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Resumen

El control de la traduccion es un paso clave en la determinacion de los niveles proteicos celulares. Los
ribosomas han sido descriptos como complejos ribonucleoproteicos homogéneos que sintetizan
proteinas a partir de mRNA. Estudios recientes han demostrado que los ribosomas no son todos iguales.
La composicién de los ribosomas difiere no solo en las proteinas ribosomales sino también en las
proteinas asociadas o accesorias segun el compartimiento subcelular o tejido. Se ha demostrado que
ciertas poblaciones de ribosomas heterogéneos traducen un grupo de mRNAs especificos, es decir que
presentan una especializacién de la funcién ribosomal. En este articulo, se describen los mecanismos
que generan heterogeneidad ribosomal y qué funciones especializadas presentan en respuesta a estrés,
especialmente haciendo foco en la levadura Saccharomyces cerevisiae. Por ultimo, se discute una de
las preguntas emergentes en la biologia del ribosoma: ¢la heterogeneidad ribosomal implica
especificidad?
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Summary

Control of translation is a key step to state cellular protein levels. Ribosomes have been described as
homogeneous ribonucleoprotein complexes that synthesize proteins from mRNA. Recent studies have
shown that ribosomes are not all equal. The composition of ribosomes differs not only in ribosomal
proteins but also in associated or accessory factor proteins according to the subcellular compartment or
tissue. It has been shown that in some cases, heterogeneous population of ribosomes can exhibit
functional specialization through the translation of particular subsets of mRNAs. In this article, we
describe the mechanisms that produce ribosomal heterogeneity and their specialized functions in
response to stress, specially focusing on the yeast Saccharomyces cerevisiae. Finally, one of the
emerging question in ribosomal biology is discussed: does ribosomal heterogeneity imply specificity?
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Ribosomas: biogénesis y composicion.

La regulacién de la traduccion de proteinas es un proceso clave para el ajuste del proteoma celular en
respuesta a la disponibilidad de nutrientes, diferenciacion celular y crecimiento [1]. La composicion del
proteoma y la abundancia de las proteinas estan reguladas por diferentes mecanismos, tales como el
nivel de transcripcion y decaimiento de los MRNAs y la asociacion de éstos a ribosomas, la modulaciéon
de la tasa de traduccién y la estabilidad de las proteinas [2].
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Los ribosomas son complejos ribonucleoproteicos formados por RNA ribosomal (rRNAs) y proteinas
ribosomales (PRs). Los ribosomas traducen el cédigo genético del RNA mensajero (MRNA) y catalizan
la sintesis de proteinas en todos los tipos celulares. Si bien los dominios funcionales de los ribosomas
estan conservados entre bacterias y eucariotas, los ribosomas eucariotas son mas complejos tanto en
los rRNAs como en las PRs. En bacterias, los ribosomas poseen una subunidad menor 30S compuesta
por rRNA 16S (1,5 kb) y 21 PRs y una subunidad mayor 50S por el rRNA 23S (2,9 Kb), rRNA 5S (120 nt)
y 31 PRs [3]. El ribosoma eucariota esta formado por una subunidad mayor 60S, compuesto por tres
rRNAs 25S (5 Kb), rRNA 5.8S (160 nt), 5S) y 46 PRs, y la subunidad pequefia 40S, compuesta por 18S
rRNA (1,9 kb) y 33 PRs [4].

En eucariotas, la biogénesis ribosomal es mediada por 200 factores de ensamblaje (AFs, ribosome
assembly factors) y aproximadamente 80 RNAs nucleolares pequefios (snoRNA). Las particulas pre-
ribosomales son ensambladas en el nucleolo y conforme éstas maduran son transportadas a través del
nucleoplasma, atraviesan el poro nuclear y completan su maduracién, a subunidades 60S y 40S
competentes, en citoplasma. Los factores que participan en la biogénesis ribosomal se encuentran muy
conservados entre los eucariotas, e incluyen proteinas de union a RNA, endo y exonucleasas, RNA
helicasas, GTPasas y ATPasas. En la transcripcion de los rRNA participan las tres RNA polimerasas: la
RNA Pol | sintetiza el precursor rRNA 35S, la RNA Pol Il sintetiza el rRNA 5S and la RNA Pol Il sintetiza
los snoRNAs y los mRNA de las PRs. Los pre-rRNA son procesados co-transcripcionalmente en el
nucleolo, adquieren estructura, sufren digestion endo-nucleotidica y las bases nucleotidicas son
modificadas por metilacion o pseudouridinilacion. Inmediatamente, los factores de ensamblado y las PRs
se asocian con los pre-rRNAs para formar las particulas pre-ribosomales, las cuales sufren el proceso
de maduracion, son exportados al citoplasma donde completan su maduracién para formar las particulas
60S y 40S. En los articulos de revision de Kressler et al y Bassler y Hurt [5] [6] se describe en detalle el
proceso de sintesis de ribosomas, la relacion con otras vias celulares y como alteraciones en la
biosintesis de ribosomas esta asociada con enfermedades en humanos.

Proteinas ribosomales.

En hongos y plantas la mayoria de las PRs estan codificadas por mas de un gen, mientras que los
genomas de animales presentan solo algunos genes de PRs duplicados [7] [8] [9].

Especificamente en Saccharomyces cerevisiae, 118 de los 137 genes de PRs se encuentran duplicados.
Estos se ubican en diferentes cromosomas y su expresiéon es controlada por diferentes promotores.
Actualmente se postula que las PR paralogas se originaron como consecuencia de un evento de
duplicacion de genoma completo hace 150 millones de afios, antes de que los linajes Saccharomyces 'y
Kluyveromyces divergieran. Posteriormente a esta duplicacién se produjo la pérdida de los genes
duplicados por un proceso de degeneracion. Solo algunos pocos genes, entre los que se encontraban
las PRs, mantuvieron ambos pares de paralogos [10]. Los genes de PRs duplicados lograron
preservarse ya que los pares de paralogos evolucionaron con funciones diferentes. Se ha probado que
una copia cumple funciones durante el crecimiento en condiciones normales y la otra copia durante la
adaptacién a condiciones de estrés [11].

En S. cerevisiae los promotores de los genes de PRs se clasifican segun qué tipo de factor de
transcripcion que los regulan. Los de clase | unen Rap1, el complejo FIS y Hmo1; los de clase Il unen
Rap1 y el complejo FIS y los de clase Ill poseen sitios de unidn para Abf1 [12]. Se ha demostrado que no
existe una correlacién directa entre la actividad de los promotores con arquitectura similar y los niveles
de mRNA que se transcriben a partir de ellos. Esta observacion se hace evidente para el caso de genes
de PRs duplicados, donde un paralogo del par se expresa mas que el otro, produciendo poblaciones de
ribosomas mayoritarias en el paralogo mas abundante [13] [14] [11] [15].

En S. cerevisiae la mayoria de los genes PRs se expresan y las proteinas son incorporados a la
particula ribosomal [13] [16]. La particula ribosomal esta formada por 79 PRs, de las cuales 20 PRs son
codificadas por un gen y 59 PRs son codificadas por pares de genes paralogos. De los 59 pares de PR



paralogas, 22 son proteinas idénticas y 37 son proteinas que difieren en al menos un aminoacido. Los
pares de PR paralogas con diferencias en su secuencia peptidica se expresan diferencialmente en
condiciones oOptimas de crecimiento, a excepcion de los pares Rpl 34A/B, Rpl 6A/B y Rps 29A/B que
producen cantidades similares de ambos paralogos [13]. El paralogo que se expresa preferencialmente
se denomina “paralogo mayor”, y el paralogo que se expresa en menor cantidad “paralogo menor”. Cabe
aclarar que la designacién usada en la nomenclatura de las PR paralogas de “A” y “B” no tiene relacién
con la cantidad de proteina producida [13].

Las diferencias en la expresién proteica entre paralogos en Sacharomyces cerevisae se debe a
diferencias en la eficiencia de splicing y traduccién. La asociacion de los mRNAs de cada paralogo a
polirribosomas se correlaciona en la mitad de los casos con la abundancia proteica de las PR.
Generalmente, los paralogos mayores presentan mayor asociacion de sus mRNAs a polirribosomas.
Unicamente en los pares Rpl 37 A/B y Rps 8 A/B se observd una correlaciéon negativa entre la
abundancia proteica y la asociacién a polirribosomas. En los pares de paralogos Rpl37A/B y Rps 8A/B la
menor abundancia del mRNA del paralogo menor se compensa con una mayor traducciéon de dicho
paralogo [13]. Bajo estrés, la expresion de los paralogos mayores es reprimido especificamente
desplazando la formacién de ribosomas conformados por el pardlogo menor.

Para los casos en los cuales los genes de PRs duplicadas no poseen intrén, la regulacion de la
expresion entre paralogos depende del 3'UTR (untranslated region) de sus mRNAs. El largo y secuencia
de los 5y 3'UTR promueven una regulacion diferencial en la expresion proteica en base a diferencias en
las eficiencias de terminacion de la transcripcién, estabilidad y traduccion. Los mecanismos de expresion
génica y la regulacién post transcripcional que controla la expresién de PRs son descriptos Petibon et al
[17].

Ribosomas heterogéneos y especializados.

El rol de ribosomas especializados en la adaptabilidad del proteoma frente a cambios en el medio
ambiente ha ganado gran relevancia en los Ultimos afios. Previamente se consideraba que los
ribosomas presentes en las células, tejidos u organismos eran homogéneos, es decir todos iguales. Sin
embargo, se ha demostrado la existencia de distintas poblaciones de ribosomas a lo largo de todo el
arbol filogenético. La presencia de ribosomas con composicidon diferente es definida con el término
“heterogeneidad ribosomal” (Figura 1). En algunos casos se ha podido demostrar que la heterogeneidad
ribosomal genera ribosomas con actividad traduccional diferente y/o selectividad especifica hacia
subgrupos de mRNAs. A partir de estas observaciones se define el mecanismo de “especializaciéon de
ribosomas” [18].

Se ha descripto que la heterogeneidad ribosomal es generada por cambios en la estequiometria de PRs
[19], la presencia de PRs paralogas [20] [21] [13], presencia/ausencia de PRs [22], presencia/ausencia
de factores proteicos asociados a ribosomas [23], modificacion post traduccional de PRs o factores
auxiliaries [24] [25]. Ademas, los rRNAs proveen variabilidad en los ribosomas ya que existen diferencias
en la secuencia nucleotidica y longitud de los rRNA, asi como en las modificaciones de las bases
nucleotidicas [26] [27] [28].
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Figura 1: Representacion esquematica de algunos mecanismos que contribuyen a la heterogeneidad ribosomal.



En la mosca Drosophila melanogaster se demostré que durante la espermatogénesis se producen
ribosomas heterélogos por la presencia de PR paralogas de eRpL22 los cuales regulan la traduccién de
MmRNAs especificos [29]. En la planta Arabidopsis thaliana se describié que los paralogos de Rpl10
tienen diferentes roles en la traduccion de proteinas en respuesta a irradiacién con luz ultravioleta o
durante el desarrollo de la planta [30]. Si bien en mamiferos la mayoria de las PRs estan codificadas por
gen unico, se ha reportado excepciones, como por ejemplo la expresion diferencial de los paralogos
Rpl22 y Rpl22L1 que afecta la morfologia y viabilidad de embriones de ratones [31]. Ademas, se
demostrd en ratones que la expresion de Rpl38 regula la traduccion de un grupo de mRNAs de genes
Homeobox, lo que impacta en el desarrollo del esqueleto axial en embriones [32].

En S cerevisiae las condiciones de crecimiento impactan en la estequiometria de las PRs que conforman
la particula ribosomal. La transicion del metabolismo fermentativo a respiratorio cambia la proporcion de
ribosomas que contienen RpI8A o Rpl8B, y cada paralogo posee funciones especificas [33]. Ademas se
ha descripto que el paralogo Rpl 1B mejora la eficiencia de traduccion de mRNAs que codifican para
proteinas mitocondriales bajo metabolismo respiratorio [21]. Por otro lado, se ha demostrado que la
exposicion de células de S. cerevisiae al estrés osmético o a pH acido promueve la formacion de
ribosomas que no poseen Rps26. Ribosomas que carecen de Rps26 reconocen mRNAs con
desviaciones de las secuencias Kozak favoreciendo la traduccién de proteinas con funciones en la
regualcion de la transcripcion, reparacion de DNA y ciclo celular [34]. Ademas, en respuesta a etanol o
concentraciones bajas de glucosa, los niveles relativos de las PRs cambian segun el numero de
ribosomas asociados al mMRNA (es decir, monosoma, diosma, trisoma o polirribosoma) [35]. Durante el
estadio quiescente las células pausan transitoriamente el crecimiento. Se ha determinado que la
composicién de los ribosomas varia entre monosomas y polisomas en células quiescentes estimuladas
con nutrientes. La delecién individual de genes correspondientes a las PRs resulta en alteraciones de la
traduccion sugiriendo que la heterogeneidad ribosomal durante la quiescencia conduce a diferencias en
la traduccion (resultados no publicados Solari y Portela, 2019). Ya que las células de levaduras y
mamiferos presentan caracteristicas conservadas durante la quiescencia [36], las levaduras son un
organismo modelo que permite estudiar el mecanismo molecular que controla la quiescencia en las
células de los mamiferos.

Ademas de las variaciones en la PRs, las proteinas asociadas a la superficie del ribosoma también le
confieren a éste funciones especializadas. En levaduras, el segmento ES27L (segmento expandido mas
grande del rRNA 258S) del ribosoma expone una superficie de andamiaje en la cual se recluta la enzima
amino-peptidasa de metionina que regula la fidelidad de la traduccion [37]. También se ha descripto en
levaduras que la proteina Asc1 (RACK1 en humanos) junto con las proteinas ribosomales Rps2, Rps3, y
Rps20 forman una zona expuesta de contacto que queda ubicada en la regién head de la subunidad
40S. En esta region interaccionan factores que participan en varios procesos como ubiquitiquinacion-
deubiquitinacion de PRs, uniéon de las subunidades ribosomales inactivas, control calidad de mRNA,
autofagia y sefalizacion via proteinas quinasas [38].

Se ha demostrado en mamiferos que la proteina SMN (Survival Motor Neuron)- cuya pérdida causa la
atrofia muscular espinal- se une a los ribosomas traduccionalmente activos en tejido neuronal. Los
ribosomas asociados con SMN se encontraron preferentemente enriquecidos en los primeros 5 codones
de un grupo de mRNAs que poseen un contenido mayor de codones raros y elementos enhancer de
traduccion. Dichos mRNAs estan asociados con diferentes procesos como la neurogénesis,
metabolismo de lipidos, ubiquitinacion de proteinas, regulacion de la cromatina y traduccion [39].

La importancia de la especializacion de ribosomas tejido especifico se evidencia en las ribosomopatias
las cuales se originan por mutaciones en los genes ribosomales. Estas mutaciones afectan la
abundancia y/o la funcion de la PRs manifestandose en tejidos especificos como linajes derivados de
medula 6sea [40] [41] y tejido esquelético [42]. Por ejemplo, la mutaciéon de la proteina RPSA/uS2
provoca asplenia (ausencia de bazo) congénita en la cual los pacientes nacen sin bazo [43]. Otro
ejemplo corresponde a la anemia de Diamond y Blackfan (ADB), la cual se caracteriza por una



disminucion de precursores eritroides en medula 6sea. Se ha descripto, entre otros genes, a RPS7,
RPL15, RPL35A, RPL9, RPS10, RPL26, RPS15A, RPL27, RPS19 como genes asociados a ADB [44,
45].

¢La presencia de heterogeneidad ribosomal implica especializaciéon ribosomal?

La biosintesis de ribosomas representa un gran gasto energético para las células y éstas poseen
mecanismos muy controlados para asegurar la integridad funcional de los ribosomas. Las
modificaciones en la composicién del ribosoma pueden llevar a variaciones en la actividad traduccional
que desencadenen, por ejemplo, mecanismos de control del tipo NGD (Non-Go Decay:) ,mecanismo de
control de la traduccion que lleva a la degradacion de los mMRNA que poseen ribosomas frenados [46].
Mas aun, dichas modificaciones pueden tener efectos nocivos sobre la viabilidad celular o el
funcionamiento del organismo. Esto es evidente, como hemos mencionado anteriormente, en las
diferentes enfermedades asociadas a variacion en la composiciéon de ribosomas por falta de alguna PR.
Sin embargo, esto no descarta la existencia de ribosomas heterogéneos con roles funcionales en
procesos fisiolégicos especificos. Las modificaciones que producen heterogeneidad ribosomal pueden
ser sub-estequiométricas en condiciones normales, mientras que, la proporcion puede aumentar en
respuesta a un estimulo especifico, como el hambreado, estrés o estadio del ciclo celular. Sin embargo,
el efecto de los ribosomas especializados en la traduccién global podria ser pequefio por lo que la
identificacion del mecanismo regulatorio sobre la traduccion se convierte en un desafio complejo. Las
evidencias acerca de la heterogeneidad ribosomal han ganado fuerza a partir del avance en técnicas
como la purificaciéon de ribosomas con composicién diferente y espectrometria de masa.

Si bien existen estudios que han demostrado que la heterogeneidad puede generar especializacién, en
la actualidad el mayor desafio es la caracterizacion bioquimica de los ribosomas con composicion
diferente. Las estrategias empleadas involucran la purificacion por afinidad de ribosomas (empleando
células que expresan PRs etiquetadas como proteinas de fusién con flags) a partir de fracciones de
polirribosomas obtenidas desde un gradiente de sacarosa. A continuacion, se realiza la secuenciacion de
los mRNA asociados a los ribosomas purificados para identificar que mRNAs que son traducidos por
diferentes tipos de ribosomas [47] [48]. Ademas, se emplean estrategias que determinan la identidad de
todas las proteinas que se traducen via marcaciéon con puromicina de cadenas polipeptidicas nacientes
y posterior espectrometria de masas [49].

Aun queda por avanzar en la caracterizacion estructural de las interacciones mRNA-ribosoma para
dilucidar el mecanismo molecular que rige la especializacién de los ribosomas heterogéneos. En la
actualidad, la comunidad cientifica interesada en los ribosomas pone en discusion los avances y
dificultades en la caracterizacion funcional de los ribosomas heterogéneos [50] [51] [52] [21].
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