias dramaticas en sus propiedades y
funciones biolégicas (Nilsen y Graveley 2010). Un ejemplo es el receptor Fas/CD95
implicado en la activacion del proceso de apoptosis, en donde la inclusién o no del
exon 6, el cual codifica para la region de inserciéon en la membrana de la célula, da
lugar a dos isoformas con propiedades distintas. La inclusiéon del exén genera un
ARNm maduro que genera la version del receptor capaz de unirse ala membrana de la
célula y que al ser activada por el ligando correspondiente, induce la apoptosis. Por el
contrario, cuando se excluye el exdn 6, el splicing entre los exones 5 y 7 genera un
ARNm que codifica la version de un receptor soluble, el cual es secretado al medio
extracelular donde puede unirse al ligando sin sefializar al interior celular, inhibiendo
el procesos de apotosis. De esta forma la célula toma una decisién radicalmente
distinta sobre su propio destino (Tejedor y cols. 2015)

1.5.1 Splicing alternativoy el cancer

El caso de Fas/CD95 es uno de los numerosos ejemplos en los que el proceso de
splicing alternativo puede modular la funcién de genes importantes para la
transformacion tumoral y la progresion del cancer, contribuyendo a procesos que
incluyen desde la proliferacién y muerte celular hasta el procesos de formaciéon de
vasos sanguineos en el tumor (angiogénesis) o la migracion celular y metastasis a
otros tejidos (David y Manley 2010, Bonnal y cols. 2012)

Como ejemplo se tiene el gen de la piruvato kinasa (PKM), implicado en el mecanismo
molecular del efecto Warbur, por el cual las células cancerosas adquieren la capacidad
de obtener energia a través de la glicélisis en condiciones aerdbicas, lo que confiere
una mayor capacidad proliferativa. El gen PKM contiene dos exones alternativos que
son mutuamente excluyentes: el ex6n 9 se incluye en células de tejidos adultos, dando
lugar a la isoforma PKM1, mientras que el ex6n 10 se incluye en tejidos embrionarios
y en células cancerosas, dando lugar a la isoforma PKM2. La expresion de la isoforma
PKM2 capacita a las celulas cancerosas para llevar a cabo la glicélisis aerdbica
(Christofk y cols. 2008).

Trabajos recientes han establecido que la activacion del oncogen c-myc en células
tumorales induce la expresion de tres proteinas hnRNP A1, hnRNP A2 y PTB que se
unen al transcrito primario del gen PKM en la region del exdn 9 impidiendo su
reconocimiento por la maquinaria de splicing permitiendo asi la incorporacién del
exon 10 y la expresion de la isoforma PKM2 (David y Manley 2010).Estudios recientes
enfatizan la relevancia del proceso de splicing en varios tipos de cancer y sugieren
posibilidades terapéuticas basadas en la modulacién de este proceso (Bonnal y cols.
2012).

La importancia de alteraciones en el splicing alternativo para la progresién tumoral, la
prevalencia de mutaciones en factores de splicing en ciertos tipos de cancer y las
propiedades antitumorales de drogas cuyos blancos terapéuticos sean factores de
splicing sugieren que una comprension mas completa de los mecanismos implicados
en este proceso tiene gran potencial para explicar los mecanismos moleculares
responsables de enfermedades oncolégicas y para el desarrollo de terapias
innovadoras (Varcarcel 2003).
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1.6 Proteinas hnRNP

En la ultima década, los avances en la investigacion genémica han puesto de relieve el
papel fundamental que los eventos post-transcripcionales desempefian en la
regulacion de la expresion génica. Las proteinas de uniéon al ARN (RBPs) controlan y
regulan las diversas etapas de la maduracién de los transcritos nacientes. Las RBPs
modulan el proceso de la union del cap en el extremo 5’ el splicing, la poliadenilacion
en el extremo 3, la exportacién nuclear, asi como la estabilidad y la traduccion de los
ARNm, mediante el reconocimiento de secuencias especificas o estructuras
secundarias de union dentro de los transcritos. Las proteinas hnRNP se encuentran
entre las mas estudiadas y constituyen la familia mas grande de RBPs (Jacques y cols.
2003).

Las hnRNPs (ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares) son un conjunto de
proteinas principalmente nucleares que se unen a los transcritos nacientes
producidos por la ARN polimerasa II (Dreyfuss y cols. 1993). El término hnRNP fue
acufiado inicialmente para indicar a un grupo de proteinas asociadas con el ARN de
alto peso molecular nuclear (Pifiol-Roma S y cols. 1988); estas proteinas se conservan
en eucariotas y estan involucradas en una variedad de eventos de procesamiento del
ARN incluyendo el splicing, el transporte y la traduccién (Martinez-Contreras y cols.
2007).

La base de esta definicién se puede encontrar en la historia de los procedimientos
experimentales usados para aislar a las hnRNPs. Originalmente, los gradientes de
densidad de sacarosa se usaron para separar los complejos ARN-proteina, lo que llevd
a la identificacién de las particulas de 40S que comprenden las hnRNP A/B Y C (Beyer
y cols. 1977) Posteriormente se hizo uso del cross-linking para aislar RBPs de células
intactas con mayor especificidad, ampliando la gama de hnRNPs detectadas (Van
Eekelen y cols. 1981). Sin embargo, la lista definitiva de hnRNPs se gener6 por
inmunopurificacién con anticuerpos monoclonales contra hnRNP C en combinacién
con electroforesis en gel de dos dimensiones (Pifiol-Roma y cols. 1988) que produjo
una coleccion de 20 proteinas que fueron nombradas como hnRNP A-T (Figura 9) con
pesos moleculares que van de 34 a 120 kDa (Dreyfuss y cols1993).
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La produccion de anticuerpos monoclonales especificos contra las hnRNPs
proporciond una herramienta esencial para el aislamiento de hnRNPs individuales y la
posterior caracterizacion de sus secuencias y estructuras. Por otro lado, la
immunotinciéon utilizando los mismos anticuerpos revel6 que por lo general tienen
una distribucion en el nucleoplasma (Hang y cols. 2010).

1.6.1 Motivos de union al ARN

Las hnRNPs comparten una estructura modular que consiste en uno o mas dominios
de uniéon a RNA (RBDS) (Jacques y cols. 2003). El motivo méas prevalente entre las
proteinas hnRNP es el RRM (motivo de reconocimiento de ARN, por sus siglas en
inglés; Hoffman y cols 1991). Estos dominios globulares son altamente conservados y
se encuentran en varias otras familias de proteinas (Hang y cols. 2010).

Este motivo de 80 aminoacidos presenta una estructura tridimensional caracteristica
(B1 a-1-B2-B3-a2-B4) y ademas incluye dos secuencias RNP altamente degeneradas,
RNP-1 y RNP-2 (Birney 1993), las cuales se encuentran separadas por
aproximadamente 30 aminoacidos (Dreyfuss y cols. 1988). El octapéptido RNP1
(Lys/Arg-Gly-Phe/Tyr- Gly/Ala-Phe-Val-X-Phe/Tyr) es el segmento mas altamente
conservado del motivo RNP (Adam SA y cols. 1986).La secuencia RNP2 es un
hexapéptido menos conservado pero rico en aminoacidos aromaticos y alifaticos
(Dreyfuss y cols. 1988). El RMM se conecta al ARN utilizando las secuencias de RNP-1
y RNP-2 que estan presentes en las laminas 33 y 1 respectivamente (Adam y cols.
1986); sus cadenas laterales establecen multiples contactos con una regién de cadena
sencilla de ARN. El ARN de cadena sencilla se ubica a lo largo de la superficie de la hoja
B con las hebras RNP1 y RNP2 que forman una superficie cargada positivamente que

interactiia con los fosfatos de RNA cargados negativamente, como se muestra en la
figura 10 (Hang y cols. 2010).

Figura 10. Estructura del motivo RRM. Diagrama del dominio RMM que muestra las dos hélices a y
las cuatro hebras B que caracterizan a este motivo. Las regiones conservadas RNP1y RNP2 se localizan
en las dos hebras B centrales (Lodish, 2005).
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La caja RGG es otro motivo de unidn al ARN que se encuentra en proteinas hnRNP,
contiene cinco repeticiones Arg-Gly-Gly (RGG) con varios aminoacidos aromaticos
entremezclados. Aunque aun no se ha determinado la estructura cristalina de este
dominio, su naturaleza rica en arginina es similar a la de los dominios de unién al RNA
de la proteina Tat del VIH (Hang y cols. 2010).

El motivo KH de 45 residuos se encuentra en la proteina hnRNP K y en otras proteinas
de unién al RNA, cominmente hay dos o mas copias del motivo KH intercaladas con
repeticiones RGG. La estructura tridimensional de los dominios KH representativos es
similar a la de los dominios de RRM, pero mas pequefia, compuesta de una lamina 3 de
tres hebras sustentadas desde uno de los lados por dos hélices a. El ARN se une al
motivo KH mediante interacciones con una superficie hidrofobica por las hélices a y
una cadena . Por lo tanto, a pesar de la similitud en sus estructuras, los motivos RRM
y KH interactian en forma diferente con el RNA (Hang y cols. 2010).

1.6.2. Caracteristicas de las proteinas hnRNP A/B

Una caracteristica clave de las hnRNPs es que pueden transportarse libremente entre
el nucleo y el citoplasma (Gorlach y cols. 1993). Dicha caracteristica propicié que estas
proteinas se propusieran originalmente como medio de transporte para que el ARNm
saliera del nucleo y es también esencial para el cumplimiento de numerosas funciones
citoplasmaticas en las que participan las hnRNPs (Chowy cols. 1977).

Las hnRNPs, en particular hnRNP A/B y C, se encuentran entre las proteinas mas
expresadas en la célula mostrando niveles comparables con los de las histonas (Pifiol-
Roma y cols. 1988); sin embargo, no presentan una distribucién uniforme dentro de
la célula, mostrando una organizacion difusa en el nucleoplasma, localizdndose
principalmente en el nicleo (Hang y cols. 2010).

El grupo de las hnRNPs A/B consta de cuatro paralogos: A1, A2/B1, A3 y A0, siendo
esta ultima la uUnica sin datos funcionales reportados actualmente (Hang y cols. 2010).
Las proteinas hnRNP A1l y A2 contienen dos motivos de reconocimiento de ARN
(RRM) seguido de un dominio rico en glicina (GRD), caracterizado por repeticiones de
un motivo arginina-glicina-glicina (RGG) (Figura 11).
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1.6.3. Funciones biolégicas de hnRNP A1

hnRNP A1l es una de las proteinas nucleares mas abundantes y juega un papel
importante en la biogénesis y la expresion del ARNm. La caracterizacion de las
secuencias de ARN especificas reconocidas por esta proteina y la evidencia de sus
funciones tanto en el metabolismo del ADN y ARN rdpidamente definié su papel como
un importante regulador de la expresidon genética: (Jean-Philippe y cols. 2014).

hnRNP A1l se une al pri-miR-18a de humano y es necesaria para el procesamiento
eficaz de los pre-miARN por Drosha (Guil y Caceres 2007). Ademads, se acumula en
granulos citoplasmaticos de estrés, tanto en las células activadas por estrés, como en
su recuperacion (Guil y cols. 2006). hnRNP A1 puede alterar ademas la transduccién
de sefales de la hormona esteroide mediante la supresion de la actividad de receptor
de la vitamina D, lo que contribuye a la resistencia a esta vitamina (Chen y cols. 2003).
Por otro lado, hnRNP A1l se une directamente a la nucleasa de FEN, estimulando su
actividad, aumentando asi la eficiencia en la maduracion del fragmento de Okazaki
durante la replicacion del ADN (Chai y cols. 2003). Se ha reportado que hnRNP Al
participa en la regulacion de APOE (apolipoproteina E) y de la actividad de su
promotor, lo cual es importante en el desarrollo de la enfermedad cardiaca coronaria
y la enfermedad de Alzheimer (Campillos y cols. 2003).

hnRNP A1l juega un papel destacado en la replicacion viral y patogénesis, de acuerdo
con los estudios bioquimicos y funcionales destinados a la caracterizacién de los
complejos mecanismos que regulan la expresion del VIH-1 (Jacques y cols. 2003).
hnRNP A1, A2/B1, A3 se unen al ADN de los telémeros y al ARN de la telomerasa y
pueden actuar como adaptadores moleculares que regulan las interacciones entre la
telomerasa y los telomeros (Ding y cols. 1999, LaBranche y cols. 1998). Estas
proteinas pueden interactuar ademds con otras hnRNP y factores de unién a
telomeros pueden influir en la estructura de orden superior de los telémeros y
proteger de la degradacién o regular el acceso a la telomerasa manteniendo asi la
estabilidad del genoma (Ford y cols. 2002).

1.6.4. hnRNP A1 como regulador en eventos de splicing

hnRNP A1 fue la primera proteina de su clase a la cual se le atribuy6 una funcién en la
seleccion del sitio de splicing debido a su capacidad para antagonizar la actividad de la
proteina ASF/SF2 en un ensayo de seleccion in vitro de 59 sitios de splicing (Beyer y
cols. 1977).

El papel de hnRNP A1 en el splicing se sugiere por el andlisis proteémico integral de
los complejos de splicing, el cual indica que esta proteina participa en todas las etapas
de montaje del spliceosoma (Jurica y cols. 2002). Otra prueba para el papel de hnRNP
A1l en la actividad de la maquinaria del splicing esta dada por los resultados recientes
que muestran que se forma un complejo ternario con el factor esencial U2AF y que
ayuda a la maquinaria de splicing a discriminar entre 3’ss funcionales (Tavanez vy
cols. 2012).

El papel de hnRNP Al como un modulador del splicing alternativo se ha estudiado
ampliamente: hnRNP A1l se identificé inicialmente como un interruptor para la
seleccion del sitio de splicing utilizando el modelo del adenovirus E1Ay se convirtio
rapidamente en uno de los represores del splicing mas estudiados en ambos sistemas
celulares y virales (Mayeda y Krainer 1992). De igual manera, la unién de hnRNP Ala
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varias secuencias exoOnicas e intrdnicas de alta afinidad se ha identificado como
esencial parala represion del splicing en genes humanosy virales.

Los estudios bioquimicos y estructurales han descubierto varios mecanismos
utilizados por hnRNP Al para modular el splicing (Jacques y cols. 2003). En algunos
casos en los exones se superponen las secuencias ESE y ESS, por lo que hnRNP Al
compite son las proteinas SR por un sitio de unién (Figura 12A). Ejemplos de este tipo
de regulacién son la hormona de crecimiento bovino en el ex6n 5 (Sun y cols. 1993)
en el exon N1de c-src (Rooke y cols. 2003), el ex6n tat 2 de VIH1 (Zahler y cols.
2004) y enel exon 7 de SMN2 (Cartegni y Krainer 2002). En otro caso hnRNP Al
puede unirse cooperativamente a lo largo del exén, lo que limita el acceso de las
proteinas SR u otros factores de splicing a sus sitios de unioén (Figura 12B). Un trabajo
detallado para el mecanismo de unién cooperativa de hnRNP A1 mostré que, después
de la unién a un sitio de alta afinidad, hnRNP Al se extiende preferentemente en
sentido de 3 'a 5' (Okunola y Krainer 2009). También existen sitios de union
especificos para las proteinas hnRNP A/B en intrones y pueden inhibir la unién del
regulador clave de splicing en regiones intronicas cercanas. La inclusion del exén 2 y 3
del gen de IRF-3 depende de un ISS reconocido por hnRNP Aldentro del primer intrén
del gen, de donde desplaza a SF2 y regula el splicing de los exones subsecuentes
(Figura 12C) (Guo y cols. 2013).

7 8

Figura 12. Diferentes mecanismos empleados por hnRNP A1l para controlar el splicing.
A)Oclusién. B) Nucleacion. C) Looping out. (Martinez-Contreras y cols. 2007)

La cantidad cada vez mayor de los datos obtenidos a través de enfoques gendémicos,
celulares y moleculares indican que la regulacién del splicing alternativo por hnRNP
A1l es un fenémeno generalizado en todo el transcriptoma humano y utiliza una serie
de mecanismos en sinergia con otros factores de empalme (Jacques y cols. 2003).
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1.5.5. El papel de hnRNP A1 en enfermedades humanas

Teniendo en cuenta sus multiples funciones en la expresion génica y el metabolismo
celular, hnRNP A1 ha mostrado tener un papel clave en la enfermedad humana. Una
serie de estudios ha dado a conocer el papel de hnRNP A1 en deficiencias genéticas

asi como en el desarrollo del cancer, la metastasis, neurodegeneraciéon y la replicaciéon
de patogenos virales (Jacques y cols. 2003). Por ejemplo, se ha observado que en
algunos tipos de cancer existe un incremento de la expresion de la proteina hnRNP A1,
como se observa en la tabla 1 (Martinez-Montiel y cols. 2015). También se ha
encontrado que estas proteinas promueven la invasion tumoral y se ha relacionado a
un mal prondstico en el carcinoma hepatocelular (Zhou y cols. 2002).

Tabla 1. Cambios en la expresion de algunos factores de splicing en diferentes tipos de cancer.
(Martinez-Montiel N. 2015)

Tipo de camcer Expresidn aumentada Expresidn disminuida
Cervical SFR54
Colon SR-A1 SFRSG
SFR51
SFR53
Lewcemia hnRMPF A1
SFR51
SFR53
SFR54
SFR55
SFR5G
Linfoma SFR53 SFR51
SFR54 SFRSG
SFR57
Mama SR-A1 SFRS4
SFR51 SFRS5
SFR52 SFRS7
Masofaringeo hnEMEP A1 SFRSG
Oseo SFRS2
Ovario SR-A1
SFRS2
Pancreas SFR51
SFR53
Pituitaria SFRS52
SFR53
SFR55
SFR57
Prastata SR-A1 SFRS3
SFR55
hnRMPF A1
Pulmitn SR-A1 SFRS3
SFR51 SFRS4
SFR52 SFRS5
SFRSG
SFRS7
Renal SFR54
Tiroides SFRS3

hnRNP A1 desempeiia varios papeles clave en las funciones neuronales y puesto que
su expresion provoca cambios drasticos en el metabolismo del ARN, la variacién en su
abundancia contribuye a enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad del
Alzheimer (AD), la atrofia muscular espinal (SMA), esclerosis multiple (MS), esclerosis

33



lateral amiotrofica (ELA), degeneracion lobular frontotemporal (DLFT) y paraparesia
espastica hereditaria (HSP), entre otros (Bekenstein y cols. 2012). Los pacientes con
Alzheimer muestran una reduccién en la expresion de hnRNP A1 en el cerebro y en el
modelo de ratdn, la pérdida de hnRNP A1l se asocia con deterioro de la funcién
cognitiva (Berson y cols. 2012). También se ha demostrado que hnRNP A1 modula el
splicing alternativo del gen PP que afecta a la generacidn del péptido B que se acumula
en las placas amiloides caracteristicas de la enfermedad de Alzheimer (Donevy cols.
2007). Los cambios inversos en los niveles de hnRNP A1 en tumores y enfermedades
neurodegenerativas pueden sefialar diferencias claves en la patologias moleculares de
tales enfermedades (Jacques y cols. 2003). Aunque muchas patologias humanas y las
respuestas fisiolégicas se correlacionan con un cambio en el nivel de expresion de
hnRNP A1, se conoce poco de los mecanismos que regulan la abundancia de esta
proteina. El analisis de los blancos celulares de la proteina asociado con el quaking
(Qk) que se requiere para la formacion de la mielina asociada con la enfermedad,
mostré que el UTR del mensajero de hnRNP A1 en el 3’ contiene un sitio de unién para
esta proteina. Qk regula el nivel general de hnRPN A1 mediante la estabilizacion de su
ARNm (Kim y cols. 2013). Un enfoque diferente ha sido recientemente utilizado para
inhibir la proliferaciéon y la migracién de una linea celular de hepatocarcinoma. hnRNP
Al es altamente expresada en tejidos de cancer de higado en comparaciéon con
controles benignos. La expresién de un aptamero especifico de ADN monocatenario
bloquea la actividad de hnRNP Al y mostré un efecto inhibidor mas fuerte sobre la
proliferacion de células de hepatoma en cultivo (Li y cols. 2012). El desarrollo de
reactivos y compuestos que regulen especificamente la actividad de hnRNP A1 podria
ser de gran ayuda en el desarrollo de nuevas terapias para una serie de enfermedades
(Jacques ycols. 2003).

1.7. Ustilago maydis como modelo de estudio

U. maydis es un hongo basidiomiceto del grupo de los Ustilaginales (Tabla 2.). Los
Ustilaginales constituyen un importante grupo de hongos fitopatégenos con mas de 50
géneros y 1200 especies, que infectan a mas de 4000 plantas monocotiledoneas
divididas en 75 familias en todo el mundo. Dada la especificad de huésped, U. maydis
es un parasito que evolucion6 a partir de un antecesor comun con otros Ustilago spp
(Ruiz-Herrera y Martinez-Espinoza 2008).

Tabla 2. Clasificacion cientifica de U.maydis

Reino Fungi

Division Basidiomycota

Clase Ustilaginomycetes
Orden Ustilaginales
Familia Ustilaginaceae
Género Ustilago

Especie U.maydis (DC.) Corda
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U. maydis causa el carbon de maiz, una enfermedad de distribucion mundial que
ocasiona graves pérdidas econdmicas. Este hongo infecta el maiz dulce (Zea mays) y
su progenitor el teocintle (Zea mexina subesp. perviglumis y subesp mexicana).

La enfermedad se caracteriza por la formacidon de zonas clordticas y rojizas en las
hojas, por la produccién de antocianinas, la disminucién del crecimiento y la
formacion de tumores en hojas, espigas, tallos y mazorcas, debido a la proliferaciéon
celular del tejido meristematico. Los tumores contienen esporas (teliosporas)
cubiertas por una membrana blanca y verdosa que se oscurece y mas tarde se torna
gris- plateada (Figura 13) (Banuett 1995).

Figura 13. Ustilago maydis en mazorca de maiz. Tumor caracteristico del carb6n del maiz en la
mazorca (Gonzalo y Ribes )

1.7.1. Ciclo de vida de U. maydis

U. maydis no es un parasito obligado, pero requiere de uno de sus dos huéspedes
naturales para completar su ciclo sexual. Solamente los dicariontes y los diploides son
infecciosos, lo que muestra la interrelacion entre los aspectos de sexualidad,
morfogénesis y patogénesis; ademas de que revela la complejidad de los tres procesos.
Durante el ciclo de vida de U. maydis se distinguen dos fases; una de ellas es
saprofitica, durante la cual el hongo crece en forma de levaduras haploides alargadas
que se reproducen por gemacién (también llamadas esporidias). La gema aparece en
la zona de maxima curvatura formando un angulo de 30-45° grados con respecto a la
célula madre. La gemacién bipolar es comun en contraste con la levadura S. cereviciae.
U maydis no es un colonizador eficiente de nichos naturales, ya que el rango de las
fuentes de carbono que puede utilizar es muy restringido (Bolker 2001).

La segunda fase del ciclo de vida de este basidiomiceto es la micelial y patogénica,
durante la cual el hongo crece en forma de hifas dicarioticas que solo se desarrollan en
el interior del huésped. Esta fase se inicia con el apareamiento de dos células que
compartan loci de apareamiento (sexuales) a y b compatibles. La cercania de células
compatibles provoca la inhibicion de la gemaciéon y la formaciéon de filamentos
delgados (tubos de conjugacion) que se dirigen el uno hacia el otro por una accién
quimiotrdpica, para finalmente fusionarse en el extremo apical para formar el micelio
dicariotico infeccioso, el cual contintia su crecimiento y es capaz de invadir a un
huésped susceptible a través de aberturas naturales, por los estomas, por los 6rganos
florares o activamente formando el apresorio. Se ha sugerido que los estigmas son la
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mas importante ruta de infeccion, ya que en los tumores presentes en las mazorcas
son los mas prominentes. Es importante sefialar que también los diploides son
infecciosos, pero no las cepas haploides.

En el interior de la planta el hongo crece de manera intracelular o extracelular sin
causar gran dafio al huésped originalmente en forma de micelio delgado. La mayor
parte del crecimiento ocurre en los tejidos meristematicos de la planta con la
formacion final de las agallas o tumores en los cuales ocurre la esporulaciéon del
hongo. Las hifas adquieren formas irregulares y se fragmentan, cubriéndose
finalmente con una pared gruesa equinulada y pigmentada (Caltrider y Golttlieb
1965) Durante una fase de este proceso ocurre la citocinesis con la formacién del
estado diploide del hongo. Las esporas maduras (teliosporas) son liberadas cuando las
agallas se secan y se abren. Las teliosporas constituyen el estado diploide del hongo y
hasta el momento no se ha logrado su formacion fuera de las plantas del maiz o
teocintle (Ruiz-Herrera 2008). Los sintomas de la enfermedad son principalmente la
formacién de tumores, aunque también ocurre clorosis, distorsiones y enanismo de la
planta y acumulacién de antocianinas. La induccion de tumores probablemente
involucra fitohormonas y citocinas como ocurre en algunas infecciones de plantas
producidas por bacterias fitopatégenas. Las teliosporas germinan rapidamente en un
medio nutritivo e incluso en agua, aunque se ha descrito que la presencia de
disacaridos favorecen el proceso. La gemacién de la teliospora se inicia con la
formacion de un tubo germinal denominado promicelio. El nucleo de la espora migra
hacia el promicelio y en este punto ocurre la meiosis. A partir del promicelio se
forman cuatro basiodiosporas en forma acropétela las cuales geman para reiniciar el
ciclo de vida, como se muestra en la figura 14 (Ruiz-Herrera y Martinez-Espinoza
1998).
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figura 14. Ciclo de vida de Ustilago
maydis. Izquierda: se muestra la gemacion de
las teliosporas con la formacién del promicelio
y las cuatro basiodiosporas. Estas se

Q\q\ESTADO PAREAMIENTO desprenden y se multiplican en la forma de
\) CONOCIMIENTO levadura. A continuacién se representa la
' DIPLOIDE HUESPED conjugacion de dos esporidios sexualmente
| ) . ; - compatibles para formar el dicarion que
" CARIAGAMIA invade la planta y se multiplica en forma
| ENEA b micelial, dando lugar a los tumores donde se
INVASIDN DEL HUESPED forman teliosporas. Estas germinan fuera de la

/ PLANTA planta para reiniciar el ciclo.

Derecha: se indican los diferentes estadios del
hongo, el sitio donde proliferan y la secuencia
de eventos que ocurren durante el ciclo de vida
del hongo (Ruiz-Herrera 2008).
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1.7.2. Ustilago maydis como modelo de estudio

Ustilago maydis ha sido considerado como modelo biolégico desde mediados de la
década de los 40’s para el estudio basico de la patogénesis fingica en plantas, la
especificidad en el apareamiento, la recombinacion genética, los genes que participan
y controlan el proceso de dimorfismo entre otros (Banuett y Herskowitz 1996) . Este
particular interés lo ha convertido en el miembro de orden de Ustilaginales mas
estudiado en la actualidad (Ruiz-Herrera y Martinez-Esponiza 1998). El genoma de U.
maydis ha sido secuenciado y anotado(Krecic y Swanson 1999) , revelando que posee
un genoma relativamente pequefio (20.5 Mb) que codifica aproximadamente 6,500
genes y poseen un reducido nimero de intrones (Martinez-Espinoza y cols 2002).

U. maydis es un organismo de genética simple que ha sido utilizado para estudiar
complejos mecanismos como la recombinacién y al reparacion del ADN en células
eucariontes. Sorprendentemente se ha encontrado que algunos genes que se
consideraban exclusivos de mamiferos cuentan con homélogos en U. maydis. Tal caso
es el de BRCA2Z implicado en la predisposicion al cancer de mama en humano
(Holliday 2004) y cuyo homédlogo en Ustilago es necesario para la reparacién y
recombinacion del ADN. A la fecha, existen cada vez mas evidencias del alto grado de
conservacion entre U. maydis y humano, tanto a nivel de sus genomas como en su
organizacion y funciéon celular (Figura 15), por lo que se ha propuesto como un
sistema modelo para el estudio de diferentes procesos celulares que ocurren en
mamiferos (Klosterman 2007).

Se ha reportado que algunas proteinas que codifican para factores de splicing en
humano estan conservados en U. maydis pero no en levaduras. Mas aun, el andlisis del
genoma de U. maydis sugiere que en dicho hongo se presentan los mismos tipos de
splicing alternativo que se han observado en humano (Klosterman 2007).

H. sapiens
22,762

U. maydis
6.925

6.093
S. cerevisiae

Figura 15. Comparacién del proteoma de U. maydis, S. cerevisiae y H. sapiens. Se indican las
proteinas conservadas entre los diferentes organismos considerando aquellas que mostraron al menos
20% de identidad sobre lalongitud total (Munsterkotter M. 2007)
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2. Antecedentes

2.1 Cristal de hnRNP A1 de Homo sapiens

La estructura cristalina de UP1 humana se ha determinado a 2.1 A de resolucién y
corresponde al dominio amino terminal de la hnRNP A1 de Homo sapiens, el cual

contiene dos motivos de reconocimiento a ARN (Figura 16) unidos a un ADN de 12
nucledtidos de una sola cadena tel6merica (Ding y cols. 1999).
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Figura 16. Estructura de UP1 de H. sapiens. Se muestra la secuencia de aminodcidos, indicando los
dos dominios RRM en amarillo y los submotivos RNP2 y RNP1 en cajas. Los elementos de estructura
secundaria se muestran por encima y por debajo de la secuencia. (Ding y cols. 1999)

El dominio UP1 consta de 196 aminodacidos y se co-cristaliz6 con un ssADN de 12
nucledtidos d(TTAGGGTTAGGG) designado TR2. La estructura general del complejo
UP1-TR2 incluye dos cadenas de TR2 unidas a dos moléculas de proteina. Las dos
moléculas de ssADN son antiparalelas (Figura 17) (Ding y cols. 1999).

Figura 17 .Vista general del complejo UP1-TR2. Las cadenas de la proteina se muestran en color
amarillo o verde, el ADN en rojo como un modelo de bolas y palos. Los mondémeros de proteinas estan
relacionadas por un eje (azul), perpendicular al plano de la figura. Las hebras de ADN antiparalelas

tienen la misma relacién de simetria. El ADN y las proteinas terminales estan marcados en azul. (Ding y
cols. 1999)
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Se observan cambios conformacionales significativos de UP1 en la unién al ADN
(Figura 18 A). Hay un cambio de 15° en la posiciéon relativa de los dos RRM en
comparacion con la proteina sola, con lo que las dos superficies de las laminas 8 estan
mas juntas (Shamoo y cols. 1997, Xu y cols. 1997). Esta rotacidn se articula en torno
a los dos pares conservados de Asp-Arg (Figura 18 B); a pesar del gran movimiento de
los dominios, hay solo cambios menores dentro de cada RRM (Ding y cols. 1999)

Figura 18. Estructura de UP1 unida al ADN. (4) La superposicién de las cadenas de UP1 del complejo
UP1-TR2 (amarillo) y de la estructura de la proteina sola (azul) muestran el movimiento atribuible ala
unién al ADN. (B) Un acercamiento de lasinteracciones muestran los pares de argininas y aspartatos

en larepresentacién de bolay palo. (Ding y cols. 1999)

Muchos de los contactos con ssDNA son similares para ambos dominios RRM, una
caracteristica consistente con el alto grado de homologia de secuencia entre los dos
RRM. Dos fenilalaninas conservadas (Phe-17 y Phe-59 en RRM1, y Phe-108 y Phe-150
en RRM2) ubicados en los submotivos RNP-2 y RNP-1 de cada RRM interactian
directamente con el dinucledtido AG (Ade-3-Gua-4, y Ade-9-Gua-10, respectivamente)
por el anillo aromatico (Figura 19). Una tercera fenilalanina, Phe-57 en RRM1 y Phe-
148 en RRM2 no hace contacto con las bases directamente, sino que interactda con la
columna vertebral de una guanina (Gua-3 y Gua-9) a través de interacciones de van
der Waals. Otro residuo de RNP-1, Arg-55 en RRM1 y Arg-146 en RRM2, interactua
con la columna vertebral de una guanina (Gua-4 y Gua-10, respectivamente) a través
de interaccion de carga con la union de fosfato de hidrégeno y con O del 5 '. La lisina
(Lys-15 en RRM1 y Lys-106 en RRM2) forma un enlace de hidrégeno con el atomo de
N7 de esta misma guanina. Ademas, dos residuos cargados (Glu-85 y Lys-87 en RRM1,
Glu-176 y Arg-178 en RRM2) ubicados en (34 interactian con una timina: Thy-2 en
RRM1 y Thy-8 en RRM2, respectivamente. Arg-178 también interactia con Ade-
9. Aparte de las interacciones de cadena lateral, enlaces de hidrégeno similares para
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los atomos de la cadena de aminoacidos 88-90 y 179-181 se forman con dinucle6tidos
AG, es decir, Ade-3-Gua-4 y Ade-9-Gua-10, respectivamente (Figura 19) (Ding y cols.
1999).

[Lysig3) | ‘ 'l./"\,. ‘}\

[Lysio6k” - - Gl
Yo »)\v[(ﬁa
<\ J;__‘v,,—\ v,

2y Lt Gio

= ="[p} .;51,1 \ R
leuwiRl \Phel30) ) PP
: IMet 186 ):m_,_\v.u-n"""m

e MY~
lM y . \” ’)J_ . A9 —Phe 168
i P :
[Phe108] A

"."{"D] - {,.' ! (r'ff;I-J?'|

—\ ra e

. i ~
Ghd?o gy :,)’-1;/\“/\_\,--.'".

/
L J \ T7 {Heil2
Ao AN \
i 1 / \ \
T 7/ X ooges
@\ l.)‘\ISE Aspi2) . { , _[-:-'
NG . X
-‘Ir-",\? : { Go6
e D A Vi T g, A
(GInl2| TN “4 T )
! \\\‘. {Metd6 /) GS
Ser9s e '(‘\ f
el P -
- - S o i -T-‘\\"A \
[val90! _ Thest] < G4
)
His101} _:,I_ ::1\ .__v\ji,wm,w,‘_wﬂ, Are55!
> o ' "P l ".
[ —’l i --.:-I 1\3 —
l.:\.gsb' T"-'::]—Tl rl.- ~——[Phes7
(Lys87}.. [y [Glyst
T D T
US - | v

Figura 19. Interacciones entre UP1y TR2. Los residuos encerrados en cajas de una solalinea indican
los contactos de la cadena lateral con ADN; residuos en cuadros de doble linea de contacto con el ADN
con la cadena principal de 4tomos. Lineas de puntos son enlaces de hidrégeno; lineas onduladas son
interacciones de carga; las flechas indican interacciones de de van der Waals. Para 1a molécula de ADN,
lalinea gruesa representa un grupo carbonilo en la base o oxigenos con doble enlace fosfato. (Ding y
cols. 199
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2.2. RRM1reconoce secuencias TTAGGG

Se ha demostrado previamente que empleando una columna hecha con GST-UP1 se
puede recuperar especificamente la unién de la telomerasa a partir de un extracto de
células. Por otro lado, tanto hnRNP A1 recombinante como UP1 pueden interactuar
con el ARN de la telomerasa, como se muestra en la figura 20 (Fiset y Chabot2001).

Al UP1

Figura 20. hnRNP Al se une a la telomerasa

- humana. Ensayo de retardo en la movilidad
ﬁ . Complejo electroforetica (EMSA) que muestra la capacidad

& de unién de las diferentes versiones de hnRNP Aly
& UP1 con el ARN telomérico (hTR-A). Los ensayos
de unién se realizaron con 1 fmol de hTR-A en

presencia de concentraciones crecientes
proteina. (Modificado de Fiset y Chabot 2001)

Mediante el empleo de un oligonucleétido que lleva 10 repeticiones teloméricas
(TS10) se encontr6 que una version trunca de UP1 que contiene el dominio RRM1
(UP1A2), es suficiente para la union especifica de esta proteina a la secuencia
telomérica mediante ensayos tipo EMSA, pero no puede unirse al hTR-A. Por el
contrario, UP1A1 (que carece del dominio RRM1) forma un complejo con hTR-A. Estos
resultados sugieren que los dos RRM de hnRNP A1 tienen especificidades distintas:
RRM1 se une a secuencias de ADN telomérico mientras RRM2 interactia con el
componente ARN de la telomerasa (Figura 21 B) (Fiset y Chabot2001)

B UP1A2 UPIAI

. - # - Origen
[ 6st  HRrMiHRERMEE UPI
UP1A1 “ :I Complejo

GST RRM1 UP1A2
~ " “J hTR-A libre

12345 678910

Figura 21. Unién de hTR a UP1. (A) Estructura de los derivados de UP1. UP1A1 carece de los
aminoacidos 13 a 134, mientras que UP1A2 carece de los aminoacidos 107-196. (B) ensayo EMSA de
UP1A1 y UP1A2 con el oligonucledtido TS10 de ADN telomérico radiactivo (10 fmol). Cantidades
crecientes de los derivados de UP1 se utilizaron para ambas proteinas (0,5, 1,0, 1,5y 2,0 pmol)
(Modificada de Fiset Sy cols. 2001)
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3. Justificacion

El splicing alternativo es un proceso que se lleva a cabo en todos los eucariotes por
medio del cual a partir de un solo gen se obtienen diferentes ARNm los cuales pueden
codificar para diversas proteinas y con esto aumentar la capacidad codificante del
genoma. Se ha predicho que en humano hasta el 95% de los genes sufren algun tipo de
splicing alternativo y las alteraciones en este mecanismo se ha relacionado con
diversas enfermedades. Debido a lo anterior, surge la importancia de estudiar tanto el
proceso de splicing como a los factores involucrados en su regulacion.

En este trabajo se analizard la proteina hnRNP A1l que juega un papel regulador
importante debido a su capacidad para promover la omision del exén y reprimir el
sitio de splicing. Nuestro modelo de estudio sera Ustilago maydis debido a que es un
eucariote sencillo en donde el mecanismo de splicing y los componentes del
spliceosoma descritos en humano se encuentran conservados.

4. Hipotesis

El hongo dimoérfico Ustilago maydis posee la proteina reguladora del splicing
alternativo hnRNP A1l y ésta presenta caracteristicas estructurales y funcionales
semejantes a las descritas para el homélogo humano.
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5. Objetivos
5.1 Objetivo General

Analizar las propiedades estructurales y purificar el factor de splicing hnRNP A1
putativo de Ustiligo maydis

5.2 Objetivos Particulares

1) Realizar el andlisis in silico de la proteina hnRNP A1 putativa en Ustilago
maydis

2) Buscar posibles sitios de regulacion mediados por hnRNP A1 en el genoma de
Ustilago maydis.

3) Generar la proteina recombinante para hnRNP A1 putativa en Ustilago maydis,
asi como para diferentes versiones truncas de la misma.
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6. Materiales y métodos.

6.1 Analisis bioinformatico

En los ultimos anos la bioinformatica se ha convertido en una herramienta muy util
para analizar secuencias de diferentes organismos. En este trabajo se utilizaron
diferentes programas para analizar la secuencia de hnRNP A1l putativa de Ustilago
maydis, tales como BLAST, SWISS MODEL, CLC Sequencer Viewer 7, Swiss.PdbViewer
y STRING

6.1.1 Busqueda de la secuencia putativa de hnRNP A1 de Homo sapiens en
Ustilago maydis

Para la buisqueda de la secuencia aminoacida de hnRNP A1l se tomo6 la secuencia
reportada para esta proteina en humano (NP_002127) y se buscé el homédlogo
putativo en Ustilago maydis mediante el algoritmo “Basic Local Alignment Search
Tool” (BLAST) desarrollado por el Centro Nacional de Informaciéon Biotecnolégia
(NCBI) (Altschul y cols., 1997).

6.1.2. Alineamientos de las proteinas
Los alineamientos globales y locales de la proteinas completas y parciales de Homo
sapiens y de Ustilago maydis se hicieron mediante el programa CLC Sequence Viewer

7. El rango de los dominios de interaccion RRM1 y RRM2 se obtuvieron de la base de
datos del NCBIL

6.1.3 Analisis de la estructura terciaria de la proteina hnRNP A1 putativa de
Ustilago maydis

Para el analisis de la estructura de la proteina hnRNP A1 putativa de Ustilago maydis
se obtuvo el cristal de la hnRNP A1 de Homo sapiens (21lv1) en la base de datos Protein
Data Bank (PDB); a partir de este cristal, el modelado se obtuvo empleando el
programa SWISS-MODE, las interacciones de las proteinas se realizaron en el
programa STRING

6.2. Microorganismos y condiciones de crecimiento
Las cepas que se utilizaron en este trabajo se muestran a continuacién.

Tabla 3. Cepas empleadas

Cepa Descripcion Referencia
Ustilago maydis FBI Cepa de referencia Broad Institute
E. coli DH5a De uso rutinario en Taylor, 1993
biologia molecular

6.3. Medios de cultivo
Se utilizaron los siguientes medios de cultivo liquidos y solidos cuya composicién y
preparacién se detalla a continuacion.

YEPS (Yeast extract/Peptone/Sucrose) Medio de cultivo para U. maydis. (Ausubel y
cols. 1994).
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Tabla 4. Componentes del medio YEPS
Componentes Cantidad para 1L
Peptona de Caseina 20g
Extracto de Levadura 10g
Dextrosa 20g

En caso de utilizar medio sé6lido se agregan 15g /L de agar.Aun pH 7

LB (Luria-Bertani). Medio de cultivo para E. coli DH5a. (Sambrook etal., 1989)

Tabla 5. Componentes del medio LB
Componentes Cantidad para 1L
Peptona de Caseina 10g
Extracto de Levadura 5g
NaCl 10g

Para utilizar medio solido se agregan 15g /L de agar.A un pH 7

El medio LB fue suplementado en algunos casos con ampicilina (amp) (Sal sddica,
Roche) la cual se utilizé en una solucién concentrada a 100 mg/mL, preparada en agua
bidestilada estéril. La concentracion final empleada en el medio de cultivo fue de 100
ul/ mL.

6.4. Plasmidos empleados para la clonacion
Los plasmidos utilizados en este trabajo se detallan en la siguiente tabla.

Tabla 6. Plasmidos usados en la construccion de las clonas

Plasmido Uso Descripcion Referencia

pJET 1.2 Reservorio para rep (pMB1),bla (ap), | ThermoFisher
productos de PCR eco 471IR,PlacUVS5,
promotor T7, sitio
multiple de clonacién

pPROExHTa Expresion de rep (pBR322),His (6) | ThermoFisher
proteinas N-terminal, bla (Ap),
recombinantes lacl, promotor Tcr,
sitio multiple de
clonacion (SMC)

6.5. Técnicas generales de biologia molecular.

6.5.1. Extraccion de ADN gendmico (Kit Wizard Genomic DNA Purification).
Para la extraccion de ADN gendmico de Ustilago maydis con el Kit Wizard Genomic
DNA Purification, se cultivé U. maydis en 5 mL de medio YEPS y se dejo creciendo toda
la noche a 30 °C en agitacion constante. Se afiadié 1 ml del cultivo crecido a un tubo de
microcentrifuga de 1.5 ml. Se centrifugbé a 16,000 x g durante 2 min para sedimentar
las células y se elimin6 el sobrenadante, se resuspendio6 el botén celular en 500 pl de
50 mM EDTA y se afiadi6 25 pl de 20 mg/ml de liticasa, se mezcl6 suavemente y se
incub¢6 la muestra a 37°C durante 60min para digerir la pared celular, posteriormente
se enfrid a temperatura ambiente y se volvié a centrifugar la muestra a 16,000 x g
durante 6 minutos. Se retiré el sobrenadante y se afiadieron 300 ul de Nuclei Lysis

45




Solution, se pipeted suavemente para mezclar y se afiadi6 100 pl de Protein
Precipitation Solution, se mezclé con vortex durante 10 min y se dej6 la muestra en
hielo durante 10 min. Se centrifugé nuevamente a 16,000 x g durante 10 min y se
transfirié el sobrenadante que contiene ADN a un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml
limpio que contenia 500 pl de isopropanol, se mezclé6 suavemente por inversion hasta
que se vieron filamentos similares a hilos de ADN. Se centrifug6 a 16,000 x g durante
10 min y se decantd cuidadosamente el sobrenadante. Se afiadieron 300 pl de etanol
al 70% y suavemente se invirtié el tubo varias veces para lavar el sedimento de ADN.
Se centrifugé a 16,000 x g durante 10 min y se aspir6 con cuidado el etanol. Se invirtié
el tubo sobre papel absorbente limpio y se dejé que el precipitado se secara al aire
durante 10 min . Finalmente para la rehidratacion se afnadio6 a la pastilla de ADN 50 pl
de Rehydratation Solution incubando a 4 °C durante toda la noche.

6.5.2 Extraccion de ADN plasmidico mediante Lisis Alcalina (Green &

Sanbrook, 2012).
Se inocul6 una UFC en 5 ml de caldo LB/amp y se deja incubando el cultivo a 37 °C (20
hrs) con agitacién (150 rpm). Al otro dia se centrifuga al maximo por 5 min, se forma
la pastilla y se decanta el medio. Para la lisis alcalina se agregan 200 pl de solucién |,
se homogeniza y se pasan a tubos de microcentrifuga de 1.5 mL. Se vortexea durante 5
min. Posteriormente se afiaden 200 ul de soluciéon II (FRESCA) y se mezcla por
inversién 10 veces. Se anaden 200 pl de la solucion III y se vortexea 10 seg. Se
centrifuga al maximo 5 min y el sobrenadante se traslada a un nuevo tubo. Para
precipitar el plasmido se agregan 800 pl de etanol absoluto, se vortexea y se dejan a
4°C durante 15 minutos. Pasando este tiempo se centrifuga al maximo por 5 min, se
retira el sobrenadante y se lava la pastilla con 400 pl de etanol al 70%. Se centrifuga
durante 5 min y se retira el sobrenadante. Se deja secar la pastilla durante 5 min y se
le agregan 50 pl de agua con RNasa.

6.5.3. Extraccion de ARN empleando Fenol caliente (Modificado Aiba y
cols. 1981)
Se cultiva U. maydis en 5 ml de medio YEPS y se deja creciendo toda la noche a 30 °C
con agitaciéon constante. Al otro dia se mide la O.D. ssonmque sea aproximadamente
entre 0.6-0.8. Una vez obtenida la 0.D. se centrifugé a 5000 x g y se resuspendio el
botén celular en 500 pl de Buffer (20 mM de acetato de sodio pH 5.5,5% de SDS, 1mM
de EDTA pH 8). Se agrego6 a la suspension de células 500 pl ml de fenol saturado en
buffer de acetatos (20mM de acetato de sodio pH 5.5, 0.5% de sarcosinato de sodio, 1
mM de EDTA pH 8). Se mezclaron las bases mediante agitacién suave y se incub6 a 60
°C durante 5 min realizando agitaciones suaves ocasionales. La mezcla se dejo enfriar.
Se centrifugd nuevamente a 5,000 x g para separar la fase acuosa y se volvié a extraer
con fenol una vez mas. Después de obtener la fase acuosa, se agregaron 15 ul de
acetato de sodio 3M (pH 5) y 1 ml de etanol absoluto; para precipitar el RNA se dejo
24 h a -80 °C. Posteriormente se centrifugd a 13000 x g en frio y se formé una pastilla,
la cual se lavd con alcohol al 70%, se agitd y se volvio a centrifugar. Se dejé secando la
pastilla y se le agregaron 50 ml de agua libre de nucleasas. Posteriormente se realizé
un gel de agarosaal 1.5%y se corrié a 50 mV.
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6.5.4. Cuantificacion de RNA mediante espectroscopia (Green & Sanbrook,
2012).
Una vez que ya se obtuvo el RNA se realizé la cuantificacién mediante espectroscopia.
Se tomaron 5 pl de la muestra y se le agregaron 495 pl de agua. Se midi6 la
absorbancia en celdas de cuarzo a 260 nm y 280 nm y se emplearon los valores para
realizar los siguientes calculos.

Concentracién
C=(A260) x 100/5 x 40 puL/ml de RNA

Pureza:
P=A260/A280

6.5.5. Electroforesis de ADN y RNA en geles de agarosa (Green y Sanbrook
2012).
Para llevar a cabo la electroforesis se usaron geles al 1% (p/v) para ADN y al 1.5%
(p/v) para RNA en tampo6n TAE (40 mM de Tris-acetato pH 8 y 1 mM de EDTA) y se
les agregaron 2 gotas de bromuro de etidio (10 mg/60 ml), para llevar a cabo el
corrimiento se uso este mismo tampon.
Las muestras de ADN y RNA se mezclaron con un tampén de carga 10X Loading Buffer
(Invitrogen), se depositaron en los pocillos del gel ya solidificado. Las muestras de
ADN se corrieron a 100 mV y las muestras de RNA se corrieron a 50 mV. Como
referencia se utiliz6 el marcador de peso molecular de 1 kb de Fermentas.
Posteriormente los genes se visualizaron en un transluminador de luz ultravioleta
(300 nm de longitud de onda).

6.5.6. Retrotranscripcion (M-MuLV Reverse Transcriptase, Fermentas)

Para la obtencién de transcritos a partir de ARN se empledé la técnica de
retrotranscripcién usando una enzima transcriptasa reversa para la obtencion de ADN
complementario (cDNA). Se agregaron a un tubo de 1.5 mL los siguientes
componentes: 2 pl de ARN total, 0.5 pl (100ng/ pl ) deloligo A1 REV y 4.8 ul H20 pisa.
Se mezclaron los componentes y se dejaron incubando a 65°C durante 5 min; una vez
pasado ese tiempo se trasladd a hielo para después agregar 2 pl de 5X Buffer de
reaccion, 1 ul de dNTP mix (10 mM) y 0.7 ul de M-MuLV Reverse transcriptase (20 U/
ul). La reaccion se incub6 60 min a 42 °C.

6.5.7. Amplificacion de fragmentos de cDNA y DNA mediante la Reaccion
en Cadena dela Polimerasa PCR (New England BioLabs).
La amplificacion de las diferentes versiones de hnRNP A1 se realiz6 en un
termociclador MultiGene OptiMax empleando un volumen final de 25 pl que de
acuerdo a los siguientes componentes.
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Tabla 7. Componentes para la reac

cion de PCR
| |

Reactivo
H20 20.37 pl 20.37 ul 20.37 ul 20.37 ul
ThermoPol ® Reaction Buffer (10X) 2.5 ul 2.5 ul 2.5 ul 2.5 ul
dNTP’s 10mM 0.5 ul 0.5 ul 0.5 ul 0.5 ul
A1 Fwd (100ng/ pl) 0.5 ul 0.5 ul 0.5 pl 0.5 pl
A1SNRRM (100ng/ pul) 0.5 pl
A1RRM1 Rev (100ng/ pl) --- 0.5 ul --- ---
A1RRM2 Rev (100ng/ pl) === === 0.5 pl ===
A1 Rev (100ng/ ul) --- --- --- 0.5 pl
Templado 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul
Taq Polimerasa 0.125 pl 0.125 pl 0.125 pl 0.125 pl
Volumen Final 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul
Los programas utilizados para cada uno de los amplicones se muestran en la tabla
siguiente:
Tabla 8. Programas de PCR para cada uno de los genes
Condiciones
Pre-alineamiento 95°C S5min | 95°C | 5min 5 min 95°C 5 min
Desnaturalizacion 95 °C 30seg | 95°C | 30seg | 95°C | 30seg | 95°C | 30seg
Alineamiento 62 °C 30seg | 62°C | 30seg | 62°C | 30seg | 62°C | 30seg
Extension 72 °C 30seg | 72°C | 1min | 72°C | 1:10min | 72°C | 1:50 min
Extension Final 72°C 10min | 72°C | 10min | 72°C | 10min | 72°C | 10 min
Ciclos 30 30 30 30

6.5.8 Analisis con enzimas de restriccion
Las enzimas de restricciéon , también conocidas como endonucleasas, son enzimas que
cortan los enlaces fosfodiester del material genético a partir de una secuencia que
reconocen. Las enzimas que se utilizaron en este trabajo son de la casas comerciales
Fermentas, Roche y Jena Bioscience y se utilizaron siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las reacciones se incubaron a 37 °C durante 2 horas o 24 horas. La
reaccion se llevo a cabo en un volumen final

de 15 pl agregando los siguientes

componentes.
Tabla 9. Compontes para la reaccion con enzimas de restriccion

Reactivo Volumen

Agua libre de nucleasas 8.3 ul

Buffer 10X (correspondiente ala enzima que se usa) 1.5 ul

Plasmido 5ul
Enzima 10u/pl 0.2 ul
Volumen total 15 ul

La eficiencia de la restriccion de comprobé mediante electroforesis en gel de agarosa.
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6.5.9. Clonacion de fragmentos de ADN en el vector pJET1.2 blunt

Se ligaron los productos obtenidos de la reaccién de PCR con el vector pJet1.2, el cual
sirve como reservorio. Para ligar se utilizo la ligasa T4, la reaccidn se realiz6 en un
volumen final de 10 pl adicionando los siguientes reactivos.

Tabla 10. Compontes para la reaccion deligacion

Reactivo Volumen
2 X Reaction Buffer 5ul
Productos no purificados de PCR o| Dependiendo delaconcentracidonde la
productos purificados de PCR/ u otro muestra
fragmento de ADN con extremos romos
pJET1.2 /blunt cloning vector (50 ng/ pl) 0.5 ul
Agua libre de nucleasa Dependiendo de los demds componentes
T4 DNA ligasa 5 u/ pl 0.5 ul
Volumen total 10 pul

Se dejo la mezcla de ligacion incubando durante dos dias a temperatura ambiente.

6.5.10. Purificacion de muestras de ADN

6.5.10.1 Purificacion de fragmentos de ADN y de plasmidos en solucion
mediante glucogeno
Para llevar a cabo la purificacion de los fragmentos de ADN y de los plasmidos
linearizados se empled glucégeno. En un tubo de 1.5 mL se agregaron 20 pl de DNA o
45 pl del plasmido a purificar, 1 pl de glucégeno (20 mg/ml) y 500 pl de etanol
absoluto. Se mantuvo la mezcla 30 min a -80 °C. Posteriormente se centrifugdé a 12000
rpm 30 min y se decant6 el sobrenadante, se afiadieron 350 pl de etanol 70 % y se
centrifug6 a 12000 rpm 5 min, se volvid a decantar el sobrenadante y se dejé secando
la pastilla, por ultimo se resuspendié en 12 pl de agua libre de nucleasas.

6.5.10.2. Purificacion de fragmentos de ADN y de plasmidos a partir de gel

de agarosa mediante glucogeno

Para llevar a cabo la purificacion de los fragmentos de ADN y de los plasmidos
linearilizados en gel de agarosa es necesario correr el ADN o el plasmido en un gel de
agarosa al 1% (p/v) (Sec 6.4.4.). Se corto la banda deseada y se depositdé en un tubo
de 1.5 mL (se pes6 primero el tubo vacio y posteriormente ya con la banda, para
obtener el peso de esta); dependiendo del peso de la banda se agrega la mitad de
Buffer TE ( 10 mM de Tris-HCl pH 8, 1 mM EDTA) y se calent6 a 62 °C hasta que la
banda desaparece (se usa el vortex cada 5 minutos). Posteriormente se centrifugé a
5,000 x g durante 5 minutos y se obtuvo el sobrenadante, éste se pasé a otro tubo de
1.5 mL y se agregé 1 ul de glucégeno (20 mg/ml) y 500 pl de etanol absoluto. Se
mantuvo la mezcla 30 min a -80 °C. Posteriormente se centrifugé a 12000 rpm 30
min y se decantd el sobrenadante, se afladieron 350 pl de etanol al 70 % y se
centrifug6é a 12000 rpm 5 min, posteriormente se volvié a decantar el sobrenadante y
se dejé secando la pastilla, por ultimo se resuspendi6 en 12 pl de agua libre de
nucleasas
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6.5.11. Subclonacion en el vector de expresion pPROExHTa

(ThermoFisher)

Parallevar a cabo la subclonacién, se realiz6 la siguiente mezcla.

Tabla 11. Componentes para la subclonacion en pPROExHTa

Componentes Volumen
Buffer 2X 1.5 ul
Fragmento de ADN Dependiendo de la concentracion
Vector 1ul
Ligasa 5u/ ul 1l
Agua libre de nucleasas Hasta 14 pl

Se dejo a temperatura ambiente durante dos dias

6.6. Técnicas de transferencia genética.

6.6.1. Preparacion de células quimicamente competentes de E. coli DH5«
empleando cloruro de calcio (Green y Sanbrook, 2012).
Se transfirié una colonia de E. coli DH5a a 5 mL de medio LB y se incub6 a 37°C con
agitacion durante toda la noche. Se transfirié 1 mL del cultivo a 50 mL de medio LB y
se incubd a 37°C con agitacion, hasta que la ODs9onm fue aproximadamente de 0.6, se
transfirieron los 50 mL de células a un tubo de propileno frio y estéril y se
mantuvieron por 10 min a 4°C, posteriormente se centrifug6 a 6000 rpm por 10 min y
se decanto el sobrenadante. Se resuspendié el paquete celular en 25 ml de CaCl:
estéril (0.1M frio) y se colocé el tubo en hielo durante 10 min a 4°C, se centrifugé a
6000 rpm por 10 min a 4°C, se decant6 el sobrenadante y con la ayuda de una pipeta
pero con extremo cuidado, se resuspendié el paquete celular en 25 ml de CaClz estéril
(0.1M frio), se coloco el tubo en hielo durante 10 min a 4°C y se centrifugé a 6000 rpm
por 10 min a 4°C, se decant6 el sobrenadante y finalmente se agregaron 2 mL de
CaClz 0.1M/Glicerolal 15%. Se realizaron alicuotas y se almacenaron a -70°C.

6.6.2. Transformacion de células E. coli DH5a¢ quimicamente competentes

Se realizé la transformacion de las células competentes de la siguiente manera. Se
tomaron 100 pl de células competentes y se colocaron en microtubos de 1.5 ml. Se
agregaron 10 pl de la ligacidon correspondiente y se incub6 el tubo 40 min en hielo. Se
indujo el choque térmico a 42 °C durante 90 segundos, posteriormente se transfirié el
tubo a hielo y se incub6 durante 90 segundos. Se agregaron 750 pl de LB sin
antibidtico y se incub6 a 37 °C por 40 min en agitaciéon. Se tomaron 100 pl de la
ligacion y se sembraron en placas con medio LB/amp. En algunos casos se centrifugo
el volumen restante para obtener el paquete celular y sembrarlo en otra placa. Se
dejaron incubando las placas 24 horas a 37 °C.
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Una vez que se observaron colonias se llenaron tubos con LB/Amp liquido y con
palillos se tomaron colonias, se pusieron en el medio y se dejaron incubando en
agitacion constante un dia a 37 °C.

6.7. Obtencion de proteinas recombinantes

6.7.1. Induccion de proteinas recombinantes en pPROExHTa en la cepa E.
coliDH5a (pPROEx HT Prokaryotic Expression System)
Para la induccién de las proteinas recombinante de la clona 6 pPPROA1SNRRM/DH5a y
la clona 2 pPROA1RRM2/DH5a se realizé lo siguiente. Dos ml de medio LB/amp se
inocularon con una sola colonia. Se dejé incubando el cultivo durante toda la noche a
37 °C en agitacion. Al siguiente dia se inocularon 10 ml de LB/ amp con 0.1 ml del
cultivo anterior. Se dejé crecer a 37 °C en agitacidn, cuando el cultivo llegd a As900.5-1
se removié 1 ml y se centrifugd por 1 min, se desechd el sobrenadante y se
resuspendieron las células en 100 pl de PBS 1X . Esta fue la muestra no inducida.
Al cultivo restante se le agregd IPTG a la concentracion final de 0.6 mM y se continu6
la incubacién del cultivo a 37 °C en agitacién, se removié una alicuota de 1 ml
transcurridas 1, 2 y 3 hrs después de la induccidon. Al tiempo transcurrido se
centrifugaron las células y se resuspendié el botén en 100 pul de PBS.

6.7.2. Electroforesis de proteinas SDS-PAGE (Miniprotean4 BioRad)
Para verificar la expresion e identificar a la proteina de interés se realiz6 una
electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% (SDS-PAGE).
El gel de poliacrilamida consta de dos geles: el gel Separador y el gel Concentrador.
Primero se preparo el gel Separador agregando los siguientes componentes para un
volumen de 10 mL.

Tabla 12. Componentes para el gel Separador

Reactivo Volumen
Agua 3.4 mL
Acrilamida 30% 4 mL
Buffer (1.5 M Tris-HCI pH 8.8) 2.5 mL
SDS10% 0.1 mL
Volumen Total 10 mL

Se mantiene la mezcla de reactivos a temperatura ambiente y para iniciar la
polimerizacion se agregaron 5 pl de TEMED y 50 pl de persulfato de amonio.
Inmediatamente se mezclé y se vertid la solucién en los vidrios (molde), sin tener
burbujas. Se eliminé la curvatura (menisco) en la superficie, agregando etanol. Se dejé
que polimerizara el gel (15-30 min). Una vez gelificado se decant6 el exceso de etanol
y se realizo la mezcla de los componentes para el gel concentrador, pero a un
volumen final de 3 ml.
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Tabla 13. Componentes para el gel Concentrador

Reactivos Volumen
Agua 1.02 mL
Acrilamida 30% 1.2 mL
Buffer (1.5 M Tris-HCI pH 8.8) 0.75 mL
SDS 10% 30 ul
Volumen Total 3 mL

Se mezclaron los componentes del gel superior y para iniciar la polimerizacién se
agregaron 3 pl de TEMED y 15 pl de persulfato de amonio. Una vez que se agregaron
los catalizadores se mezclaron y se vertieron de inmediato, se puso el peine y se dejé
gelificando (15- 30 minutos).

Para preparar las muestras se calentaron a 95 °C durante 5 minutos y se cargaron 20
ul (0.4 pg/ ul) de la muestra en los pozos; como patrén de referencia se utilizo el
marcador de proteinas con un rango de 15-170 kDa (Page Ruler Fermentas). La
electroforesis se corrié en un Buffer Tris-Glicina (500 mM Tris, 500 mM glicina) a 80
mV durante 2-3 horas. Después de la electroforesis el gel se coloca en un recipiente y
se tifié con Azul de Coomassie (0.1 % de Azul brillante de Coomassie, 45% metanol, 10
% acido acético) durante 10 minutos. Posteriormente se retir6 el exceso de colorante
y el gel se lavé con agua. Finalmente el gel se colocd en un volumen de solucion de
destefiir (10% metanol, 5% acido acético) dejando en agitaciéon durante toda la noche,
después de este tiempo el gel se visualizé sobre un fondo blanco.

6.7.3. Western -blot
Para el andlisis tipo Western-blot se utilizaron los extractos de la induccién de nuestra
proteina recombinante. Se preparé el gel de poliacrilamida al 12% como en el
protocolo de SDS-PAGE (Secc. 6.6.2) y se cargaron 20 pl de la muestra (0.4 pg/ pl).
Para la transferencia de la proteina se utiliz6 una membrana de PVDF la cual se activo
en metanol 100% durante 10 minutos, se dejé la membrana durante 5 minutos en el
Buffer de transferenciay se mojaron las esponjas durante 5 minutos.
La transferencia se mont6 de la siguiente manera: Primero se puso la esponja, después
papel filtro y el gel de poliacrilamida, posteriormente se puso la membrana de PVDF,
se puso otra vez papel filtro, y por ultimo otra esponja.
Se dejo transfiriendo el gel a la membrana toda la noche en un sistema himedo de
BioRad a 30 volts y 15 mA. Al dia siguiente se retiré el gel y la membrana se dejo
bloqueando con una mezcla de Casec (Nestle) al 5% en PBS 1X con el anticuerpo
primario (anti-His; Santa Cruz Biotechnology en una dilucién de 1:1000 con PBS 1X)
toda la noche en agitacion constante. Al otro dia se lavd la membrana con PBS 1X 5
veces por 10 minutos y se coloc6 el anticuerpo secundario (anti raton igG- HRP Santa
Cruz Biotechnology en una dilucion 1:5000 con PBS 1X) se dejo incubando durante
dos horas. Se lavé la membrana con PBS 1X 5 veces durante 10 minutos, para llevar a
cabo elrevelado.
Los anticuerpos estdn acoplados a peroxidasa por lo que se detect6 la proteina con
luminol (Millipore). Se dej6 incubando la membrana durante 5 min con el luminol y
posteriormente se drené el exceso, se cubri6 con una mica y se eliminé cualquier
burbuja de aire, se le puso una pelicula radiografica y se dejé exponiendo 30 seg.
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Pasado este tiempo se retir6 la pelicula y se sumergio la placa radiografica en
soluciones de revelado Kodak.

6.7.4. Purificacion de una proteina recombinante (kit His-Spin Protein

miniprep de ZYMO)

1.

D1 N

No

8.

9.

Resuspender la pastilla de las muestras inducidas en 1 ml de His-binding
Buffer

Lisar las células por sonicaciéon

Centrifugara 12 000 rpma 4 °C por 5 minutos (para remover restos celulares)
Tomar 200 pl del sobrenadante

Transferir 250 pl de la resina “His-Affinity Gel” a la columna Zymo-Spin P1
(colocar la columna en un tubo colector)

Centrifugar de 5 a 10 segundos (asegurandose de que la resina quede seca)
Agregar 150-300 pl del lisado celular inducido que incluya a la proteina
recombinante soluble y resuspender la resina por agitacion

Dejar interactuar la muestra con la resina durante 2 minutos con agitacion
periodica

Centrifugar 5-10 segundos, descartar el eluido

10. Agregar 250 pl de “His-Wash Buffer” y resuspender la resina

11. Repetir los 2 pasos anteriores 2 veces mas

12. Eluir con 150 ul de “His-elution Buffer”

13.Centrifugar de 5 -10 segundos . Este eluido contiene a la proteina

recombinante concentrada y pura

14. Verificar la purificacion en gel de poliacrilamida desnaturalizante.
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7. RESULTADOS

7.1 Analisis in silico dela proteina hnRNP A1 putativa de Ustilago maydis
Se hizo la busqueda de la secuencia aminoacidica de la proteina hnRNP A1 de Homo

sapiens en la base de datos del NCBI (NP_02127). Una vez obtenida esta secuencia de
aminoacidos en la misma pagina se realiz6 un BLAST de proteina (empleando el
algoritmo Smith-Waterman) con el genoma de Ustilago maydis para obtener el
homoélogo de la hnRNP A1, el cual nos arrojé como resultado la proteina UMAG_02420
con una identidad del 34% (Tabla 14).

Tabla 14. Homologo para la proteina hnRNP A1 en Ustilago maydis.

Max Total Query
Description score score cover E value | Ident
hypothetical protein
UMAG_02420 131 131 58% 2E-34 34%

A las secuencias de proteina tanto de Ustilago maydis como de Homo sapiens se les
buscé los dominios RRM en la base de datos del NCBI, ya que éstos son los que
intervienen en la interaccion proteina-RNA (Tabla 15).

Tabla 15. Dominios RRM en Homo sapiens y Ustilago maydis.

Homo sapiens (aa) Ustilago maydis (aa)
Dominio RRM1 12-92 171-246
Dominio RRM2 105-181 277-353

Una vez teniendo estos datos se realizé un alineamiento global (Figura 22) usando el
programa CLC Sequence Viewer, en el cual podemos observar en rojo los aminoacidos
que comparten ambas proteinas, con color verde se observa el dominio RRM1, en el
cual se puede ver una gran homologia, mientras que en color azul se encuentra el
dominio RRM2 y con color morado se observa el tracto rico en glicinas en el cual
efectivamente se encuentra este aminoacido en mayor proporciéon con un porcentaje
del 73% G.
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Figura 22. Alineamiento global de la proteina hnRNP Al de Homo sapiens con hnRNP A1l
putativa en Ustilago maydis. La primera secuencia de hnRNP A1l es la de Homo sapiens, mientras que
la segunda secuencia es la de hnRNP A1 putativa de Ustilago maydis. En color verde se observa el
dominio RRM1, en color azul el dominio RRM2 mientras el que tracto rico en glicinas se observa de
color morado. Los aminoacidos conservados se observan en color rojo y en la parte de abajo en donde
dice consenso se encuentran sefialados estos aminoacidos.

Posteriormente se realizé un alineamiento local con las secuencias aminoacidicas de
los dominios RRM1 y RRM2 de hnRNP A1 de Homo sapiens y con el homoélogo de
Ustilago maydis (Figura 23 y 24). En rojo podemos observar los aminoacidos que se
encuentran conservados en ambos dominios. Con lo anterior podemos observar que el
dominio RRM1 se encuentra mas conservado con un porcentaje de identidad del 48%
mientras que el dominio RRM2 tiene un porcentaje de identidad del 35%.
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Figura 23. Alineamiento del dominio RRM1 de hnRNP A1 entre Ustilago maydis y Homo sapiens.
En la parte de arriba se encuentra la secuencia de Homo sapiens mientras que la secuencia de abajo es
la de Ustilago maydis Los aminoacidos conservados se indican en rojo, se obtuvo una identidad global
del 48%.
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Figura 24 . Alineamiento del dominio RRM2 de hnRNP A1l entre Ustilago maydis y Homo sapiens.
En la parte de arriba se encuentra la secuencia de Homo sapiens mientras que la secuencia de abajo es

la de Ustilago maydis. Los aminoacidos conservados se muestran en rojo; la identidad global fue del
35%.

La proteina hnRNP A1 de Homo sapiens tiene una sefial de exportacion nuclear (NLS)
en el carboxilo terminal denominada M9 y se ha demostrado que esta sefial es
suficiente para indicar tanto la exportacién como la importacién nuclear. Esta sefial
se encuentra ya descrita (Siomi y cols. 1995). En este trabajo se idéntico esta sefial en
la proteina putativa hnRNP A1l de Ustilago maydis y posteriormente se realizé un
alineamiento con la de Homo sapiens (Figura 25). Se sabe que al mutar P275L
(recuadro negro en la Figura 25) , la cual esta conservada en ambos organismos, se ve
afectada la exportacion e importacién nuclear, mientras que si se mutan las glicinas no
conservadas G282L/G283L (recuadro azul en la Figura 25) no se ve afectada la
exportacion e importacion (Michael y cols. 1993).
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Figura 25. Alineamiento de la seiial de exportacion M9 de hnRNP A1 en Homo sapiens y Ustilago
maydis. Se muestran con color rojo los aminoacidos conservados. Se sefiala con un rectdngulo negro el
aminoacido 275 responsable de la exportacién e importacién nuclear, mientras que con un rectdngulo
azul se encuentran losaminodacidos 282 Y 283 que al ser mutados no interfieren en la exportacién e
importacién nuclear.

Por otra parte, como se menciona en los antecedentes se encuentra ya descrito el
cristal de hnRNP A1 de Homo sapiens que es una versidon corta de esta y que se
denomina UP1, esta proteina tiene los dos dominios RRM, pero carece del dominio
rico en glicina en el extremo carboxilo terminal y consta de 196 aminoacidos. (Figura
26).

UP1

[ "ram | [CRAM_| |
Homo sapiens

196 aa

Figura 26. Estructura de UP1 de Homo sapiens. Se muestran los dos dominios RRM en cajas de color
rojo y el tamafio global es de 196 aminoacidos.

56



En la descripcion del cristal (Ding J. 1999) se mencionan los aminoacidos importantes
en las secuencias consenso RNP1 y RNP2 que estan involucrados en la interaccién
con el ARN, asi como los aminodacidos que sirven para el plegamiento de la proteina y
la interaccion de ambos dominios por lo que se usaron los alineamientos locales
elaborados anteriormente y se encontré que las fenilalaninas son fundamentales
para llevar acabo la interaccién con el ARN se encuentran conservadas en ambos
organismos. También se encuentran conservados los aminoacidos que interactian con
la columna vertebral de la secuencia de nucleétidos con la que se sabe que

Dominio RRM1 17 55 51 59
$t4
1
Um RRM1 - =g=l wD ==[D=== = s=rl(vc.N=A I=='NM (,== .==A LNFVD PKANNTVE-V 57
Hs RRM1 K lrr DE E TLToRY VEREPNEK BERGEBVTYAT VEENMDAAMNA 60
Consensus K TT--SLR==F -Q=-G====C- =~MRD-=T-RS\RGF-F--2/-~ -==V==--MN-

UmRRM1 BEBYLBE<E! OBERIN I PRP 76
Hs RRM1 HrHEKVvBEREY cBERMY - -- 76
Consensus R-H--DG-V~ ~PKRA-PRP

108 146 148 150
‘¢
]
SVTPATF I!l ' !L'M“ == I'I I I 5ILNHVLN 60
DTEEMML uv EIMY A FD {DEVDK IV I 60
R S

FEQ-G M-DR GK RGF

Dominio RRM2

Um RRM2
Hs RRM2
Consensus K-FVGG

UmRRM2 TRPIVFOEKE vOBRkrEBQ 77
Hs RRM2 QK YHTVNEHN CEMRKE- 76
Consensus G Vv AQ

) L " Phe 148 Interactia con la D RNP2
+ Phe 17 Interacta A-3 1 Phe 59 Interactda G-4 + columna vertebral de A9
RNP1
+ Arg 55 Interacta con la ‘ Arg 108 Interactia con A9 Arg 150 interactda con
columna vertebral de G-4 6-10 Arginina contacto dominio RRM
Arg 146 interactia con la
+ Phe 57 Interactda con la + columna vertebral de G-10 [ J Aspartato contacto dominio RRM

columna vertebral de A-3

interacciona la proteina hnRNP A1 de Homo sapiens (10 repetidos de TTAGGG), asi
como los aminoacidos que sirven para la interaccion entre ambos dominios RRM
(Figura 27)

1-T 2-T 3-A 4-G 5-G 6-G 7-T 8-T 9-A 10-G 11-G 12-G

Figura 27. Andlisis de los aminoacidos conservados en Ustilago maydis. Se muestran los el
dominios RRM 1y RRM2 enindican se muestra con un rectadngulo las secuencias consenso RNP2 y
RNP1, y con una estrella de diferentes colores se pueden observar los aminoacidos conservados que
interactiian con secuencia de RNA (TTAGGG ). En la parte posterior se encuentra la secuencia repetida
de TTAGGG indicando el numero de nucledtido que le corresponde.

Se ha reportado que la fenilalanina que se encuentra en las secuencias consenso RNP2
es las responsables de la interaccion con el ARN ya que al mutar las Phe 57,59, 148 y
150 presentes en la secuencia consenso RNP1 de los dominios RRM1 y RRM2 (Mayeda
A. 1992) se observo que la interaccion con el ARN se ve disminuida. Estas
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fenilalaninas estan conservadas en el homologo para hnRNP A1l de Ustilago maydis
(Figura 27).

Una vez analizados los alineamientos, se procedié a la construccién de modelados
tridimensionales para analizar ahora la posiciéon espacial de los aminoacidos que
componen los dominios RRM. Para ello, se tom6 la secuencia amonoacidica del locus
UMAG_02420 y se construyd6 un modelo tridimensional empleando el programa
SWISS-MODEL (Figura 28), y como templado el cristal de UP1 (2lv1l). En el modelado
se pueden observar en color azul las zonas que presentan un arreglo tridimensional
conservado y que corresponden a los dominios RRM, mientras que en rojo se
observan las regiones que no se alinearon espacialmente.

Figura 28. Modelo de la proteina hnRNP A1 de Ustilago maydis. En azul se muestran las areas
conservadas de la proteina que corresponde a los dominios RRM y en rojo aquellas que no estan
conservadas en la proteina de Ustilago maydis. El modelo se construyé usando como templado el PDB
de UP1 de Homo sapiens usando el programa SWISS-MODEL. Con flecas de color amarillo se indican las
4 B plegadas y con flechas de color morado se indica las 2 a hélices del dominio RRM1. Con flechas de

color verde se indican las 4 3 plegadas y con flecas de color negro se indican las 2a hélices del dominio
RRM2.

En la base de datos del Protein Data Bank se obtuvé el PDB del cristal UP1 de Homo
sapiens que esta co-cristalizado con la secuencia de repeticiones TTAGGG. Este se usé
como templado para realizar el modelado de la proteina putativa hnRNP Al de
Ustilago maydis usando el programa Swiss-PdbViewer. Primero se hizo Ia
superposicion de ambas proteinas y se puede observar que los dominios RRM son
similares espacialmente.(Figura 29).
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Figura 29. Superposicion de la UP1 de
Homo sapiens y Ustilago maydis. De color
magenta se puede ver el cristal de UP1 de
Homo sapiens mientras que en color amarillo
se observa el modelo para la regiéon
equivalente en Ustilago maydis.

Posteriormente se hizo la superposicion por dominios y para el caso del dominio
RRM1 (Figura 30A) se puede observar que ambas proteinas presentan una
organizacion espacial similar, ya que en ambos casos se observan las 4 betas plegadas
y las dos alfa hélices en una posiciéon conservada.

Posteriormente se analizé en detalle la superposicién para las secuencias consenso
RNP1 y RNP2 para identificar los aminoacidos que se encuentran en cada una de estas
secuencias. Se analiz6 la secuencia RNP1 del dominio RRM1 identificado en UP1 de
Homo sapiens y de Ustilago maydis (Figura 30B), en el cual podemos observar que
existen aminodcidos conservados desplegando la misma posicién espacial en ambas
secuencias, tal es el caso de Arg 55, Gly 56, Phe57, Phe 59 de Homo sapiens que
corresponden a los residuos Arg 210, Gly 211, Phe212, Phe214 de Ustilago maydis.

Se realiz6 el mismo andlisis para la secuencia consenso RNP2 (Figura 30C). Se puede
observar que existen aminoacidos conservados y éstos se encuentran espacialmente
en posiciones similares. En el caso de esta secuencia los aminoacidos conservados son
Phel7,1le18, Gly19, Gly 20 y Leu21 de Homo sapiens y Phel172,1le173, Gly174, Gly175
y Leul76 para U. maydis.

A) ‘

B)
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RNP1del

dominio RRM1
(Uma)
Arg-55 Arg-210
Gly-56 Gly-211
Phe-57 Phe-212
Gly-58 Ala-213
Phe-59 Phe-214
Val-60 Leu-215
Thr-61 Asn-216
Tyr-62 Phe-217
RNP2 del
dominio RRM1
Ustilago
maydis
Leu-16 Met-171
Phe-17 Phe-172
Ile-18 Ile-173
Gly-19 Gly-174
Gly-20 Gly-175
Leu-21 Leu-176

Figura 30. Superposicion del dominio RRM1 de UP1 de Homo sapiens y de Ustilago maydis

A) En color magenta se observa el dominio RRM1 de UP1 de Homo sapiens y en color amarillo la
porcién equivalente del homélogo de Ustilago maydis, en donde se observan las dos alfa hélices y las 4
betas plegadas caracteristica de los dominios RRM1. B) En el extremo izquierdo esta la superposicién
de la secuencia consenso RNP1 del dominio RRM1 tanto de UP1 de Homo sapiens en color magentay en
color amarillo la de Ustilago maydis. En el extremo derecho se muestran los aminodacidos que se
encuentran en cada una de estas secuencias. C) En el extremo izquierdo se muestra la superposiciénde
la secuencia consenso RNP2 del dominio RRM1 tanto de UP1 de Homo sapiens en color magenta y en
color amarillo la hnRNP A1 de Ustilago maydis. De lado derecho se muestran los aminodcidos
involucrados en las interacciones. En ambos casos con color rojo de muestran los aminoacidos que se
encuentran conservados en ambas secuencias consenso del dominio RRM1

También se hizo la superposicion del dominio RRM2 de UP1 de Homo sapiens y de
Ustilago maydis (Figura 31A), en donde se pueden observar las 4 beta plegadas y las 2
alfa hélices que son especificas de los dominios RRM, también se puede observar la (3-
1 y la B-3 en donde se encontraran las secuencias consensos RNP2 y RNP1
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respectivamente . Por otra parte se hizo también la superposicion de la secuencia
RNP1 de UP1 Y de hnRNP A1 de Ustilago maydis del dominio RRM2 (Figura 31B) en la
cual se puede observar los aminoacidos que se encuentran conservados asi como la
posicion espacial de cada uno de estos, por lo que se puede decir que evidentemente
existen aminoacidos conservados y que la posicién espacial es también similar entre
los aminoacidos conservados se encuentran Arg146, Gly147, Phe148, Phel5, Thr152,
de Homo sapiens y Arg319, Gly320, Phe321, Phe323, Thr325 en Ustilago maydis . Al
mismo tiempo se realizo la superposicién de la secuencia consenso RNP2 de UP1 y de
hnRNP A1 de Ustilago maydis (Figura 31C) , en donde al igual se puede observar los
aminodacidos que conforman cada uno de estas secuencias en ambas proteinas y se
puede ver que al igual que las demas secuencias consenso RNP1 y RNP2 tanto del
dominio RRM1 como del dominio RRM2, existen aminoacidos conservados que se
encuentran espacialmente en la misma posicién, los aminoacidos conservados son
Phe108, Val109,Gly110, Gly111 en Homo sapiens y Phe281, Val282, Gly283, Gly284 de
Ustilago maydis

B)

RNP1 del dominio

RRM2 de Ustilago
maydis
Arg-146 Arg-319
Gly-147 Gly-320
Phe-148 Phe-321
Ala-149 Gly-322
Phe-150 Phe-323
Val-151 Leu-324
Thr-152 Thr-325
Phe-153 Tyr-326
Asp-154 Ala-327
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Q

RNP2 del
dominio RRM2
Ustilago maydis
Leu-280 Ile-107
Phe-281 Phe-108
Val-282 Val-109
Gly-283 Gly-110
Gly-284 Gly-111
Leu-285 Ile-112

Figura 31. Superposicion del dominio RRM2 de UP1 de Homo sapiens y de RRM2 de hnRNP A1l
de Ustilago maydis . A) En color magenta se observa el dominio RRM2 de UP1 de Homo sapiens y en
color amarillo el dominio RRM2 de hnRNP Al de Ustilago maydis, en donde se observa las dos alfa
hélice y las 4 betas plegadas caracteristica de los dominios RRM1 B) En el extremo izquierdo se
encuentra la superposicion de la secuencia consenso RNP1 del dominio RRM2 tanto de UP1 de Homo
sapiens en color magenta y en color amarillo la hnRNP A1 de Ustilago maydi. Mientras que en el
extremo derecho de muestran los aminoacidos que se encuentran en cada una de estas secuencias. C)
En el extremo izquierdo esta la superposicién de la secuencia consenso RNP2 del dominio RRM2 tanto
de UP1 de Homo sapiens en color magenta y en color amarillo lahnRNP A1 de Ustilago maydis. Mientras
que en el extremo derecho de muestran los aminoicidos que se encuentran en cada una de estas
secuencias,. En ambos casos con color rojo de muestran los aminoacidos que se encuentran
conservados en ambas secuencias consenso del dominio RRM1

Los dos dominios RRM de la proteina se encuentran comunicados mediante algunos
aminoacidos los cuales también se encuentran conservados (Figura 32), estos
aminoacidos son Arg75, Arg88, Aspl55, Asp157 en Homo sapiens, mientras que en
Ustilago maydis son Arg229, Arg242 y Asp328, también estos aminoacidos se
encuentran en la misma posicidn asi como espacialmente.

Ustilago
maydis

Arg-229
Arg-242
Asp-328
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Figura 32 Interaccion entre los dominios RRM1 y RRM2 de UP1. A la izquierda se muestra la
superposiciéon de UP1 de Homo sapiens en color magenta y en color amarillo la hnRNP Al de Ustilago
maydis. De lado derecho de muestran los aminodcidos involucrados en la interaccién de estas
secuencias.

Mediante el estudio del cristal de UP1 se analizaron también los aminoacidos que
interactian con la secuencia (TTAGGG)10 que corresponde a diez repetidos de este
hexamero. Entre los aminoacidos que interactian con este repetido se encuentran las
secuencias consenso RNP1 y RNP2, considerando que todos estos aminodacidos se
encuentran conservados (Figura 33).

Ustilago
maydis

Phe 17 Phel72 Interactiacon A-3(RNP2 Dominio RRM1)

Phe 59 Phe214 Interactiacon G-4 (RNP1 Dominio RRM1)

Arg55 Arg210  Interactda conla columna vertebral de G-4 (RNP1 Dominio RRM1)
Phe57 Phe212 Interactia conla columna vertebral de A-3 (RNP1 Dominio RRM1)
Phe 108 Phe281 Interactia con A-3 (RNP2 Dominio RRM2)

Arg 146 Arg319 Interactdia conla columna vertebralde G-10 (RNP1 Dominio RRM2)
Phe 150 Phe323 Interactia con G-10 (RNP1 Dominio RRM2)

Figura 33. Interaccion entre UP1 y la secuencia de repetidos TTAGGG. Se muestra la
superposicion de la estructura de hnRNP Al putativa de Ustilago maydis en amarillo y en morado la de
hnRNP A1l de Homo sapiens. Abajo se indican los aminoacidos involucrados en la interaccién con la
secuencia TTAGGG empleando el mismo cddigo de colores.
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Para verificar las interacciones de la proteina hnRNP A1 de Homo sapiens asi como de
la proteina hnRNP A1l putativa con el extracto proteico total de Ustilago maydis se uso
el programa STRING. Se realiz6 la interaccion de hnRNP A1l putativa de Ustilago
maydis (UMAG_02420) con el proteoma del mismo y se analiz6 cada una de las
proteinas con las que interacciona con hnRNP A1 de Ustilago maydis por lo que se
realizo un blast de proteinas comparando con Homo sapiens. (Figura 34 y tabla 16).

Se hizo el mismo analisis con la proteina hnRNP A1 de Homo sapiens y se vio con que
proteinas interactuaba, se realizo un Blast de proteinas para buscar los homdlogos en
Ustilago maydis (Figura 34y tabla 17)

Ustilago maydis Homo sapiens |

A)

-

UMO4375.1
A

UMO04397.1

UM02420.1
\\eumoozav 1
\

\
UMO05420.1

p UMO2055.1 _ uM0o2881.1

UMO3080.1

UM03771.1

Figura 34. Analisis de la proteina UMAG_02420 de Ustilago maydis y de 1a proteina hnRNP A1l de
Homo sapiens con el programa STRING. A) Se puede observar con que proteinas del proteoma de
Ustilago maydis interacciona la proteina UMAG_02420. En un circulo rojo se encuentra la proteina
UMAG_02420 mientras que en diversos circulos de colores se encuentran las proteinas con las que
interacciona, mientras que en lineas de color azul se emplean para unir a las dos proteinas
involucradas. B) Se observar las interacciones que tiene la proteina hnRNP A1 de Homo sapiens con el
proteoma de este mismo. En un circulo rojo se observa la proteina hnRNP A1 de Homo sapiens y con
diferentes circulos de colores se observan las proteinas con las que interacciones mientras que en
lineas de color azul se emplean para unir alas dos proteinas involucradas
En cuadros rojos se encuentran las proteinas que estin conservados en ambos andlisis (TNPO1-
UMAG_04397) al igual que las que se encuentran en un cuadro morado (PRMT1-UMAG_05900).
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Tabla 16. Proteinas con las cuales interacciona UMAG_02420.

Locus Aminoacidos  |Ustilago maydis Homo sapiens ldentidad
UMAG_05900 ([346a.a arginina omega-N metiltransferasa HTM1 Arginina metiltransferasa 58%
UMAG_D4397 (524 a.a Proteina hipotetica Transportin 1 [TRN1) A7%
UMAG_D4375 (618 a.a Proteina hipotetica arginina metiltransfersa 1 Isoforma CRA_a 36%
UMAG_11428 |[1088 a.a Proteina hipotetica Proteina putativa de NMD RNA helicasa dependiente de ATP (UPFL BE%
UMAG_05429 [366a.a Proteina hipotetica Subunidad 4 de factor de escision y de poliadenilacion 33%
UMAG_03030 ([331aa subunidad catalitica proteina serina/treonina fosfatasa tipo 1 (Glc?) |serinaftreonina fosfatasa subunidad catalitica PP1-beta BE%
UMAG_D4944  [1597 a.a Proteina hipotetica factor 1 de escision y poliadenilacion 32%
UMAG_03771 ([73%a.a Proteina hipotetica proteina de union a RNA 32%
UMAG_D2055 [845a.a Proteina hipotetica Subunidad 3 de factor de estimulacion de escision isoforma X1 34%
UMAG_D2881 |403a.a  |Proteinahipotetica  |Subunidad 2 defactor de estimulacion de escision isoformaX2 | b8%
Tabla 17. Proteinas con las cuales interacciona hnRNP A1 de Homo sapiens.
Homo sapiens Funcion Aminoacidos |Locus Ustilago maydis ldentidad
PTB1 Proteina de union al tracto de polipirimidinas 557 a.a UMAG_ 00516 Proteina hipotetica 48%
HMRMNPC Ribonucleoproteina heterogenea nuclear L 306 a.a UmaG 15022 Proteina hipotetica 25%
HNRMNPL Ribonucleoproteina heterogenea nuclear C 589 a.a UnMAG_02472 Proteina hipotetica 22%
UBC Ubiquitina C BRS a.a UhAG_11911 Ubigquitina putativa S7%
PRMT1 Protein arginine methyltransferase 371 a.a UmMAG_ 05900 Arginina metiltransferasa B0
HMRENPH1 Ribonucleoproteina heterogenea nuclear HL 449 a.a UmaAaG_ 11552 Proteina hipotetica 35%
SF3A2 Factor de splcing 3a subunidad 2 464 a.a UnAG_11019 Proteina hipotetica 55%
HMNREMNPD Ribonuclecproteina heterogenea nuclear D 355 a.a UMAG_05193 Proteina hipotetica 32%
HMREMNPE Ribonuclecproteina heterogenea nuclear K 464 a.a UMAG_ 03654 Proteina hipotetica 30%
THNPO1 Transportin 1 B98 a.a UnMAG_ 04397 Proteina hipotetica A7%

Alguna de las proteinas con las que interacciona hnRNP A1l putativa de Ustilago
maydis (UMAG_02420), podemos encontrar una arginina metiltransferasa
(UMAG_05900) con 58% de identidad asi como una fosfatasa (UMAG_03030) con
86% de identidad. Esta reportado que la proteina hnRNP A1 de Homo sapiens sufre
de modificaciones postraduccionales como la metilacion de las argininas que se
encuentran en la caga RGG y que actiian para modular la unién de acidos nucleicos
(Kim y cols. 1997), al igual varios residuos de serina en los dominios RRM y el
dominio rico en glicinas se ha demostrado que pueden ser fosforilados tanto in vitro
como in vivo (Municio y cols 1995, Buxade y cols. 2005) y se ha demostrado que si se
fosforila una serie de residuos de serina puede reducir la capacidad de interaccién de
hnRNP A1 con secuencias de RNA asi como para regular su localizacidon (Allemand y
cols 2005). Al igual interacciona con el homologo de UPF1 (UMAG_11428) con un
porcentaje de identidad del 66%, el cual forma parte del sistema de NMD, el cual es un
sistema de vigilancia de los mensajeros (Tabla 16).

En el caso del anadlisis de la proteina hnRNP A1 de Homo sapiens podemos observar
que interacciona con otras proteinas hnRNP’s lo cual también ya se ha reportados
(Jacques y cols 2005) . Tambien se puede observar la interaccién con una
metiltransferasas (PRMT1), asi como una proteina SR (SF3A2) la cual también es una
proteina reguladora del splicing, las cual llevan a cabo la retenciéon del exén. (Figura
34, Tabla 17)
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Podemos observar que existen dos proteinas que se conservan en ambos analisis que
son la arginina metiltransferasa (UMAG_05900) y la proteina TNPO1 (UMAG_04397)
la cual es una proteina de transporte nuclear y como se sabe la proteina hnRNP A1 se

puede transportar del nicleo hacia el citoplasma (Figura 34).

Para ampliar el rango de proteinas que interaccionan con la proteina Se hizo el hnRNP
A1l de Ustilago maydis se realizé6 un andlisis pero ahora usando un maximo de 20

proteinas (Figura 35y Tabla 18)
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Locus

UMO2055.1
UmM02881.1
UMO4357.1
UMO5500.1
UMO5429.1
UMO3771.1
UM04375.1
UMO0237.1
UMO3080.1
UMO4544.1
UmM02841.1
UMO1470.1
UMO3311.1
UMO2650.1
UMO4055.1
UM01325.1
UMOOBES.1
UM02362.1
UMO0218.1
UMO4775.1

Figura 35. Analisis de las interacciones de la proteina UMAG_0240 de Ustilago maydis
ampliando el rango a 20 proteinas. Se pueden ver con que proteinas que puede interaccionar hnRNP
Al putativa de Ustilago maydis .En el diagrama se uso el programa STRING con un méaximo de 20
proteinas. En un circulo rojo se encuentra la proteina UMAG_02420 mientras que en circulo de
diferentes colores se encuentran las proteinas con las que interacciona, mientras que en lineas de
colore azul se emplean para unir a las dos proteinas involucradas. En recuadros de colores se
encuentran las proteinas que resultaron importantes en estas interacciones.

Tabla 18. Analisis de proteinas con las cuales interacciona hnRNP A1 de Ustilago
maydis .

Ustilage mayalis a.3. Homalogo en Homao sapiens

mRNA 3-end-processing protein RNA14; Componene of the cleavage factor 1A (CFIA) complex 545 Cleavage stimulation factor 3' pre ARN subunir 3 77kD
hypothetical protein 403 Cleavage stimulation factor 3' pre ARN subunit 2 64 kD
hypothetical protein 5924 Transportin

Putative protein- arginine omega -N methyltransferase HMT1 346 PRMT1 protein

mRNA 3' processing protein YTH1 Component of the cleavage factor | (CF 1) 366 Cleavage and polyadenylation specific factor 4
hypothetical protein 738 Probable RNA binding protein

hypothetical protein 618 protein arginine methyltransferase

Putative onsense-mediated mRNA decay protein ATP dependent RNA helicase 1088 Homolog of yeast UPF1

Serine/threcnine-protein phspatase 331 serine/threonine phospathase

hypothetical protein 1597 cleavage and polyadenylation specific factor 1, 160 kD
hypothetical protein 5979 cleavage and polyadenylation specific subunit 2
Endaribonuclease YSH1 Component of the cleavage factor | (CF 1) 880 cleavage and polyadenylation specific facter subunit 3
hypothetical protein 1081 Poly (a) binding protein

hypothetical protein 334 WD repeat containing protein 82

hypothetical protein 627 pre mRMA cleavage complex 2 protein Pcfll
hypothetical protein 397 Transformer-2 protein homolog beta isoform 2
hypothetical protein 440 Serine tRMA ligase cytoplasmic

hypothetical protein 1604 Estructural and functional insights into the human upfl helicase core
hypothetical protein 636 pre-mRNA 3° end processing protein WDR33
hypothetical protein 342 Crystal structure of human spliceosomal U1 snrnp

En este estudio en el cual se usaron un total de 20 proteinas podemos observar
proteinas analizadas anteriormente como la arginina metiltransferasa, el homologo de
UPF1 y la fosfatasa, ademas de estas proteinas se observa factores de escisiéon con una
identidad del 69% y 48% correspondiente a UMAG_02055 y UMAG_02881 ya que
una de los pasos para la maduracién del pre-RNAm es la adicién de la cola de poliA,
también se muestra una interaccién con el homologo de U1 con una identidad del 42%
(UMAG_02362) que forma parte del spliccosoma (Figura 35y tabla 18)

7.2 Identificacion de posibles sitios de regulacion mediados por hnRNP A1 en el
genoma de Ustilago maydis.

Para buscar los posibles sitios activos de regulacion mediados por hnRNP Al en
Ustilago maydis, se hizo una busqueda bibliografica con los sitios de unién que han
sido reportados para esta proteina en Homo sapiens (Jacques 2012). Con ayuda del
programa GeneFinder se buscaron estas secuencias en el genoma de Ustilago maydis
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dandonos como resultado que la secuencia AGGGA es la mas prevalente con un 43%
de abundancia (2772 genes) , mientras que la secuencia TTAGGG que es la que se usa
en los ensayos ya descritos para interaccion con hnRNP A1l de Homo sapiens se
encuentra solo enel3% (182 genes) (Figura 36).

3000 2772 6522 genes en Ustilago
maydis

2500

2000

1331

No. de genes
g

362

' B

TTAGGG CCCTAA CAGGGT TAGGT  AGGGA  AATAG  TAGAGT TAAGAAG

L
11 1118
1000
500 309
0 <

Secuencias

Figura 36. Frecuencia observada para las diferentes secuencias de pegado reportadas para
hnRNP A1 en el genoma de Ustilago maydis. En la grafica se observan con una barra azul el numero
de genes que contienen la secuencia AGGGA, en la barra color verde se observa secuencia TTAGGG
reportada como sitio de pegado de hnRNPA1 de Homo sapiens (Programa GeneFinder Hernandez-
Pérez y cols.)

Como ejemplo de genes que contiene 2 secuencias de TTAGGG tenemos el gen
UMAG_02992 que corresponde al homoélogo de una transposasa, el cual consta de
1446 pb y codifica para una proteina de 312 aa y produce una isoforma,
presumiblemente por splicing alternativo y tiene sitios de pegado para la proteina
hnRNP A1.

Por otro lado, se sabe que hnRNP Al en humano genera diversas isoformas y
presenta una autorregulacion. Aunque hemos observado que la hnRNP A1 putativa de
Ustilago maydis también tiene intrones, seria necesario validar experimentalmente
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mediante un ensayo in vitro que también tiene la capacidad de generara diferentes
isoformas y que igual que en humano puede autorregularse. La secuencia de pegado
reportada en trabajos anteriores para hnRNPA1 de Homo sapiens no se encuentra en
la hnRNP A1l putativa de Ustilago maydis, pero se sabe también que existen otras
secuencias de reconocimiento para esta proteina, por lo que con el programa de
GenFinder, se buscaron las diferentes secuencias de reconocimiento en el locus
UMAG_02420 y se encontrdé que cuenta con otros sitios de pegado de esta proteina,
por lo que se podria pensar que si tiene la capacidad de autorregularse, pero me diante
otra secuencia (Figura 37).

TAGAG TAGTG
2389 pb
724 pb *
U. maydis Iy Iy B =~y |
2562 nt e |

t1

304 pb 309 pb

TAGTG AATAG

Figura 37. Estructura del locus UMAG_02420. Se encuentran sefialadas con diferentes flechas de
colores las secuencias de pegado de hnRNP Al que se encontraron en la secuencia del locus
UMAG_02420 . En color verde se encuentra la secuencia TAGAG a 724 pb en el primer intron, con
flechas azules las dos secuencias de TAGTG una a 304 pb en el primero exdén y laotra a 2389 pb en el
cuarto exén y con una flecha morada la secuencia AATAG a 209 pb en el primer exdn.

Para relacionar las secuencias de pegado de hnRNPA1 de Ustilago maydis
encontradas por el programa GeneFinder con hallazgos reportados, se buscaron
homoélogos en Ustilago maydis de genes que se sabe que se regulan mediante la
proteina hnRNP A1l y genera isoformas que pueden causar ciertas enfermedades. De
esta manera se obtuvieron los resultados mostrados en la tabla 16 en donde podemos
ver que existen diferentes genes homoélogos en los cuales la secuencia de pegado para
la proteina hnRNP A1 esta conservado (Tabla 19).

Tabla 19 Genes de humano que presentan un homdlogo en Ustilago maydis para los cuales la
secuencia de reconocimiento para la proteina hnRNP A1l se encuentra también conservada.

Gen Homo sapiens Locus Usfilago maydis Secuencia
Medium-chain acyl-CoA dehydrogenase (MCAD) UMAG_0T1049 CAGGGT
Insulin receptor gene (INSK) UMAG_0Z834 AGGGA
Breast cdncer 1 (BRCAI) UMAG_04947 AATAG
Fibroblast growht factor receptor Z (FGFRZ) UMAG_02Z244 TAGAGT
Microfubule-associates protein (MAFPT) UMAG_00786 TAAGAAG

7.3 Generacion de la proteina recombinante hnRNP A1 putativa en Ustilago
maydis, asi como para diferentes versiones truncas de la misma.
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Una vez que ya tenemos la secuencia de aminoacidos de la proteina y el analisis in
silico, procedimos a disefiar los oligonucleétidos iniciadores para la amplificacion de
diferentes longitudes que codifica para la proteina hnRNP A1 por PCR y despuea
obtener la proteina recombinante. (Figura 38).

1056 pb 164 pb 41 pb 506 pb

Proteina: 589 aa

Figura 38.Proteina hnRNP A1 putativa en Ustilago maydis. Esquema en donde se muestran los
intrones como lineas y los exones como rectingulos en la parte superior se encuentra sefialado la
longitud en pb de cada uno de los exones. En la parte de abajo se muestra lalogitud de la proteina
hnRNP A1l de Ustilago maydis (NCBI)

Se diseflaron 4 diferentes oligonucledtidos iniciadores para obtener un fragmento
que codifica para la proteina completa y 3 versiones recortadas. Figura 40).
A1SNRRM: esta secuencia es de 495 nucledtidos y 155 aminodacidos, esta version se
puede obtener a partir de DNA ya que no hay ningin intron interrumpiéndolo.
A1RRM1: esta secuencia es de 780 nucle6tidos y 260 aminoacidos, esta version se
obtendra a partir de RNA ya que hay un intrén interrumpiéndolo.

A1RRM2: esta secuencia es de 1086 y de 362 aminodcidos, esta version se obtendra
de RNA asi como la anterior.

A1l: esta version es de 1776 nucleétidos y 592 aminoacidos y se obtendra a partir de
RNA como las anteriores

Alfwd 2552 nt
U. mavdis 506 nt 41 nt 164 nt 1056 nt
2552 nt |:|4_ L e —
A1SNRRM Rev A1RBRM1Rev A1HREM2Rev  A1Rev
495 nt 15665 nt 1871 nt 2552 nt

Figura 39. Estructura de la proteina hnRNP A1 putativa en Ustilago maydis. Se indica la ubicacion
de los dominios RRM, asi como la posicién relativa de los oligonucledtidos iniciadores empleados para
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la amplificacién de los diferentes fragmentos del gen que codifica parala proteina. Enla parte de arriba
de la secuencia se indicalalongitud de cada uno de los exones, asi como con una flechanegra en donde
inicia el primer oligonucledtido iniciador denominado Al Fwd . En la parte de de abajo de la secuencia
se observan con una linea de color azul en donde se encuentra el oligonucledtido iiciciador denominado
hnRNP A1-SNRRM el cual se usé para la obtencién de la version deniminada A1SNRRM de 495 nt de
longitud . En color verde se encuentra el oligonucledtido inicidadoredenominado hnRNP A1-RRM1 el
cual se usé para la obtencién de la version deniminada A1RRM1 de 1565 nt de longitud si es
amplificado apartir de DNA y de 780 nt si es amplificado apartir de RNA. En color morado se
encuentra el oligonucledtido inicidador edenominado hnRNP A1-RRM2 el cual se usé parala obtencién
de la version deniminada AIRRM2 de 1871 nt de longitud si es amplificado apartir de DNA y de 1086
nt si es amplificado apartir de RNA. En color rojo se encuentra el oligonucle6tido inicidador
edenominado hnRNP A 1 el cual se us6 para la obtencién de la version deniminada A1 de 2552 nt de
longitud sies amplificado de DNAy de 1776 nt sies amplificado de RNA.

Parala obtencién de estas proteinas se sintetizaron los primers especificos para cada
una de estas versiones los cuales se presentan en la tabla 20.

Tabla 20. Oligos empleados para la amplificacién de las diferentes versiones de hnRNP A1
putativa de Ustilago maydis.

Oligo Secuencia (b ‘- 3’) Prod (pb) | Longitud Tm
hnRNP catttcgtgaggcatagcaga | 495 21 nt 62 °C
Al-

SNRMM

hnRNP gtaattgttatggtgtccacca | 780 22 nt 62 °C
Al

RRM1

hnRNPA | caatgactgcggatc 1086 21 nt 62°C
1 RMM2 | gttctt

hnRNP Tcaatacctgttgcgctgtc 1767 20 nt 60 °C
Al rev

hn RNP | Atggtaagtcaggaagacac 20 nt 62°C
Al fwd

Para verificar la funcionalidad de nuestros oligos, se hizo una PCR usando como
templado ADN gendmico, teniendo como resultado las bandas correspondientes al
tamafio predicho para cada versidon del que codifica para hnRNP A1 (Figura 40).
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PCR
ADN genomico y los primers para cada version

2
& N
Oligos pb ?}&&* \&V\&i\qﬁ \Q\e‘@ 2
496 pb N .
ATFwd-~A1SNRRMRev
1565 pb
A1 Fwd- AT RRM1Rev 3000 pb 4— 255200
1000 pb —p > A1
1871 pb 500 pb = 495 pb
Al Fwd- A1 RRM2Rev
2552 pb
Al Fwd- A1Rev

Figura 40. Validacion de los oligos. De lado izquierdo se indican los primers que se usaron para cada
una de las versiones de la proteina asi como las longitudes aproximadas para cada uno, en este caso se
us6 como templado ADN genémico. A la derecha se muestra el gel de la electroforesis con las bandas
esperadas para cada una de las versiones amplificadas.

e Construccion pPROA1SNRR/ DH5a

Se llevo a cabo una PCR con el oligo A1Fwd y A1SNRRM1Rev usando como templado
el DNA de Ustilago maydis (Figura 41).

44— 495pb
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A)

Figura 41. Amplificaciéon de la version A1SNRRM. Se observa una banda tnica de aproximadamete

495 pb.

Este producto de PCR se cloné en el vector pJET 1.2 blunt el cual nos servira como
reservorio, se llevd a cabo una transformacion en células quimiocompetentes de E.
coli, DH5a¢ para posteriormente hacer una extraccién de plasmido y seleccionar las

clonas posibles. (Figura 42).

Figura42 . Gel de electroferisis de los plasmidos de las clonas PpJET-A1SNRRM/DH5a

Electroforesis en donde se pueden observar los plasmidos

extraidos de E. coli DH5a mediante el

métodos de lisis alcalina. Se puede observar enlas clanas diferentes bandeos debido a que no todas las

clonas tienen el inserto.

Para verificar en que orientacién entro el inserto se lleva a cabo un andlisis con la
enzima de restriccion Hindlll, esta enzima corta tanto en el vector como en el insertoy
nos dio como resultado la obtencién de cuatro clonas positivas: 1, 2,3 y 9 (Figura 43)

=== A1 SNRRM
mmm Vector pJET 1.2
=== Enzima Hindll|

pJET 1.2 blunt+ A1 SNRRM

Inserto: 496 nt
Vector: 2974 nt

3007 nt

462 nt

500 pb

44— 462 pb
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Figura 43. Esquema y analisis de restriccion de la versiéon A1SNRRM. A) Se muestra un esquema
del vector (negro) con el inserto A1IRRM1 (azul) indicando el sitio de corte para la enzima HindlII
(verde) . B) Electroforesis en donde se pueden observar dos bandas de aproximadamente 462 pb y
3007 pb.

Para corroborar la insercion, se llevo a cabo una PCR con los oligos A1Fwd y pJET1.2
Rev este oligo alinea en el extremo 3’ del vector para obtener el fragmento
correspondiente SNRMM (Figura 44).

=== A1 SNRRM
=== Vector pJET 1.2 blunt
=  A1Fwd

pJET1,2 blunt Rev

pJET 1.2 blunt+ A1 SNRRM

Inserto: 495 nt
Vector: 2974 nt

Total: 3469 nt 506 pb
1000 pb
500 pb
Construccion | Al fwd 5’-3’ pJET1.2 Rev 5’-3’ Tamafio pb
A1 SNRRM ATGGCAAGTCAGGAAGACACA GACGGTACCTTTTAGCTACAAGAA 506

Figura 44. Esquema y electroforesis de la PCR para confirmar la inserciéon del inserto en
orientacioén 5°-3°. A) con flechas se pueden observar los oligos que se usaron para verificar si nuestro
inserto esta en el vector B) Electroforesis en donde se observa una banda de aproximadamente 500 pb
correspondiente al amplificado de AISNRRM. En la tabla de abajo se muestrala secuencia de los oligos
que se usaron para la amplificacién asi como el tamafo correspondiente del fragmento amplificado.

Para llevar a cabo la subclonacién de este inserto en el vector pPROExHTa se cort6 la
clona positiva (en este caso se uso la clona 2) con las enzimas Xbal y Xhol para
rescatar el inserto A 1ISNRRM. La enzima Xhol corta en el extremo 5’ mientras que la
enzima Xbal corta en el extremo 3 (Figura 45).

74




= 1SNRAM Q
A == Vctor pJET 1.2 blunt B.] )
= NN
AN A
SANG
R
N
%Q\
5 o)
pJET 1.2 blunt+ A1 SNRRM
Inserto: 496 nt
Vector: 2874 nt
3
1000 pb
<4—546 pb

Figura 45. Esquema y gel de electroforesis del corte con las enzimas Xbal y Xhol. A) Se muestra el
vector (negro ), el inserto A1SNRRM (azul) y con color verde en donde corta la enzima Xhol y con
amarillo en donde cortala enzima Xbal. B) Gel de electroforesis en donde se observa dos b andas una de
aproximadamente 546 pb correspondiente al inserto y otra de aproximadamente 2923 pb
correspondiente al vector pJET1.2 blunt

Posteriormente se llevd a cabo la purificacién del inserto con el protocolo de
glucogeno. De igual manera se cort6 el vector pPROExHTa con las enzimas Xbal y Sall
y se purificé con el mismo protocolo que el inserto (Figura46y47).

53’%
)
$
ngy
&
&
Q
5000 pb 44— 4751pb
1000 pb ==

Figura 46. Electroforesis de la digestion y purificacion del vector pPROExHTa.
A) Digestion del vector pPROExHta con las enzimas Xbal y Xhol, en donde se puede observar en el
segundo carril el vector sin diferir, mientras que en el carril tres esta el vector en digestion. B) G gel de
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electroforesis de la purificacion del vector pPROExHTa en donde puede observar una banda

aproximada de 5000 pb de bases

500 pb —> =500 pb

corresponidnetes al vector linearilizado .

Figura 47. Electroforesis de Ila
purificacion de A1SNRRM. En el gel se
puede observar una banda de

aproximadamente 500 pb
correspondiente al inserto A1SNRRM
purificado

Posteriormente se llevo a cabo la clonacién de A1SNRRM en el vector pPROExHTa.
Para analizar las clonas obtenidas se hizo el analisis con enzimas de restriccion.
Primero con la enzima EcoRV se liberd el inserto del vector y nos dio una banda
aproximada de 500 pb y después se llevdé a cabo una PCR para confirmar que el
inserto se encontraba en la orientacién correcta (Figura 48).

4 < 5000 pb

4874 pb —»> 4 < 3000 pb

< 1000 pb

Figura 48. Gel de electroforesis de plasmidos de las clonas A1SNRR- pPROExHTa de y para la
verificacion de las clonas positivas de A1SNRR- pPROExHTa. A) Plasmidos de las clonas que
posiblemente tengan nuestra construccion A1SNRR- pPROExHTa.. B) Se hizo el corte con la enzima
EcoRV y se obtuvieron dos bandas: una de aproximadamente 4874 pb y otra de 626 pb. También se
realiz6 una PCR para verificar si se encontraba el inserto y se obtuvo una banda de 495 pb.
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e Construccion de pPROA1RRM1/DH5a y de

la

construccion pPROA1RRM2/DH5a«a

Se obtuvo el inserto AIRRM1 y A1RRM2 a partir de cDNA amplificado con los primers
Alfwdy AIRRM1Rev y Alfwd y A1RRM2Rev (Figura 49).

<1086 pb

1000 pb—> < 78000

Figura 49. Electroforesis de la
PCR A1RRM1 y A1RRM2. Se
observa una banda de 780pb
correspondiente a la versién
A1RRM 1 y una bande
aproximadamente 1086 pb
correspondiente a RRM2

Posteriormente estos insertos se clonaron en el vector pJET 1.2 blunt y para verificar
la identidad de las clonas se llevd a cabo el andlisis de restriccién, usando la enzima
Bgllll obteniendo tres clonas positivas de pJETA1RRM1/DH5a (clona 8, 14 y 15) y
una clona de pJETA1IRRM2/DH5a (clona 2) (Figura 50).
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== \fector pJET 1.2 B) §

== Enzima Bglll

pJET 1.2 blunt+ A1 RRM1

Inserto: 780 nt
Vector: 2974 nt

Total: 3754 nt 3000 pb —» €+=2928 pb

1000 pb —» «—826 pb
826 nt
2928 nt
9
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=== Enzima Bglll N
§ F
O
G
pJET 1.2 blunt+ A1 RRM2
Inserto: 1086 nt
Vector: 2974 nt 2928 pb < 3000 pb
Total : 4060 nt
1132 pb —> <= 1000 pb

1132 nt

2928 nt

Figura 50. Esquema y electroforesis del analisis de restriccion de la version A1IRRM1 y A1RRM2.
A) Se muestra un esquema del vector (negro) con el inserto AIRRM1 (verde) y marcado el sitio de corte
parala enzima BglII (azul). B) Gel de electroforesis en donde se pueden observar dos bandas de 82 6pb
y de 2926pb, respectivamente. C) Esquema del vector (negro) con el inserto AIRRM2 (morado) y
marcado el sitio de corte para la enzima Bglll (azul). D) Gel de electroforesis en donde se puede
observar dos bandas: una de aproximadamente 2928pb y otra de 1132 pb.

De igual manera, se realiz6 una PCR para corroborar la clonacién del inserto en
orientacion 5’-3’. Esta se hizo para los plasmidos que nos dieron positivos en el
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analisis de restriccidon con los oligos Alfwd y pJET1.2 Rev para ambas construcciones

(Figura 51).
’()-(b ’b\b‘ ‘b)fo
A B) 7 &
C}O C)\O C}O
2PN AN
,\’\ ,&'\ 8
SN
= ATRRMI N’
= Vectos pJET 1.2 @
= Al Fwd
pJET1,2 blunt Rev
pJET 1.2 blunt+ A1RRM1
Inserto: 780 nt
Vector: 2974 nt
1000 pb —» «—837 pb
837 nt
&
== A1RRM2 Q)Q IS
= \ector pJET 1.2 blunt @ ~O\°
> AlFwd QQ} v
pJET1,2 blunt Rev ~
e ¢
0) D) S °
@) v
S N
o] &
£ L
& <
pJET 1.2 blunt+ ATRRM2
Inserto: 1086 nt
Vector: 2974 nt
< 1143 pb
1000 pb—>
1143 nt

Figura 51. Esquema y electroforesis de la PCR para confirmar la clonaciéon del inserto en
orientacion 5°-3" de A1IRRM1 y A1RRM2. A) con flechas se pueden observar los oligos que se usaron
para verificar si nuestro inserto se encontraba clonado en el vector B) Electroforesis en donde se
observa una banda de 837 pb correspondiente al inserto A1IRRM1 C) con flechas se pueden observar
los oligos que se usaron para verificar si nuestro inserto se encontraba clonado en el vector B)
Electroforesis en donde se observa una banda de 1143 pb correspondiente al inserto AIRRM2.

Para realizar la subclonacion, primero se hizo una digestién de las clonas positivas de

pJETA1IRRM1/DH5a Y pJETA1RRM2/DH5a (5°-3") con las enzimas Xbal y Xhol
(Figura 52).
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== A1 RRM1
== Vector pJET 1.2 blunt
mm= Enzima Xhol

Enzima Xbal

5
pJET 1.2 blunt+ AIRRM1
Inserto: 780 nt
Vector: 2974 nt
3’
=== ATRRM2
mmm \/ector pJET 1.2 blunt
== Enzima Xhol 3000 pb
Enzima Xbal
1000 pb

pJET 1.2 blunt+ ATRRM2

Inserto: 1086 nt

Vector: 2974 nt

3!

Figura 52. Esquema y gel de electroforesis del corte con las enzimas Xbal y Xhol de las
construcciones pPJETA1RRM1/DH5a y de pJETA1IRRM2/ DH5a A) se muestra el vector (negro), el
inserto A1IRRM 1 (verde) y con color verde el sitio de corte para la enzima Xhol y con amarillo el corte
para la enzima Xbal.B) se muestra el vector (negro), el inserto AIRRM2 (morado) y con color verde el
sitio de corte parala enzima Xhol y con amarillo el corte parala enzima Xbal. C) Gel de electroforesis en
donde seobservan dos bandas: una de aproximadamente 780 pb correspondiente al inserto AIRRMW
y otra de aproximadamente 2974 pb correspondiente al vector pJET 1.2 blunt. Y dos bandas una de
2974 y otra de 1086 correspondiente al inserto AIRRM2

Posteriormente se llevd a cabo la purificacién de los insertos A1RRM1 y A1RRM2
mediante la técnica de glucogeno. Una vez que se tenia ya purificado los insertos se
realizo la subclonacién (Figura 53).
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Figura 53. Gel de electroforesis de la purificacion de A1IRRM1. En el gel se puede observar una
banda de aproximadamente 780 pb correspondiente al inserto A1RRM1 purificado y a
aproximadamente a 1086 correspondiente al inserto RRM2

Una vez ya purificado el inserto se procedi6 a la subclonacion en el vector pPROExHT
a también cortado con las enzimas Sall y Xbal estas se transformaron en E. coli DH5 a.
Las clonas de la construccion pPROA1RRM2/DH5a obtenidas de se cortaron con la
enzima EcoRV si se tenian el inserto (Figura 54).

2]
— A1RRM2 Q)é-b
= \/gctor pPROExHTa & '§
Enzima EcoRV Q‘Z\ o
¢ ©
é{b N
, 'S
5 o &
<X 1o
& &
< N
pPROExHTa+ A1RRM2
5274 pb —» <5000 pb
Inserto: 1086 nt
Vector: 2974 nt
<—1000 pb

626 pb —>

31

Figura 54. Esquema de electroforesis de A1RRM2- pPROExHTa cortadas con la enzima EcoRV. A)
se muestra el vector (negro), el inserto AIRRM 1 (morado) y con color amarillo el sitio de corte para la
enzima EcoRV.B) se muestra el vector (negro), el inserto AIRRM2 (morado) y con color verde el sitio
de corte para la enzima Xhol y con amarillo el corte para la enzima Xbal. En el gel se observan las
bandas de 626 pby 5274 pb las cuales corresponde alaversiéon orientacién 5'-3'.

Para corroborar la clonacién del inserto en la orientacion adecuada, se llevo a cabo
una PCR con los oligos A1Fwd y AIRRM2 Rev (Figura 55).
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Figura 55. Amplificacion por PCR de
A1RRM2 clonado en pPROExHTc. En el gel se
observa la banda de 1086 correspondiente al
inserto AIRRM2.

1086 pb —> < 1000 pb

Por otro lado se hallevado a cabo la extraccion del RNA para obtener la construcciéon
de Al (1776 nt)

Al realizar la amplificaciéon a partir del cDNA se observaron dos bandas, las cuales se
obtuvieron de manera reproducible (Figura 56).

Figura 56. Electroforesis de ARN. En el gel se
observan las bandas correspondientes al ARN para el
28S y el 18S, indicando laintegridad dela muestra de
ARN.
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1000 pb—»
750 pb —»

Figura 57. Amplificacion por PCR a partir de cDNA empleando los oligos A1Fwd y A1Rev. En el
gel se observan tres bandas de aproximadamente 1000 pb , 750 pb y de 500 pb que pudieran
corresponder aisoformas de Al generadas por splicing alternativo.

7.4 Obtencion de proteinas recombinantes de hnRNP A1 de Ustilago maydis

La obtencién de las proteinas recombinantes pPROA1SNRRM y pPROA1RRM2 se
hicieron en la cepa E. coli DH5a

Para el caso de la induccion se probaron diferentes condiciones de tiempo y
concentracién de IPTG, para la induccion maxima de ambas proteinas que fue en un
tiempo de 24 horas con una concentracion de IPTG de 0.6 pM. Debido a que menores
tiempo no era posible distinguir la induccidn de estas proteinas

Parala induccion de la proteinas recombinantes es necesario saber el peso molecular
de cada una de estas. Este peso aproximado se calculd de acuerdo con la siguiente
férmula:

No.de aminoacidos x 110

A el nimero de aminodcidos de la proteina se le suman 6 aminoacidos mas debido a
que el vector pPROExHTa codifica para una cola de 6 Histidinas

Tabla 21. Pesos moleculares de las proteinas recombinantes

Proteina Pb a.a P.M kDa
recombinante
hnRNP A1SNRRM 495 165+ 6 18.10
hnRNP A1 RRM2 1086 362+6 40.48

Una vez obtenido los rangos de tiempo y concentracion se pueden observar en el gel
de poliacrilamida al 12% una banda de aproximadamente 40 kDa correspondiente ala
proteina hnRNP A1 RMM2 (Figura 62)
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umHis-A1RRM2

UPF1 O0h 3h 4h

h 24h

5

55 kDa
<+— 40kDa

40 kDa

umHis-pPROA1SNRRM/DH5a

24 h 5h 3h UPF1 oh

Figura 58. Proteinas truncas recombinantes umHis-pPROA1SNRRM /DH5a y
umHis-pPROA1RRM2/DH5a de hnRNP A1 de Ustilago maydis. Se muestra las

40 kDa

35 kDa

25 kDa

imagen del gel de poliacrilamida tefiidos con azul de Coomasie en donde se verifico la

induccidénpara las proteinas recombinante A) Se observa en el gel una banda

aproximadamente de 40 kDa correspondientes a las proteina A1RRM2 B) Se observa

una banda aproximadamente a 18 kDa correspondiente a la clona AISNRRM
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A)

7.5 Western- blot

Para comprobar que se tratara de nuestras proteinas recombinantes se realizo el
Western blot usando el anticuerpo contrala cola de poli- Histidinas (Figura 63)

En el cual usamos como control positvo la proteina UPF1 putativa de Ustilago maydis
realizada en nuestro grupo de trabajo con un peso aproximado de 37 kDa y como
control negativo la muestra sin inducir.

Se puede observar las bandas correspondiente a nuestras es umHis-
pPROA1SNRRM/DH5a y umHis-pPROA1RRM2 /DH5a con pesos de aproximadamente
18 kDa y 40 kDa correspondiente.

B)
umHis-A1SNRRM umHis-A1RRM2
18kDa Ctrl-  Ctrl + Ctrl- Ctrl + 40kDa

Figura 59 . Western blot de las proteinas umHis-pPROA1SNRRM /DH5a y
umHis-pPROA1RRM2/DH5a Western blot donde podemos observar que las
proteinas recombinantes umHis-pPROA1SNRRM/DH5a y umHis-
pPROA1RRM2/DH5a son identificadas con el anticupero anti-His (SantaCruz) y
usando como control negativo la muestra sin inducir y como control positivo la
proteina UPF1 putativa de Ustilago maydis A) Western Blot de la proteina umHis-
pPROA1SNRRM/DH5a en donde se observa una banda correspondiente al peso
aproximado de 18 kDa. B) Western Blot de la proteina umHis-pPROA1TARRM2/DH5«
en donde se observa una banda correspondiente al peso aproximado a 40 kDA

8. Discusion de resultados
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Cuando la secuencia del genoma humano fue elaborada y dada a conocer en el 2013,
una de las cosas que sorprendié fue la baja cantidad de genes que este tiene
(aproximadamente 25 000 genes) . Se sabe que los seres humanos producen
alrededor de 90 mil diferentes tipos de proteinas por lo que se estimaba que el
numero de genes fuera similar. Debido a la complejidad del ser humano se pensaba
que este tuviera mas genes que organismos mas simples. En el 2000 se obtuvo la
secuencia del genoma de Arabidopsis thaliana, siendo el primer genoma de planta
secuenciado, con aproximadamente 25 mil genes, en el 2002 Caenorhabditis. elegans
fue el primer organismo multicelular cuyo genoma pudo secuenciarse completamente
y se descubri6 que su genoma posee aproximadamente 19mil 500 genes y ya en el
afio 2009 con la secuenciacién del maiz (Zea mays) se identifico que posee 32 mil
genes. Cuando se establecid que el genoma humano tenia tan solo 25 mil genes,
invalida la idea de que para cada gen una proteina, por lo cual a partir de mecanismos
de evolucién se pudo aumentar la diversidad de proteinas con menos cantidad de
genes y este proceso es explicado como splicing.

El splicng alternativo es un proceso post-transcripcional que se lleva a cabo
generalmente en eucariotes o algunos virus en el cual se genera a partir de un pre-
ARNm distintas moléculas de ARNm, y por lo tanto una variedad de proteinas, este
fenomeno se lleva acabo cuando se remueven los intrones y ligan los exones. Este
mecanismo es importante ya que el 90% de los genes humanos experimentan splicing
alternativo. Este mecanismo se regula mediante un complejo denominado
spliceosoma, y por proteinas silenciadoras (hnRNP) o potenciadoras (SR).

Las proteinas hnRNP son proteinas de gran abundancia y entre las mas importantes se
encuentra la proteina hnRNP A1, la cual se une a secuencias silenciadoras llevando a
cabo la exclusion ya sea de un intron o de un exdn. Esta proteina tiene dominios de
union a ARN denominado RRM. Y son importantes debido a la variedad de isoforma
que se creany a que se ha visto que estan relacionadas con enfermedades tales como
algunos tipos de cancer.

Ademas se sabe que el splicing alternativo esta relacionado con enfermedades, en el
2008 Christofk y colaboradores, publicaron que el gen que codifica para la piruvato
kinasa (PKM) implicado en el mecanismo molecular del efecto de Warburg en el cual
las células cancerosas adquieren la capacidad para obtener energia a través de la
glicolisis en condiciones aerobicas, y esto le confiere una mayor capacidad
proliferativa. El gen PKM contiene dos exones alternativos que son mutuamente
excluyentes, el ex6n 9 se incluye en las células de tejido adulto, dando lugar a la
isoforma PKM1, mientras que el exén 10 se incluye en tejidos embrionarios y en
células cancerosas, dando lugar a la isoforma PKM2, la expresion de esta isoforma
capacita a las células cancerosas para llevar a cabo glicolisis aerébica.
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8.1 Analisis in silico dela proteina hnRNP A1 putativa en Ustilago
maydis

Se realizo la busqueda del homologo de la proteina hnRNP A1 de Homo sapiens en el
genoma de Ustilago maydis, el cual nos dio como resultado el gen denominado
UMAG_02420 con una identidad del 34% (Figura 14).

La proteina que codifica este gen UMAG_02420 es de 588 aminoacidos mientras que
la de Homo sapiens es de 320 aminoacidos, la diferencia de tamafio no nos puede
decir por si solo si las proteinas tienen o no la misma funcién, por lo que se procedio a
realizar los diferentes alineamientos, modelados tridimensionales asi como generar
proteinas recombinantes para estudiar las propiedades de dicha proteina.

Para analizar la homologia de la proteinade U. maydis con aquella de H. sapiens se
realizaron alineamientos globales y locales, en el caso del alineamiento global se
analizaron las secuencia de ambas proteinas y se observo que existen varios
aminoacidos conservados en ambos dominios y en la zonarica en glicinas, por lo cual
podemos ver que hay una gran similitud entre ambas proteinas (Figura 22).

Posteriormente se hicieron los alineamientos locales de cada uno de los dominios , el
andlisis de los resultados indica que el dominio RRM1 se encuentra mas conservado
con una identidad global del 48% mientras que el dominio RRM2 tiene una identidad
global del 35% (Figura 23) , por lo que como se menciono en los antecedentes en el
2001 Fiset y Chabot, hicieron versiones truncas de la proteina hnRNP A1 de Homo
sapiens y mediante experimentos de retardamiento (EMSA) se observo que es
esencial el dominio RRM1 para la interaccién con el ARN (TTAGGG) , por lo cual es
importante que este sea el que tenga una mayor homologia (Figura 20y 21).

Al igual se sabe que la proteina hnRNP A1 de Homo sapiens tiene una sefial de
exportacion e importacion nuclear denominada M9 de la cual se obtuvo la secuencia
aminoacidica que vadel 264 al 305 aa y se llev6 a cabé un analisis del alineamiento
(Figura 25). En base a lo ya reportado por Michael W.M, 1994 en este trabajo se
mutan algunos aminoacidos de esta secuencia y se llego a observar que al mutar la
Pro275 yano se llevaba a cabo el proceso de importacion y exportacion nuclear, se
observé que esta Pro546 se encuentra conservada en la proteina hnRNP A1l putativa
de Ustilago maydis, y podria ser uno de los esenciales para llevar a cabo el proceso de
importacion y exportacién nuclear en nuestro modelo de estudio.

En 1994 Mayeda U. y colaboradores, mutaron las fenilalaninas que se encuentran en
la secuencia consenso RNP1 del dominio RRM1 (Phe148 y Phe 150) y del dominio
RRM2 (Phe 57 y Phe 59) cuando mutaban solo las fenilalaninas del dominio RRM2 la
union al RNA no se veia afectada, mientras que si se mutaban las del domnio RRM1 la
uniéon con el RNA disminuia. Estas fenilalaninas se encuentran conservadas en el
homologo putativo de hnRNP A1 de Ustilago maydis (Phe 212,214,321y 323), por lo
que podriamos deducir que esta proteina tiene los aminoacidos esenciales en la
secuencia RNP1 del dominio RRM1 para la interacciéon con el RNA (Figura 27).
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En 1997 Xu RM y colaboradores describieron el cristal de UP1 que es la proteina
hnRNP A1 de Homo sapiens sin la region rica en glicinas (Figura 26) con el que se
realizo un alineamiento con la hnRNP A1 putativa de Ustilago maydis y se analizaron
los aminoacidos de las secuencias consenso RNP1 y RNP2 que se encuentran en los
dominios RRM y que son las que tienen que intervienen en la interacciéon con el ARN,
en ambos dominios estas secuencias se encuentran conservadasy en el caso del que
el aminoacido no estuviera conservado, este correspondia al mismo grupo de
aminodacidos como por ejemplo la Gly-58 de la secuencia RNP1 del dominio RRM1 de
Homo sapiens, en Ustilago maydis se encuentra una Ala-213, estos dos aminoacidos
son no polares , por lo cual no hay un cambio evidente y asi sucede con los demas
aminoacidos no conservados (Figura 27).

También se describieron los aminoacidos del cristal de UP1 que interactiian con la
cadena principal y los que interactiian con la cadena lateral o la columna vertebral del
ADN en este caso se usaron 10 repetidos de la secuencia TTAGGG. La mayoria de estos
aminodacidos se encuentran conservados y son los que en estudios anteriores han sido
mutado y se ha visto cambios en la interaccion con el RNA, como es el caso de las Phe
de las secuencia consenso RNP1 y estas interactian con la columna vertebral del ADN.
Entre otros aminoacidos que se encuentran conservados encontramos la Phel7de
Homo sapiens y Phe172 de Ustilago maydis que interactua con la Adenina-3, o la Arg55
de Homo sapiens y la Arg 213 de Ustilago maydis que interacciona con la columna
vertebral de la Guanina-4 (Figura 27).

Debido a que algunos aminoacidos no se encuentran conservados pero pertenecen al
mismo grupo de aminoacidos se realizo el modelado de la proteina homologa hnRNP
A1 de Ustilago maydis usando como templado el cristal de UP1 (2up1) para analizar la
posicion espacial de estos, asi como de los aminoacidos que se encontraron que si se
conservaban. Al analizar tridimensionalmente los aminoacidos correspondientes a
estas secuencias es visible que no hay cambio alguno al contrario hay una gran
relaciéon entre ambas proteinas, y por lo ya descrito al igual en 1997, se sabe que la
posicion de los aminoacidos espacialmente es esencial para la interacciéon y la
conformaciéon de esta. La conformacién de la proteina cambia al unirse al ADN y se
forma un puente entre ambos dominios RRM en el cual intervienen aminoacidos
cargados, y estos se encuentran conservados en el homologo de Ustilago maydis por lo
cual también sucede este cambio en la proteina homologa. Se hizo el modelado de este
puente y se observo que se encuentran en el espacio de manera similar, por lo que
podrian tener la misma funcién y la misma actividad (Figura 29-33).

Con el analisis de todos los aminoacidos que intervienen en la interaccién con ARN
podemos deducir que el homologo de hnRNP A1 de Ustilago maydis conserva todos los
aminoacidos importantes para llevar acabo su funcién y si no es este el caso son
remplazados por aminoacidos similares que no afectarian la orientacién espacial asi
como la capacidad de interaccidn de la proteina de Ustilago maydis.

Se realizaron los interactomas de la proteina hnRNP A1 de Homo sapiensy el de la
proteina hnRNP A1 putativa de Ustilago maydis. con ayuda del programa STRING. En
este estudio se analizaron las 10 primeras proteinas con las que tienen contacto cada
una de estas proteinas (Figura 34).
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En el interactoma para la proteina hnRNP A1 de Homo sapiens se encontré que
interacciona con otras proteinas hnRNP’S como la C, KD, L y H1, esto se encuentra
reportado que las hnRNPs pueden interaccionar entre ellas, se observa también la
interaccion con la proteina SF3A2 la cual es una proteina que pertenece al grupo de
las SR y estas compiten por la unién al sitio de empalme.

Ya esta reportado que la proteina hnRNP A1 de Homo sapiens sufre de modificaciones
postraduccionales entre las que se encuentra la metilacién de las argininas que se
encuentran cerca del dominio RGG o en este mismo o la fosforilacion de los residuos
de serina en los dominios RRM y en el dominio rico en glicinas.

En el caso del interactoma de la proteina hnRNP A1l putativa de Ustilago maydis
(UMAG_02420) se observo que interacciona con dos homologo de una arginina
metiltransferasa UMAG_05900 con una identidad del 58% y con UMAG_04375 con
una identidad del 36% . En 1997 Kim y cols. analizaron los argininas que sufren de
esta modificacién y observaron que le metilaciéon de las la Arg205, 2017 y 224 que se
encuentran en el dominio rico en glicinas y la dimetilacion de la Argl193 pueden
modular la unién a los acidos nucleicos, cuando las argininas estan metiladas
disminuye el contacto con el DNA.

También se encontré un homologo para una serina/treonina fosfatasa UMAG_03030
con una identidad del 86%. En 1995 Idris y cols analizaron los sitios de fosforilaciéon
de la proteina hnRNP A1 y se observo que la Ser95, 192 y 199 eran fosforiladas pero
la fosforilacion mas abundante es la de la Ser192. En 1995 Municio y cols.
demostraron que las serinas se pueden fosforilar tanto in vivo como invitro y que hay
residuos en los dominio RRM que también pueden sufrir estas modificaciones.
Allemand y cols en 2005 demuestraque si se fosforila una serie de residuos de serina
puede reducir la capacidad de interaccion de hnRNP A1l con secuencias de RNA asi
como para regular su localizaciéon

Ademas es importante mencionar que algunos de los aminoacidos que se sabe que
sufren de modificaciones postraduccionales ya sea la fosforilacion o metilaciéon se
encuentran conservados en nuestra proteina hnRNP A1 putativa de Ustilago maydis.
La hnRNP Al putativa de U. maydis interacciona también con el homologo de UPF1
UMAG_11428 con un porcentaje de identidad del 66%, se sabe que a  partir  del
splicing alternativo se pueden generar codondes de paro prematuros que son
dirigidos hacia el sistema NMD , el cual es un sistema de vigilancia de los mensajeros.
La UPF1 es una proteina que forma parte del EJC que interviene en este sistema. En el
2010 McGlincy y cols. estudiaron la isoforma de la proteeina hnRNP 2A/B1, en el cual
en presencia de la hnRNP A1l produce la isoforma que contiene un codén de paro
prematuro y se lleva al sistema de NMD.

También interacciona con varios homologos de factores de incision y poliadenilacion
tal es el caso de UMAG_05419 con una identidad del 33%, UMAG_04944 con una
identidad del 32%, UMAG_02055 con una identidad del 34% y con UMAG: 02281 con
una identidad del 68%. Se sabe que para que el transcrito de pre-RNAM salga del
nucleo hacia el citoplasma tiene que sufrir de modificaciones tales como la adicion de
un cap en el 5 y la adicién de una cola de poli A en el extremo 3’ y el proceso de
splicing, estos pasos suceden de manera conjunta por lo que es evidente que la
proteina hnRNP A1 interacciones con estas proteinas.
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En 1997 lzaurralde y cols. describen que la proteina hnRNP A1 tiene una sefal de
exportacion denomina M9, la cual le sirve para ir del nucleo hacia el citoplasma y
viceversa. Con los resultados arrojados por el STRING podemos observar que nuestra
proteina putativa interacciona con la proteina UMAG_04397 que es un homologo de
una proteina denominada Tranpostin 1 (TRN1) esta proteina es parte de la ruta de
importacién nuclear denomina no clasica. En conjunto con la hidrolisis de RanGTP,
TRN actua para importar algunas proteinas desde el nicleo hacia el citoplasma. Esta
proteina interacciona o se une con las proteinas que tengan la sefial de localizacién
M9 (Fridell 1997)

Podemos observar que no solo la proteina hnRNP A1l putativa de Ustilago maydis,
conserva los aminodacidos esenciales para la interaccién con el RNA si no también
interacciona con los homoélogos de otras proteinas ya reportadas en Homo sapiens, las
cuales son importantes, ya que tienen que ver con modificaciones traduccionales,, la
proteina que intervienen con su localizacién y con proteinas de procesos o sistemas
que actian en conjunto con el splicing alternativo

8.2 Buscar posibles sitios de regulacion mediados por hnRNP A1 en el genoma
de Ustilago maydis.

Se realizo una busqueda bibliografica de sitios de pegado de hnRNP A1 ya reportados
en humano, se usaron ocho secuencias diferentes y se buscaron en todo el genoma de
Ustilago maydis con ayuda del programa GeneFinder Mediante este analisis se definid
con que secuencia se trabajarfa para realizar los ensayos tipo EMSA y se usara la
secuencia TTAGGG.

La secuencia de pegado de la proteina hnRNP A1 con mas abundancia en los genes de
Ustilago maydis fue la AGGGA, esta secuencia se analiz6 en el 2011 por Talukdar y
cols. en el gen para el receptor de insulina (INSR) el cual tiene dos isoformas
mediante la retencion del intron 11. Se observo que entre mas repetidos de esta
secuencia se encontraban se llevaba a cabo la retencién de este intron, por lo que se
busco en los genes de Ustilago maydis y de los 2772 genes en los que se encontraba
esta secuencia en el 63% de los genes de se encontré repetida, En el gen
UMAG_00466 existe un total de 23 repetidos de esta secuencia mientras que hay
genes con 2 epetidos o hasta 10.

Analizando las demas secuencias de pegado utilizados en este estudio, se pudo ver
que la secuencia AGGGA tiene mas genes en los cuales se repite mas de una vez esta
secuencia.

La secuencia de pegado TTAGGG es la que se usa en la mayoria de los ensayos para
analizar la proteina hnRNP A1, por lo que se esperaba que fuera la mas abundante,
pero esto no fue el caso, ya que solo se encuentra en 182 genes de los cuales 32 genes
contiene intrones y exones, Se analizo en donde se encontraba la secuencia de
pegado TTAGGG en cada uno de estos 28 genes y en seis casos esta secuencia se
encontraba en el extremo 3’ del intron y 5’ del exén formando parte del dimero
conservado AG, esto podria darnos una idea de que la proteina hnRNP A1 se une a

90



este sitio y no deja que la maquinaria del splicing se una a este sitio GU, haciendo que
se lleve a cabo la retencion tanto del intron como del ex6n.

Fazul y colaboradores en el 2002, analizaron en donde se encontraban estos sitios de
pegado de la secuencia TTAGGG y observaron que la secuencia se encontraba en los
intrones en el 5’ haciendo que la proteina Ul no se pegue y llevando a cabo la
retencion del intron.

En el caso de los genes que encontramos con esta secuencia, 11 tienen la
caracteristica de encontrar este secuencia en el extremo 5’.

Para la secuencia TAGAGT Bononi cols en el 2013 estudian la isoforma de ARon que
no contiene el exdn 11 que esta ligada a la activacion de tumor por el proceso de
transicion eptelio.mesenquimal (EMT) en este caso el exdn tiene la secuencia de
pegado en el extremo 5" haciendo que las proteinas SR no se unany por lo que se lleva
a cabo la omision de este exén. En los genes que obtuvimos con esta secuencia de
pagado 42 tuvieron exones e intrones y de estas en 22 genes se encontraron que la
secuencia de pegado estaba se encontraba en el extremo 5’.

En cuanto a las otras secuencias de pegado hay pocos estudios y solo se han descrito
para genes especificos. Pero podemos observar que la secuencia CCATAA se encuentra
enel 11%, CAGGGT en el 41%, TAGGT en el 48%, AATAG en el 40% y TAAGAAG en el
10% del genoma de Ustilago maydis

Para confirmar la relevancia de nuestro programa y reafirmar los resultados , se
tomaron los genes de Homo sapiens a las que se une hnRNP Al y que ya se tiene
reportada a que secuencia se pegan, se buscaron sus homélogos en Ustilago maydis, y
para posteriormente con ayuda del programa se buscé en cada uno de estos genes la
secuencia de pegado ya reportadas, y nos arrojo varios casos en los que si se
encontraban estas secuencias en los homologos de Ustilago maydis

También se sabe que hnRNP A1l de Homo sapiens tiene una isoforma denominado
hnRNP A1B, por lo cual esta se autorregula, ya esta reportada la secuencia a la que se
une en este caso, pero en hnRNP Al putativa de Ustilago maydis no se encontré esta
secuencia, por lo que se buscaron las secuencias anteriores de la blisqueda que se
realizo, en donde se encontraron tres secuencias en este gen, por lo que podriamos
pensar que mediante alguna de estas secuencias es a la que se pega hnRNP Al y se
regula.
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8.3 Generar la proteina recombinante para hnRNP A1 putativa en Ustilago
maydis, asi como para diferentes versiones truncas de la misma.

Se crearon las diferentes versiones truncas de la proteina hnRNP A1 putativa de
Ustilago maydis para verificar su funcionalidad con la secuencia de pegado ya
reportada TTAGGG,

Se extrajo RNA de Ustilago maydis mediante diferentes métodos, obteniendo RNA con
mayor concentracion y mayor pureza mediante el protocolo de Fenol caliente.
Posteriormente con una enzima Multi reverse se sintetizo cDNA para
posteriormente llevar a cabo la PCR para cada una de estas versiones bajo las
condiciones sefialas en materiales y métodos.

Para la sintesis del cDNA se uso como oligo reverso el mismo de la proteina hnRNP Al
y no el oligo dt debido a que con este ultimo no se obtuvieron amplificados.

En el caso de la version SNRRM no hubo problema alguno ya que esta se pudo obtener
también de ADN y las condiciones eran muy estables, en el caso de la la version
hnRNP A1 no se pudo obtener, ya que siempre salia qe se amplificaba mediante PCR
se obtenfa un fragmento de menor tamafio, Se cambiaron las condiciones de PCR asi
como los oligos utilizados tanto el Fwd como el Rev, pero en todos los ensayos se
obtuvé una banda de aproximadamente 1000 pb, por lo que se podria pensar que
debido a que solo la parte funcional para la interaccion con el RNA son los dominios
RRMy no la parte rica en glicina, el inserto no se realiza completo,

También podria ser que en la extraccion de RNA esté se degrada rapidamente y no
permite obtener la versién completa.

Mediante PCR usando como templado el RNA se obtuvieron los insertos
correspondientes a SNRRM, AIRMMR1 Y A1RRMZ2, las cuales se clonaron en un vector
de reservorio llamado JET1.2 blunt, para posteriormente llevar a cabo una
subclonacion en el vector pPROExHTa el cual es un vector de expresidon que tiene el
inductor lac y se usa IPTG para su sobreexpresién y una cola de poli histidinas que
ayudaran para su posterior purificacion.

La subclonacion se obtuvo la version SNRRM y A1RRM2, esta ultima es similar a lo
que seria la UP1 por lo cual con esta se puede llevara a cabo los ensayos para ver la
interaccion con la secuencia TTAGGG.

Al realizar la induccién de estas proteinas debido a que la SNRRM es de 19 kDA
aproximadamente es dificil ver la expresion, en el caso de la RRM2 también fue dificil
llegar a las condiciones optimas para su induccién,

La sobreexpresion de la proteina se llevo a cabo y para corroborar que eran nuestras
proteinas deseadas se llevo a cabo el Western-blot con el cual se observaron las
bandas esperadas para cada una de nuestras proteinas. Con esto podemos decir q la
sobreexpresion de nuestras proteinas se lleva de manera correcta.
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9. Conclusiones

e Identificamos el homologo para la proteina hnRNP A1 de Homo sapiens en
nuestro modelo de estudio Ustilago maydis con el locus UMAG_02420 y con una
identidad del 34%.

e Se analizo mediante un alineamiento local la proteina hnRNP A1 putativa de U.
maydis con la de Homo sapienes, en donde nos arrojo como resultado que se
encontraban aminoacidos conservados en los dominios en ambos dominios asi
como glicina conservadas en el en el extremo carboxilo termina .

e Los aminoacidos esenciale de la secuencia para la exportacion e importacion
nuclear denominada M9 se encuentran conservados en Ustilago maydis

¢ Se analizaron los dominior RRM1 y RRM2 de Ustilago maydis por separado con
mediante un alineamiento con los dominios RRM1 y RRM2 de Homo sapiens. El
dominio RRM1 presenta una identidad global del 48% mientras que el domnio
RRM2 tiene el 34% de identidad global. Obteniendo con esto que el dominio
RMM1 se encuentra mas conservado, y esto se relaciona con lo ya descubierto
de que solo se neceita el dominio RRM1 para la interaccion con la cadena de
RNA

eLos aminoacidos correspondientes a las secuencias consenso RNP1 y RNP2
tanto del dominio RRM1 y RRM2 de Ustilago maydis se encuentran
conservados y si no es asi el caso se encuentran aminoacidos que tienen
caracteristicas similares o que corresponden al mismo grupo de amonoacidos.

e Los aminoacidos que interaccionan con el cuerpo de los acidos nucleicos asi
como como con la columna vertebral de estos se encuentran conservados en
Ustilago maydis.

e Con ayuda del programa STRING se analizaron las proteinas que interaccionan
con la proteina putativa de Ustilago maydis y se observo que intreacciona con
homologos de arginina metiltransfersas, serina/treonina fosfatasas, asi como
el factor de NMD UPF1 y con la sefial de Exportacion Transportinl (TNP01)

e Se obtuvieron las secuencias de pegado de la proteina hnRNP A1l reportadas

para Homo sapiens en el genoma de Ustilago maydis obteniendo con una mayor
cantidad de genes la secuencia AGGGA, mientras que la secuencia que se
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maneja en los estudios ya reportados que es la secuencia TTAGGG solo se
encuentra en 182 genes

e Se encontré la secuencia TTAGGG en los genes de de Ustilago maydis y en seis
caso se encontro que la posicion de esta estaba en el extremo 5’ como ya se ha

reportado anteriormente.

e Se generaron dos proteinas recombinantes en el vector pPROExHTa y se llevo a
cabo la induccion de estas asi como el Western blot con el anticuerpo anti-His.

Perspectivas.
e Analizar funcional de la secuncias de pegado de hnRNP A1 putativa de
Ustiilago maydis mediante un ensayo de retardamiento.
e (Generar la preoteina trunca A1RRMI, asi como la proteina de la version

completa de hnRNP A1 putativa de Ustilago maydis y analizar su funcionalidad
con las secuencias de pegado mediante un ensayo de retardamiento.

e Analizar la autorregulacion de la proteina putativa hnRNP A1l de Ustilago
maydis

e Analizar otras proteinas hnRNP’s que son importantes y relevantes en
enfremedades tales como el cancer.
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