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[...] Tell me your secrets
and ask me your questions
Oh, let's go back to the start

Running in circles
Coming up tails
Heads on the science apart

Nobody said it was easy
It's such a shame for us to part
Nobody said it was easy

No one ever said it would be so hard

Oh take me back to the start |[...]

The Scientist (Coldplay)
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Abreviaturas

S

ABREVIATURAS
ABREVIATURA EMPLEADA SIGNIFICADO
aa Aminodcido
ATP Adenosin trifosfato
bp base pairs: pares de bases
BSA Seroalbumina bovina
CAPS Acido 3-(ciclohexilamino)-1-propanesulfénico
cDNA DNA complementario
Ci Curio
cpm Cuentas por minuto
cTP Citosin trifosfato
DNA Acido desoxirribonucleico (ADN)
DNAsa Desoxirribonucleasa
ds-... ... bicatenario (DNA o RNA)
DTT Ditiotreitol
EDTA Acido etilendiaminotetraacético
etal. et alii (del latin “y otros”)
Fig. Figura
g Aceleracion de la gravedad
GTP Guanosin trifosfato
h. Horas
IPTG Isopropil-B-D-tiogalactdsido
kan Kanamicina
kb Kilobase(s)
kDa Kilodalton(s)
min. Minutos
nt Nucleétido(s)
NTP Nucledtido trifosfato
ORF Open reading frame: fase de lectura abierta




Abreviaturas

PABA

PCR

RdRp

RNA
RNAsa
rpm
rRNA
SDS
seg.
SS-...
SSC
TCA
TE
Tris
tRNA
TTP

ufp
uUTP

Acido 4-aminobenzoico

Polymerase chain reaction: Reaccidn en
cadena de la polimerasa

RNA polymerase RNA dependent: RNA
polimerasa dependiente de RNA
Acido ribonucleico (ARN)
Ribonucleasa

revoluciones por minuto

RNA ribosomal

Laurilsulfatosddico

Segundo (s)

... monocatenario (DNA o RNA)

Sodio salino citrato

Acido tricloroacético

Tris-EDTA
Tris(hidroximetil)aminometano

RNA de transferencia

Timidin trifosfato

Unidad de actividad enzimatica
Unidades formadoras de placas

Uridin trifosfato

En la redaccidn de esta memoria se han empleado diversos anglicismos y palabras en inglés

para referirse a ciertos compuestos y moléculas. Hemos considerado oportuno su uso debido a que

en el lenguaje cientifico no son imprescindibles las traducciones literales, sino la comprensién del

significado del término, sea cual fuere su idioma.
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“El misterio es la cosa mds bonita que podemos experimentar.
Es la fuente de todo arte y ciencia verdaderos”

ALBERT EINSTEIN




Introduccion 1

1. GENERALIDADES: MICOVIRUS

Micovirus: virus que infectan hongos

(Hollings, 1962)

Los micovirus infectan hongos tanto unicelulares como filamentosos. Entre ellos podemos
encontrar gran variedad de los genomas virales presentes en la naturaleza (retrovirus, RNA mono y
bicatenario). Son sistemas de una alta simplicidad, lo que hace que algunos de estos virus estén bien
caracterizados.

Su caracteristica principal es la de tener un ciclo de vida intracelular. Estos virus han
eliminado su ciclo litico (o etapa extracelular) comportandose como parasitos intracelulares
obligatorios, lo que hace que su presencia pase normalmente desapercibida. De hecho, no fue hasta
los afios 60 cuando se descubrid este tipo de virus. Se cree que la ausencia de rutas extracelulares de
trasmisidon puede ser debida a la facilidad que tienen para pasar de una célula a otra mediante los
procesos normales de intercambio de informacién genética en hongos, como la fusién de hifas (o

anastomosis) o mediante conjugacién entre grupos genéticamente diferentes y compatibles.

11 CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS MICOVIRUS

La mayor parte poseen genoma RNA bicatenario (dsRNA) encapsidado en particulas

isométricas de 25 — 50 nm de diametro.

Las infecciones causadas por micovirus se caracterizan por ser latentes y persistentes. La
latencia beneficia a la supervivencia del hospedador, mientras que la persistencia beneficia al virus,
gue carece de infectividad.

Los virus de hongos parecen haber coevolucionado con sus hospedadores, ya que algunos
micovirus pueden conferir alguna ventaja adaptativa a su hospedador (Ej. Fenotipo killer en
levaduras).

Aungue la mayoria de los micovirus no producen un efecto deletéreo (son avirulentos), se

han descrito casos en los que el metabolismo del hospedador se puede ver afectado. Asi, algunos
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micovirus causan fenédmenos de hiper o hipovirulencia a los hongos que infectan (Ej. el Virus NB631
de Cryphonectria parasitica).

Se han descrito cuatro familias de micovirus: Hypoviridae, Partitiviridae, Totiviridae y
Narnaviridae. Las dos Ultimas familias se detallan en el siguiente apartado. En la figura 1 se muestra
un dendograma con la relacidn filogenética de varios de los micovirus comparando las RNA
polimerasas dependientes de RNA codificadas en sus genomas. Se incluyen también los fagos RNA

de la familia Leviviridae, ya que filogenéticamente estdn muy préximos a los virus de la familia

Narnaviridae.
0.7
Ophiostoma mitovirus 3a
0.4 0.7 e
Chryphonectria mitovirus 1
05
- Ophiostoma mitovirus 6
04 fout
Ophiostoma mitovirus 5 Narnaviridae
0.2 0.4
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Figura 1. Dendrograma realizado a partir de las RNAs polimerasas dependientes de RNA de algunos
micovirus. Se incluyen también algunos colifagos de la familia Leviviridae.

1.2 VIRUS EN S. cerevisiae

Este trabajo se ha llevado a cabo con la levadura S. cerevisiae. En ella pueden existir varios

tipos de virus con genoma RNA que se recogen en la Tabla 1.



Introduccion

TABLA 1. Virus presentes en la levadura S. cerevisiae

Nombre Tamaiio (kb) Proteinas codificadas
Genoma dsRNA
L-A 4.6 Proteina mayoritaria de la capsida Gag (76 kDa).
Proteina minoritaria de la cdpsida Gag-Pol (170 kDa: RNA
polimerasa).
M1,M2...M28 1.8-2.0 Proteina precursora de las toxinas killer.
L-BC 4.6 Proteinas mayoritarias de la cdpsida: 77 kDa y 73 kDa.
Genoma ssRNA
20S RNA 2.5 RNA polimerasa dependiente de RNA, p91 (91 kDa).
23S RNA 2.9 RNA polimerasa dependiente de RNA, p104 (104 kDa).

Retrovirus (Ret

rotransposones)

Tys, Ty,...Tys

5.9

TYA: precursor de las proteinas mayoritarias de la capsida.

TYA-TYB (Gag-Pol, proteina de fusion): precursor de proteasa,
integrasa, transcriptasa reversa y RNAsa H.

1.2.1 VIRUS CON GENOMA dsRNA

Los virus presentes en la levadura con este genoma pertenecen a la familia Totiviridae.

VIRUS L-A

3

El virus L-A es la especie tipo de la familia. Este virus esta presente en la gran mayoria de

cepas de S. cerevisiae. El genoma tiene una Unica molécula de RNA de 4.6 kb que se encuentra

encapsidada en una particula icosaédrica de 39 nm. Este RNA codifica dos proteinas, la proteina

mayoritaria de la cdpsida (Gag) de 76 kDa y una proteina de fusién, Gag-Pol, con actividad RNA

polimerasa, de 170 kDa. Su ciclo de replicacién es el tipico para virus con genoma dsRNA, como se

puede ver en el apartado 4.2.

Algunas cepas de la levadura secretan una proteina letal para otras (toxina killer), pero a la

gue es inmune la cepa productora. Esta proteina esta codificada en un dsRNA satélite del virus L-A,

llamado M. Existen diferentes variedades de M (My, M,,... M,s) dependiendo de la cepa (Wickner,

1996; Knipe, 2006).
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VIRUS L-BC

Este virus estda mucho menos estudiado que el virus L-A. Frecuentemente lo acompaiia en la
misma cepa, pero con una cantidad de viriones inferior, aproximadamente unas diez veces. La
secuencia de este virus muestra similitud con L-A, especialmente en los dominios consenso de su

polimerasa (Bruenn, 1993; Wickner, 1996).

1.2.2 VIRUS CON GENOMA ssRNA

A este grupo pertenecen los virus del género Narnavirus de la familia Narnaviridae. Este
género da nombre a la familia, y ha sido el mas estudiado durante los ultimos afios, especialmente
en el laboratorio en el que se ha desarrollado este trabajo.

La familia esta formada por micovirus con genoma RNA monocatenario lineal de polaridad
positiva ((+)-ssRNA). El tamafio del genoma es relativamente pequefio, entre 2 y 3 kb, y codifica sélo
una proteina, su RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp, del inglés RNA dependent RNA
polymerase). Lo mas destacable de este grupo es que no codifican proteinas de la cépsida. El hecho
de carecer de cépsida proteica hizo que hasta el afio 2000 estos virus no fueran considerados como
tales, a pesar de replicarse y tener caracteristicas comunes a otros virus RNA (van Regenmortel,
2000). El nombre de la familia, Narnaviridae, proviene de Nacked RNA virus (virus RNA desnudos).
Aunque estos virus carecen de capsida proteica, no se encuentran desprotegidos en el citoplasma,
ya que los genomas se asocian con sus RdRp respectivas formando complejos ribonucleoproteicos,
como se detallara en el apartado 3.

Los narnavirus de S. cerevisiae son los siguientes:

ScNV-20S: Saccharomyces narnavirus 20S RNA

ScNV-23S: Saccharomyces narnavirus 23S RNA

Este trabajo se ha desarrollado con el virus ScNV-20S, al que a partir de ahora designaré
como 20S RNA. Se encuentra en la mayor parte de cepas de laboratorio de S. cerevisiae y ha sido el

mas estudiado.

Recientemente se ha descrito otro virus que podria pertenecer al género Narnavirus. Se
trata de Phytophtora infestans RNA virus 4 (PiRV-4). Este virus infecta el oomiceto P. infestans,
causante de la hambruna irlandesa de la patata (Fry, 1997). Aunque este virus todavia no estd

aceptado por el International Committee o Taxonomy of Viruses (ICTV) como miembro de la familia
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Narnaviridae, tiene caracteristicas muy similares al virus 20S RNA (Cai et al., 2009; Smith-Vikos,

2009).

En la familia Narnaviridae, ademas del género Narnavirus, existe el género Mitovirus. Estos
virus no infectan S. cerevisiae, pero si a otros ascomicetos. Este género se denomina Mitovirus
porque los virus que lo componen se localizan en las mitocondrias del hospedador. Una de las
caracteristicas mas importantes de este género es que muchos de los ascomicetos infectados por
ellos tienen importancia agricola, ya que causan enfermedades en las plantas infectadas y a veces, la
presencia de estos virus provoca cambios en la patogenicidad del hongo, dando lugar a fendmenos
de hiper- o hipovirulencia. Los mitovirus estan ampliamente distribuidos en la naturaleza, y se
pueden encontrar en hongos que infectan castafios (Cryphonectria parasitica), olmos (Ophiostoma
novo-ulmi), patatas (Rhizoctonia solani) y abetos (Gremmeniella abietina). Actualmente existen 5
especies de mitovirus aceptadas por el International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV)

(Fauquet, 2005).

1.2.3 RETROTRANSPOSONES (RETROVIRUS)

Los retroelementos (retrovirus, retrotransposones y retrointrones) son moléculas que
utilizan la transcriptasa reversa para su propagacion en la célula. En S. cerevisiae existen cinco

retrovirus Tyl — Ty5 (Transposon yeast). Estas particulas se propagan de dos formas:

1. El RNA viral se retrotranscribe a DNA, integrandose en el DNA gendmico del hospedador. El
nuevo RNA viral transcrito a partir de ese DNA sirve como mRNA y se encapsida en nuevas
particulas virales.

2. Puede que el DNA integrado no necesite ser inmediatamente transcrito, sino que puede
replicarse como parte del DNA celular y propagarse a mas células donde en algin momento

puede ser activado y transcrito.

Los retrovirus generalmente se encuentran en la forma integrada. Su secuencia tiene dos
marcos de lectura. El situado en 5’ (TYA) codifica una proteina Gag, precursora de la proteina
mayoritaria de la capsida del retrovirus, y el situado en 3’ (TYB) codifica la Pol, una proteina con
dominios proteasa, integrasa, transcriptasa reversa y RNAsa H.

No se han encontrado cepas de S. cerevisiae en la naturaleza sin retrotransposones Ty.
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2. LOS NARNAVIRUS 20S RNA Y 23S RNA

2.1 ANTECEDENTES HISTORICOS

20S RNA se describid por primera vez en 1971 por Kadowaki y Halvorson como una molécula
de RNA monocatenario cuya sintesis aumentaba en las condiciones de estrés que inducen la
esporulacion en S. cerevisiae. Por su migracion en geles de acrilamida y en gradientes de sacarosa,
se establecid que debia de tener un coeficiente de sedimentacion de 20S (Kadowaki y Halvorson,
1971a; Kadowaki y Halvorson, 1971b). Posteriormente, se demostrd que el aumento del nimero de
moléculas no estaba relacionado con esporulacién, ya que 20S RNA también se inducia en células
haploides (Garvik y Haber, 1978). En 1984, Wesolowski y Wickner describieron dos moléculas de
dsRNA presentes en el citoplasma de algunas cepas de S. cerevisiae, W y T. Estas nuevas moléculas
no guardaban relacion con otros dsRNAs presentes en la levadura (L-A, L-BC) vy no estaban
encapsidados en viriones (Wesolowski y Wickner, 1984). Pero no fue hasta 1991 cuando tanto 20S
RNA como W fueron clonados y secuenciados de forma independiente por dos laboratorios
(Matsumoto y Wickner, 1991; Rodriguez-Cousifio et al., 1991). Ambos resultaron ser dos formas
moleculares del mismo elemento genético, un RNA lineal de 2.5 kb que codificaba una Unica
proteina de 829 aminoacidos, una RNA polimerasa dependiente de RNA. Posteriormente se
demostré también que, de forma similar a 20S RNA y W, 23S RNA y T eran también dos formas
moleculares del mismo elemento (Esteban et al., 1992).

En 1995 se descubrié que 20S RNA se encuentra formando complejos ribonucleoproteicos
con su polimerasa de forma similar a lo que ocurria con 23S RNA y p104 (Esteban et al., 1994;
Garcia-Cuéllar et al., 1995). La formacién de estos complejos puede proteger al RNA de la
degradacion por nucleasas del hospedador, y a la polimerasa de las proteasas citoplasmaticas.
Muchos virus con genoma ss-(+)RNA forman complejos con su polimerasa para aumentar la
eficiencia de su replicacidn, ya que al estar juntos el RNA y la proteina, ésta no tiene que buscar su
molde en un ambiente adverso como puede resultar el interior del hospedador (Blumenthal y

Carmichael, 1979; Meyer et al., 1981).

En el afio 2000 20S RNA aparece designado como virus junto a 23S RNA, formando parte de

la familia Narnaviridae (van Regenmortel, 2000).
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2.2 CARACTERISTICAS GENERALES

A continuacidn se resumen las caracteristicas principales de los virus 20S y 23S RNA. Todas

ellas quedan recogidas en la Tabla 2.

EL GENOMA

- Es una molécula de RNA monocatenaria y lineal de polaridad positiva de 2514 nts en el
caso de 20S RNA y de 2891 nts en el de 23S RNA. Aunque inicialmente se propuso que 20S
RNA era circular (Matsumoto et al., 1990), su linealidad fue demostrada en 1992 vy
posteriormente confirmada en 1998(Rodriguez-Cousiio y Esteban, 1992; Rodriguez-Cousiio

et al., 1998).

- La secuencia del RNA es rica en G+C (casi un 60%), al contrario que su hospedador, cuya

secuencia es rica en A+U.
- Caracteristicas de los extremos (Fig. 2):

a) Extremo 5’: Las cinco primeras bases son GGGGC..., complementarias al extremo 3.
Todavia queda por determinar si tienen o no estructuras cap, aunque todos los datos de
los que disponemos apoyan la ausencia de grupos cap.

b) Extremo 3’: Las cinco Ultimas bases son GCCCC, con la posibilidad de una adenina
afiadida post-transcripcionalmente, que aparece en alrededor de un 30% de las
moléculas. Aunque es un RNA mensajero (MRNA) carece de cola de poli(A). La prediccidn
de la estructura secundaria del extremo mediante el programa MFOLD y nuestros datos
experimentales, indican que el extremo 3’ de ambos virus se pliega en una estructura en
forma de horquilla similar a la que presentan ciertos colifagos, como Qf o SP (Rodriguez-

Cousifio et al., 1998; Mathews et al., 1999; Zuker, 2003).

- El genoma viral codifica solamente una proteina, p91 (20S RNA) y p104 (23S RNA), que son
sus RNA polimerasas correspondientes. Su secuencia codificante ocupa practicamente la
totalidad del genoma (Fig. 3). Las regiones sin traducir del genoma, UTR (Unstranslated
Regions), son extremadamente cortas: 12 y 6 nucledtidos en 5" y 12 y 59 nt en el extremo 3’
de 20S RNA y 23S RNA (Rodriguez-Cousifio et al., 1991; Esteban et al., 1992; Rodriguez-
Cousifio et al., 1998).
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20S RNA 23S RNA
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Figura 2. Estructuras secundarias de los extremos 5’ y 3’ de 20S RNA y 23S RNA.
Estan sefialados los lugares de inicio de la traduccién de las polimerasas
respectivas p91y p104 (START), asi como el final (STOP).

LA POLIMERASA

- Las polimerasas tienen 91 y 104 kDa, por lo que se denominan p91 la de 20S RNA y p104 la
de 23S RNA.

- Se ha comprobado que p91 no sufre procesamiento proteolitico post-traduccional (Garcia-

Cuéllar et al., 1995), y posiblemente este tampoco ocurre en p104.

- En ambas proteinas existen regiones consenso conservadas en las RdRp de virus con
genomas RNA monocatenario de polaridad positiva o de virus con genomas de RNA

bicatenarios (Kamer y Argos, 1984; Argos, 1988; Poch et al., 1989) (Fig. 3).

- Pese a que 20S y 23S RNA no presentan homologia a nivel nucleotidico, con la excepcién de
una secuencia de 17 nts que es idéntica en ambos, las proteinas codificadas en estas

moléculas tienen un elevado grado de conservacién que va mas alld de las regiones
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consenso de las polimerasas, lo que sugiere un origen evolutivo comun. Asi, ademas del
intervalo de 150 aminodcidos que incluye los motivos caracteristicos de las RdRp, indicados
como A, B, Cy D en la figura 3, existen otras secuencias en las que mas de una 50% de los
aminoacidos son idénticos en ambas proteinas. Estas regiones se indican en la misma figura

como 1, 2y 3y no ha sido encontrados en otras RNA polimerasas (Esteban et al., 1993).

20S RNA y 23S RNA se unen a sus respectivas RdRp para formar complejos

ribonucleoproteicos especificos (Esteban et al., 1994; Garcia-Cuéllar et al., 1995).

Ambos virus se localizan en el citoplasma de su hospedador, a diferencica de los mitovirus,

qgue lo hacen en las mitocondrias (Solérzano et al., 2000).

2514 nt

S . ¥ 205 RNA

[ & W mEmiEm > po1

EFa 1) I L L )
1 } K@en 3

2891 nt

S ., * 23 RNA

L W W WELIE W > e

Shaaa | | I ) 18 I
1 2 A B e D 3
Figura 3. Esquema de la organizacién gendmica de los virus 20S RNA y 23S RNA.
La linea superior corresponde al genoma viral y la flecha a la polimerasa codificada
en él. Las regiones marcadas como A, B, C y D son dominios altamente
conservados entre las RdRp virales, mientras que las zonas 1, 2 y 3 son regiones
muy conservadas entre las polimerasas de ambos virus.

TABLA 2. Caracteristicas principales de los narnavirus 20S RNA y 23S RNA

Caracteristicas 20S RNA 23S RNA

Tamaiio del genoma 2514 nt 2891 nt

dsRNA asociado w T

5’ UTR 12 nt 6 nt

3’ UTR 12 nt 59 nt

Proteina codificada p91 pl04

Abundancia 90% cepas laboratorio Sélo algunas cepas de
20% cepas industriales | laboratorio y un 2%
(Esteban y Rodriguez- | de cepas industriales.
Cousifio, 2008)
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3. LOS COMPLEJOS RIBONUCLEOPROTEICOS COMO UNIDAD VIRAL

Tal y como se comentd en el apartado 1.2.2, tanto 20S RNA como 23S RNA se encuentran
formando complejos ribonucleoproteicos en la célula. Esta es la forma en la que el virus se

Ill

encuentra en el citoplasma de su hospedador. Se considera “unidad viral” al complejo formado
entre el genoma viral y su RNA polimerasa.

La formacién de los complejos polimerasa/RNA de estos virus se comprobd en los afios 1994
y 1995 mediante experimentos de cosedimentacion e inmunoprecipitacion (Esteban et al., 1994,

Garcia-Cuéllar et al., 1995).

a) Cosedimentacion

Cuando lisados celulares parcialmente purificados se someten a centrifugacién en
gradientes de sacarosa, tanto p91 como pl1l04 sedimentan en las mismas fracciones en las que lo
hacen sus respectivos RNAs. Esta sedimentacién depende de la presencia del genoma viral, ya que
un tratamiento previo con RNAsas modifica la movilidad de las proteinas hacia fracciones mas

ligeras del gradiente, lo que sugiere una asociacién entre el RNA y la polimerasa.

b) Coinmunoprecipitacion

La interaccion especifica entre los genomas de 20S y 23S RNA con sus respectivas
polimerasas fue confirmada inmunoprecipitando 20S RNA, pero no 23S RNA con anticuerpos anti-

p91, y de manera similar, anticuerpos anti-p104 inmunoprecipitan 23S RNA pero no 20S RNA.

3.1 CARACTERISTICAS Y TIPOS DE COMPLEJOS VIRALES

LOCALIZACION Y ESTEQUIOMETRIA

Los complejos se encuentran distribuidos en el citoplasma de S. cerevisiae sin asociarse a
organulos del hospedador. Durante el crecimiento logaritmico de S. cerevisiae, debido a que hay un
menor numero de moléculas de 20S RNA, se observa que p91 tiende a formar agregados, lo que en
inmunofluorescencia se ve como focos. Sin embargo, en condiciones de estrés nutricional (ausencia
de nitrégeno en el medio) el nUmero de moléculas de 20S RNA puede aumentar hasta 10.000 veces,
lo que hace que p91 se asocie con este RNA formando complejos estables. En este caso p91 aparece
distribuido de forma difusa en el citoplasma del hospedador. Esta interpretacidn esta apoyada por el

hecho de que polimerasas expresadas a partir de un vector de expresion forman agregados incluso



Introducciéon 11

en células durante estrés nutricional, si no existe RNA viral para formar los complejos (Fig. 4)
(Solérzano et al., 2000).

La estequiometria del RNA y la proteina en los complejos es de 1:1 (una molécula de RNA y
una molécula de proteina). La polimerasa se estabiliza uniéndose al RNA (y viceversa). Ademas, se
ha comprobado que casi todo el RNA viral se encuentra formando complejos. Esta asociacién ayuda
a los virus a protegerse de los mecanismos de degradaciéon del RNA del hospedador, clave en la

supervivencia viral (Solérzano et al., 2000).

A Crecimiento

Logaritmico Induccién

p91-Cy3

B Crecimiento

Logaritmico Induccion

+..

p91-GFP

p91/20S RNA

20S RNA

Adaptado de Solérzano et al., 2000

Figura 4. 20S RNA forma complejos con p91. A. Inmunofluorescencia indirecta.
Utilizando anticuerpos anti-p91 se comprueba como en condiciones de induccién
p91 se une al RNA. B. En ausencia de 20S RNA p91-GFP forma agregados en la
periferia de la célula, mientras que en presencia del RNA, forma complejos que
se observan difusos por todo el citoplasma.
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TIPOS DE COMPLEJOS

Destacar por ultimo, que en S. cerevisiae podemos encontrar dos tipos de complejos
dependiendo del estado metabdlico del virus: complejos activos (o en replicacidn) y complejos en
reposo. Los primeros se replican activamente, y de ellos se hablara en el apartado 4.1, mientras que
los complejos en reposo se pueden considerar como formas de resistencia del virus, ya que se

acumulan en la célula en condiciones de estrés, especialmente en ausencia de nitrégeno.

4. REPLICACION DE 20S RNA

Los virus RNA, segun la polaridad de su genoma, pueden dividirse en tres grupos, lo que

indicara su estrategia de replicacidon (White, 1994).

- Virus con genoma RNA monocatenario de polaridad (+). El genoma de estos virus tiene,
ademas, capacidad de mensajero.

- Virus con genoma RNA monocatenario de polaridad (-). EIl RNA gendmico tiene que
replicarse para dar lugar a un RNA complementario, que es el que tiene capacidad
codificante.

- Virus con genoma RNA bicatenario.

En cualquiera de los tres casos, se requieren RdRp para su replicacién. Estas polimerasas son
especificas y necesitan estar codificadas en el genoma del virus en su totalidad o al menos, alguna
de las subunidades necesarias para esta actividad enzimatica. A continuacién se resumen los
principales modelos de replicacién del primer y tercer grupo, los mds relacionados con el virus

objeto de nuestro estudio.

4.1 REPLICACION EN VIRUS CON GENOMA RNA MONOCATENARIO DE POLARIDAD (+)

El genoma de estos virus tiene polaridad de mensajeros, de tal modo que dentro de la célula
hospedadora son traducidos directamente para dar lugar a la RdRp y otras proteinas. La polimerasa
sintetizard el RNA, utilizando el RNA genémico como molde, lo que dara lugar a las cadenas (-). Estas

son empleadas como molde para dar lugar de nuevo a las formas gendmicas (+).
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Uno de los primeros ciclos de virus de este tipo en ser estudiado fue el del bacteriéfago Q B,
gue podria estar relacionado con 20S y 23S RNA, ya que son bastante parecidos a nivel estructural
(tienen los extremos 3’ muy parecidos, (Fujimura y Esteban, 2004a)) y sus RdRp mantienen cierto

grado de conservacién (Fig. 1).

4.1.1 REPLICACION DE LOS VIRUS 20S Y 23S RNA

Los virus 20S y 23S RNA tienen que replicarse en las células durante el crecimiento de S.
cerevisige y transmitirse equitativamente a los descendientes mitdticos o meidticos. Gracias a un
sistema de replicacidn in vitro puesto a punto en nuestro laboratorio se han obtenido datos que

indican que el modelo de replicacion de estos virus es el siguiente:

20S RNA

RNA (+) é

J/ Replicacion

RNA (-) (

Replicacién é +
&

B > dsRNA (W)

é Producto secundario
RNA (+) — _ﬁ

Figura 5. Ciclo de replicacion del virus 20S RNA. La polimerasa p91 replica
la cadena (+) y da lugar a la cadena antigendmica, molde para la sintesis de
la progenie viral, que tienen genoma ss(+)-RNA. Debido a la existencia de
cadenas de polaridades complementarias se puede formar un subproducto
bicatenario de la reaccion, W. El ciclo de 23S RNA es similar, salvo que la
forma bicatenaria se denomina T.

Las cadenas (+) sirven como molde para la sintesis de cadenas (-) y éstas, a su vez, seran
replicadas para dar lugar a nuevas cadenas (+). Esta segunda reaccién se ve favorecida, ya que en la
célula se acumulan principalmente cadenas (+), dando lugar a una replicacidén asimétrica. Durante
este proceso, se forman complejos ribonucleoproteicos no sélo con la cadena (+) del virus, sino
también con la cadena (-). Las formas bicatenarias W y T se originan como un subproducto de la

replicacion, debido al anillamiento de cierto nimero de moléculas de ambas polaridades (Fujimura
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et al., 2005). Ciertas condiciones favorecen la aparicion de estas moléculas, por ejemplo, el
crecimiento de las células a alta temperatura (372C) o la extraccién con fenol durante la preparacion
de los RNAs. Como ya se ha comentado, la secuencia de los extremos 5’ y 3’ de 20S y 23S RNA son
complementarias, lo que indica que la maquinaria de replicacién requiere la misma secuencia en el

extremo 3’ para iniciar la sintesis de las cadenas de polaridad positiva y negativa.

4.2 REPLICACION DE VIRUS CON GENOMA RNA BICATENARIO

Los virus con este tipo de genoma estan enmarcados en diferentes familias en funcién de su
morfologia, organizacién y contenido en RNA. Ademas, es un grupo ampliamente distribuido en la
naturaleza, aunque todos ellos presentan un patrén de replicacion similar. Este proceso tiene lugar
en el citoplasma de las células hospedadoras dentro de la capsida (Levy, 1994).

El ciclo consiste en la transcripcién del RNA gendmico en un ss-(+)RNA en el interior de la
capsida. Este RNA transcrito tiene dos funciones una vez que sale de la particula viral: por una parte,
sirve como mRNA y por otra, vuelve a encapsidarse y sirve de molde para sintetizar la cadena
complementaria. En todos los casos, la RdRp tiene una doble funcién como replicasa y transcriptasa.

A continuacién voy a describir brevemente el ciclo replicativo del virus L-A, presente en S.

cerevisiae, y que ha sido ampliamente estudiado.

4.2.1 REPLICACION DEL VIRUS L-A DE S. cerevisiae

El ciclo de replicacion del virus L-A de S. cerevisiae se conoce en detalle. Este virus esta
encapsidado en una capsida icosaédrica de 120 unidades de una proteina de 76 kDa. El ciclo de
replicaciéon de este virus se propuso a partir de los resultados obtenidos con particulas viricas

purificadas. Se considera que hay tres etapas esenciales (Fig. 6).

1. Transcripcion: la actividad transcriptasa es la actividad enzimatica que sintetiza moléculas de
RNA monocatenario con polaridad de mensajero a partir de un RNA bicatenario como molde.
Estas moléculas salen el exterior de la particula y dado que pueden traducirse actuaran como
MRNAs para dar lugar a las dos proteinas codificadas por ellos: la proteina mayoritaria de la
capsida Gag y una proteina de fusion Gag-Pol con un dominio idéntico al de la proteina de la
capsida y otro en el que se encuentran secuencias consenso de RNA polimerasas virales
dependientes de RNA. Durante esta etapa, el RNA viral se encuentra vulnerable en el citoplasma
de S. cerevisiae, no encapsidado, susceptible de ser atacado por alguna exonucleasa del

hospedador.
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2. Encapsidacién: las cadenas (+), ademds de ser traducidas, se encapsidan para dar lugar a
particulas con la misma composicién proteica que las particulas originales, pero con una
molécula de ssRNA en su interior.

3. Replicacién: utilizando como molde la cadena (+), se sintetizan en las particulas la cadena
complementaria para dar lugar a la molécula dsRNA original. (Fujimura et al., 1986; Fujimura y

Wickner, 1987).

Sintesis conservativa
de la cadena (+)

Particulas L-A

l Sintesis de la cadena (-)

Traduccién ‘/
N
2

e
2
Gag ‘ —
Gag-Pol

Proteinas de la capsida

Figura 6. Ciclo de vida del virus L-A de S. cerevisiae. El ciclo consta tres etapas en las que el
genoma viral se replica, se traduce para dar lugar a las proteinas de la capsida (Gag) y a la
polimerasa (Gag-Pol) y se encapsida en viriones.
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5. ESTUDIOS DE GENETICA REVERSA EN NARNAVIRUS

En el afio 2003 se consiguidé generar in vivo el virus 23S RNA a partir de un vector de
expresion de levaduras (Esteban y Fujimura, 2003). Con este nuevo sistema, se puede hacer genética
reversa y conocer en detalle las sefiales necesarias para su replicacion y la formacidon de los

complejos virales.

5.1 GENERACION DE 23S RNA A PARTIR DE UN VECTOR DE EXPRESION

Se cloné el cDNA de 23S RNA en el plasmido pl2 bajo el promotor constitutivo PGK1 (del gen
que codifica la Fosfoglicerato quinasa 1) (Wickner et al., 1991). En el extremo 3’ del cDNA se
fusionaron 82 nt de la cadena antigendmica de la ribozima del virus delta de la hepatitis (HDV)
(Perrotta y Been, 1990; Perrotta y Been, 1991). La ribozima tiene sefales de autoprocesamiento, de
tal manera que los transcritos generados a partir del vector se cortardn justo por delante de su
secuencia, generando un extremo 3’ idéntico al del virus 23S RNA (Fig. 7). Cuando se puso a punto
este sistema, en el laboratorio no se tenia ninguna cepa que no tuviera 20S RNA, causa por la que el

virus elegido fue 23S RNA.

PGK1 c¢DNA 23SRNA Ribozima

| e—
Vector de expresion
Transcripcion "-J

\4

——) MRNA

Complejos
Traduccion 23SRNA/p104

* pl104

Figura 7. Diagrama del plasmido utilizado para la generaciéon de 23S RNA en

S. cerevisiae. Los productos de su expresidon son el transcrito y la RNA
polimerasa, p104, que lo replica para dar lugar al virus independientemente
del vector.

El plasmido se introdujo en una cepa de S. cerevisiae que carecia del virus, y el RNA de los
transformantes se extrajo y analizé mediante Northern Blot (apartado 3.9 de Materiales y Métodos)
hibridandolo con sondas especificas de las cadenas de polaridad positiva y negativa de 23S RNA. Se

comprobd que ambas sondas detectaban una molécula a la altura de 23S RNA. El hecho de detectar
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las cadenas de polaridad (-) del virus indica que éste se ha generado a partir del pldsmido pero es
independiente de él, ya que la sintesis de la cadena (-) es un proceso que ocurre durante la
replicacion viral. La autonomia del virus generado se confirmd eliminando el plasmido de las células
previamente transformadas y comprobando que el virus se mantenia en la célula durante al menos
cien generaciones. El virus generado puede inducirse en ausencia de nitrogeno en el medio y el RNA
viral puede observarse directamente en geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio (Fig. 8). La
relacién entre las cadenas de polaridades (+) y (-) es la misma que en el virus enddgeno, indicando

que el virus generado in vivo es, a todos los efectos, idéntico al virus enddgeno de S. cerevisiae.

A B C
235 RNA enddgeno - - + - - + - - +
pPREE37 - + - - + -
=T
255 rRNA N\
235 RNA — - - - — 23S RNA
185 rRNA —

Bromuro de etidio Cadena (+) de 235 RNA Cadena (-) de 235 RNA

Figura 8. Generacion de 23S RNA en S. cerevisiae. A. La cepa 2928-4 (que carece del
virus) se transforma con el plasmido de expresion y después de extraer el RNA de las
células se observa el genoma viral en un gel tefiido con bromuro de etidio. B. y C. Las
cadenas (+) y (-) del RNA viral se detectan mediante Northern Blot. La cantidad de
virus generado es similar al de la cepa con el virus endégeno (2928-5).

Esta estrategia permite estudiar, a nivel nucleotidico, las bases importantes en replicacion y
formacidn de los complejos ribonucleoproteicos entre el genoma viral y su polimerasa, ya que se
puede modificar la secuencia del genoma viral en el plasmido de expresién (in vitro) vy
posteriormente comprobar si los cambios introducidos afectan a la generacion de 23S RNA (in vivo).
Ademas, también se puede modificar la secuencia de la polimerasa, y encontrar los aminodacidos

significativos para su correcta actividad.
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5.2 RESUMEN DE LOS RESULTADOS SOBRE LA REPLICACION DE 23S RNA

Gracias a este sistema sabemos que 23S RNA tiene en su extremo 3’ dos sefales en cis
(presentes en su propia secuencia), necesarias para la replicacién y formacion de los complejos
p104/23S RNA (Fujimura y Esteban, 2004; Fujimura y Esteban, 2004a). Modificando el cDNA viral en
los cuatro ultimos nucleétidos de la secuencia, se comprobd que la tercera y cuarta citosina
(comenzando desde el extremo 3’) son esenciales para la formaciéon de complejos y replicacidn del
virus, ya que el cambio o eliminacion de estos nucledtidos impiden que se genere 23S RNA. Ademas,
el extremo 3’ del genoma viral tiene una estructura secundaria en forma de horquilla (Fig. 9), con
dos purinas desapareadas en la zona central del brazo. Modificando la secuencia de la estructura se
detectd que para la generacion, formacién de los complejos ribonucleoproteicos y replicaciéon del
virus, es imprescindible la presencia de dos purinas (cualesquiera) desapareadas en la zona central
de dicha estructura. De los estudios realizados con este virus se pone de manifiesto la importancia
del extremo 3’, tanto a nivel de su secuencia primaria (las cuatro ultimas citosinas) como de su

estructura secundaria.

C-
.UCCG-CCCC-OH 3

Figura 9. Estructura secundaria presente en el extremo 3’ de
la cadena (+) de 23S RNA. En azul estan marcadas las sefiales
en cis necesarias para la replicacion y formacién de complejos
con pl04.
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SISTEMAS DE DEGRADACION DE mRNAs EN EL CITOPLASMA DE

S. cerevisiae

En S. cerevisiae existen varios sistemas para regular la cantidad (y calidad) de los RNAs

celulares. Ya que el genoma de 20S RNA se comporta como un mRNA que utiliza para traducirse la

magquinaria del hospedador, es posible que su estabilidad pueda estar afectada por alguno de estos

procesos. Los principales sistemas de degradacion de los mensajeros celulares son dos, el Deccaping

y el exosoma.

6.1

b)

c)

DECAPPING DEPENDIENTE DE DESADENILACION

Este proceso consta de tres etapas, como se muestra en la Fig. 10:

Desadenilacién: acortamiento de la cola de poli(A) en el extremo 3’ hasta
aproximadamente 12 residuos. Se lleva a cabo por el complejo Ccrdp/Caflp y las proteinas

Notlp —5p (Tucker et al., 2002).

Decapping: Eliminacién del grupo cap del extremo 5’ del mRNA. La enzima principal
encargada del proceso en levaduras es Dcp2p (responsable de la actividad hidrolasa), que
produce transcritos con un extremo 5’ monofosfato, susceptibles de ser degradados por una
exonucleasa 5’—3’. La enzima estd regulada por Dcplp y Dhhlp (Dunckley et al., 2001;
Tucker et al., 2002). En este proceso participan ademas el complejo Lsm1-7p, que facilitan la
unién de la maquinaria de decapping al mRNA y la degradacién del mensajero (He y Parker,

2000; Tharun et al., 2000).

Degradacién: Las moléculas sin poli(A) ni cap, son degradadas por la enzima Xrnlp/Skilp.
Esta proteina es la exonucleasa 5'—3’ citoplasmatica principal en eucariotas. Su delecién
acumula mRNAs sin cap ni poli(A) (Hsu y Stevens, 1993; Johnson y Kolodner, 1995). La
enzima se detiene ante fuertes estructuras secundarias y colas de poli(G). (Stevens, 2001;
Tucker et al., 2002). La degradacién de estos RNAs ocurre en los P-bodies (Processing
bodies), focos discretos en el citoplasma de S. cerevisiae y al igual que el deccaping, esta
facilitado por el complejo Lsm1-7p (Bouveret et al., 2000; Long y McNally, 2003; Sheth y
Parker, 2003).
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Ya que 20S RNA carece de poli(A), y muy probablemente de cap, el genoma del virus puede
ser un buen candidato para degradarse mediante la accion de la exonucleasa Xrnlp/Skilp, cuyas

caracteristicas principales se resumen en el apartado 6.3.

5 MGPPP NN N N N e AAAAAAAAA,, 3

Desadenilacion

5 MGPPP SN NSNS Ao T

Degradacién

“Decapping” 335
Exosoma
S ANAAAAANS A3 5 miGomn AAANAAANG) 3
<
Degradacién
5 >3
Xrnlp
s(CAAAAAAS 4. ¥
%

Figura 10. Esquema general de los sistemas de degradacion de mRNAs
en S. cerevisiae. Una vez eliminada la cola de poli(A), puede seguir dos
caminos, eliminar primero el grupo cap y posteriormente degradarse en
direccién 5'—3’ por la exonucleasa Xrnlp o ser sustrato del exosoma,
que degrada el RNA en direccién 3’ =5,

6.2 EXOSOMA

El exosoma es un complejo multiproteico altamente conservado en eucariotas encargado de
la degradacién de los mRNAs en sentido 3'—5’. En S. cerevisiae se describid por primera vez en 1997
como un sistema que ademas de degradar mRNAs (Mitchell et al., 1997). Algunas de las proteinas
que lo forman y regulan ejercen un efecto antiviral sobre virus dsRNA. (Widner y Wickner, 1993).
Tiene un papel crucial en el metabolismo del RNA, incluyendo la degradaciéon y maduracién del RNA
ribosomal y calidad del RNA y recambio (turnover) de los mensajeros (Houseley et al., 2006). Se
encuentra tanto en el nlcleo como en el citoplasma de la célula. Consiste en un complejo formado
por diez subunidades, de las cuales nueve constituyen un nucleo en forma de anillo compuesto por
tres heterodimeros de seis proteinas diferentes, Rrp41p-Rrp45p, Rrp46p-Rrp43p y Mtr3-Rrpd2p
(Lehner y Sanderson, 2004; Hernandez et al., 2006; Liu et al., 2006). Sin embargo, para su
ensamblaje, el anillo requiere tres proteinas adicionales, Rrp4p, Csldp (Ski4p) y Rrp40, que contienen

dominios de unién a RNA y podrian ser las encargadas de de unir los sustratos del exosoma
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(Schaeffer et al., 2009). Su estructura actia como una plataforma de reconocimiento del RNA y el
ensamblaje de los diferentes activadores que participan en el proceso. Ademas, existe una
subunidad esencial mas, Rrp44p (conocida también como Dis3p), responsable de la actividad 3'—5’

exonucleasa (Dziembowski et al., 2007). El esquema del exosoma se representa en la figura 11.

Proteinas de

ensamblaje
[ Anillo
Act. 3'> 5’
exonucleasa
(Rrp44p)

Componentes del exosoma:
Proteinas de ensamblaje: Rrp40p Csldp
Anillo: Rrp4lp Rrpd2p Rrp45p Rrpdép

Actividad 3’=> 5’ exonucleasa: Rrpd4p

Adaptacion de Schaeffer et al., 2009

Figura 11. Componentes del exosoma de S. cerevisiae. El complejo
esta formado por una estructura en forma de anillo y tres proteinas
de ensamblaje que se anclan para mantenerlo. La actividad
exonucleasa 3’—5’ la lleva a cabo Rrp44p.

6.3 LOS GENES SKI

En 1978 se describié que mutaciones en ciertos genes, producian fenotipo superkiller en las
cepas de S. cerevisiae, es decir, incrementaban la secrecidon de la toxina killer, y por lo tanto su
fenotipo era mas gresivo frente a las cepas sensibles. A estos genes se los denomind SKI (Superkiller)
(Toh et al., 1978). Posteriormente se comprobd, que el nimero de copias de los virus killer (L-A), y
del virus L-BC aumentaba en estos mutantes, indicando el efecto antiviral de esas mutaciones (Toh
y Wickner, 1980; Widner y Wickner, 1993). Se ha comprobado que el motivo del efecto antiviral de
las mutaciones en los genes SKI no depende de los virus ni del sistema killer, sino en que estos genes
estan involucrados en la degradacion de los mensajeros del hospedador, por lo que un fallo en este
sistema, induce la acumulacion de RNAs en el citoplasma de S. cerevisiae (Johnson y Kolodner,

1995).

Los genes SKI se resumen en la tabla 3. Ademas, dedicaré unas lineas a comentar alguna de

las caracteristicas mas importantes de los genes XRN1/SKI1 y SKI2, importantes en este trabajo.
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TABLA 3. Genes SKI de S. cerevisiae

Gen Funcién Referencias

SKiI1 (XRN1) Exonucleasa 5'—3’ implicada en multitud de | (Johnsony Kolodner, 1995)
procesos bioldgicos. (Stevens, 2001)

SKiI2 Helicasa de RNA implicada en la degradacion de | (Andersony Parker, 1998)
mRNA 3’—5’. Forma parte del complejo SK/ con | (Brown et al., 2000)
Ski3p y Ski8.

SKI3 (SKI5) Regula el exosoma. Forma el Complejo SKI con | (Brown et al., 2000)

Ski2p y Ski8py ademas inhibe la presecia de
formas no poliadeniladas.

SKi4 (cSL4) Proteina de ensamblaje del nucleo del exosoma. | (van Hoof et al., 2000)
Esencial.

SKI6 (RRP41) Subunidad del anillo del exosoma. Esencial. (Benard et al., 1998)

SKI7 Proteina adaptadora entre el exosoma y el | (van Hoof et al., 2000)
complejo SKI. (Araki et al., 2001)

(Wang et al., 2005)

SKI8 (REC103) Forma parte del complejo SKI con Ski2p y Ski3p. | (Gardiner et al., 1997)
Ademas esta implicada en la rotura de doble | (Brown et al., 2000)
cadena durante la meiosis. (Arora et al., 2004)
(Brown et al., 2000)

XRN1/SKI1

Este gen codifica la exonucleasa 5'—3’ citoplasmatica mds importante en S. cerevisiae,
Xrnlp. Esta proteina es necesaria para funciones a distintos niveles de los procesos celulares, como
la degradacion de mRNA y DNA de cadena sencilla, el correcto ensamblaje del retrotransposon Ty3
(Brown et al., 2000), ensamblaje de la tubulina en microtibulos (Interthal et al., 1995), ciclo celular
(Pathak et al., 2005) o cariogamia (Kim et al., 1990) entre otros. Debido a esta multifuncionalidad, el
gen ha recibido otros nombres, como DST2, RAR5, SKI1, KEM1...

La enzima tiene 1528 aminodcidos y se localiza en los P-bodies, o cuerpos de procesamiento
del RNA, en el citoplasma (Sheth y Parker, 2003). Aunque la delecidn del gen no afecta a la viabilidad
celular, si produce ciertos efectos fenotipicos, como crecimiento lento, dificultad en la separacién de
los cromosomas en el cuerpo polar del huso (spindle body), muerte en ausencia de nitrégeno,
deficiencias en recombinacién durante la meiosis, y el diploide homozigdético no puede esporular. Es
sintético letal con otros genes que participan en la degradacion de RNAs, como SKI2 o SKI8
(Anderson y Parker, 1998).

Esta exonucleasa tiene especial predileccidon por sustratos sin poliadenilar ni cap, por lo que
es probable que los genomas de virus RNA de S. cerevisiae como 20S RNA y 23S RNA puedan ser

dianas de esta proteina (Hsu y Stevens, 1993; Johnson y Kolodner, 1995).
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SKi2

El gen SKI2 codifica una helicasa de RNA de 146 kDa que utiliza la hidrélisis del ATP para
producir cambios conformacionales en la estructura del RNA o en las interacciones RNA proteina (de
la Cruz et al., 1999). Se encuentra formando parte de un heterotetramero junto con una molécula de
Ski3p y dos de Ski8p (Synowsky y Heck, 2008). Este complejo citoplasmatico es esencial para la

correcta actividad del exosoma (Anderson y Parker, 1998; Brown et al., 2000).

La delecién de este gen no produce efecto fenotipico evidente sobre su hospedador, aunque
si se observa un incremento del RNA citoplasmatico que carece de grupos cap y sin poli(A)
(Anderson y Parker, 1998).

Dado el efecto antiviral demostrado en el virus L-A (Widner y Wickner, 1993), y al participar
en la degradaciéon de mensajeros citoplasmaticos, el nimero de copias del virus 20S RNA podria

estar también regulado por Ski2p.



OBIJETIVOS

“Probamos a través de la Iégica, pero descubrimos con la intuicion”

ARISTOTELES
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OBIJETIVOS

Al comienzo de este trabajo se acababa de poner a punto en el laboratorio el sistema
de generacion de 20S RNA a partir de la expresién de su cDNA clonado en un plasmido. Esto
nos permitia realizar experimentos de genética reversa para conocer in vivo las sefiales en cis
necesarias en su replicacién. Asimismo, se podia abordar el estudio de factores del hospedador

implicados en su mantenimiento.

Por consiguiente, los objetivos planteados en este trabajo son los siguientes:

1. Estudio de las senales en cis que afectan a la replicacidon y formacion de complejos
p91/20S RNA.
2. Efecto de los sistemas de degradacion de mRNAs de S. cerevisiae en la generacién y

mantenimiento de 20S RNA.

3. Identificar posibles factores del hospedador formando parte de los complejos

ribonucleoproteicos p91/20S RNA.



MATERIALES Y METODOS

“En principio la investigacion necesita mds cabezas que medios”

SEVERO OCHOA
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1. MICROORGANISMOS UTILIZADOS

Este trabajo se ha realizado con la levadura de gemacidon Saccharomyces cerevisiae. Este
microorganismo fue descrito por E. C. Hansen en 1838, aunque en 1680 ya se sabia que estaba
presente en la cerveza. Pertenece al Phylum Ascomycota, Clase Saccharomycetes, Orden
Saccharomycetales, Familia Saccharomycetaceae. La palabra Saccharomyces precede del griego y

significa “hongo de azlcar”, mientras que cerevisiae proviene del latin y significa “de cerveza”.

En este trabajo se utilizaron diferentes estirpes de S. cerevisiae con distintas combinaciones de
virus RNA. También se emplearon varias cepas de Escherichia coli para la amplificacién y expresion
de plasmidos. Todas ellas, asi como su procedencia y caracteristicas genéticas se recogen en la

TABLA 4. Las cepas de S. cerevisiae se conservaron en YPAD 50% - glicerol 50% a -809C, y las cepas de

E. coli se conservaron en glicerol al 30% a -80°C.

TABLA 4: Estirpes empleadas en este trabajo

Nombre Caracteristicas Origen

Saccharomyces cerevisiae

2928 a ura3 his3A1 trp1 20S RNA, 23S RNA-o, L-A -0, L-BC Esteban (2003)

2928-4 a ura3 his3A1 trpl1. 20S RNA-o, 23S RNA-o, L-A -0, L-BC Esteban (2005)

2928-5 a ura3 his3A1 trp1 20S RNA-o, 23S RNA, L-A -o, L-BC Esteban (2003)

1101 o karl-1 his4 (KIL-K1). 20S RNA, 23S RNA-o, L-A, L-BC Wickner, R. B.

BY4741 a his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0. 20S RNA-o, 23S RNA-o, L-A, L-BC Revuelta, J. L™

XRN1A a his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 XRN1A::kanMX4. 20S RNA-o, 23S Revuelta, J. L™
RNA-o, L-A, L-BC

882 a his3A41 leu2A0 met15A40 ura340, XRN1::KanMX4.Citoducido XRN1A Este trabajo
con 20S RNA. 20S RNA, 23S RNA-o, L-A, L-BC

SKiI2A BY4741 con SKI2A::KanMX4. Revuelta, J. L.*

SKI3A BY4741 con SKI3A::KanMX4. Revuelta, J. L.*

SKI7A BY4741 con SKI7A::KanMX4. Revuelta, J. L.*
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SKI8A BY4741 con SKI8A::KanMX4. Revuelta, J. L.*
896 BY4741 con SKI2A::KanMX4. 20S RNA¥ Este trabajo
897 BY4741 con SKI3A:KanMX4. 20S RNA® Este trabajo
898 BY4741con SKISA::KanMX4. 20S RNA* Este trabajo
923 BY4741 SKI7A::KanMX4. 20S RNA® Este trabajo
913 BY4741 con SKI2A::KanMX4. L-A-0* Este trabajo
924 BY4741 con SKI2A::KanMX4. 20S RNA+ L-A-0” Este trabajo
HSP26A BY4741 con HSP26A::KanMX4. Revuelta, J. L.*

Escherichia coli

DH50. F endAl gInV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG ®80A/acZAM15 (Meselson y Yuan, 1968)
A(laczYA-argF)U169, hsdR17(r my’), A—

, dutl, ung1, thi-1, re ) cam oyce y Grindley,
CJ236 F’, dutl, ungl, thi-1, relA1/pCJ105(F' cam’) U Grindley, 1984)

BL21 (DE3) | F ompT gal dcm lon hsdSg(rg” mg’) A(DE3) pLysS(cmR) (Studier y Moffatt, 1986)

* Dr.R.B. Wickner, Nacional Institutes of Health, Bethesda, MD (USA).

* Dr. J. L. Revuelta. Departamento de Microbiologia y Genética. Universidad de Salamanca.
Functional Analysis of Yeast Genes Discovered by Systematic DNA Sequencing:
(EUROFAN 1). CE. BIO4-CT95-0080/CICYT BIO96-1760-C04-04-CE. 1996-1998.
(EUROFAN 2). CE. BIO4-CT97-2294/CICYT BI098-1515-CE. 1997-2000.

¥ El virus 20S RNA fue generado en estas cepas a partir de un vector de expresion.

* Estas cepas fueron creadas mediante la eliminacién del virus L-A por crecimiento a alta temperatura.

2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

2.1 MEDIOS EMPLEADOS

2.1.1 MEDIOS DE CULTIVO PARA S. cerevisiae

Los medios de cultivo utilizados para el crecimiento de S. cerevisiae se describen a

continuacion:

YPAD (Yeast extract Peptone, Dextrose and Adenine): Extracto de levadura 1%, peptona 2%, glucosa
2%, adenina 0.04%, uracilo 0.02%. Este es el medio rico estandar que se emplea para el crecimiento

de S. cerevisiae. El extracto de levadura, peptona, la base nitrogenada sin aminodcidos y agar fueron
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siempre de la casa Difco, ya que los de otros proveedores afectan a la cantidad del virus 20S RNA en

la célula.

YPG (Yeast extract Peptone and Glycerol): Para distinguir colonias que no tienen mitocondrias
funcionales se sustituye en el medio YPAD el 2% de glucosa por glicerol al 4%, ya que estas cepas son

incapaces de fermentar el glicerol. Se utiliza en procesos de citoduccion.

MM (Minimal Medium): Glucosa 2%, base nitrogenada sin aminoacidos 0.7%. En el medio MM sélo

crecen las cepas protdtrofas. Utilizado en procesos de citoduccidn y seleccién de diploides.

Medio H: Glucosa 2%, base nitrogenada sin aminoacidos 0.7%, adenina 0.25%, uracilo 0.9%, PABA
0.1%, mezcla de aminodcidos deseada 0.2%. El medio H (o medio rico) es un medio complejo que
tiene todos los aminoacidos. En este medio puede crecer cualquier levadura, independientemente
de sus marcadores genéticos. Para seleccionar cepas en las que se pretenda analizar auxotrofias, se
preparan diferentes medios en los que se suprimen aquel(los) componente(s) (aminoacido o base
nitrogenada) segun la auxotrofia que se pretenda analizar. Asi se prepararon, por ejemplo, medios
H-trp (sin triptéfano), H-ura (sin uracilo), H-his (sin histidina) y H-ura-trp (sin uracilo ni triptéfano)

entre otros.

Todos los cultivos se incubaron a 282C, en medio liquido con agitacion a 200 rpm o en placa.
El tiempo de crecimiento de la levadura es diferente dependiendo del experimento, variando desde
4 horas para obtener cultivos en fase logaritmica (para la expresidén de proteinas o transformacion
con plasmidos) hasta 48 horas, en las que las células alcanzan la fase estacionaria tardia de su

crecimiento (para el andlisis de la generacidn del virus 20S RNA).

2.1.2 MEDIOS DE CULTIVO PARA E. coli

Estos medios fueron preparados segln se describe en Maniatis et al. 1984.

LB (Luria-Bertani): Bactotriptona 1%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 1%. Medio rico para el

crecimiento de bacterias.

2xYT (Yeast extract, Tryptone): Bactotriptona 1.6%, extracto de levadura 1%, NaCl 1%. Medio rico
utilizado para obtener DNA monocatenario con uracilo a partir del fago M13K07, necesario para las

mutaciones dirigidas in vitro.
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Para seleccionar los clones bacterianos resistentes a antibidticos, los medios de E. coli se

suplementaron con Ampicilina (100 pg/ml) o Kanamicina (50 pg/ml).

E. coli se ha utilizado en este trabajo como herramienta para la clonacion y amplificacion de
pldsmidos, preparacién de DNA monocatenario para las mutaciones in vitro y expresion de proteinas
a partir del promotor de la RNA polimerasa del fago T7 (a partir de este momento lo designaremos
s6lo como T7). La temperatura de incubacién de la bacteria fue de 372C, con agitacién a 200 rpm en
el caso de los cultivos liquidos, excepto la induccién de la RNA polimerasa del fago T7, que tuvo lugar

a 282C durante 5 horas.

Los medios sélidos para los dos microorganismos se prepararon con agar al 2%. Todos los
medios fueron preparados con agua destilada (milli-Rho), se ajusto el pH a 7.0, y se esterilizaron por

calor en el autoclave.

3. TECNICAS DE BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR

3.1  ANALISIS DE ACIDOS NUCLEICOS

Casi todos los protocolos utilizados para la manipulacidon del DNA se recogen en Maniatis
(Maniatis, 1984). Ademas de las indicaciones generales de este manual, se tuvieron en cuenta las

especificaciones de las casas comerciales suministradoras de los productos utilizados.

3.1.1 OBTENCION DE DNA PLASMIDICO

La extraccion de DNA plasmidico a partir de bacterias se realizé utilizando el método de la
lisis alcalina, en el que las células se rompen en presencia de una mezcla de NaOH y SDS (Dodecil
sulfato sédico) (Birnboim y Doly, 1979). Cuando fue preciso utilizar DNA de mayor pureza se utilizo el

kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA purification de Promega.

3.1.2 TRATAMIENTO ENZIMATICO DEL DNA
Los principales tratamientos enzimaticos realizados fueron:

a) Digestiones con endonucleasas de restriccion

Para llevar a cabo la digestién enzimatica del DNA, se utilizaron las siguientes condiciones:



b)

c)

d)

3.2

3.2.1
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Tris acetato pH 7.5 33 mM, Acetato de magnesio 10 mM, BSA (Seroalbumina bovina) 0.1
mg/ml, Acetato de potasio 66 mM, 1 mM DTT (Ditiotreitol), 3 mM Espermidina, RNAsa A
3ug/mly 0.3 - 0.5 U/pl de la endonucleasa de restriccién (Promega, Fermentas). La reaccién

se incuba normalmente durante una hora a la temperatura indicada por el proveedor.

Ligacion mediante la DNA ligasa del fago T4

Para unir de fragmentos de DNA en las subclonaciones (apartado 3.6) se utilizaron 0.5 U de
enzima T4 DNA Ligasa HC (High Concentrate, usb® e Invitrogen™) en 10 pl de reaccién que
se incubo durante 2 - 3 horas a temperatura ambiente en el tampdn provisto por la casa

comercial.

Fosforilacion mediante la polinucleétido quinasa del fago T4
Durante las mutaciones in vitro se fosforila el extremo 5’ del oligo que va a introducir la
modificacion en el pldsmido con 2 U de la enzima T4 Polinucleétido kinasa de Promega

(Apartado 3.5).

Tratamiento con fosfatasa alcalina de intestino de ternera (Calf Intestine Alkaline
Phosphatase, CIAP, Fermentas)

Mediante la fosfatasa alcalina, se elimina el grupo fosfato del extremo 5’ del vector
previamente digerido con la enzima de restriccion deseada. De esta manera se evita que el
vector se religue durante la sublonacién de un fragmento de DNA. Se utilizaron 1 U de
enzima en el tampdn comercial correspondiente en un volumen final de 15 pl. La muestra se
incuba a 372C durante 30 minutos, se separa en un gel de agarosa al 1% (Apartado 3.9) y se

purifica el DNA mediante el sistema DNA extraction kit (Fermentas).

TRANSFORMACION

TRANSFORMACION DE S. cerevisiae

Para la transformacion de S. cerevisiae se siguid la técnica de Ito (lto et al., 1983), con las

siguientes modificaciones:

A partir de un cultivo que ha estado creciendo toda la noche, se inocula 1 ml en 5 ml de

medio fresco, y se incuba durante 2 - 2.5 horas a 282C. Se recogen las células por centrifugacion, se

lavan con 1 ml de tampdn TE (Tris pH 8.0, acido dietilenaminotetraacético, EDTA, 1 mM) y se

resuspenden en una solucién de acetato de litio 25 mM en el mismo tampdn. Las células se incuban
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durante una hora a 282C en agitacién para debilitar su pared celular y hacerlas competentes. En
cada transformacion se utilizan 100 pl de estas células a las que se afiaden 2-5 pg de pldsmido en un
volumen maximo de 5ul. Después de incubar las muestras durante 30 minutos a temperatura
ambiente sin agitacion se afiaden 100 pl de polietilenglicol 4000 (PEG) al 70% y se mantienen de
nuevo 30 minutos a temperatura ambiente. A continuacion las células se someten a un choque
térmico de 5 minutos a 422C y para eliminar el exceso de PEG se lavan con 1 ml de tampdn TE, se
centrifugan y se resuspenden en 150 pl del mismo tampdn. Las células se siembran en placas de

medio selectivo, que se incuban a 282C hasta la aparicidn de los transformantes (2 - 3 dias).

3.2.2 TRANSFORMACION DE E. coli

La transformacidn de cepas quimiocompetentes de E. coli con plasmidos, mezclas de ligacion
0 mutaciones in vitro se realizd mediante el procedimiento disefiado por Hanahan basado en el
choque térmico (Hanahan, 1983). En algunos casos, la transformacion se realizé por un método

simplificado conocido como “transformacion de minuto”, descrito por Golub en 1988 (Golub, 1988).

3.3 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La amplificacién de fragmentos de DNA mediante PCR (Polymerase chain reaction) se llevé a
cabo en un termociclador Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler™. Dependiendo del tamafio del

fragmento a amplificar se emplearon dos condiciones diferentes:

a) Fragmentos de hasta 1 kb

Para amplificar el extremo 3’ de las moléculas de 20S RNA en experimentos de 3’ RACE asi
como en los que se requeria amplificar pequefias zonas de secuencias clonadas en plasmidos, se
utilizé una reaccion que contiene una mezcla de dNTPs 200 uM, los dos oligonucleétidos cebadores
1uM, MgCl, 1.5 mM, Tag DNA polimerasa (Promega) 2.5 U/100 pul y el tampon de reaccion

suministrado con la enzima. Las condiciones se resumen en la Fig. 12.

b) Fragmentos mayores de 1 kb

Para amplificar fragmentos largos, como por ejemplo el gen XRN1/5SKI1 (5.5 kb), a partir de
DNA gendmico, se utilizaron las condiciones sugeridas por Invitrogen™. En este caso, las muestas
contienen 200 ng de DNA molde, un tampdn facilitado por la casa comercial (0.2 mM de cada dNTP
y MgS0,;2mM), 1 uM de cada oligonucleétido cebador y 1 U/50 pl de enzima AccuPrime™ Tagq High
Fidelity.
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PCR (Fragmentos hasta 1 kb): PCR (Fragmentos mayores de 1 kb)

Desnaturalizacién inicial 3 min. 95°C Desnaturalizacion inicial 2 min. 942C

1. Desnaturalizacién del DNA 1 min. 959C 1. Desnaturalizacién del DNA  30seg. 949C

2. Anillamiento 1 min. 502C {x30 ciclos 2. Anillamiento 30seg. 642C »x30 ciclos
3. Extension 90seg. 70°C 3. Extension 1 min./kb 682C

Extension final 4 min. 70°C

Figura 12. Condiciones empleadas en la técnica de PCR, segun la longitud del fragmento a amplificar.

Cuando se requeria clonar los fragmentos de DNA obtenidos por PCR, estos se purificaron a
partir de geles de agarosa al 1% con el sistema comercial DNA Extraction Kit de Fermentas (apartado
3.6). Los oligonucledtidos empleados en este trabajo fueron suministrados por Isogen Lab Science y

Thermo Fisher y sus secuencias se muestran en la TABLA 5y el Anexo |.

RT-PCR

La RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) es una técnica para amplificar
mediante una reaccién de PCR, una molécula de RNA. Para ello previamente se sintetiza una
molécula de cDNA a partir del RNA mediante una reaccién enzimdtica llevada a cabo por la

transcriptasa reversa (SuperScriptTM Il Reverse Transcriptase, lnvitrogenTM).

TABLA 5: Oligonucleétidos empleados en este trabajo (PCR y secuenciacion)

Nombre Secuencia Caracteristicas

PCR

RE-156 GACTCGAGTCGAGGATCCTTTTTTTTTTTTTTT | Oligo para la sintesis del cDNA en 3’ RACE. La cola
T de poli(T) anilla en la de poli(A) afiadida en el

extremo 3’ de 20S RNA.

RE-157 GACTCGAGTAGGATCC Para amplificar un fragmento de 360-380 nt del
extremo 3’ de 20S RNA en 3’RACE junto con PG-6.

PG-6 2191-CGAATCGTCGCCAGTAG-2207 Amplifica junto con RE-157 el extremo 3’ de la
cadena (+) de 20S RNA en 3’ RACE.

RE-171 1122-CGCTTCTGCGATCGTAGATG-1141 Amplifica con ALI-3 un fragmento de 842 nt de la
zona central de 20S RNA en la que se encuentra el
sitio Smal de pRE805.

ALI-3 1946-TAAAACTGTATGCAGCAG-1963 Amplifica la zona central de 20S RNA junto con
RE-171.
RE-296 AATTAGGATCCCAGTACGGTATGGGTATTC Amplifica por PCR la ORF del gen XRN1 de S.

cerevisiae (4.6 kb) junto con RE-297.
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RE-297

RE-298

RE-299
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AATTAGGATCCGTCGTATGTTCTAAGTAGA

AATTAGGATCCAATCCAAACATTGTGCCCAC

AATTAGGATCCGGTTTGCTAAGCAAAATGAG

Amplifica por PCR la ORF del gen XRN1 de S.
cerevisiae junto con RE-296.

Amplifica por PCR el gen XRN1 (parte 5’). El
fragmento amplificado (5.5 kb) incluye el
promotor del gen y las sefales de terminacién de
la transcripcion.

Amplifica por PCR el gen XRN1 (parte 3’) junto
con RE-298.

Secuenciacion

RE-79 TACTCGTTTTAGGACTGG Para secuenciar el extremo 3’ de 20S RNA. Anilla
en el vector a 170 nt del extremo del cDNA. Se
utilizé rutinariamente para comprobar los
cambios introdicidos en el extremo mediante
mutaciones in vitro.

TW-1 374-GAGAACTCCTTCGCAGAA-357 Sirve para secuenciar el extremo 5’ de 20S RNA.

3.4. 3’ RACE

Utilizamos la técnica de 3’ RACE (3’ Rapid Amplification cDNA Ends) para amplificar el

extremo 3’ de una molécula de RNA. Esta técnica se ha empleado para conocer la secuencia de este

extremo del genoma en los virus generados a partir de plasmidos a los que previamente se les

habian introducido modificaciones en su extremo. La técnica consta de los siguientes pasos:

1. Aislamiento del RNA total de S. cerevisiae (Ver apartado 3.8)

2. Adicién de una cola de poli(A) en el extremo 3’ del RNA

2.5 pl de RNA total se tratan con la enzima poliA polimerasa (Invitrogen™) en presencia de Tris
HCl pH 8.0 50 mM, MgCl, 10 mM, MnCl, 2.2 mM, NaCl 125 mM, ATP 0.25 mM, BSA 0.25 pg/ul y
2.5 U/pl de la enzima (volumen total de 50 pl) a 372C durante 30 minutos. Durante este tiempo
se incorporan aproximadamente 20-40 adeninas en el extremo 3’. Después la muestra se
procesa* realizando una extraccion con fenol:cloroformo y otra con coloformo:alcohol isoamilico,

el RNA se precipita, se lava con etanol al 70%, se seca y resuspende en 10 pl de agua estéril.

. Retro-transcripcion del RNA en DNA

5 ul del RNA poliadenilado se desnaturaliza con hidréxido de metilmercurio 10 mM durante 10
minutos a temperatura ambiente. A continuacidn se incuba 5 minutos con B-mercaptoetanol 100
mM (para quelar los iones mercurio y estabilizar la transcriptasa reversa) y 4 unidades de RNAsin

(RNAse Inhibitor, Promega). Mediante la enzima Superscript Reverse Transcriptase RNAse H-
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(Invitrogen™) se sintetiza el cDNA complementario utilizando un oligo-d(T) (RE-156) que anilla
con la cola de poli(A), y que ademas lleva fusionada una secuencia de 18 nucleétidos, entre los
cuales hay un sitio BamHI importante para clonar posteriormente el fragmento amplificado. Esta
reaccion tiene lugar durante 90 minutos a 452C, en el tampdn suplementado por la casa
comercial de la transcriptasa reversa y DTT 10 mM (volumen final 14.5 pl). Se afiade agua milli-Q,
EDTA 5mM y RNAsa A 0.1 pg (volumen final 100 pl) y se incuba a 372C durante 15 minutos para
eliminar el RNA de la muestra. EI DNA se procesa realizado dos extracciones con fenol:cloroformo
y se precipita tal y como se hizo en el paso anterior. Una vez seca, la muestra se resuspende en
50 pl de agua estéril milli-Q. Para que el oligo introducido en la reaccidn de retrotranscripcion no
interfiera en la reaccién de PCR posterior, este se elimina de la muestra pasandola por una

columna mini Quick Spin Oligo G-50 (Roche).

4. PCR para amplificar el extremo 3’ de las moléculas
Para amplificar el extremo 3’ del cDNA, utilizamos los oligos RE-157 (anilla en la zona extra de 18
nt que introdujo RE-156 durante la retrotranscripcién) y PG-6 para hacer una reaccién de PCR

segln las condiciones descritas en el apartado 3.3a.

5. Clonar el fragmento amplificado en un plasmido pBluescript KS+
El fragmento amplificado se digiere con BamHI y otra enzima adecuada para clonar el DNA en un
plasmido pBluescript KS+ (Apartado 4.1). Después de la ligarlos se transforma en la cepa de E. coli
DH5a. Normalmente se secuencia con el oligo reverso (Anexo |) el DNA extraido de 8-10
transformantes independientes para que el resultado obtenido sea representativo de la

composicion de los extremos 3’ de la poblacidn viral de partida.

*Procesar la_ muestra: en todos los experimentos en los que se desean obtener 4cidos nucleicos

(tanto DNA como RNA) las muestras se limpian siguiendo los siguientes pasos:

a) Extracciones 1:1 que pueden ser con fenol, fenol:cloroformo (50:48:2 de fenol, cloroformo y
alcohol isoamilico) o cloroformo:alcohol isoamilico (96:4). Todos los productos son de Merck®. La
muestra se mezcla vigorosamente con la solucidn orgdnica, se centrifuga durante 5 minutos a
16.300 xg, generalmente a temperatura ambiente, salvo la extraccidon con fenol cuando se
trabaje con RNA que es a 49C, y se extrae la fase acuosa, donde estd la muestra. Siempre que se
indique una centrifugacion en los Materiales y Métodos, tendra lugar a 16.300 xg salvo que se

indique lo contrario.
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a) Precipitacion: con acetato de sodio pH 5.5 0.3 M y 2.5 volimenes de etanol puro (100%,
Merck®), seguido de una centrifugacién generalmente de 5 minutos a temperatura ambiente,
aunque cuando la cantidad de DNA/RNA es muy pequefia es de 15 minutos a 42C.

b) Lavado: con etanol al 70% seguido de una centrifugacién durante 5 minutos a temperatura
ambiente para eliminar sales.

c) Secado: en una centrifuga conectada a una bomba de vacio (Speed Vac Concentrator, Savant).

d) Resuspender: en el volumen adecuadop para cada experimento en agua milli-Q estéril el RNA, o

tampon TE el DNA.

3.5 MUTAGENESIS DIRIGIDA in vitro

La técnica empleada en este trabajo para realizar mutaciones in vitro sobre un plasmido se

basa en el método descrito por Kunkel (Kunkel, 1985). Podemos dividir la técnica en tres partes:

a) Obtencion del DNA monocatenario
En primer lugar, se transforma la cepa de E. coli CJ236 con el plasmido que se desea
modificar. Esta cepa tiene las siguientes caracteristicas:
- El episoma F’ le permite ser infectada por el fago auxiliar M13K07
- La mutacidn dut inactiva la enzima dUTPasa. Cuando existen elevados niveles intracelulares
de dUTP, las moléculas de DNA sintetizadas tienen uracilo en los lugares en los que deberia
haber timina.
- La mutacidn ung inactiva la uracilo N-glicosilasa, de forma que el uracilo incorporado al DNA
no puede ser eliminado
3 - 4 transformantes se inoculan en 5 ml de medio 2xYT suplementado con el antibidtico
cuya resistencia porta el plasmido y las células se infectan con el fago filamentoso M13K07 (1.5x10"
ufp) durante 5 horas a 372C en agitacidn. Después se afiaden 50 ug/ul de kanamicina y se incuba el
cultivo toda la noche a 372C para que sélo se mantengan las células infectadas por el fago, ya que es
el que porta la resistencia al antibiético.
El cultivo se centrifuga, se deshechan las células y al sobrenadante se le afiade PEG 8000
20% - NaCl 0.33 M. Después de mezclar vigorosamente, la muestra se deja a temperatura ambiente
durante 20 minutos para que los fagos que contienen el Uss-DNA se concentren en el tubo. Después
de centrifugar durante 5 minutos el precipitado se resuspende en 600 pl de SDS 0.3% en tampdn TE.

La muestra se procesa realizando una extraccion con fenol, una con fenol:cloroformo y otra con
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cloroformo:alcohol isoamilico. Después de precipitar y lavar el DNA, se seca y resuspende en 30 pl

de tampdn TE. El Uss-DNA se analiza en un gel de agarosa para comprobar la cantidad obtenida.

b) Fosforilacidn del oligonucleétido que contiene la modificacion

La fosforilacion se realiza incubando durante una hora a 379C 0.5 nmoles de oligo
proporcionado por Isogen Lab Science o Thermo-Fisher con 2 unidades de la enzima polinucledtido
kinasa del fago T4 de Promega en 25 pl de tampdn 1x proporcionado por la casa comercial. Una vez
concluida la reaccién, la muestra se procesa extrayéndola con fenol:cloroformo y cloroformo:alcohol

isoamilico y finalmente se resuspende en 25 pl de tampdn TE.

c) Mutacion in vitro
La mutagénesis dirigida consta de dos reacciones, anillamiento del oligo al Uss-DNA
purificado a partir del fago M13 y sintesis de la cadena complementaria al DNA a partir del oligo que
contiene el cambio deseado.
- Anillamiento: 3 pul de Uss-DNA se desnaturaliza en presencia de 1 pmol de oligo fosforilado
y de tampdn de anillamiento (Tris HCl 20 mM pH 7.4, MgCl, 2 mM, NaCl 50 mM) durante 3
minutos a 75 - 809C. Para favorecer el anillamiento se deja que la temperatura hasta los 30 -
352C durante al menos 30 minutos.
- Sintesis de la nueva hebra de DNA: A la mezcla anterior se afiade en tampdn de sintesis
(dATP 0.5 mM, dCTP 0.5 mM, dGTP 0.5 mM, dTTP 0.5 mM, ATP 1 mM, Tris HCl pH 7.4 10
mM, MgCl, 5 mM, DTT 2 mM) 3 U de T7 DNA polimerasa y 1 U de T4 DNA ligasa (todos los
estos productos de usb®). En algunos casos se utilizaron 0.5 - 2.5 pg proteina del gen 32 del
fago T4 para favorecer la mutacion. La mezcla se incuba durante 5 minutos en hielo, 5
minutos a temperatura ambiente y 90 minutos a 372C para que tenga lugar las reacciones de

polimerizacidn y ligacidn de los extremos de las moléculas sintetizadas.

d) Transformacion en E. coli y analisis del resultado

Finalmente el nuevo DNA sintetizado se introduce en la cepa DH5a de E. coli para su
amplificacidon. Esta cepa es DUT+ UNG+, por lo que las cadenas que contienen uracilo son
degradadas y se replican principalmente las sintetizadas in vitro con la mutacion deseada. Por ultimo
se secuencia el DNA de las colonias obtenidas para comprobar si el pldsmido ha incorporado la

mutacion.

Los oligos empleados para realizar las mutaciones in vitro, asi como los plasmidos obtenidos

estan recogidos en las TABLAS 2 y 3 del Anexo I.
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3.6 SUBCLONACION DE FRAGMENTOS DE DNA

Las técnicas basicas de clonacion molecular se han realizado de acuerdo a los protocolos

descritos en Maniatis et al. (1984).

3.7 SECUENCIACION DE ACIDOS NUCLEICOS

La técnica usada se basa en la descrita por Sanger pero empleando dideoxinucledtidos
marcados con fluorocromos y un laser capaz de reconocer sus distintos colores, que corresponden a
cada una de las bases del DNA (Sanger et al., 1977). Se utilizé un secuenciador 3100 Genetic
Analyzer (Aplied Biosystems®-HITACHI). Las secuencias se analizaron mediante el programa 4Peaks,

gue muestra el cromatograma de la reaccién y la secuencia correspondiente.

El fundamento de este sistema es una reaccion de PCR en la cual la extensidn enzimatica de
una cadena de DNA es interrumpida por la incorporacion de dideoxinucledtidos. Los

oligonucledtidos empleados para la secuenciacion se resumen en la TABLA 5.

Esta técnica fue llevada por el Servicio de Secuenciacidn de ADN de la Universidad de

Salamanca.

3.8 EXTRACCION Y CONCENTRACION DE RNAs

3.8.1 ANALISIS DE 20S RNA EN S. cerevisiae: CONDICIONES EXPERIMENTALES

Dado que una gran parte de este trabajo trata sobre la generacion de 20S RNA a partir de
vectores de expresion y los experimentos de genética reversa llevados a cabo con este sistema, a
continuacién se describen en detalle las condiciones experimentales empleadas. Estas se han
utilizado tanto para el andlisis de la generacién del virus, como para comprobar la presencia de 20S

RNA en cepas de S. cerevisiae.

Una vez obtenidos los transformantes de S. cerevisiae con el plasmido de expresion de 20S
RNA, varios de ellos (6 - 8) se pasan a una placa de medio selectivo para el mantenimiento del
pldsmido. Normalmente se inoculan 3 - 4 transformantes en 2 ml del mismo medio. Las células
crecen a 282C durante 48 horas y a continuacion se recogen, se lavan con agua milli-Q estéril y se
resuspenden en 2.5 ml de acetato de potasio (KAc) 1% pH 7.0. Después de otras 16 horas de

incubacién se recogen las células para preparar el RNA viral. Durante el tiempo en el que las células
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estdn en KAc 1% se produce un gran acumulo del virus, por lo que denominamos a esta fase
Induccién de 20S RNA.

Las células se recogen y se resuspenden en 100 pl de tampdn de lisis (Tris-HClI 50 mM pH 8.0,
NaCl 100 mM) y se rompen mecanicamente con bolas de vidrio (Sartorius, #0.40 — 0.60 mm). La
rotura tiene lugar a 42C en una Fast-Prep P120 (Bio 101 Savant), usando dos pulsos de 15 segundos
con velocidad 4.5, enfriando las muestras en hielo durante 1 minuto entre pulso y pulso. Cuando se
quiere ejercer menos fuerza sobre las células, en vez de utilizar la Fast-Prep p120, las células se
rompen manualmente con vdrtex a intervalos de 15 segundos, enfriando en hielo 1 minuto, 10
veces. Una vez rotas las células, se extrae el lisado mediante la adicidn de 400 pl de tampdn de lisis y
una breve centrifugacion (2 segundos).

A continuacion se realiza una extraccién con fenol a 42C y dos con fenol:cloroformo. Los
acidos nucleicos presentes en la muestra se precipitan con etanol en presencia de NaAc 0.3 M, se
lavan, secan y se resuspende la muestra en 50 ul de agua milli-Q estéril. Para visualizar el RNA de la
muestra normalmente se utilizan 2 ul de la preparacién y se analizan en un gel de agarosa 1.3% (Ver
apartado 3.9). El genoma del virus 20S RNA es perfectamente visible entre los rRNAs de S. cerevisiae
25S y 18S (Fig. 13). Gracias a este sencillo método, podemos ver si una cepa tiene o no el virus,

aunque habitualmente se confirma mediante Northern Blot (Apartado 3.10).

-+ 20S RNA

23.13=

9.42 =

6.50=

4.36 =

232—

203=
— 255rRNA
— 205 RNA . . -
— 185 rRNA Figura 13: Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio

0.56 —

en el que se observan los RNAs totales de una cepa sin
20S RNA (2928-4) y otra que tiene el virus enddégeno
(2928). La banda que se observa entre los rRNAs 25S y
18S de S. cerevisiae corresponde con el genoma del virus
20S RNA.

Bromuro de etidio

En los experimentos en los que se genera 20S RNA en S. cerevisiae es importante eliminar el
plasmido de expresion para comprobar que el virus generado es auténomo y sélo depende de si
mismo para replicarse y mantenerse en la célula. Para ello “curamos” el plasmido, es decir, lo

eliminamos mediante crecimiento de las células transformadas en medio rico. Al carecer de presion
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de seleccidn, el plasmido se pierde a cabo de varias generaciones y esto se comprueba facilmente,

ya que las células no crecen en medio selectivo para la auxotrofia que portaba el vector.

3.8.2 RNATOTAL DE E. coli

Las células E. coli se resuspenden en solucién de lisis (Tris HCl pH 8.0 20 mM, NaCl 100 mM,
Bentonita 0.1%, inhibidor de proteasas 1x (GE-Healthcare®), lisozima 1mg/ml) se afiaden bolitas de
vidrio (Sartorius $0.25 — 0.30 mm), y se rompen en una Fast Prep P120 (Bio 101 Savant), empleando
un pulso de 15 segundos a velocidad 4.5. El lisado se recoge en solucion de lisis y se centrifuga
durante 5 minutos a 42C. La muestra en este momento puede destinarse al andlisis de proteinas,
afadiendo tampdn de carga, o del RNA total procesando la muestra de igual manera que en el caso

del RNA de S. cerevisiae.

3.9 SISTEMAS ELECTROFORETICOS PARA EL ANALISIS DE ACIDOS NUCLEICOS

El andlisis de los fragmentos de DNA o RNA se llevd a cabo mediante eletroforesis en geles
de agarosa con baja electroendomosis (EEO) (Pronadisa) al 1% para DNA y al 1.3% para RNA. Estos
geles llevan bromuro de etidio a una concentracion final de 0.5 pg/ml para poder visualizar los
acidos nucleicos tras iluminarlos con una fuente de luz ultravioleta a 260 nm. El tampdn utilizado
tanto para preparar la agarosa como para realizar la electroforesis fue TAE 1x (Tris acetato 40 mM,

EDTA 1 mM pH 8.0).

3.10 HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS: DETECCION DE RNA (Northern Blot)

El Northern Blot es una técnica de Biologia Molecular desarrollada por Alwine en 1977 que
permite la deteccion de moléculas de RNA mediante su separacién en un gel de agarosa seguida de
su transferencia a una membrana de nylon o nitrocelulosa (Alwine et al., 1977). La deteccidn de las
moléculas de RNA se realiza con una sonda especifica de la secuencia que se desea detectar
marcada con **P. En este trabajo se utilizaron las condiciones descritas por Fujimura et al. en 1990
(Fujimura et al., 1990). Las muestras se separan en condiciones nativas en un gel de agarosa y
después se desnaturalizan en el gel con formamida 50%, formaldehido 9.25%, Tris 100 mM pH 7.0,
EDTA 1 mM durante 30 minutos a 552C antes de transferirlas a la membrana (Amersham/GE-

Healhcare®) por capilaridad en una solucion SSC 10% (Sodio salino citrato).
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Las sondas especificas de RNA se obtuvieron a partir de pldsmidos derivados del pBluescript
KS+ (Apartado 4) en los que estd clonada la secuencia de la sonda, flanqueada por los promotores de
las RNAs polimerasas de los fagos T7 y T3. Una vez digerido el pldsmido con la enzima de restriccién
adecuada, se lleva a cabo una reaccién de transcripcion in vitro, en la que se afiaden los nucleétidos
ATP, CTP y GTP 1 mM, UTP 0.1 mM, BSA 0.5 mg/ml, DTT 5 mM y 5 — 10 uCi del is6topo radiactivo [a-
3p1-UTP (Amersham y Perkin Elmer®, actividad especifica 3000 Ci/mmol). Se emplea la RNA
polimerasa correspondiente (Promega) para sintetizar in vitro transcritos complementarios al RNA
que se desea detectar. Esto nos permite obtener sondas de una u otra polaridad dependiendo de la
RNA polimerasa empleada. La reaccidn tiene lugar a 379C durante una hora. Posteriormente se
procesa la muestra y se resuspende en 50 pl de agua milli-Q estéril. Para medir la radiactividad
incorporada se precipita un microlitro de la sonda con TCA (Acido tricloroacético) al 10% en
presencia de 25 g de DNA de alto peso molecular como transportador. Después de 10 minutos en
hielo se filtra a través de filtros GF/B (Whatman™), se lava con TCA al 2% y etanol y la radiactividad
se mide en un contador de centelleo Wallac 1409. Las sondas empleadas en este trabajo tienen una

media de 250.000 cpm/ul (0.1 pCi).

La prehibridacién de la membrana se llevé a cabo en una solucién de formamida 50%, SSPE
5x (NaCl 750 mM, NaH,PO, x H,O0 50 mM, EDTA 5 mM), Solucidon Denhardt 5x, SDS 0.1%, DNA
fragmentado 0.1 mg/ml, durante 3 horas a 55°C, mientras que la hibridacion tuvo lugar en
formamida 50%, SSPE 5x, Solucién Denhardt 2.5x, SDS 0.1%, DNA fragmentado 0.25 mg/mly 6 x 10°
cpm/ml de sonda durante toda la noche a 55°C. Para lavar las membranas de los restos de
radioisé6topo no unido, se realizaron dos lavados de 20 minutos a temperatura ambiente en una
solucion SSPE 6x, SDS 1%, un lavado de 20 minutos a temperatura ambiente en una solucidon SSPE
1x, SDS 1%, y una hora con esta ultima solucién a 60 2C. Las membranas se expusieron en casetes de
autorradiografia en los que se utilizaron peliculas fotograficas Hyperfilm™ MP (GE-Healthcare®) para
ver el resultado, o en casetes especiales de Fosforimager (Personal Molecular Imager, Bio Rad®)

cuando quisimos cuantificar la sefial.

3.11 ANALISIS DE PROTEINAS

3.11.1 EXTRACTOS PROTEICOS DE S. cerevisiae

Para el analisis de las proteinas de S. cerevisiae se utilizaron células en dos estados

metabdlicos diferentes:
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a) Células en fase logaritmica: Para analizar los complejos ribonucleoproteicos formados por
p91 y un RNA con la ribozima modificada en el plasmido de expresién (transcrito con
secuencia extra en su extremo 3’, apartado 1.2 de Resultados) las células se recogieron en
fase logaritmica, ya que es el momento en el que la transcripcién del RNA a partir del vector
y la sintesis de proteinas es mas activa. La polimerasa procede de la traduccion de los
transcritos generados a partir del plasmido, no de la traduccion del genoma viral, por lo que
estas son las condiciones 6ptimas para detectar la polimerasa y los transcritos. Para ello, se
inocula 1 ml de un cultivo que ha crecido la noche anterior en 3 ml de medio fresco.
Después de 4 horas a 282C en agitacidn se recogen las células, y se procede a su rotura

segln se describe en el apartado 3.8.1 hasta la obtencion del lisado limpio.

b) Células inducidas: Para el andlisis de p91 en células que no tienen problemas para generar el
virus. Las condiciones de induccién favorecen la replicacién de 20S RNA, generando a su vez

gran cantidad de p91. Se utiliza el mismo extracto que se destina al andlisis de los RNAs.

Una vez obtenidos los extractos celulares se afade tampdn de carga para proteinas a una
concentracién final Tris HCl 10 mM pH 7.5, DTT 0.02 M, SDS 1%, Glicerol 10%, azul de bromofenol

0.005% a la muestra y se guarda a -202C hasta su analisis.

En algunos casos el experimento requiere concentrar las proteinas:

Analisis de proteinas procedentes de las fracciones de un gradiente de glicerol (Apartado 3.14).

Se afiade TCA a una concentracion final del 10% y después de incubar la muestra 30 minutos en
hielo se centrifuga durante 5 minutos a 49C. El pellet se lava con TCA 0.2% y se resuspende en
tampdn de carga 1x. Si se observa un descenso de pH en la muestra (el azul de bromofenol presente
en el tampdén cambia de azul a amarillo) hay que neutralizar la muestra con 1 pl de tampdn Tris-HCl

pH 8.0.

Analisis de proteinas procedentes de una inmunoprecipitacion (Apartado 3.15.2)
Afadir acetona hasta un volumen final de 1.5 ml. Se centrifugan las muestras durante 15 minutos a
49C después de haberla incubado en hielo durante 30 minutos. Secar las muestras al vacio y

resuspenderlas en tampdn de carga 1x.
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3.11.2 EXTRACTOS PROTEICOS DE E. coli

Para el analisis de proteinas de E. coli se utilizan los mismos extractos celulares que se
emplean para la obtencion de RNA antes de ser tratados con fenol (Apartado 3.8.2). La
cuantificacion de la cantidad de proteinas totales tanto en S. cerevisiae como en E. coli se realizé

mediante el método de Bradford (Bradford, 1976).

3.12 SISTEMAS ELECTROFORETICOS PARA EL ANALISIS DE PROTEINAS

Antes de analizar las muestras, éstas se desnaturalizan durante 2 minutos a 952C y se
centrifugan durante 1 minuto. Las proteinas se separan en geles Mini-PROTEAN3® (Bio-Rad®) de
distinto porcentaje de poliacrilamida (7.5, 10 6 14%) en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) a
una intensidad de 30 mA por gel. El tampdn utilizado es Tris/Glicina (24.8 mM/192 mM), SDS 0.1%
pH 8.3 (Laemmli, 1970).

Una vez finalizada la electroforesis, se procede al andlisis de los geles, tifiendolos para
observar las proteinas totales presentes en las muestras o transfiriéndolos a una membrana de
nitrocelulosa para posteriormente detectar una proteina especifica mediante anticuerpos en un

ensayo Western Blot.

3.12.1 TINCION DE GELES DE ACRILAMIDA
a) Tincion con azul de Coomassie

El azul brillante de Coomassie R-250 es un colorante que se une a proteinas
estequiométricamente, de manera que su cantidad puede cuantificarse. El gel se sumerge en una
solucidon Coomassie Brilliant Blue (Bio Rad®) 0.1%, 2-Propanol 2.5%, acido acético 10% durante una
hora a temperatura ambiente y a continuacidn se elimina el colorante no unido mediante varios

lavados con una solucion metanol 50%, acido acético 10%.

b) Tincién con plata

Este tipo de tincion permite detectar desde 0.3 — 10 ng de proteina gracias a la unién de los
iones plata a las cadenas laterales de los aminodcidos seguida de la reduccién de la plata, que
aparece en el gel como una banda oscura. La intensidad de las bandas en este caso no depende sélo
de la cantidad de proteina, sino de la cantidad de grupos sulfato que tenga cada proteina de la
muestra (Switzer et al., 1979). Este tipo de tincién se ha empleado en este trabajo para visualizar

p91. Para ello se han combinado dos protocolos diferentes con el fin de obtener el mejor resultado.
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1. Fijacién de las proteinas: Incubacidn de 30 minutos en cada una de las siguientes soluciones:
Solucién I: Metanol 50% Acido acético 10%
Solucién Il: Metanol 5% Acido acético 7%

Solucion lll: Glutaraldehido 5%

2. Varios lavados con agua milli-Q.
3. Reduccién de puentes disulfuro con DTT 0.25 mM.
4. Protocolo recomendado en el kit Silver Stain Plus (Bio Rad®) (Gottlieb y Chavko, 1987).

Una vez finalizada la tincidn de los geles, estos se secaron entre dos hojas de celofan o en un

secador de geles (Gel Dryer, Bio Rad®).

3.12.2 WESTERN BLOT

Después de la electroforesis las proteinas se transfieren desde el gel a una membrana de
nitrocelulosa (Amersham/GE-Healthcare®) mediante un sistema Mini Trans Blot Cell (Bio-Rad®),
usando como tampdén CAPS 10 mM (Acido N-ciclohexil-3-aminopropansulfonico) en frio durante una
hora a 270 mA. A partir de este momento para simplificar denominaremos a esta técnica

simplemente Western, y al Northern Blot, Northern.

Inmunodeteccion de proteinas:

Las membranas se bloquean en tampdn TBST (Tris-HCI 20 Mm pH 7.6, NaCl 137 mM vy 0.1%

Tween 20) con BSA al 3% durante una hora a temperatura ambiente. Posteriormente las membranas
se incuban con el anticuerpo primario a la dilucién apropiada en TBST durante 1 hora. Después de
lavar 3 veces durante 5 minutos con abundante TBST, la membrana se incuba con un anticuerpo
secundario anti-lgG (Anticuerpo monoclonal de conejo (Amersham/GE-Healthcare®), dilucién 1:
5000) unido a peroxidasa de rdbano (HRP, horseradish peroxidase) durante 45 minutos a
temperatura ambiente. Las membranas se vuelven a lavar y se afiade el sustrato para la deteccidn
de la actividad peroxidasica por quimioluminiscencia, para ello se empleé el kit ECL® (Amersham/GE-
Healthcare®). Las proteinas reconocidas por los anticuerpos se detectan exponiendo la membraba a
peliculas Hyperfilm™ MP (Amersham/GE-Healhcare®). Para cuantificar la cantidad de proteina
detectada se utilizd un lector de quimioluminiscencia ChemiDoc® (Bio-Rad®)

Los anticuerpos primarios utilizados en este trabajo han sido:
- Antisuero policlonal frente al extremo carboxi-terminal de p91. Dilucion 1:5000 (Solérzano et

al., 2000).

- Antisuero policlonal frente a la GFP. Diluciéon 1: 2500 (Solérzano, 2001).
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3.13 PURIFICACION PARCIAL DE COMPLEJOS RIBONUCLEOPROTEICOS p91/20S RNA

Uno de los objetivos de este trabajo es el estudio de los complejos ribonucleoproteicos
p91/20S RNA. En estos experimentos se emplean unas condiciones diferentes de crecimiento: las
cepas a analizar se inoculan en 40 ml de medio H y se incuban a 282C en agitacion durante 48 horas.
Las células se recogen y se reuspenden en 100 ml de KAc 1%. Después de 16 horas a 282C se recogen
y se separan en 4 tubos de 1.5 ml para facilitar su manipulaciéon. Se rompen en una Fast-Prep,
empleando las mismas condiciones descritas en el apartado 3.8.1. Una vez rotas las células se extrae
el lisado y se centrifuga durante 5 minutos a 42C. Eliminados los restos celulares, se combinan los
lisados procedentes de los cuatro tubos y se realizan una serie de ultracentrifugaciones diferenciales
para limpiar los complejos p91/20S RNA del resto de componentes subcelulares. Estas tuvieron lugar
en una centrifuga Optima™ TLX Ultracentrifugue (Beckman-Coulter). Para eliminar membranas vy
otros restos de elementos pesados, como la mayoria de los ribosomas, se realiza una primera
centrifugacion a 55.000 rpm (107.400 xg) en un rotor TLA-100.2 a 49C durante 30 minutos. El
sobrenadante se centrifuga de nuevo, esta vez en un rotor TLA-100.3 a 75.000 rpm (238770 xg)
durante dos horas a 42C y el precipitado se resuspende en 500 ul de tampdn de lisis. Con esta
segunda centrifugacion se sedimentan los complejos (asi como las proteinas que los puedan
acompafiar) y se eliminan en el sobrenadante la gran mayoria de las proteinas solubles presentes en

la célula.

3.14 GRADIENTES CONTINUOS DE GLICEROL

Con el fin de separar los complejos ribonucleoproteicos de otros componentes celulares
(mayoritariamente ribosomas) se centrifugd la muestra en un gradiente lineal de glicerol del 10% al
40% en una solucién Tris HCI pH 8.0 10 mM, NaCl 0.1 M, MgCl, 30 mM, heparina 100 pg/ml. El
gradiente se prepara con 12 horas de antelacion y se guarda a 42C para que se estabilice. La muestra
enriquecida de complejos p91/20S RNA obtenida en el apartado 3.13 se desposita en el gradiente y
se centrifuga a 24.000 rpm (76221 xg) durante 18 horas a 42C en un rotor sw28Ti (centrifuga
Optima™ L-80 XP (Beckman-Coulter)). Una vez finalizada, se extraen fracciones de 1.5 ml (en
nuestros experimentos una media de 20) con una bomba peristaltica Peristaltic Pump P-3
(Pharmacia Fine Chemicals) y se guardan a -802C. De estas fracciones se separan una parte para
analizar los RNAs vy las proteinas, y asi identificar las fracciones en las que sedimentan 20S RNA y

p91l.



46 Materiales y métodos

a)

RNA: Se utilizan 30 pl de la fraccién. Se afiaden 70 ul de agua milli-Q estéril y se procesa la
muestra con fenol y fenol:cloroformo. Después de precipitar los acidos nucleicos se lava,

seca y resuspende en 10 pl de agua milli-Q estéril y se analiza en un gel de agarosa.

b) Proteinas: Se separan 100 pul de la fraccién, se afiaden 10 pl de TCA 100%, y después de 15

minutos en hielo la muestra se centrifuga durante 5 minutos a 42C. El precipitado se lava con
TCA 0.2% en una centrifugacion a temperatura ambiente durante 5 minutos y se resuspende
en 25 pl de tampdn de carga para proteinas. Se utilizan dos geles de acrilamida al 10%, cada
uno para analizar 10 pl de las proteinas de la muestra, uno de ellos para tefiir con plata, y el

otro para detectar p91 con anticuerpos especificos mediante western.

ULTRACENTRIFUGACION | ULTRACENTRIFUGACION Il
Sobrenadante:
75.000 rpm 2h 42C > proteinas solubles
55.000 rpm 30' 42C TLA 100.3
TLA 100.2 Sobrenadante: material ligero | e—
—_— (proteinas, complejos...)
Precipitado: Complejos

—> p91/205 RNA

Precipitado: material pesado

>

(paredes, ribosomas...)
LISADO TOTAL
GRADIENTE GLICEROL 10-40%
24.000 rpm 18 h 42C
Sw28Ti
Gradiente glicerol 40 - 10% Inferior Superior

Recoger fracciones (20)

a< |

-Andlisis RNA (Northern)
-Andlisis proteinas
(Werstern y tincion con plata)

Bromuro de etidio

Figura 14. Esquema del proceso de purificacién parcial de los complejos p91/20S RNA a partir del
lisado de la cepa 924 de S. cerevisiae. Después de dos centrifugaciones sucesivas a alta velocidad la
muestra se carga en un gradiente de glicerol 10-40% para separar los complejos del resto de

componentes celulares de la muestra. Aparece como ejemplo un gel de agarosa con los acidos nucleicos
de un gradiente de la cepa 924 (20S RNA +).

3.15 INMUNOPRECIPITACION

La inmunoprecipitacion consiste en la precipitacion selectiva de proteinas utilizando

anticuerpos especificos contra ellas. Las inmunoglobulinas G del anticuerpo se unen posteriormente

d

la proteina A de Staphylococcus aureus acomplejada con la sefarosa CL-4B (Amersham/GE-
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Healthcare®), la cual sedimenta facilmente precipitando a baja velocidad. Esta técnica se ha
empleado tanto para detectar complejos p91/20S RNA (S. cerevisiae y E. coli) como posibles
proteinas asociadas a ellos (S. cerevisiae). El procedimiento seguido se recoge en (Esteban et al.,

1994) pero se resume a continuacion:

La cantidad de lisado utilizado en las inmunoprecipitaciones depende del experimento, pero
varia entre 10 y 150 pl en S. cerevisie y 40 - 160 ul en E. coli, que corresponden aproximadamente a
10 - 150 ug de proteinas totales. El lisado se incuba en 1 ml de tampdn TBST con solucidn 20 ng
tRNA, 1 unidad RNAsin® (Promega) y 2 ul antisuero anti-p91 durante 30 minutos a 42C en agitacion.
A continuacion se afiaden 100 mg/ml de Proteina A sefarosa hidratada en TBST y se incuba de nuevo
30 minutos a 49C en agitacidon. Una vez terminado este proceso, la muestra se trata de manera
distinta segun las moléculas que queramos analizar. Para obtener resultados mas limpios en algunas
inmunoprecipitaciones cuyo resultado se iba a analizar en geles de acrilamida tefiidos con plata, se
utilzé6 como anticuerpo 0.5 pul de la inmonuglobulina G purificada a partir del antisuero anti-p91

mediante cromatografia de afinidad con proteina A sefarosa.

DETECCION DE 20S RNA

El RNA presente en el inmunoprecipitado se solubiliza con una solucién de SDS 0.3%, 5 mM
EDTA. A continuacién se realiza una extraccién con fenol y dos con fenol:cloroformo, para
desnaturalizar las proteinas. EIl RNA se precipita con etanol y se lava, se seca y finalmente se
disuelve en 2 ul de agua milli-Q. Posteriormente se desnaturaliza en presencia de Glioxal 1 M, DMSO
(Dimetilsulféxido) 0.6 M y tampdn sodio fosfato pH 6.6 (NaH,PO,) 10 Mm durante 30 minutos a
502C. Se anade 10x SSC a las muestras y se filtran al vacio sobre una membrana de nylon (Nytran®
de Whatman™) en un Bio-Dot® Microfiltration System (Bio-Rad®, a partir de ahora denominado Dot
Blot). 20S RNA se detecta en la membrana mediante la hibridacidon con una sonda especifica como

se describe en el apartado 3.10.

PROTEINAS

Para detectar las proteinas presentes en los complejos p91/20S RNA, los
inmunoprecipitados se separan en geles de acrilamida seguidos de Western con anticuerpos
especificos, tincion con plata o exposicion directa del gel en el caso del marcaje in vivo con >°S
(apartado 3.17). Se han empleado dos técnicas diferentes, utilizando distintos anticuerpos para

detectarlas:



48 Materiales y métodos

Anti-p91

50 pl de las fracciones del gradiente enriquecidas con los complejos p91/20S RNA se incuban
con IgG anti-p91 purificada y TBST durante una hora a 42C en agitacidn. A continuacién se afiaden 50
mg/ml de proteina A sefarosa y se incuba de nuevo. Después de lavar el inmunprecipitado las
proteinas coinmunoprecipitadas se separan de la proteina A al afiadir tampdn de carga. Después de

centrifugar un minuto las proteinas del sobrenadante se analizan en geles de SDS-PAGE.

3.16 ENRIQUECIMIENTO DE COMPLEJOS CON ANTICUERPOS Anti-GFP CONJUGADOS

Dado que los complejos p91-GFP/20S RNA se pueden inmunoprecipitar con aunticuerpos
anti-GFP (Solérzano et al., 2000), utilizamos el protocolo comercial de Milteny Biotech® que consiste
en emplear anticuerpos anti-GFP magnetizados de tal manera que al eluir con un tampdn apropiado,
y bajo el efecto de un campo magnético, todo aquello unido al anticuerpo (proteinas marcadas con
GFP y las asociadas a ellas) queda retenido en una columna que posteriormente se eluird con
tampon de carga para proteinas y sera analizado en un gel de acrilamida tefiido con plata.

En esta técnica usamos las cepas 924 y 913 transformadas con el plasmido pALI53 que tiene
clonada la proteina verde fluorescente (GFP), o con el plasmido pALI40 que expresa la proteina de

fusion p91-GFP.

3.17 MARCAIJE in vivo CON *s

Para marcar radiactivamente los grupos sulfato de los aminoacidos presentes en las
proteinas de las cepas 924 y 913 de S. cerevisiae se afiaden 0.36 mCi/ml de una mezcla de metionina
y cisteina marcadas con **S (11 mCi/ml Perkin Elmer®) a 5 ml de medio H-Cys + Met (20 ug/ml). Las
células crecen a 282C durante 72 horas y después de recoger y lavarlas se transfirieren a 10 ml de
KAc 1% pH 7.0 para favorecer la induccién de 20S RNA. Una vez recogidas las células por
centrifugacion se rompen de la manera estandar con la Fast-Prep. El lisado se somete a dos
centrifugaciones diferenciales, descritas en el apartado 3.13 y el precipitado de la ultima
centrifugacion se resuspende en 150 pl de tampdn de lisis.

A continuacidn se inmunoprecipitan 50 ul de las muestras utilizando 0.5 pl de
inmonuglobulina G anti-p91 purificada, 20 ng de tRNA y 300 ul de tampdn TBST. Se siguen las
condiciones descritas en el apartado 3.15 para inmunoprecipitar los complejos p91/20S RNA.

Las proteinas del inmunoprecipitado se analizaron mediante SDS-PAGE. A continuacion se

fijan al gel con una solucién Metanol 50% Ac. Acético 10% y finalmente el gel se sumerge en la
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solucion Amplify™ (Amersham/GE-Healthcare®) para incrementar la sefial al exponer el gel una vez

seco en un casete con una pelicula de autorradiografia.

3.18 EXPRESION DE RNA Y PROTEINAS EN E. coli

La expresién de proteinas en E. coli se realizd en la cepa BL21(DE3). Para ello se
transformaron las células con el plasmido pLOR91 (o derivados). 4 - 5 transformantes se inoculan en
10 ml de medio LB suplementado con kanamicina 50 pg/ml y se incuban a 372C durante 3 horas,
tiempo en el que el cultivo alcanza su fase logaritmica. A continuacién se induce la expresién de T7
mediante la adicidn de IPTG (Isopropil-B-D-tiogalactopirandsido) 10 mM. Durante las 5 horas a 282C
gue mantuvimos las células la T7 transcribe grandes cantidades del DNA clonado bajo su promotor.
Las células recogidas por centrifugacién se guardan a -80°C, para posteriormente analizar la
expresion de 20S RNA y p91 y la formacidn de complejos ribonucleoproteicos entre ambas

moléculas.

4 VECTORES Y PLASMIDOS EMPLEADOS

A continuacion se resumen algunos de los vectores empleados en la elaboracion de este
trabajo. En la Tabla 3 del Anexo | se encuentra una descripcion detallada de todos los plasmidos
contruidos y utilizados en esta memoria, aunque en la Tabla 6 de esta secciéon hay una lista de los

mas representativos.

4.1 VECTORES DE E. coli

pBluescript KS+ (Stratagene)

Este vector es un plasmido autorreplicativo de 2.9 kb que lleva el gen de resistencia a
ampicilina, el origen de replicacion colE1 y un fragmento del operdn de lactosa de E. coli que codifica
el péptido a de la B-galactosidasa (LacZ’). Este pldsmido tiene el sitio de clonacién multiple
(polilinker) Kpnl-Sacl, entre los promotores de las RNA polimerasas T7 y T3 que lo flanquea, lo que le
hace adecuado para la sintesis de RNA in vitro. Contiene también el origen de replicacion del fago f1

para poder hacer mutaciones dirigidas in vitro.
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pLM62+

Este vector procede del pT7-7 (Tabor y Richardson, 1985). Contiene el promotor ¢10 de la

T7 RNA polimerasa, un sitio de clonacién multiple con ocho sitios de restriccién y el gen de

resistencia a ampicilina. pLM62+ contiene ademas el origen de replicacidon del fago f1 (Esteban,

1993).

4.2 VECTORES DE S. cerevisiae

pl2

El plasmido pl2 (Wickner et al., 1991) procede de p375 (derivado de YEpIPT con sitio de

clonacion multiple) (Hitzeman et al., 1983) al que se le inserté el origen de replicacion del fago f1

para poder obtener DNA monocatenario.

p375

a)

b)

<)

d)

pALI23

El vector de expresidén en levaduras p375 contiene los siguientes elementos:

Fragmento de 1.6 kb prodecente del cromosoma lll de S. cerevisiae en la regidn anterior al
gen PGK1. Contiene las secuencias promotoras de este gen, lo que hace que los genes y
proteinas clonadas detras se expresen constitutivamente. Detrds del promotor PGK1 existe

un sitio de clonacién multiple. Entre el inicio de la transcripcion y el polilinker hay 47 nt.

Fragmento de 2 kb procedente del plasmido de 2u (forma B). contiene el origen de
replicacion para el mantenimiento en la levadura y las sefiales de terminacion de la
transcripcién y poliadenilacion adecuadas para la expresion de los genes clonados detras del

promotor PGK1.
0.8 kb del cromosoma de levaduras que contiene el gen TRP1.

Fragmento de pBR322 que contiene el gen de resistencia a Ampicilina, el origen de

replicacion para E. coliy parte del gen de resistencia a tetraciclina.

Es el vector de expresion en levaduras con marcador URA3. Se construyd sobre pl2,

insertando un fragmento de 1.1 kb procedente del plasmido yEP24 que contiene el gen URA3 de S.

cerevisiae. Este gen esta clonado dentro del gen TRP1.
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pRS313

51

Vector centromérico de S. cerevisiae. Contiene el origen de replicacién del fago f1, los

promotores de T7 y T3, el gen de resistencia a ampicilina y el casete CEN6/ARSH4 que lleva la

secuencia del centrdmero del cromosoma VI de S. cerevisiae (CEN6) vy la secuencia autorreplicativa

ARS asociada a la histona 4 (ARSH4). Lo que lo diferencia de otros plasmidos parecidos (serie pRS) es

qgue tiene un fragmento de 1.18 kb que contiene el gen HIS3 (Sikorski y Hieter, 1989). Los genes

clonados en este plasmido (y sus derivados) deben ir acompafnadas de su promotor.

Utilizando los vectores anteriores y sus derivados se han construido los plasmidos necesarios

para la elaboracidn de este trabajo. Estos estan recogidos en la TABLA 6. En la figura 15 se muestra

el esquema de dos de los mas importantes pRE740 y pLOR91, derivados de pl2 y pLM62+

respectivamente.

Promotor PGK1

20S RNA Ribozima 20S RNA
f

Replicacién M13

Promotor T,
Ribozima Resistencia RNA Pol
ol Kanamicina
Zona pzllélsmido Replicacién M13
Resistencia
Ampicilina Gen TRP1 o
PRE740 PLORI1

Figura 15. Esquema de los plasmidos pRE740 y pLOR91, utilizados en este trabajo para la
expresion estandar de 20S RNA y p91 en S. cerevisiae y E. coli respectivamente

TABLA 6: Plasmidos mas importantes utilizados en el trabajo

Nombre Caracteristicas

Saccharomyces cerevisiae

pRE740 Genera el virus 20S RNA. Marcador TRP1.
pRE763 Genera el virus 20S RNA. Marcador URA3.
pRE787 C4A en el extremo 3’ de la cadena (+) de 20S RNA (...GCACC-OH).

pRE805 Genera la cadena (-) de 20S RNA. Tiene un sitio interno Smal.




52 Materiales y métodos

pRE908 Expresa el gen XRN1 a partir de su propio promotor en un plasmido centromérico (pRS313) de S.
cerevisiae.

pRE914 ORF del gen XRN1 amplificada con los oligos RE296 y RE297 a partir de DNA de la cepa 2928-4 y
clonada en el plasmido pl2 de S. cerevisiae para sobreexpresar la proteina Xrnlp.

pRE921 pRES08 que tiene modificado el motivo exonucleasa de Xrnlp clonada en este plasmido.

pLOR7 Se modifican las primeras bases de la ribozima, GGG pasan a AAA en el plasmido pRE740.

Escherichia coli

pLM62+ pT7-7 con el origen de replicacion del fago M13. Tiene la secuencia de Shine-Dalgarno para la
expresion de proteinas en E. coli.

pALI17 pBluescript KS+ con la secuencia de 20S RNA completa fusionada al promotor de T7. Sirve para
sintetizar in vitro la cadena (+) de 20S RNA.

pRE449 pBluescript KS+ con la secuencia de 20S RNA desde la base 1253-2514. Sirve para hacer sonda de
20S RNA.

pLOR91 Plasmido derivado de pLM62+ que expresa 20S RNA y p91 bajo el promotor de la T7.

pLOR92 pBluescript KS+ con la secuencia de 20S RNA (pALI17) con ribozima. Para experimentos de
expresion de 20S RNA en E. coli.

pLOR116 Se introduce un coddn de parada después del aminodcido Leu274 de p91 en pLORI1.

5. METODOS GENETICOS

La conjugacidon entre dos cepas con fenotipo sexual opuesto, la seleccion de diploides,
esporulacion y posterior analisis de las esporas mediante diseccién de tétradas se llevd a cabo

siguiendo los métodos de Genética clasica de Mortimer (Mortimer y Hawthorne, 1975).

5.1  AISLAMIENTO DE ASCOSPORAS MEDIANTE MICROMANIPULACION:
ANALISIS DE TETRADAS

La micromanipulacion de ascosporas permite separar las cuatro esporas de una célula
diploide que se producen tras la esporulacién de la misma.

El cultivo con los diploides de S. cerevisiae tiene que estar en fase logaritmica en el
momento que se induce la esporulacién mediante acetato de potasio al 1%. Después de 24 a 48
horas en este medio a 252C se observan las células al microscopio para comprobar si la esporulacién
ha tenido lugar. En caso afirmativo, se recogen las células, se afiaden 10.000 unidades de Glusulasa®

(Pelkin ElImer®) y se incuba la muestra 10 minutos a 379C, tiempo durante el cual se rompe la pared
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del asca. La muestra se micromanipula en placa en un micromanipulador Singer Instruments MSM
Systems, separando las cuatro esporas. La placa se incuba a 289C, y posteriormente se analiza

mediante réplicas en placas con diferentes auxotrofias los marcadores de cada espora.

5.2 CITODUCCION

El proceso de citoduccién consiste en la transmisién de elementos extracromosomales
desde una cepa haploide hasta otra de tipo sexual opuesto, sin que haya cambios en la dotacion
genética nuclear. Durante este proceso, en el que hay mezcla de citoplasmas al fusionarse las cepas
parentales, no se producen células diploides debido a que una de las estirpes presenta la mutacién
karl-1y es defectiva en fusién nuclear (Conde y Fink, 1976). Se forman, por tanto, heterocariontes
transitorios que en la primera division mitética forman de nuevo dos células haploides con nucleos
idénticos a los parentales y con los citoplasmas mezclados.

Dado que la presencia de 20S RNA no confiere nungun fenotipo a la célula portadora, la
Unica forma de conocer si alguna célula receptora ha adquirido el virus por citoduccidén es de
manera indirecta, comprobando la adquisicion de otros elementos existentes en el citoplasma y

cuya presencia si pueda ser detectada, como por ejemplo las mitocondrias.

Las cepas dondadoras han de ser [rho'] (p*) y las receptoras [rho] (p). Las cepas p se
pueden obtener por crecimiento en placas de YPAD suplementadas con bromuro de etidio. Las
colonias citoducidas que se transformaran en p* se podran distinguir de las p” mediante la utilizacién
de fuentes de carbono no fermentables, como es el caso del medio YPG, que lleva glicerol en vez de
glucosa como fuente de carbono.

Ambas cepas parentales (donadora y receptora) conjugan en medio YPAD durante 7-8 horas
a 289C. Después de este tiempo podemos obtener cuatro tipos de células diferentes en las placas:
las dos cepas parentales originales haploides que no han conjugado, un nimero pequefio de células
diploides que han sido capaces de fusionar sus nucleos a pesar de la mutacion karl-1 y las células
citoducidas. Mediante el aislamiento de colonias en medios carentes de alguno de los marcadores
auxotréficos de las cepas parentales y réplicas en medio YPG (para distinguir la cepa receptora p” de

la citoducida p*).
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Heteriocarionte
transitorio (2n)

Citoducido

Figura 16. Esquema del proceso de
citoduccion en S. cerevisiae. Las células se
fusionan pero no sus nucleos, generando
un heterocarionte transitorio. Las células
hijas tienen el mismo citoplasma, pero los
nucleos de los parentales

6. ANALISIS BIOINFORMATICO DE DATOS

Para el andlisis bioinformatico de las secuencias de DNA y de aminoacidos se utilizaron los

programas DNASTAR™ y 4Peaks.

El disefio de plasmidos y oligonucledétidos se realizd con el programa Gene Construction Kit.

El anillamiento de secuencias se hizo con el programa ClustalX.

Las secuencias génicas y proteicas de S. cerevisiae se obtuvieron de la base de datos

Saccharomyces Genome Database (SGD) (www.yeastgenome.org).

Las relaciones filogenéticas de las RdRp se establecieron mediante el programa Mega2.

Las busquedas bibliograficas se realizaron principalmente a través de las bases de

MEDLINE™.

El analisis de las estructuras secundarias de las moléculas de RNA se realizé mediante el

programa MFOLD (Zuker, 2003).
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RESULTADOS

“El genio es un uno por ciento de inspiracion
y un noventa y nueve por ciento de sudor”

THOMAS A. EDISON
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GENERACION DE 20S RNA EN S. cerevisiae A PARTIR
DE UN VECTOR DE EXPRESION

Tal y como se describié en la Introduccion, es posible generar 23S RNA en levaduras a partir
de un vector de expresién. Para estudiar de forma similar la posible generacion de 20S RNA a partir

de plasmidos, se siguio el procedimiento que se describe a continuacién:

La cepa 2928-4 de S. cerevisiae, que carece del virus, se transformé con el plasmido pRE740.
Este plasmido se construyé clonando el cDNA completo de 20S RNA en el vector de expresion de
levaduras pl2, bajo el promotor constitutivo PGK1. Para obtener transcritos con el extremo 3’
idéntico al de 20S RNA se fusionaron 82 nt de la cadena antigendmica de la ribozima del virus delta
de la Hepatitis (HDV) detras de la secuencia del virus (Perrotta y Been, 1991). El plasmido contiene
ademas el gen TRP1 como marcador seleccionable (Fig. 16-A). Cuando se visualiza el RNA obtenido
de los transformantes en un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio se observa que en la cepa
transformada aparece una banda entre los RNAs ribosomales (rRNA) de la levadura, cuya movilidad
se corresponde con el RNA viral de una cepa con el virus endégeno (cepa 2928) (Fig. 16-B). Para
comprobar que se trata del genoma de 20S RNA, los RNAs se transfirieron a una membranas de
nylon que se hibridaron con sondas especificas de la cadena (+) y la cadena (-). El dato del Northern
sugiere que existe replicacion del transcrito primario procedente de pRE740, ya que se detectan las
cadenas de polaridad (-). Esto indica que el RNA se ha traducido para dar lugar a p91 y ésta lo ha
replicado in vivo. Ademas el virus asi originado es auténomo y no depende del plasmido, ya que una
vez eliminado 20S RNA se mantiene en la célula en una cantidad similar a la del virus endégeno.

Aunque los transcritos generados a partir de pRE740 (o plasmidos derivados) tienen el
extremo 3’ idéntico al del virus enddgeno, en 5 hay 47 nt que proceden del vector. Mediante
experimentos de primer extension se ha comprobado que esa secuencia no viral desaparece en los

virus generados.

Este sistema, al igual que en el caso de 23S RNA, permite realizar estudios de genética
reversa, modificando la secuencia del genoma viral in vitro para ver el efecto del cambio

introducido sobre la generacion del virus in vivo.
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Figura 16. Generacion de 20S RNA en S. cerevisiae. A.Diagrama del plasmido pRE740 utilizado para la
generacién de 20S RNA. Los productos de expresidon son el transcrito y la RNA polimerasa p91, que lo
replica para dar lugar al virus. B. Generacidn del virus S. cerevisiae. La cepa 2928-4 (sin virus enddgeno) se
transforma con el plasmido pRE740 y el RNA de las células se analiza en un gel de agarosa tefiido con
bromuro de etidio (A). Las cadenas (+) y (-) del RNA viral se detectan mediante Northern con sondas
especificas (B) y (C). La cantidad de virus generado a partir de pRE740 es similar al de la cepa 2928 (virus
enddgeno). Se indica la posiciéon de 20S RNA y la forma bicatenaria W en los Northern. W se visualiza
mejor cuando se detectan las cadenas (-), ya que la membrana esta sobreexpuesta. C. El virus generado
no depende de pRE740 para su mantenimiento. 20S RNA es estable en la célula una vez eliminado el
plasmido del que procede (cepa “curada”).

En los experimentos de Northern con plasmidos derivados de pRE740, que se muestran en
los apartados siguientes, se ha utilizado solamente la deteccion de las cadenas (+) en vez de sondas
de las dos polaridades. En todos los casos analizamos al menos dos transformantes, pero en las

figuras sdlo se muestra el resultado de uno para simplificar los datos.



1. ESTUDIO DE LAS SENALES EN cis EN EL EXTREMO 3’ QUE AFECTAN A LA
REPLICACION Y FORMACION DE COMPLEJOS p91/20S RNA

La secuencia de los extremos 5 y 3’ de 20S RNA tiene cinco nucledtidos invertidos y
repetidos, que ademds son comunes al virus 23S RNA (5-GGGGC...GCCCC-OH 3’). Uno de los
objetivos de este trabajo es determinar las posibles sefiales en cis presentes en el extremo 3’ de 20S
RNA, ya que resultados previos con el otro narnavirus indican la importancia de este extremo en su

replicacion y en la formacion de los complejos entre el RNA y la polimerasa.

1.1.1 MODIFICACION DE LAS CUATRO ULTIMAS BASES

El sistema de generacidén del virus anteriormente descrito permite modificar la secuencia de
20S RNA in vitro sobre el plasmido de expresién pRE740 para posteriormente analizar su efecto
sobre la generacién de 20S RNA in vivo. En primer lugar examinamos el papel de los ultimos cuatro
nucledtidos de 20S RNA cambiandolos de citosinas a adeninas (C—A).

Como se observa en la figura 17 el cambio de la ultima o pendultima citosina no afecta a la
generacién de 20S RNA, pero si lo hacen los cambios en la tercera o cuarta (desde el extremo 3’).

Por lo tanto, la tercera y la cuarta citosinas son esenciales para la replicacién.

D 4 S
A 45 2P AR
29284/ & &

cC 1 2 3 4

Plasmido Mutacion
C pRE740 ..GCCCC-OH 3’
1 pRE757 ..GCCCA-OH 3’
205 RNA — [ 2 pRE758 ..GCCAC-OH 3’
3 pRE760 ..GCACC-OH 3’
4 pRE787 ..GACCC-OH 3’

Cadena (+) 20S RNA

Figura 17. Efecto de la modificacion de las ultimas cuarto citosinas de 20S
RNA sobre la generacion del virus. Los cambios de la tercera y cuarta
citosina impiden la generacidon de 20S RNA. Los RNAs fueron separados en
un gel de agarosa como en la Fig. 16 y se hibridaron con sonda especifica
de la cadena (+).



1.1.2 EFECTO DE LA ADICION O ELIMINACION DE BASES EN EL EXTREMO 3’

Para estudiar en mas detalle la importancia de la secuencia en 3’, se eliminaron la ultima o
las dos ultimas bases. Como se observa en la figura 18, la ausencia de estas citosinas tampoco
afecta a la replicacidn de 20S RNA, lo que indica que no son necesarias.

En otros experimentos, en vez de disminuir la secuencia en 3’, se afadieron una o tres bases
en dicho extremo, delante de la secuencia de la ribozima, para comprobar si la presencia de
secuencias extra afectaba a la generacion del virus. En la figura 18 se observa que la adicion de
estos nucledtidos en el extremo 3’ no afecta a la generacién de 20S RNA, aunque existe mayor
dificultad en el caso de que la base extra sea guanina (G), tanto una como tres. Sin embargo, una
vez que el virus se ha generado a partir de estos vectores con guaninas extra y el plasmido es
eliminado de las células, la cantidad de virus presente en estas cepas es indistinguible respecto a los

otros mutantes, o incluso al virus silvestre (no se muestra).

Bases Eliminadas Afadidas
Plasmido Mutacion © D P q§§5 o &
, w84/ & & EEE & @‘é‘a@‘é
C  pRE740 ..GCCCC-OH 3
1 pRE786 ..GCCC_-OH 3’ c1i1 2 3 4 5 6 7
2 pRE759 .GCC__-OH¥
3 pRES12 ..GCCCCC-OH 3
4 pRE794 ..GCCCCU-OH 3
5 pRES0O .GCCCCG-0H3  2OSRNA — [N e i o = - =
6 PRE795 ..GCCCCCCC-OH 3
7 pRE793 ..GCCCCGGG-OH 3

Cadena (+) de 20S RNA

Figura 18. Efecto de la eliminacion y adicion de bases en el extremo 3’ de 20S RNA sobre la
generacion del virus. Las bases eliminadas o afiadidas estan en verde detras de la secuencia de
20S RNA.

Para estudiar si las modificaciones introducidas se mantenian en los virus generados,
secuenciamos sus extremos 3’, habiendo eliminado previamente el plasmido de expresién. Para ello
se amplifico el extremo 3’ del genoma viral mediante 3’-RACE y se analizaron 8 — 10 clones
independientes. Como se muestra en la Tabla 7, la sustitucion de la ultima o penultima C por A, es
corregida en los virus generados. Ademas, en el caso de la eliminacién de las dos ultimas Cs, éstas
se recuperan. En la mayoria de los clones analizados recuperamos virus con la secuencia en 3’ del
virus enddgeno (4 Cs), nunca con el cambio introducido in vitro. Estos resultados indican que 20S

RNA tiene un eficiente mecanismo de reparacion in vivo, capaz de restaurar el extermo 3’ para que



siempre haya cuatro citosinas. Ademas, en los casos en los que se habian afadido varias bases al
extremo 3’, éstas se han eliminado, indicando claramente que 20S RNA tiene un mecanismo para
mantener el tamafio y la secuencia del extremo 3’ de las cadenas (+). Esto es similar a lo que ocurre

en 23S RNA (Fujimura y Esteban, 2004a).

TABLA 7. 3’ RACE de algunos de los virus generados a partir
del sistema de expresion de 20S RNA en S. cerevisiae.

CLONES ,
PLASMIDO ANALIZADOS | SECUENCIA3
7 ..CCCC-OH
PRE757 (...CCAC-OH) 8
1 ..CCC_-OH
7 ..CCCC-OH
PRE758 (...CCAC-OH) 8
1 ..CCCC(G)-OH
7 ..CCCC-OH
PRE759 (...CCC_-OH) 8
1 ..CCCC(G)-OH
7 ...CCCC-OH
PRE794 (...CCCCU-OH) 9 1 ..CCCC(G)-OH
1 ..CCCC(U)-OH
7 ...CCCC-OH
PRESOO (...CCCCG-OH) 10 1 ...CCCC(C)-OH
2 ..CCC_-OH
7 ...CCCC-OH
PRE795 (...CCCCCCC-OH) 10
3 ..CCC_-OH
8 ...CCCC-OH
PRE793 (...CCCCGGG-OH) 10 1 ..CCCC(G)-OH
1 ..CC__-OH

El hecho de que las tltimas cuatro citosinas se recuperen cuando introducimos un cambio,
o afiadimos otras bases, indica que son importantes para la replicacion de 20S RNA, y por tanto,

constituyen una seial en cis en esta parte del genoma.

1.1.3 MODIFICACION DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA
IMPORTANCIA DE LA QUINTA GUANINA

Los 35 ultimos nucleétidos del genoma de 20S RNA forman una estructura secundaria en

horquilla, con un brazo de 13 nts y una burbuja de 5 (Fig. 19).
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Cuando modificamos la quinta guanina por una citosina (G5C, pRE843) el virus no se genera
(Fig. 20, carril 1). Para saber si la importancia de esa base en 20S RNA reside en su secuencia per se,
o en la estructura secundaria de la que forma parte, que con el cambio se abre dejando un brazo de

12 bp, realizamos la serie de modificaciones que se describen a continuacién.

Primero, para restaurar la estructura manteniendo la modificacién G5C, se introdujo la
mutacion compensatoria C35G (pRE848). Como esta variacion produce ademas el cambio de
aminodcido Thr823Ser, realizamos dos controles: un pldsmido que contiene la mutacién A36U, en la
que se cambia el aminoacido Thr823Ser, pero que al estar fuera del brazo, no afecta a la estructura
secundaria del RNA (pRE850), y como se observa en la figura 20 (carril 3), tampoco a la generacién
del virus, y otra con la mutacion sencilla C35G, pero manteniendo la secuencia 3’ original del virus
(...GCCCC-0OH) (pRE849). En este caso, el virus no se genera, lo que sugiere que la quinta base, sea

guanina o citosina, necesita estar apareada formando parte de la estructura secundaria.

Para comprobar que el doble mutante (G5C, C35G) no revierte durante la generacion del
virus, se aislé6 RNA viral de la cepa una vez eliminado el plasmido, y se secuencié el extremo 3’
mediante 3’-RACE. Se comprobd que todos los clones analizados (10) retenian ambas mutaciones,
lo que indica que la quinta guanina no es importante para la generacion de 20S RNA, lo es la

estructura secundaria de la que forma parte.
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Figura 20. Modificaciones en la parte inferior de la estructura secundaria del extremo 3’ de 20S RNA.
Sélo los cambios que alteran la estructura, disminuyendo la longitud del brazo, afectan a la generacién
del virus, independientemente de la secuencia.

OTRAS MODIFICACIONES EN EL EXTREMO 3’ DE 20S RNA

Ademads de los cambios en las cuatro citosinas y en los dos nucleétidos que inician la
estructura secundaria, se introdujeron cambios en el plasmido pRE740 que afectan tanto a la
secuencia primaria de los ultimos treinta y cinco nucleétidos del extremo 3’ como a su estructura
secundaria, para intentar identificar bases o zonas que pudieran estar implicadas en la replicacién
del virus. La limitacién mas importante en estos experimentos es que la zona no traducida del
genoma en 3’ (3’-UTR) es de tan sélo doce nucledtidos (Fig. 19), lo que restringe los cambios que se
pueden realizar sobre la secuencia del cDNA sin que la secuencia de p91 se vea afectada. En la
figura 21 se muestran algunos de los cambios introducidos de forma esquematica, con el posible
plegamiento de la estructura segln la modificacion. Se puede ver que sélo las modificaciones que
afectan drasticamente a la estructura secundaria también lo hacen a la replicacién de 20S RNA, lo
que indica que, efectivamente esta estructura es importante, no asi la secuencia primaria, que

parece no afectar.
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Figura 21. Modificaciones de la secuencia del extremo 3’ de 20S RNA y su efecto en la
generacion del virus. Algunas de ellas afectan a la estructura secundaria. Los asteriscos indican
las bases modificadas. Sélo los cambios 5 y 6 impiden la generacion de 20S RNA. Los cambios de
los mutantes 3 y 4 no afectan a la generacion de 20S RNA, a pesar de tener el brazo de 12 bp y el

bucle de 7 nt en vez de 5.

Dado que la estructura secundaria del extremo 3’ es muy simple, si la comparamos con la
de 23S RNA (Fig. 2), es posible que existan sefiales en cis importantes en replicacién ademas de en
ella, en alguna otra estructura secundaria préxima al extremo 3’. Por ello, decidimos realizar
algunas modificaciones en la estructura secundaria adyacente a la estudiada anteriormente (Fig. 22-
A), resultados que se muestran en la figura 22-B. En el disefio de todos los cambios intentamos que
la estructura secundaria se modificara, bien haciéndola mas fuerte por el anillamiento de nt que
antes no eran complementarios o0 mas débil abriendo zonas bicatenarias o modificando la burbuja
de la horquilla. Aunque el examen no fue exahustivo, no parece que en esta zona existan sefales en

cis importantes en replicacion, ya que en todos los casos obtuvimos generacion de 20S RNA similar

al control sin modificar.

pLOR66bis

Cambio introducido

silvestre
G11U
A8G, G11A
G23C
G23A
G11U, C28G

12- GGCCACGG -5 (silv.)
12- CAGGAGCC -5 (mut.)
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Figura 22. Modificaciones de la segunda horquilla del extremo 3’ de 20S RNA y su efecto en la
generacion del virus. A. Diagrama de la estructura secundaria. Las rayas indican la separacidn entre los
codones de p91. B. Representacidon esquemadtica de los cambios de la estructura secundaria segun las
predicciones del programa MFOLD. Los asteriscos indican la posicion de las bases modificadas. Ninguno de
los cambios introducidos altera la secuencia de p91. C. Descripcidn de los cambios y generacién de 20S
RNA a partir de los plasmidos en un experimento tipo Northern.



Para profundizar en la importancia del extremo 3’ del virus 20S RNA, decidimos estudiar si
algunas de las modificaciones anteriores pueden afectar a la formacidn de los complejos
ribonucleicos p91/20S RNA. Como se ha descrito en la Introduccion, los complejos entre el genoma
viral y su polimerasa son clave en la supervivencia del virus, ya que probablemente su formacion es
esencial para la estabilizacion de su genoma en la célula. Estudios recientes del laboratorio con
complejos parcialmente purificados han determinado que p91 se une al RNA en los extremos 5’ y 3’,
y de una manera mds débil en la zona central de la molécula (Fujimura y Esteban, 2007).

La estrategia llevada a cabo para el estudio de la formacién de los complejos virales in vivo
es similar a la de la generacidn de 20S RNA, con la diferencia de que en este caso se han modificado
en el plasmido las tres bases de la secuencia de autocorte de la ribozima (GGG—AAA), de manera
gue los transcritos no se procesan y tienen alrededor de 600 nt extra en el extremo 3’ procedentes
del vector. Este plasmido es el pLOR7 (Fig. 23). Los RNAs expresados a partir de este plasmido no
pueden generar 20S RNA debido a la secuencia extra en 3’, pero pueden traducirse para dar lugar a
la polimerasa p91. El RNA puede formar complejos con p91 in vivo a pesar de las extensiones no
virales en su extremo 3’. Estos complejos son similares a los que forman p91 y 20S RNA endégenos

y se pueden inmunoprecipitar utilizando anticuerpos anti-p91 (Fig. 24).

PGK1 cDNA 20S RNA Ribozima

iiii' h---------;"l> pLOR7

1 2514
Transcripcién

L AAAAAA... mRNA

Traduccidn Complejos

\' 4 20SRNA/p91

|i pS1

Figura 23. Esquema del plasmido utilizado para estudiar la formacion de
complejos p91/20S RNA in vivo. En el extremo 3’ de este plasmido se
introdujeron alguna de las mutaciones que afectan a la generacion de 20S RNA.
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Figura 24. La generacion de 20S RNA a partir de plasmidos requiere una ribozima funcional, no asi la
formacion de complejos p91/20S RNA. A. RNAs obtenidos a partir de la cepa 2928-4 sin transformar o
transformada con los plasmidos pRE740 (ribozima funcional) o pLOR7 (sin ribozima) separados en un gel
de agarosa. En la cepa transformada con pRE740 se observa 20S RNA tanto en el gel tefiido con bromuro
de etidio como en el Northern correspondiente. El plasmido pLOR7 no genera 20S RNA debido a la
secuencia extra que tienen los transcritos. B. Lisados celulares de las cepas analizadas en A obtenidos en
fase logaritmica fueron inmunoprecipitados con anticuerpos anti-p91. 20S RNA se detecta en los
inmunoprecipitados en un Slot Blot mediante hibridacidn con una sonda especifica de 20S RNA. La
secuencia extra del vector que no tiene ribozima no afecta a la formacién de los complejos.

Con esta estrategia estudiamos la formacion de complejos entre algunos de los mutantes en

el extremo 3’ descritos en el apartado 1.

1.2.1 EFECTO DE LAS MODIFICACIONES DE LAS CUATRO ULTIMAS CITOSINAS

Usando este sistema, se analizd el efecto de las mutaciones en las ultimas bases del
extremo 3’ de 20S RNA en la formacidn de los complejos. Como se muestra en la figura 25-A,
mientras que los cambios en la ultima y pendltima citosina no afectan a este proceso, la
modificacion de la tercera o cuarta citosina disminuye la formacion de los complejos p91/20S RNA
alrededor de un 90%. El hecho de que los mutantes C3A y C4A no formen complejos con p91 puede

ser la causa de la ausencia de replicacion observada en el apartado 1.1.



1.2.2 MODIFICACION DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA

También se modificé la ribozima de los plasmidos empleados en el andlisis de la quinta
guanina, y se inmunoprecipitaron los complejos con anticuerpos anti-p91. En la figura 25-B se
observa cédmo en todos los casos, los cambios que afectaban a la generacidon de 20S RNA también

impiden la formacion de complejos entre el RNA y la polimerasa.

A

Anti-p91 o,@}

+ _ Q,,\\v‘ Plasmido Mutacién Replicacién
1 1 — -
2 | w— - 2 pLOR7(C)  ..GCCCCAAA.3  +
3 om—— — 3 pLOR20 ...GCCCA_\V.'AAA... 3 +
4 r——— -_— 4 plLOR11 ...GCC&CVAAA...B' +
5 — — 5 pLOR17 ...GCACCY\AA... 3 -
6 ——— _— 6 pRE856 ...GACCCVAAA... 3 -

Cadena (+) de 205 RNA
B

Anti-p91 @
<9 Plasmido Mutacién Replicaciéon

. X
1 _— —— -
2 | - — pLOR? (C) silvestre -
3 _— — pLOR14 G5C -
4 - —— pLOR26 C35G +
5 | - — pLOR24 G5C, C35G +
6 | - —_ pLOR25 Thr823Ser +

Cadena (+) de 20S RNA

Figura 25. Inmunoprecipitacion de complejos ribonucleoproteicos formados in vivo entre
p91 y transcritos que tienen modificado su extremo 3’. A. Cambios en las cuatro citosinas.
El tridngulo verde indica el sitio donde cortaria la ribozima. B. Cambios que afectan a la
estructura secundaria adyacente al extremo 3’. Estos cambios son similares a los
presentados en la figura 20. En los dos experimentos, las modificaciones que afectaban a la
generacion de 20S RNA en ambos casos también afectan a la formacidn de los complejos.



En los mutantes que no pueden generar 20S RNA se observa una formacidn basal de
complejos p91/20S RNA (aproximadamente un 10% respecto al silvestre) probablemente debido a
la unién que tiene lugar en la parte central del RNA (Fujimura y Esteban, 2007). Ademas en estos
casos también se observa un disminucion en la cantidad de RNA total debido probablemente a que

el RNA no unido puede ser atacado mas facilmente por los sistemas de degradacién de la levadura.

Estos resultados, y los obtenidos en el apartado 1.1, evidencian una clara correlacién entre
replicacion y formacion de complejos p91/20S RNA. Todos los mutantes que forman complejos son
capaces de generar 20S RNA expresado a partir de un pladsmido, mientras que los mutantes que no

los forman, tampoco pueden generar el virus.

Las cadenas de polaridad negativa (cadenas (-) son el molde para la sintesis de las cadenas
(+) de los virus ss-(+)RNA, seglin se menciona en la Introduccion. Ademas, datos previos de nuestro
laboratorio indicaban que estas cadenas también pueden formar complejos con p91 (Garcia-Cuellar
et al., 1995). Para poder estudiar las sefales en cis importantes en replicacién en esta cadena,
intentamos generar 20S RNA a partir de plasmidos que expresan la cadena (-). Dado que ésta no
puede traducirse para dar lugar a la polimerasa, se necesita un segundo plasmido como fuente de la
enzima. Asi disefiamos un sistema de dos plasmidos en el que uno de ellos da lugar a p91, pero esta
polimerasa no puede replicar el transcrito del vector porque hemos introducido una modificacidn
en el extremo 3’, y en el otro esta clonada la secuencia de la cadena (-) de 20S RNA (Fig. 26-A).

El plasmido pRE787 (expresa la polimerasa p91) contiene la modificacidn C4A en el extremo
3’ del cDNA. p91 se puede traducir a partir de los transcritos, pero no se puede generar 20S RNA
(Fig. 17). El plasmido pRE805 (molde) tiene la secuencia completa de 20S RNA pero invertida, de
manera que los transcritos generados tienen la misma polaridad que las cadenas (-) del virus. Este
plasmido también tiene la ribozima del HDV fusionada al extremo 3’ pero el RNA expresado a partir
del mismo no se puede traducir para dar p91.

Cuando la cepa 2928-4 se transforma con cualquiera de los dos plasmidos por separado,
20S RNA no se genera (Fig. 26-B), pero cuando la levadura lleva ambos plasmidos observamos la
presencia de 20S RNA (Fig. 26, carril 3). La eficiencia en la generaciéon mediante este sistema es muy
alta. Después de eliminar ambos plasmidos, mas del 70% de las colonias analizadas han adquirido
el virus, un porcentaje similar al encontrado en la generacién de 20S RNA a partir del vector
pPRE740. Nuestra explicacidn es que los transcritos del plasmido molde (pRE805) se procesan por la

accién de la ribozima, generando extremo 3’ iguales a los de la cadena (-) del virus enddgeno. Estas



moléculas de RNA son reconocidas por la polimerasa producida por el otro plasmido (pRE787), que
actua en trans para producir copias de la cadena (+) a partir del molde. Estas cadenas ya se pueden

traducir y replicar independientemente de los dos vectores iniciales.
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Figura 26. Generacion de 20S RNA a partir de cadenas (-) en S. cerevisiae. A. Esquema de los plasmidos
empleados: pRE787 expresa p91 y pRE805 da lugar a las cadenas negativas. Ambos productos de
expresién se unen para formar complejos ribonucleoproteicos que se pueden replicar y generar el virus
20S RNA. B. Andlisis del RNA viral obtenido a partir de la cepa 2928-4 transformada con cada plasmido
independientemente y con los dos a la vez. Sélo en este ultimo caso se genera 20S RNA, con una cantidad
similar a la obtenida al transformar con el plasmido estandar pRE740.



Para demostrar que el virus 20S RNA generado a partir del sistema de dos pldsmidos
procede del molde de cadena (-), el plasmido pRE80O5 contiene una mutacidn silenciosa que hemos
introducido mediante mutagénesis dirigida in vitro y que lo distingue del cDNA que lleva pRE787.
Asi se cred un nuevo sitio Smal (T1476G) (Fig. 27). A partir de 20S RNA de la cepa transformada cpn
ambos plasmidos se amplificé mediante RT-PCR un fragmento de cDNA de 842 bp donde se localiza
el nuevo sitio de restriccion. Previamente habiamos curado la cepa de los dos vectores de partida.
Como control, también se amplificé la misma zona del genoma del virus endégeno. Cuando estos
fragmentos se digirieron con Smal (Fig. 27-B), el cDNA del virus procedente de los dos vectores se
digiere completamente, mientras que el del virus enddgeno es resistente a la accién de la enzima.
Por lo tanto, este resultado demuestra que el virus que proviene del sistema de dos plasmidos
procede de las cadenas negativas, y nos valida la utilizacidon de este vector para analizar el efecto

de las mutaciones en su extremo 3’ sobre la replicacién de 20S RNA.

A

Control: 20S RNA endégeno 2928 (o cDNA de pRE787)

_).
1 <€ 2514
cDNA pRE805 Smal (1475)
M
1 < 2514
Productos Control 842
RT-PCR
Sist. 2 plasmidos +
355 487

Bromuro de etidio

Figura 27. El virus 20S RNA generado mediante el sistema de dos plasmidos procede de la
expresion de las cadenas (-). A. Diagrama de 20S RNA enddégeno o del cDNA clonado en
pPRE787. En el cDNA del plasmido pRE805 se he creado un sitio Smal en la posicion 1475. Las
flechas indican los oligos utilizados para amplificar un fragmento de 842 nt mediante RT-PCR.
Los productos esperados, después de digerir con Smal se muestran debajo. B. Analisis en gel de
agarosa de los productos de RT-PCR amplificados a partir del virus endégeno (control) o a partir
de 20S RNA generado a partir de dos plasmidos, una vez eliminados de la cepa 2928-4. Como
control de tamafio se incluye un fragmento del fago A digerido con HindlIl.



1.3.1 EFECTO DE MODIFICACIONES DEL EXTREMO 3’ DE LA CADENA (-) SOBRE LA REPLICACION
DE 20S RNA

Usando el sistema de dos plasmidos, se pueden introducir modificaciones en el cDNA que
da lugar a la cadena (-) y de forma similar a los experimentos realizados con la cadena de la otra
polaridad, estudiar si existen sefiales en cis necesarias para la replicacién del virus en el extremo 3'.
En el extremo 3’ de la cadena (-) también existe una estructura secundaria en horquilla seguida de
cuatro citosinas (Fig. 28-A). Se examind el papel de las cuatro citosinas modificando cada una de
ellas a adenina. Encontramos que los cambios en la tercera y cuarta citosina (desde el extremo 3’)
afectan a la generacion del virus, mientras que los cambios de la Ultima y penultima no (Fig.28-B).
De igual manera que en el caso de la cadena (+) pueden eliminarse del extremo 3’ las dos ultimas
bases, sin afectar a la generacidn de 20S RNA (sdlo se muestra en la figura el mutante al que le falta
la dltima citosina, pLOR4). Estos resultados indican que la tercera y cuarta citosinas de la cadena

negativa del virus son esenciales para la generacién del virus, mientras que las dos ultimas no lo
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Figura 28. Efecto de modificaciones en el extremo 3’ de la cadena (-) en la
generacion de 20S RNA. A. Prediccion de la estructura secundaria del extremo 3’ de
la cadena (-). Se indica el coddn de inicio de la traduccidon de p91 en la cadena
complementaria (START), asi como los tripletes correspondientes a los primeros
aminodcidos de p91. B. Northern de 20S RNA generado a partir de los plasmidos con
modificaciones en las ultimas cuatro citosinas. Al igual que en la cadena (+), sélo los
cambios de la tercera y cuarta C afectan a la generacién de 20S RNA.



Para saber la secuencia del extremo 3’ de los virus generados a partir de los mutantes
anteriores, se realizé un analisis 3'-RACE con RNAs de dichas cepas habiendo previamente
eliminado los plasmidos de expresién. Como se muestra en la TABLA 8, los cambios de la penultima
citosina a adenina han sido corregidos y también se ha recuperado la citosina eliminada en pLOR4.
Al igual que en los resultados obtenidos con la cadena (+) en este caso también debe existir un
sistema de reparacion del extremo 3’ de las cadenas (-), ya que la secuencia de los virus obtenidos a
partir de los cDNAs mutados es igual a la del virus enddgeno. Esto, a su vez, indica que a pesar de
generarse 20S RNA a partir de RNAs a los que les faltan citosinas o estan modificadas, el conjunto

de las cuatro citosinas deben ser importantes en replicacidn, ya que se recuperan en poco tiempo.

TABLA 8. 3’ RACE de algunos de los virus generados a partir de la cadena (-) de 20S RNA en S. cerevisiae.

CADENA (-) CADENA (+)
CLONES , CLONES ,
PLASMIDO ANALZADOS | SECUENCIA3 ANALZADOS | SECUENCIA3
3 ..CCCC-OH 4 ..CCCC-OH
PRLOR? (...CCAC-OH) 8 3 ...CCCC(G)-OH 6 1 ...CCCC(G)-OH
1..C___-OH 1 ..CCC_-OH
7 ..CCCC-OH
6 ..CCCC-OH
pLOR4 (...CCC_-OH) 8 10 2 ..CCCC(G)-OH
6 ...CCCC(G)-OH
1 ..CCC_-OH

Ya que algunos de los clones analizados mediante 3’-RACE tenian una G extra en su extremo
3’ (hasta un 50% en ciertos casos), se analizé también el extremo 3’ de las cadenas (+) de los
mismos mutantes. En algunos clones encontramos esta G extra, pero en mucha menor proporcion
qgue en la cadena (-). Ahora mismo no somos capaces de explicar el significado biolégico de este

hecho.

OTRAS MODIFICACIONES EN EL EXTREMO 3’ DE LA CADENA (-) DE 20S RNA

Al igual que en el caso de la cadena (+), se realizaron cambios en el plasmido molde pRE805
que afectan tanto a la secuencia primaria como secundaria del extremo 3’. Los cambios y el
resultado de la generacion de 20S RNA se muestran en la figura 29. Es importante tener en cuenta a
la hora de introducir cambios en el extremo 3’ de la cadena (-) que estos producirdn también
modificaciones en el extremo 5’ de la cadena (+) y pueden afectar a la traduccién de p91. En todos
los cambios realizados se ha mantenido la secuencia de aminoacidos de p91 intacta. Hay casos en
los que las modificaciones no afectan a la estructura secundaria del extremo 3’ de la cadena (-) pero
silo hacen a la del extremo 5’ de la cadena (+) (Mutantes 1 y 3). También existe el caso contrario en
los mutantes 6 y 8. Los resultados obtenidos en todos los casos indican que sélo los cambios muy

drasticos (9 y 10), afectan a la generacion del virus. Estos cambios que producen una horquilla con



un brazo de 6 bp en vez de 8 tienen dificultades para generar 20S RNA pero finalmente el virus se

mantiene en cantidad similar al virus silvestre (dato no mostrado).
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Figura 29. Modificaciones de la secuencia del extremo 3’ de la cadena (-) de 20S RNA y su efecto en la
generacion del virus. En la parte superior de la figura se muestra la prediccion tedrica de las estructuras
secundarias del extremo 3’ de la cadena (-) y del extremo 5’ de la cadena (+) mediante el programa
MFOLD. De cada una de las modificaciones introducidas in vitro (marcadas con asteriscos) se indican
ambas predicciones, para ver si el cambio provoca cambios estructurales en el RNA.



Dada la dificultad para estudiar en detalle esta estructura, no realizamos mas mutaciones.
Con algunas de las obtenidas intentamos analizar la formacién de complejos ribonucleoproteicos
entre las cadenas (-) expresadas a partir de vectores y p91, utilizando la aproximacion experimental
mostrada en la figura 23, en la que se modifica el sitio de corte de la ribozima en el plasmido molde
para evitar la generacién de 20S RNA. En este caso, sin embargo, y dado que habia dos vectores en
las células para producir p91 y el RNA molde, nos encontramos con problemas experimentales ya
gue en ciertas condiciones parecia que se producia recombinacién entre RNAs transcritos a partir
de los mismos (a pesar de estar en orientaciones opuestas) o de promotores cripticos que
estuvieran en la otra direccién. Esto nos impidid analizar con este sistema la formacion de
complejos p91/20S RNA cadena (-). Sin duda es una parte interesante en el estudio de los complejos

p91/20S RNA que se intentard abordar en el futuro.



2. EFECTO DE LOS SISTEMAS DE DEGRADACION DE mRNAS DE
S. cerevisiae EN LA GENERACION Y MANTENIMIENTO DE 20S RNA

Como se ha comentado en la Introduccidon, en S. cerevisige existen varios sistemas
reponsables de la degradacion de los RNA mensajeros de la célula. Decidimos estudiar si la
estabilidad del genoma de 20S RNA esta afectado por alguna de las exonucleasas del hospedador
implicadas en estos procesos. Las responsables de esta actividad en el citoplasma de la levadura son

Xrnlp (5'—3’) y el complejo multiproteico del exosoma (3’ —5’).

Xrnlp/Skilp es una exonucleasa 5'—3’ presente en el citoplasma en S. cerevisiae. Como ya
se ha comentado, participa en varios procesos celulares relacionados con el control de mensajeros.
Ya que el sustrato de esta enzima son RNAs sin cap ni poli(A), pensamos que 20S RNA (que carece
de cola de poli(A) y muy probablemente de cap) podria ser sensible a su actividad.

Para estudiar si la exonucleasa Xrnlp puede afectar de alguna manera a 20S RNA se
transformo la cepa 851 (Tabla 3, Materiales y métodos), que tiene el gen XRN1 delecionado, con el
pldsmido pRE763 (similar a pRE740, pero su marcador seleccionable es URA3 en vez de TRP1).
Mediante experimentos de tipo Northern se observd que 20S RNA se genera con gran dificultad en
ese fondo genético (Fig. 30). Incluso después de sobreexponer la membrana, la cantidad de 20S
RNA en la cepa XRN1A es minima. Este problema en la generacién del virus podria ser debido a dos
causas:

1. 20S RNA necesita el gen XRN1/SKI1 para su mantenimiento o replicacion.

2. Laausencia de este gen afecta a la generacidn del virus a partir de plasmidos.
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Figura 30. Baja eficiencia en la generacion de 20S RNA
en una cepa XRN1A. La cepa 851 (XRN14) se transformd
20S RNA — con el pldsmido pRE763 y el RNA de dos transformantes
se analizé mediante Northern. Como control se
transformé la cepa 2928-4 (XRN1) con el mismo plasmido

(carril C). Incluso sobreexponiendo el Northern apenas se

c 1 2 aprecia 20S RNA, al contrario de lo que ocurre en la cepa

Cadena (+) de 205 RNA silvestre (2928-4).



2.1.1 EFECTO DE XRN1/SKI1 EN EL MANTENIMIENTO DE 20S RNA

Para estudiar si Xrnlp estd implicada en el mantenimiento del virus, introdujimos 20S RNA
en la cepa 851 mediante dos técnicas genéticas: 1) citoduccion y 2) cruzando esta cepa con otra
XRN1 que contenga 20S RNA, seguido del analisis de tétradas para ver el efecto en 20S RNA de los

segregantes XRN1A a partir del diploide heterozigdtico.

CITODUCCION

Este método consiste en obtener una cepa que sin modificar su informacion genética
nuclear lleve elementos extracromosomales procedentes de otra cepa (Conde y Fink, 1976). Asi se
introdujo 20S RNA a partir de la cepa 1101 (o0 kar1-1 his4 20S RNA+) que actia como donadora, en
la 851. En la figura 31 se observa que la ausencia del gen XRNI no afecta en absoluto al
mantenimiento de 20S RNA. Esto indica por tanto, que el virus no requiere de esta exonucleasa

para su replicacion, ya que los tres citoducidos analizados tienen cantidades normales de 20S RNA.
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Figura 31. Mantenimiento de
20S RNA en una cepa XRN1A.
Citoduccion de 20S RNA en la
cepa 851 (XRN1A) a partir de la
cepa 1101. Las cepas
citoducidas pueden mantener
el virus en ausencia del gen en
cantidad similar a la cepa

20S RNA — —205 RNA

donadora.

Bromuro de etidio Cadena (+) 20S RNA

SEGRGACION DE 20S RNA A PARTIR DE UN DIPLOIDE HETEROZIGOTICO XRN1/XRN1A

En un experimento paralelo se analizé la segregacion de las ascosporas de varias tétradas
en los diploides 1101x851. Los RNAs totales de las cuatro ascosporas de una tétrada se analizaron
mediante Northern para determinar la cantidad de 20S RNA (Fig. 32). En los cuatro productos
meidticos hay 20S RNA y ademas la cantidad es similar entre ellos y la cepa parental (1101), lo que
indica que el virus se mantiene en las células XRN1A sin dificultad, confirmando que el problema de
la generacion de 20S RNA en la cepa 851 (XRN14) no estd en el mantenimiento del virus. Ademas

parece que la ausencia del gen XRN1 no afecta significativamente al nimero de copias de 20S RNA



en ese fondo genético. Probablemente el dificultad esta en el proceso de generacidn a partir del

vector.

Figura 32. Segregacion de 20S RNA a partir
de un diploide XRN1/XRN1A. Anilisis de la
cantidad de 20S RNA presente en las
ascosporas de una tétrada procedente del

cruce 851x1101. La cantidad de virus en
--.. - - 20SRNA 44 segregante es muy parecido al del
parental, con independencia de la presencia
o ausencia de XRNI1. Estos resultados

indican que el gen XRN1 no es necesario
Cadena (+) de 20S RNA para el mantenimiento de 20S RNA.

2.1.2 EFECTO DE XRN1/5KI1 EN LA GENERACION DE 20S RNA

Como se ha comentado anteriormente, 20S RNA generado a partir de un vector de
expresion tiene los extremos 5’ y 3 idénticos al del virus endégeno. La produccidn del extremo 3’
correcto se debe a la accién de la ribozima, mientras que en el extremo 5’ del transcrito primario
deberia existir una secuencia de 47 nucleétidos procedentes del vector. Mediante experimentos de
primer extension se ha comprobado que esos nucledtidos no aparecen en los virus generados, algo
gue podria ser debido a una eliminacion fisica de los mismos por algun factor del hospedador o a la

presencia de un promotor interno para 20S RNA en ese transcrito primario.

Nuestra hipdtesis es que el factor responsable de la eliminacién de los nucledtidos extra en
5’ podria ser la exonucleasa 5'—3’ Xrnlp, apoyado esto por los resultados negativos en la
generacion de 20S RNA en su ausencia (Fig. 30). Para determinar cdmo afecta la longitud de esta
secuencia extra a la generacién viral se construyeron pldsmidos con tamafios decrecientes de la
misma, pasando de 47 a 19, 9 y ningln nucledtido (Fig. 33-A). Con estos plasmidos (pLOR38,
pLOR35 y pLOR36) se transformaron las cepas 2928-4 (silvestre) y 851 (XRN1A). Los resultadosde la
figura 33-B indican que a medida que la longitud de esta secuencia es menor, la eficiencia de

generacién de 20S RNA en la cepa que carece del gen XRN1 aumenta, lo que sugiere que in vivo



este gen contribuye a la eficiente generacidn de 20S RNA a partir de un vector de expresion.
Ademas, en la cepa con el gen XRN1 funcional no se observa diferencia alguna en la generacion de
20S RNA con estos mismos plasmidos. Esto indica que en presencia de XRN1, el tamafio de la

secuencia extra en 5’ no afecta significativamente a la generacion del virus.
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Figura 33. Efecto de los nt no virales del extremo 5’ de los transcritos durante
la generacion de 20S RNA en una cepa XRN1A. A. Se construyeron plasmidos
en los que los 47 nt entre el promotor PGK1 y el extremo 5 del cDNA
disminuyen a 19, 9 y ningln nucleétido. B. La cepa XRN1A se transformd con
los pldsmidos mostrados en A y la eficiencia de generacion de 20S RNA se
estudié mediante Northern (panel derecho). Como control los mismos
pldsmidos se transformaron en una cepa con el gen XRN1 funcional A medida
que disminuye la secuencia extra aumenta la eficiencia en la generacién del
virus en la cepa XRN1A, mientras que en la cepa silvestre la presencia de esta
secuencia no tiene ningun efecto (panel izquierdo).



Para confirmar que la dificultad en la generacién de 20S RNA en la cepa XRN1A depende
realmente de la falta de actividad exonucleasa, se transformé la cepa 851 con el plasmido
centromérico pRE908 que expresa la proteina Xrnlp. En esta cepa complementada ahora si se
puede generar el virus eficientemente (Fig. 34). Cuando el plasmido en el que la secuencia de la
proteina contiene las mutaciones D206A y D208A (anulan la actividad exonucleasa de Xrn1p) no hay
generacion de 20S RNA, lo que confirma que es la ausencia de esta actividad la responsable de la
disminucién en la eficiencia de generacion del virus, y que Xrnlp es la exonucleasa responsable de

la eliminacién de la secuencia no viral en 5’ del plasmido pRE763 (Esteban et al., 2008).

XRN1A

pRE763 +

Figura 34. La generacion de 20S RNA a partir
del vector pRE763 requiere la actividad
exonucleasa de Xrnlp. La cepa 851 (XRN14) se
- — 20SRNA transformé con el pldsmido centromérico vacio
(carril 1), con pRE908 que expresa Xrnlp (carril
2), o con el plasmido pRE921 con la mutacidon
D206A, D208A. Posteriormente las tres cepas se

transformaron con pRE763 para estudiar la

1 2 3 generacion de 20S RNA. Sélo cuando Xrnlp es

Cadena (+) 205 RNA activa, se puede generar el virus.

2.1.3 EFECTO DE XRN1/SKI1 SOBRE OTROS VIRUS DE S. cerevisiae

Los genes SKI de S. cerevisiae se describieron inicialmente como genes en los que ciertas
mutaciones incrementaban la produccién de la toxina killer (Toh et al., 1978). Posteriormente se
comprobd que el nimero de copias de los virus killer (L-A y M1) y también del virus L-BC aumentaba
en estos mutantes (Toh y Wickner, 1980; Widner y Wickner, 1993). Este dato es especialmente
llamativo en el mutante XRN1A/SKIA, en el que el nimero de copias del virus L-A aumenta

alrededor de 5 - 10 veces Fig. 35).



— ds-RNA Figura 35. Cantidad del virus L-A en una
cepa con y sin el gen XRN1. Tanto en el gel
tefiido con bromuro de etidio, como en el

—ss-RNA  pnorthern  hibridado  con  una sonda
especifica de la cadena (+) del virus, la
cantidad de L-A es mucho mayor en la cepa
XRN1A. Se indica la movilidad del genoma
(dsRNA 'y ssRNA) y del marcador de

Bromuro de etidio Cadena (+) de L-A tamafio, A/Hindlll.

En muchos de los experimentos recogidos en esta memoria se ha eliminado este virus de las
cepas de trabajo, ya que una elevada cantidad de L-A podria afectar indirectamente al estudio de
20S RNA. El virus L-A se elimina normalmente por crecimiento a alta temperatura (392C). Sin
embargo, las cepas XRNI1A no pudimos curarlas del virus con este método, quizd porque en el
proceso de eliminacion de L-A se necesita esta exonucleasa. De hecho, la sobreexpresién de Xrnlp a
partir del promotor PGK1 (plasmido pRE914) produce células que pierden L-A con mayor frecuencia
(alrededor de un 70%), lo que indica que este virus es muy sensible a la exonucleasa. Es interesante
que la sobreexpresion de la exonucleasa elimine el virus con una alta eficiencia, mientras que 20S
RNA es resistente a su accidn. Probablemente la respuesta a este comportamiento desigual resida
en los extremos 5 de ambos virus. El extremo de 20S RNA comienza con cuatro guaninas,
nucledtido que dificulta el avance de Xrnlp (Stevens, 2001), mientras que en L-A es 5’ GAAAAA....
Ademds, el extremo 5’ de 20S RNA es rico en nucledtidos C+G y se encuentra formando parte de
una fuerte estructura secundaria, lo que podria proteger al genoma, al contrario que L-A, cuyos

extremo 5’ es rico en A+U y no forman una estructura secundaria fuerte (Fig. 36).
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En la Introduccidon se comentd que existen tres grupos de genes SK/ relacionados con la

actividad del exosoma en S. cerevisiae:

Skidp y Ski6p: Componentes del exosoma. Ambos son esenciales. En el caso de SKi4 sélo la

mutacién ski4-1 es viable.

Complejo SKI: Regula la actividad del exosoma. Formado por las proteinas Ski2p, Ski3p vy
Ski8p.

Ski7p: Efector que interacciona con el complejo SKIy el exosoma.

No se han llevado a cabo experimentos exahustivos en cepas mutadas en genes SK/ sobre
20S RNA, aunque en nuestro grupo si se estan utilizando para el estudio del otro narnavirus, 23S

RNA.

Se ha comprobado que en todos los mutantes de estos genes, 20S RNA se genera con una
eficiencia mayor que en la cepa silvestre (Fig. 37). Una vez generado, la cantidad del virus es
siempre 2 - 5 veces superior. Asi, mientras que 20S RNA es bastante resistente a Xrnlp (5'—3’),
probablemente sea susceptible de degradarse en direccién 3’5’ por el exosoma. Estos genes
afectan al nimero de copias de 20S RNA, aunque todavia falta por esclarecer cémo el virus es capaz
de escapar a los mecanismos de degradacion de RNAs en S. cerevisiae. Probablemente la formacion

de los complejos p91/20S RNA proteja el genoma viral contra la degradacion.
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Figura 37. Efecto de la delecion de los genes

SKi2, SKi3, SKI7 o SKI8 en la generacion de 20S
RNA. La cepa silvestre BY4741, o las derivadas

de la misma delecionadas en genes SKI fueron
transformadas con el plasmido pTR763 oara
generar 20S RNA. Una vez eliminado el plasmido
S e — 205 RNA - . . .

se analizé la cantidad de virus mediante
Northern. La ausencia de alguno de los genes SK/

implicados en la regulacién de la degradacién

3'—5’ de los mRNAs, afecta al nimero de copias

Cadena (+) de 20S RNA de 20S RNA.



3. IDENTIFICAR POSIBLES FACTORES DEL HOSPEDADOR FORMANDO
PARTE DE LOS COMPLEJOS p91/20S RNA

Una de las cuestiones interesantes que plantean los complejos p91/20S RNA es la
posibilidad de que exista alguna proteina de S. cerevisiae formando parte de los mismos. Algunos
resultados previos indican que probablemente el complejo se componga mayoritariamente de una
molécula de polimerasa y una de RNA viral, ya que el coeficiente de sedimentacién del complejo no

es muy diferente al del RNA desnudo.

Una de las aproximaciones experimentales elegidas para estudiar las proteinas presentes en
los complejos p91/20S RNA, fue su purificacion. Adicionalmente esto nos permitiria abordar
estudios de su estructura en el microscopio electrdnico.

Las cepa elegida fue la 924 y como control su isogénica sin el virus 20S RNA, la 913 (Tabla 4,
Materiales y métodos). La cepa 924 deriva de la coleccion de mutantes delecionados EUROFAM vy
carece del gen SKI2. Elegimos esta cepa porque como se ha visto en el apartado 2.2, cuando se
tranforma con el pldasmido pRE763 la cantidad de 20S RNA es mayor que en la silvestre BY4741. Las
cepas de la coleccién EUROFAM llevan el virus L-A, por lo que antes de iniciar los estudios de
purificacién eliminamos este virus por crecimiento a alta temperatura, para que su elevado nimero
de copias en el fondo genético SKI2A no provoque una disminucidon de 20S RNA y ademas se facilite

su purificacion.

Los lisados celulares de las cepas 924 y 913 se sometieron a una serie de centrifugaciones
diferenciales para eliminar progresivamente los restos celulares y concentrar asi los complejos
p91/20S RNA (Materiales y métodos, 3.12). Durante este proceso se analizaron los RNA totales y la
cantidad de p91 presentes en la muestra para cuantificar el grado de purificacion. Dado que
nuestras condiciones de purificacién estan basadas en el tamafio (coeficiente de sedimentacidn) de
los complejos, uno de los contaminantes mayoritarios son los ribosomas. La diferente proporcién
de los RNAs ribosomales 25S y 18S respecto a 20S RNA ha sido utilizada para cuantificar el grado de
purificacién. En la figura 38 se observa que antes de cargar la muestra en el gradiente, las

centrifugaciones diferenciales habian supuesto una purificacidon de 20 - 27 veces.
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Figura 38. Enriquecimiento de los complejos p91/20S RNA mediante centrifugaciones
diferenciales. En cada ultracentrifugacion se observa el aumento del grado de purificacion
de los complejos (RNA en el gel tefiido con bromuro de etidio, y la polimerasa en el
Western). A partir del lisado total (T) se realiza una primera centrifugacidn para eliminar el
material pesado y el sobrenadante (S1) se centrifuga de nuevo para sedimentar los
complejos (P2). El grado de purificacion de los complejos virales es de 20 — 27 veces
respecto los RNAs ribosomales.

La muestra enriquecida en complejos p91/20S RNA se sedimentd a través de un gradiente
de glicerol (10 - 40%). 20 RNA y p91 presentes en las fracciones del gradiente se analizaron en geles
de agarosa y acrilamida respectivamente. En la figura 39 se observa que 20S RNA y la polimerasa
cosedimentan en las mismas fracciones del gradiente, tal y como se habia descrito previamente

(Garcia-Cuellar et al., 1995).

Las proteinas presentes en las fracciones de las cepas 924 y 913 también se analizaron en
geles de acrilamida tefiidos con plata para intentar identificar proteinas que cosedimenten con p91
pero no aparezcan en esas fracciones en la cepa sin el virus. En la figura 40 se observa claramente
p91 en la fraccion 11. Es muy dificil la identificacién de factores del hospedador especificos de la
cepa 924 dada la poca resolucion del gel. El resto de proteinas que le acompafan parecen también

estar presentes en la cepa sin 20S RNA, lo que sugeriria que no hay asociacién especifica con p91.
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Figura 39. Cosedimentacion de 20S RNA y p91 en un gradiente de glicerol. Se
analizaron las fracciones impares del gradiente de glicerol y se detecté el RNA viral
(A, gel tefiido con bromuro de etidio y B, Northern) y la polimerasa (C, Western).
Ambas moléculas cosedimentan en las mismas fracciones del gradiente (9-11).

Si que observamos en el gel tefiido con plata una banda mayoritaria de alrededor de 25 kDa
que cosedimenta con p91. Datos en la literatura sugieren que se podria tratar de la proteina
Hsp26p, una proteina pequena de choque térmico (sHSP, del ingés small Heat Shock Protein) con
actividad chaperona, que a pesar de cosedimentar con el virus, no estd relacionada con él, ya que
su presencia es independiente de 20S RNA (Widner et al., 1991). Hsp26p forma oligémeros de
aproximadamente 26 unidades que se pueden ver en el microscopio electronico como esferas de
15-25 nm didmetro (Bentley et al., 1992; Ferreira et al., 2006). Ya que nuestra idea era poder utilizar
las fracciones enriquecidas en los complejos p91/20S RNA para realizar microscopia electrdnica, la
presencia de esta proteina podria interferir en su identificacién. Por este motivo, decidimos usar
una cepa HSP26A sin L-A (Cepa 950) en los experimentos de purificacién de los complejos p91/20S

RNA. En la parte inferior de la figura 40, entre las fracciones 9- 12 ampliadas del gel tefiido con plata



de las cepas 924 y 913, aparecen las mismas fracciones correspondientes al gradiente de glicerol de
la cepa HSP26A. Al desaparecer la proteina Hsp26p, las fracciones en las que sedimentaria p91

estan mas limpias y se confirma que efectivamente la proteina mayoritaria era esta chaperona.
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Figura 40 Tincidn con plata de las proteinas del gradiente de glicerol. En las fracciones 9-12 del gradiente
de la cepa 924 se aprecia una banda que corresponde con p91. El resto de bandas que cosedimentan con
la polimerasa no son especificas de la presencia del virus (marcadas con flechas negras), ya que también
estan presentes en el gradiente de la cepa 913. En la parte inferior de la figura se muestran las fracciones
9 -12 ampliadas junto con las del gradiente de la cepa 950 (HSP264). La proteina mayoritaria de=25 kDa
gue aparece en los gradientes de las cepas 924 y 913 (flecha roja) coresponde con esta chaperona.



Nuestra idea era obtener un mutante doble SKI2A HSP264, generar 20S RNA en este fondo

genético y utilizar la nueva cepa para purificar los complejos p91/20S RNA.

Durante estos intentos de purificacion comprobamos que, desafortunadamente, 20S RNA
se degrada parcialmente una vez recogidas las fracciones del gradiente debido a varios cortes
endonucleoliticos que se reproducian en todos los experimentos (no se muestra el resultado). Esta
degradacion, hacia que una identificacion y reconstruccién de los complejos p91/20S RNA en el
microscopio electrénico fuera descartada, ya que al no conseguir mantener la molécula completa,
era imposible estudiar la estructura del complejo. Ademds, contactamos con el Servicio de
Protedmica de la Universidad de Salamanca para intentar identificar mediante espectrometria de
masas las proteinas que cosedimentan con p91 en el gradiente de glicerol. Tampoco con esta
técnica obtuvimos buenos resultados, ya que la cantidad de proteinas presentes en las fracciones
era muy pequefa. En cualquier caso, aunque abandonamos la purificacion de los complejos por
este método, si que observamos reiteradamente en todos los gradientes analizados que los
patrones de proteinas en las fracciones en las que aparecia p91 era similar entre cepas con o sin 20S
RNA (compdrense las flechas negras de la figura 40). Parece, por lo tanto, que no hay proteinas

especificas de S. cerevisiae cosedimentando con p91.

Otro método para estudiar los complejos p91/20S RNA es utilizar anticuerpos especificos
para inmunoprecipitarlos o un kit comercial con anticuerpos conjugados que se unan a p91 y
posteriormente analizar las proteinas unidas al complejo. En el apartado 3.15.2 se detallan los
pasos de este proceso, en el que se han empleado dos anticuerpos diferentes:

Anti-p91: antisuero policlonal de conejo, bien sin purificar o la 1gG purificada a partir del

suero.

Anti-GFP: anticuerpo monoclonal conjugado con bolitas magnéticas. Suministrado por la

empresa Milteny Biotech®. Cantidades y condiciones segun protocolo de la casa comercial.

3.2.1 INMUNOPRECIPITACION CON ANTICUERPOS ANTI-p91

A partir de la combinacién de las fracciones del gradiente que contienen los complejos
p91/20S RNA (9 - 11) y las mismas fracciones de la cepa 913, se realizé una inmunoprecipitacion de
una alicuota de cada muestra por duplicado, siguiendo las condiciones descritas en el apartado

3.15.2 de Materiales y métodos. p91 y las proteinas unidas a ella se separaron en geles de



acrilamida al 10% vy se tifieron con plata. En la figura 41 aparecen varias bandas en la cepa 924
cosedimentando con p91 pero éstas corresponden al RNA de la muestra, ya que al digerir con
RNAsa A las bandas desaparecen, lo que sugiere que no hay proteinas de S. cerevisiae formando
parte del complejo ademas de p91. En cualquier caso esta técnica no ofrece resoluciéon suficiente,
ya que buena parte del gel esta ocupada por las IgGs procedentes del antisuero que siempre estan

en los inmunoprecipitados.

+ o RNAsa A

205 RNA

Figura 41. Proteinas presentes en los
—p91

inmunoprecipitados. Se utilizaron  1gG
purificadas anti-p91 para inmunoprecipitar
— g6 p91 y las posibles proteinas de S. cerevisiae
unidas a los complejos. Parte de la muestra se

tratd con RNAsa A para eliminar las bandas

inespecificas correspondientes a 20S RNA en

el inmunoprecipitado. La flecha verde indica la

1 23 4 5 6

posicion de p91 en la muestra tratada con
Tincién con plata RNAsa A (carriles 2 y 3).

3.2.2 INMUNOPRECIPITACION DE PROTEINAS MARCADAS CON **s

La posible presencia de factores del hospedador en los complejos fue estudiada siguiendo
otra aproximacioén diferente: marcando las proteinas de las cepas en estudio (924 y 913) con el
radioisétopo **S. Utilizamos una mezcla de metionina y cisteina marcadas con **S en cultivos en
medio H-Met-Cys. Después de inmunoprecipitar los complejos utilizando anticuerpos anti-p91, las
proteinas unidas al complejo se pueden visualizar exponiendo el gel de acrilamida frente a una
pelicula fotografica. Para separar adecuadamente tanto las proteinas de alto peso molecular como
las de pequeio tamafo, utilizamos geles con dos porcentajes de acrilamida diferentes 7.5% y 14%.
La banda mayoritaria en la cepa 924 es la que corresponde a p91, mientras que las minoritarias
estan presentes en ambas cepas. Tanto en un gel como en el otro, no se observan proteinas
coinmunoprecipitando especificamente con p91 (Fig. 42). Esto sugiere que no hay proteinas de S.

cerevisiae presentes en los complejos p91/20S RNA.
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Figura 42. Marcaje in vivo con s de las proteinas de S. cerevisiae e inmunoprecipitacion con
anti-p91. En las autorradiografias se observa que las proteinas que acompafian a p91 en los
inmunoprecipitados no son especificas, ya que aparecen también en la muestra sin el virus. La
flecha verde en el perfil negro (correspondiente a la cepa 924) indica la posicién de p91. La cepa
913 se muestra en gris.

3.2.3 ANALISIS DE LOS COMPLEJOS p91-GFP/20S RNA UTILIZANDO ANTICUERPOS ANTI-GFP

En nuestro laboratorio existen plasmidos en los que p91 esta etiquetada con el epitopo GFP
(Green Fluorescence Protein). Esta proteina de fusion p91-GFP se expresa bien en S. cerevisiae y
forma complejos con 20S RNA (Solorzano et al., 2000). Para intentar analizar si en estos complejos
se repetia el resultado obtenido en el experimento con *S, decidimos purificarlos con un kit
comercial. Utilizamos el protocolo comercial de Milteny Biotech® que consiste en utilizar
anticuerpos anti-GFP magnetizados, de tal manera que al eluir con un tampdn apropiado, y bajo el
efecto de un campo magnético, todo aquello unido al anticuerpo (proteinas marcadas con GFP y las
asociadas a ellas) quedara retenido en una columna que posteriormente se eluird con tampdn de
carga para proteinas y serd analizado en un gel de acrilamida tefiido con plata.

Se utilizaron las cepas 924 y 913 que fueron transformadas con los plasmidos pALI53
(expresa solo la GFP, control negativo) y pALI40 (expresa p91-GFP, ver Materiales y métodos). Como
se observa en la figura 43-A, no parece que existan proteinas unidas especificamente a p91-GFP. En
cualquier caso, la cantidad de p91-GFP recuperada es minima, como se observa en el Western, y por
tanto las posibles proteinas asociadas también estarian muy poco representadas (Fig. 43-B). La
cantidad de proteina recuperada es muy pequeiia, por lo que no podemos asegurar que no haya

otros factores de S. cerevisiae formando parte del complejo p91/20S RNA.
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Figura 43. Anilisis de proteinas que copurifican con p91-GFP/20S RNA. A.
Los lisados de las cepas 924 y 913 se incubaron con anticuerpos anti-GFP y
qguedan retenidos en una columna de la que se eluyen una vez eliminados
los componentes celulares no reconocidos por el anticuerpo. Las muestras
se analizan en geles de acrilamida tefidos con plata donde se observa p91-
GFP (flecha verde, carril 3). No parece que haya proteinas unidas
especificamente a la polimerasa. B. Deteccién mediante Western de p91-
GFP recuperada en la purificacidon con anticuerpos anti-p91 y anti-GFP.

Los datos de los que disponemos hasta el momento sugieren que no hay proteinas del
hospedador formando parte de los complejos p91/20S RNA. Estos resultados, sin embargo, son
negativos en cuanto a que no detectamos la presencia especifica de proteinas de S. cerevisiae de

forma directa. Para poder confirmar estos resultados necesitamos un resultado positivo, es decir,



demostrar que no se requieren factores de S. cerevisiae para la formacién de los complejos. Para

ello, intentamos estudiar si se podian formar en otro organismo diferente.

Para comprobar si realmente se requieren factores de S. cerevisiae para formar los
complejos ribonucleoproteicos p91/20S RNA, intentamos detectar su formacion en otro organismo.
El organismo elegido para este fin fue Escherichia coli, ya que permite la expresién de los dos
componentes de los complejos, el RNA y la polimerasa de una manera sencilla a partir de vectores

estandar usados en la expresidon de proteinas.

3.3.1 EXPRESION DE 20S RNA Y p91 EN E. coli

El primer paso fue la construccién de un plasmido para expresar 20S RNA y p91 en E. coli. Se
obtuvieron dos versiones, la primera de ellas, pLOR91, tiene entre el promotor de la RNA
polimerasa del fago T7 y el extremo 5’ del cDNA del virus 61 nt entre los que se encuentra la
secuencia de Shine-Dalgarno (AGGAGG) necesaria para la traduccion de proteinas en procariotas.
En el extremo 3’ tiene la ribozima para, igual que en S. cerevisiae, generar un extremo igual al del
RNA viral. También construimos un plasmido que expresa 20S RNA con los extremos 5’ y 3’
idénticos a los del virus. En este caso se fusiond el extremo 5’ de 20S RNA directamente al promotor
de la RNA polimerasa del fago T7 (pLOR92). El esquema de los pladsmidos se muestra en la figura 44-
A.

Se transformd la cepa BL21(DE3) de E. coli con cada uno de estos plasmidos y se indujo la
expresion de T7 con IPTG. Se lisaron las células y analizamos el RNA y las proteinas. Ambos
plasmidos expresan enormes cantidades de 20S RNA, como se observa tanto en el gel de agarosa
teflido con bromuro de etidio como en el Northern (fig. 44-B). A pesar de que la cantidad de
proteinas totales es similar, segiin comprobamos en el gel de acrilamida tefiido con azul commassie
(no se muestra), mediante Western comprobamos que es necesaria la presencia de la secuencia de
Shine-Dalgarno para la expresion de p91 (Fig. 44-C). Por lo tanto, decidimos utilizar el plasmido
pLOR91 para estudiar si 20S RNA y p91 pueden formar complejos, a pesar de la secuencia extra en

5’ en los transcritos procedentes del plasmido.
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Figura 44. Expresion de p91 y 20S RNA en E. coli. A. Diagrama de los plasmidos construidos
para expresar el RNA y la polimerasa. Los dos son practicamente iguales salvo por la
secuencia de Shine-Dalgarno en pLOR91. B. Cantidad de 20S RNA expresado en E. coli. Tanto
en el gel de agarosa como en el Northern se observa una gran cantidad de RNA resultado de
la transcripcion de los plasmidos. C. Cantidad de p91 expresada en E. coli. La secuencia de de
Shine-Dalgarno es imprescindible para la traduccidon de p91, por lo que el plasmido que
usaremos en los experimentos es pLOR91.

3.3.2 20SRNAY p91 COSEDIMENTAN en E. coli

El primer andlisis para ver si el RNA y p91 expresados a partir de pLOR91 se encontraban
unidos, fue estudiar la sedimentacién en un gradiente continuo de glicerol (10% - 40%) similar al
utilizado para analizar los complejos p91/20S RNA de S. cerevisiae. Parte de la muestra se traté con

RNAsa A (10 pg/ul) antes de la centrifugacion. En la figura 45 se muestra el resultado de estos



gradientes. En la parte A se puede ver cdmo 20S RNA y p91 cosedimentan en las fracciones 11, 12 y
13. En cambio, cuando el RNA ha sido digerido, la proteina estd en una parte distinta del gradiente.

El resultado de la muestra tratada con RNAsa sugiere que p91 y 20S RNA estan asociados en E. coli.
Ademas, esta cosedimentacion depende del RNA, ya que en su ausencia la proteina migra a

fracciones mas ligeras del gradiente tal y como sucede en S. cerevisiae (Garcia-Cuellar et al., 1995).
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Figura 45. 20S RNA y p91 expresados en E. coli a partir del plasmido pLOR91 cosedimentan en un
gradiente de glicerol. A. Geles tefiidos con bromuro de etidio. B. Northern de las mismas muestras. 20S
RNA esta distribuido principalmente entre las fracciones 7-13 (panel izquierdo). C. Localizacién de p91 en
el gradiente mediante Western. En ausencia de 20S RNA (panel derecho) la polimerasa migra hacia
fracciones mas ligeras del gradiente, lo que sugiere que el RNA vy la proteina estan asociados.



3.3.3 INMUNOPRECIPITACION DE LOS COMPLEJOS p91/20S RNA EN E. coli

Para confirmar que 20S RNA y p91 estdn formando complejos en E. coli, el siguiente paso

fue ver si 20S RNA se inmunoprecipitaba con anticuerpos anti-p91.

Se obtuvo el RNA de los inmunoprecipitados, y se detectdé en un Dot Blot mediante una
sonda especifica de la cadena (+) de 20S RNA. 20 RNA esta presente en el inmunoprecipitado, lo
que confirma la formacién de complejos en E. coli (Fig. 46). Como control positivo se utilizé un

extracto de la cepa 924 de S. cerevisiae, que contiene complejos nativos 20S RNA/p91.

Anti-p91
+ -
1
BL21/pLM62+ p
2 E. coli
- BL21/pLOR91
3 - 924 S. cerevisiae

Cadena (+) de 20S RNA

Figura 46. Formaciéon de complejos p91/20S RNA en E. coli. El control
negativo del experimento es la cepa BL21(DE3) transformada con el plasmido
vacio (1). En (2) se analizaron los complejos formados en BL21 transformada
con pLOR91. Como control positivo se usd un lisado de la cepa 914 de S.
cerevisiae (3).

En la figura se observa que hay mas cantidad de 20S RNA inmunoprecipitado a partir del
lisado de S. cerevisiae que en el de E. coli, a pesar de que la transcripciéon de pLOR91 con T7 en esta
cepa es muy elevada (Fig. 44). Esto pareceria indicar que en E. coli no todo el 20S RNA forma
complejos con p91 o bien que nuestras condiciones de inmunoprecipitacién (cantidad de lisado,
anticuerpos anti-p91, ect...) puestas a punto para S. cerevisiae (Esteban et al., 1994) no eran las
Optimas para E. coli. Por ello, en primer lugar hicimos una titulacién de la cantidad de lisado y
anticuerpo necesarios en la inmunoprecipitacion y asi poder estimar a raiz de 20S RNA presente en
el inmunoprecipitado, la cantidad de complejos p91/20S RNA formados en E. coli.

En la figura 47 se muestra el resultado de esta titulacién utilizando diferentes cantidades de
lisado de E. coli. En estas condiciones experimentales observamos que existe una relacion lineal
entre la cantidad de lisado y 20S RNA en el inmunoprecipitado, lo que valida esta técnica para

cuantificar la cantidad de complejos p91/20S RNA en funcion del 20S RNA observado en el Dot Blot.
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Figura 47. Titulaciéon de la cantidad de complejos p91/20S RNA detectados en funcion de distintas
cantidades de lisados de E. coli. A. La cantidad de 20S RNA inmunoprecipitado detectado en el Dot Blot
es proporcional a la cantidad de lisado. B. Diferentes diluciones del lisado original se depositaron
directamente en el Dot Blot para detectar la cantidad de 20S RNA presente. En ambos casos existe
linealidad, lo que indica que la cantidad de muestra que utilizamos es adecuada para la deteccién de los

complejos.

El resultado de la titulacién es particularmente importante en los experimentos que se
muestran a continuacién, en los que estudiamos la especificidad de los complejos p91/20S RNA de

E. coli que tienen mutaciones en el RNA o en la proteina expresados a partir de pLOR91.

Como se ha visto en el apartado 1 de los Resultados, existen ciertas zonas del genoma cuyas
modificaciones afectan a la formaciéon de los complejos p91/20S RNA en S. cerevisiae. Para
comprobar si los complejos ribonucleoproteicos encontrados en E. coli mantienen esa especificidad,
se introdujeron varios cambios en el plasmido de expresién que afectaban tanto a p91, como al
extremo 3’ del RNA expresado. Las modificaciones y el resultado de las mismas se muestran en la

figuras 48 y 49.

Los cambios que modifican p91 se muestran en la figura 48-A y consistieron en 1) introducir
un coddén de parada, de manera que se produce proteina mds pequefia, de tan solo 274

aminoacidos. Esta proteina es incapaz de formar complejos porque le faltan mas de dos tercios de



la molécula. 2) En la otra modificacidon de p91 se alterd el centro catalitico de la enzima, o “zona
GDD”. Experimentos en nuestro laboratorio han demostrado que el cambio de esta secuencia por
los aminoacidos EFD afectan a la actividad de p91 en S. cerevisiae (Esteban et al., 2005). Como se
puede ver en la figura 48-B, la cantidad de complejos que se forman en estos dos mutantes de la

polimerasa disminuye sustancialmente si los comparamos con los del silvestre.
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Figura 48. Los complejos p91/20S RNA en E. coli requieren una polierasa funcional. A. Diagrama de la
proteina p91 expresada a partir de pLOR91 y de las dos versiones modificadas: 1. La mutacién
GDD—EFD destruye el centro activo, y 2. Una proteina truncada con 276 aminoacidos del extremo N-
terminal. B. Expresién de 20S RNA y cantidad de proteinas totales a partir del lisado de E. coli
transformado con los tres plasmidos anteriores. Mediante Western se detecta Unicamente p91 vy el
mutante GDD—EFD que tienen el tamafio completo, no asi la polimerasa truncada, ya que los
anticuerpos solo detectan el extremo C-terminal de p91. C. 20S RNA aparece en los inmunoprecipitados
sélo cuando p91 es silvestre.



En el extremo 3’ de la secuencia del cDNA se introdujeron tres tipos de cambios: el primero
es la modificacidn C4A (pLOR114). En S. cerevisiae esta modificacion afecta a la generacién in vivo
del virus y a la formacion de complejos (Figs. 17 y 25-A). Parece ser que en E. coli, el cambio
disminuye un 20% la formacién de complejos p91/20S RNA respecto del control. Ademas, se
intrudujeron dos cambios que modifican la estructura secundaria del extremo 3’, el primero abre la
base de la estructura (G5C, Fig. 20, pLOR115), y el segundo la altera casi completamente (pLOR121,
Fig. 21). En estos dos mutantes aunque la cantidad de 20S RNA y de p91 expresada a partir de los
plasmidos modificados en 3’ es practicamente la misma, las dos mutaciones afectan
sustancialmente a la formacién de complejos en la bacteria, algo que también ocurre en S.
cerevisiae (muestras 2 y 3 de la figura 49-C). Por lo tanto, la especificidad en la parte 3’ del RNA es la

misma que en S. cerevisiae.

Todos estos datos sugieren que los complejos que se forman en E. coli tienen la misma
especificidad que los de la levadura, e indican, por tanto, que no se requieren factores de S.

cerevisiae para su formacién, inicamente el RNA y la proteina.

De manera similar a lo realizado en S. cerevisiae, decidimos eliminar el plasmido pLOR91 de
la cepa BL21(DE3). Asi, si 20S RNA puede mantenerse de forma auténoma en E. coli en ausencia de
pLOR91, indicaria que pueden replicarse y generar el virus.

pLOR91 se elimind de E. coli realizando réplicas en medio LB sin antibiético. Después de
pases sucesivos se analizaron el RNA vy las proteinas presentes en las células sin plasmido. En la
figura 50 se observa que al desaparecer pLOR91, no encontramos ni 20S RNA ni p91 en E. coli, lo
que indica que 20S RNA no es capaz de mantenerse de forma auténoma en la célula, al contrario de

lo que ocurre en S. cerevisiae.
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Figura 49. Los complejos p91/20S RNA en E. coli requieren las mismas sefiales en cis en 3’ que en S.
cerevisiae. A. Diagrama de la estructura secundaria del extremo 3’ de 20S RNA y de los mutantes C4A
(1), G5C (2) y del RNA que produce una horquilla de sélo 3 bp (3). B. Expresion de 20S RNA y cantidad
de proteinas totales a partir del lisado de E. coli transformado con los cuatro plasmidos anteriores. La
cantidad de p91 detactada mediante Western en todas las muestras es similar. C. La cantidad de 20S
RNA inmunoprecipitado estd afectado las modificaciones introducidas in vitro. Sélo el silvestre puede
formar complejos p91/20S RNA con alta eficiencia.

Esto puede ser debido a dos causas:
1. Estos complejos no son activos en replicacion
2. Aun siendo activos, puede ser la propia traduccién de p91 la responsable, ya que el RNA

viral, en ausencia del vector, carece de la secuencia de Shine-Dalgarno (Fig. 44-A)
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Figura 50. 20S RNA no se mantiene en E. coli de forma auténoma. A. Gel de agarosa
tefiido con bromuro de etidio en el que se analizan los RNAs de la cepa BL21
transformada con pLOR91 (carril 1), y la misma cepa después de eliminar el plasmido
(carril 2). En el panel derecho se muestra el Northern del mismo gel. B. Western de
extractos de las muestras analizadas en A con anticuerpos anti-p91.

Dado que se forman complejos entre p91 y 20S RNA en E. coli, teniamos interés en
determinar si estos eran activos en replicacidn, ya que se trata de una RNA polimerasa, p91, y su

RNA molde, 20S RNA. Para ello utilizamos dos estrategias distintas:

1. Detectar en E. coli las cadenas de polaridad (-), intermediarios en la replicacién viral.
2. Comprobar si los complejos p91/20S RNA formados en E. coli se replican in vitro.
1. Para analizar la presencia de cadenas (-) en E. coli transformada con pLOR91 utilizamos una

sonda especifica de la cadena (-). Ademas del pldsmido estandar, utilizamos como controles
negativos algunos de los plasmidos descritos en los apartados anteriores que tenian modificaciones
en p91 o en el RNA. En el Northern de la figura 51 se observa hibridacion minima de la sonda con
varias especies de RNA, algunas de las cuales se mueven a la altura de 20S RNA y W. Esta sefial, sin
embargo, parece ser inespecifica ya que también aparece en nuestros controles negativos, cepas
transformadas con pldsmidos cuya RNA polimerasa no es funcional (es mas pequefia o estd mutada)
y cepas con modificaciones en la estructura secundaria del RNA. Ademas la cantidad de hipotética
cadena (-) detectada es muy pequefia, ya que la exposicidn de la pelicula ha sido de 50 veces mas

que la de la cadena (+).
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Figura 51. No se detactan cadenas (-) de 20S RNA en E. coli. A. El RNA total de E. coli transformado con
pLOR91 se analizé en un gel de agarosa. Como control negativo se utilizd la misma cepa transformada
con plasmidos cuyos productos de expresidon (20S RNA y p91) no pueden formar complejos. El control
positivo es la cepa 924 de S. cerevisiae, que tiene 20S RNA enddgeno. B. Northern en el que muestras
anteriores se detectan con una sonda especifica de la cadena (+) de 20S RNA. C. Northern en el que las
mismas muestras se detectan con una sonda especifica de la cadena (-). Se indican 20S RNAy W en la
muestra de S. cerevisiae.

2. El siguiente estudio consistié en valorar la actividad RNA polimerasa in vitro a partir de un
lisado de E. coli con complejos p91/20S RNA. Como control positivo se utilizé un lisado de la cepa
924 de S. cerevisiae (Fig. 52-B). En el caso de la levadura se observa la incorporacién de
radiactividad mayoritariamente en 20S RNA, y en menor medida en W (carril 2 de la parte
izquierda). En los lisados en E. coli observamos también incorporacidon en una banda a la altura de
20S RNA (carril 1), pero esta banda, sin embargo, no es sintetizada por p91, sino por la actividad
RNA polimerasa dependiente de DNA presente en el lisado de E. coli. En la reaccidn de replicacion in
vitro el plasmido pLOR91 que lleva el promotor de la RNA polimerasa del fago T7 estd presente, asi
como la T7 RNA polimerasa expresada in vivo. El producto de la transcripcién del plasmido son
moléculas de tamafio y secuencia indistinguibles del posible 20S RNA replicado. Para ver si el RNA
detectado en E. coli procedia de la actividad RNA polimerasa dependiente de DNA, tratamos las
muestras con DNAsa antes de la reacciéon de replicacion (Fig. 52-B, parte derecha). En la
autorradiografia ahora no aparece incorporacién en 20S RNA de E. coli, lo que indica que la sefal

observada en el experimento anterior no es producto de replicacién viral in vitro, y ademas



confirma la idea que teniamos de que los complejos formados en E. coli no son activos en

replicacion.
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Figura 52. No hay replicacion in vitro de los complejos p91/20S RNA formados en E. coli.
A. Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio de la muestra de E. coli BL21/pLOR91 vy la
muestra 924 de S. cerevisiae. B. Reaccidén de replicacién in vitro de los lisados de las
muestras anteiores. Se observa sefal a la altura de 20S RNA en la muestra de E. coli, pero
probablemente sean moléculas sintetizadas por la RNA polimerasa de T7 a partir del
plasmido pLOR91, ya que al digerir la muestra con DNAsa, la sefial desaparece.

Para completar el estudio de los complejos ribonucleoproteicos p91/20S RNA en E. coli,
decidimos compararlos con los formados en su hospedador natural, S. cerevisiae. En el afio 2000 se
demostré que la gran mayoria (sino todo) 20S RNA se encuentra formando complejos con p91 en la
célula (Solorzano et al., 2000). Durante la elaboracién de este trabajo nos hemos dado cuenta que
aunque en E. coli se sintetiza una gran cantidad de transcritos de 20S RNA a partir de pLOR91, la
cantidad de 20S RNA que detectamos en los inmunoprecipitados es mucho menor, lo que parece

indicar que sdlo una pequena parte de los transcritos se encuentran formando complejos con p91.



Pensamos que la causa de la disminucidon de complejos en E. coli podia ser la cantidad de
p91 expresada, por lo que decidimos cuantificar 20S RNA y p91 expresados en S. cerevisiae y en E.
coli (Fig. 53-A). A partir del mismo ntimero de células en ambos organismos (3.0 x 10*°) preparamos
lisados y se analizaron mediante Northern y Western la cantidad de 20S RNA y p91
respectivamente, presentes en diferentes volimenes de los mismos. Se cuantificaron mediante
fosforimager y quimioluminiscencia y como se puede observar, a pesar de la enorme cantidad de
20S RNA expresado en E. coli (aproximadamente 7 veces mas que en S. cerevisiae), la cantidad de
p91 presente es menor que en la levadura (unas 4 veces). Esto indica que aun habiendo sintesis de
20S RNA la eficiencia con la que se traduce la proteina durante el tiempo que dura la induccién con
IPTG no es muy elevada. Por otra parte, estos datos sugieren que la diferencia en la cantidad de
complejos p91/20S RNA formados en la célula la condiciona la cantidad de p91 disponible. Para ver
si esto era asi, a partir de los valores obtenidos en la cuantificacion del Western ajustamos la
cantidad de p91 en las muestras de S. cerevisiae y E. coli y las inmunoprecipitamos con anti-p91
(Fig. 53-C). Tal y como esperabamos, la cantidad de 20S RNA en los inmunoprecipitados en este
caso es equivalente. Esto confirma que es la cantidad de p91 la que determina la formacién de los
complejos con 20S RNA. Calculamos que en E. coli sélo un 3.5% del RNA expresado se encuentra
formando complejos con la polimerasa. Esta baja proporcion ademas de ser debida a la escasa
cantidad de p91 presente en la muestra, podria estar afectada por un ineficiente o incorrecto
plegamiento en E. coli, ya que se trata de un sistema heterdlogo en el que eso no se puede

controlar.

A pesar de los datos numéricos obtenidos, lo realmente importante de los complejos
p91/20S RNA formados en E. coli es que estos complejos, independientemente del porcentaje en el
que existan, son especificos aun siendo en un hospedador heterdlogo. Esto apoya nuestra hipdtesis
de que en S. cerevisiae los complejos se forman sélo con p91 y 20S RNA, y no se requieren

proteinas del hospedador, al menos en estado de reposo.
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Figura 53. El factor limitante para la formacién de los complejos p91/20S RNA en E. coli
es la cantidad de p91. A. Cantidades de 20S RNA en los lisados de S. cerevisiae y E. coli
preparados a partir del mismo numero de células. Volimenes crecientes del lisado (1—8
upl) se separaron en un gel de agarosa. Se muestra el gel tefiido con bromuro de etidio
(panel superior) y el Northern correspondiente hibridado con una sonda especifica de
20S RNA (panel inferior). B. Cantidad de p91 detectada por Western en los mismos
lisados. C. Partiendo de cantidades equivalentes de p91 en ambos lisados se
inmunoprecipité 20S RNA con anticuerpos anti-p91. En la parte inferior de la figura se
comprueba de nuevo la diferencia entre cantidad de 20S RNA en E. coliy S. cerevisiae. Se
ha ajustado el volumen para que haya una cantidad similar de 20S RNA (unas 7 veces
mas en S. cerevisiae).
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1. ESTUDIO DE LAS SENALES EN cis QUE AFECTAN A LA REPLICACION
Y FORMACION DE COMPLEJOS p91/20S RNA

Los genomas de los virus (+)-ssRNA tienen la capacidad de formar estructuras
secundarias y otras de orden mayor, que contribuyen a su estabilidad y participan en
interacciones inter- e intramoleculares. Estas sefiales (o elementos en cis) son muy
importantes en el ciclo de vida del virus y sus funciones no pueden ser complementadas en
trans. Estan involucradas no sélo en la interaccion RNA-RNA, sino también en la unién de
proteinas virales y celulares al RNA durante los procesos de traduccion, replicacion del RNA 'y
encapsidacién en algunos virus. La mayoria de sefiales en cis se localizan en los extremos 5’ y
3’ altamente estructurados de las regiones no traducidas del genoma (UTR), aunque también
pueden estar en la secuencia codificante. Virus humanos como el de la hepatitis A
(Picornaviridae), la hepatitis C (Flaviviridae) o el coronavirus humano (Coronaviridae) tienen

en sus extremos 5’ y 3’ sefiales en cis indispensables para su replicacidon (Liu et al., 2009).

Los narnavirus 20S RNA y 23S RNA tienen genomas ricos en G+C, lo que facilita la
formacioén de estructuras secundarias en el RNA. Estas estructuras no sélo se forman en los
extremos 5’ y 3’, sino que existen a lo largo de todo el genoma. Es, sin embargo, en los
extremos donde se localizan algunas de las sefiales en cis importantes en su replicaciéon y en
la formacién de complejos con sus RNA polimerasas. A partir de datos de genética reversa
con 23S RNA generado con vectores de expresion, se describié la existencia de una sefial
bipartita proxima a su extremo 3’. Esta estaba formada por las Ultimas cuatro citosinas y dos
purinas desapareadas existentes en el brazo de una estructura secundaria adyacente a las
cuatro citosinas (Fig. 53) (Fujimura y Esteban, 2004a).

En este trabajo hemos hecho un estudio similar con 20S RNA, analizando sefales en

cis préximas al extremo 3.

Los plasmidos utilizados en estos experimentos son similares a los empleados en la

generacidn de 23S RNA (Esteban y Fujimura, 2003). Asi se construyd el vector pRE740, que
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lleva el cDNA completo de 20S RNA detrds del promotor constitutivo del gen PGK1 de S.
cerevisiae y la ribozima del virus HDV fusionada al extremo 3’.

Los experimentos de generacion de narnavirus en S. cerevisiae a partir de vectores de
expresion se comenzaron con 23S RNA ya que todas las cepas de las que se disponia en ese
momento llevaban 20S RNA. No fue hasta el afio 2005 cuando obtuvimos la cepa 2928-4,
derivada de la 2928, que habia perdido 20S RNA enddgeno durante la generacion de 23S RNA
(Esteban et al., 2005). Esta es la cepa receptora en la mayoria de los experimentos descritos
en este trabajo, especialmente en los apartados 1 y 3 de los Resultados. Adicionalmente
hemos usado cepas delecionadas procedentes de la coleccién EUROFAM que derivan de la
cepa BY4741, y que carecen de 20S RNA. En ambos fondos genéticos hemos comprobado
que la frecuencia de generacién de 20S RNA a partir del plasmido pRE740 (y su derivado con
marcador seleccionable URA3, pRE763) es muy alta (mas del 70% de las células adquieren el
virus y este se mantiene una vez eliminado el plasmido) lo que nos ha permitido analizar las
sefiales en cis necesarias para la replicacién de 20S RNA mediante genética reversa.

Tanto pRE740 como pRE763 se han utilizado para generar 20S RNA a partir de las
cadenas (+) o gendmicas, pero ademds hemos conseguido generar el virus a partir de las

cadenas (-) o antigendmicas.

El estudio de las cadenas (-) de 20S RNA se llevd a cabo utilizando un sistema de dos
plasmidos, ya que la orientacion de esta cadena hace imposible la generacidon del virus al no
poder traducirse el transcrito. En este caso necesitamos un segundo vector que produce una
polimerasa en trans que puede unirse a la cadena (-) expresada a partir de otro plasmido,
formar complejos y replicar el RNA para generar el virus. A pesar de utilizar dos plasmidos
muy parecidos, hemos observado que no hay recombinacién entre los transcritos expresados
a partir de ellos en base a varios criterios: 1) cada plasmido lleva 20S RNA clonado en sentido
contrario. 2) Al modificar la zona GDD del plasmido que produce la polimerasa, no se
produce el virus a pesar de que esa secuencia esta intacta en el segundo vector. 3) Si se
cambia la secuencia de corte de la ribozima GGG—AAA en el pldsmido molde, no se puede
generar 20S RNA. La eficiencia en la generacidn de 20S RNA es muy alta, similar a cuando se
usa un plasmido, y ademds hemos comprobado que efectivamente, los virus generados
proceden de la cadena (-), ya que esta contiene un sitio Smal que le diferencia de las cadenas
(+) generadas a partir del plasmido de la polimerasa. Por lo tanto, este sistema también ha

permitido hacer genética reversa para estudiar las sefiales en cis de la cadena antigendmica.
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En este trabajo hemos demostrado la existencia de sefiales en cis en el extremo 3’ de
las cadenas (+) y (-) del virus. En paralelo, hemos visto que tal y como ocurre en 23S RNA, las
sefiales importantes en replicacién también lo son para la formacion de los complejos
ribonucleproteicos. Tanto la cadena (+) como la (-) tienen en su extremo 3’ una estructura
secundaria en forma de horquilla seguida de cuatro citosinas desapareadas que consituyen el
final de la molécula de RNA (Fig. 53). En ambos casos la tercera y cuarta citosinas son
esenciales para la replicacidn viral, ya que su modificacidon a adenina impide la generacién de
20S RNA. Sin embargo, al modificar o eliminar los ultimos dos nucleétidos, o al afiadir bases
en el extremo 3’, los virus generados siempre tienen cuatro citosinas en la secuencia terminal
(...CCCC-OH). Esto indica que aunque la primera y segunda no sean esenciales para la
generacion, es necesario que el extremo finalice con cuatro citosinas. Ademds también indica
que existe un mecanismo capaz de corregir las modificaciones introducidas in vitro en el

extremo 3’ para que siempre termine en cuatro Cs.
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La estructura secundaria en horquilla adyacente al extremo 3’ también es importante
en la replicaciéon de 20S RNA, ya que hemos comprobado que los cambios que modifican la
longitud del brazo hacen inviable la generacidon del virus. Esto indica que la secuencia
primaria del brazo no es importante, y tampoco parece serlo la del bucle, pero si lo es la
existencia del brazo en la horquilla. En el caso de la cadena (+) también hemos analizado
parcialmente la segunda estructura secundaria adyacente (nt. 38 - 91), mas compleja

todavia. Aunque los cambios estudiados no han sido numerosos, ninguno de ellos afecta a la
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generacién de 20S RNA, y por tanto, esta estructura no parece ser importante en la
replicacion del virus.

Recientemente se ha demostrado en nuestro laboratorio que la unién de p91 a 20S
RNA tiene lugar en los extremos 5’ y 3’ de la molécula y en menor medida en la zona central.
En este trabajo hemos confirmado que la polimerasa in vivo se une al extremo 3’, ya que
cambios en ciertas zonas de la secuencia y la estructura secundaria afectan a la formacién de
complejos. También sabemos que el lugar de unién en 5’ tiene lugar en la segunda estructura
secundaria adyacente al extremo 5 (nucledtidos 72 - 104), que ademas también tiene

sefiales en cis para la replicacidn del virus (Fujimura y Esteban, 2007).

Esta correlacion entre replicacién y formacion de complejos también se observa en el
virus 23S RNA (Fujimura y Esteban, 2004a). Creemos que la formacién de los complejos
estabiliza el genoma viral y lo proteje de los mecanismos de degradacion de mRNAs del
hospedador. Ya que 20S RNA carece de cdpsida, no tiene cola de poli(A) y probablemente sin
cap es un buena diana para los sistemas de degradacidn, por lo que su proteccidn mediante
la unidn a p91 es esencial para su supervivencia. Todos aquellos cambios que pongan en
peligro la estabilidad del complejo se traducen como ausencia de generacion del virus a

partir de nuestros vectores de expresion.

REPARACION DE LOS EXTREMOS 3’ EN LAS CADENAS (+) Y (-) DE 20S RNA

Los virus con genomas lineales deben desarrollar mecanismos para poder reparar sus
extremos 3’, ya que durante la replicacion el RNA estd expuesto a la degradacion por
nucleasas. Debido a que su replicacion comienza en el extremo 3’, existen muchas

posibilidades de que existan mecanismos de proteccidn y reparacion de sus extremos.

En este trabajo hemos realizado experimentos en los que hemos modificado los
extremos 3’ de las cadenas (+) y (-) de 20S RNA en el vector de expresidon bien afadiendo

bases extra, bien eliminando o modificando las ultimas citosinas de la secuencia.

La adicidon de bases en el extremo 3’ de la secuencia (delante de la ribozima) no
afecta a la generacion de 20S RNA y esas bases adicionales se eliminan durante este proceso.
Dado que el genoma viral es una molécula de RNA monocatenario sin poliadenilar, la
actividad responsable de la eliminacion de estos nucleétidos podria ser la llevada a cabo por
el complejo multiproteico del exosoma, que degradaria la molécula en direccidon 3'—5’ hasta

llegar hasta las cuatro Cs del extremo, que aunque sean monocatenarias, probablemente
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estén protegidas por p91. Datos obtenidos en el laboratorio indican que si se aumenta el
tamaio de la secuencia extra entre el extremo 3’ viral y el sitio de corte de la ribozima, se
disminuye enormemente la eficiencia de generacién de 20S RNA, ya que el exosoma elimina
los nucledtidos uno a uno (Esteban R., resultados sin publicar).

Por otra parte, el mecanismo responsable de la reparacion de las bases modificadas
(C1A, C2A) o eliminadas en el extremo 3’ de 20S RNA también es desconocido, aunque

existen varias posibilidades que se resumen a continuacion:

a) Formacidn de estructura en panhandle (mango de sartén): Se podria formar debido
a las repeticiones invertidas de los extremos 5 y 3’ de la secuencia. Deleciones o
modificaciones en 3’ podrian ser reparadas usando la secuencia del extremo 5’ como molde,
como ocurre en uno de los sistemas de reparacion del Virus Dengue (DEV) (You vy
Padmanabhan, 1999). Pero este no parece ser el caso, porque se ha visto que modificaciones
simultaneas en los extremos 3’ y 5 de 23S RNA se corrigen (Fujimura y Esteban, 2004a).

Suponemos que en el caso de 20S RNA ocurre algo similar.

b) Magquinaria de la RNA polimerasa: Las RdRp introducen a menudo errores que
pueden reparar. Si faltan nucledtidos en el extremo 3’, se afladen las bases correctas en las
nuevas cadenas nacientes durante la replicacion. En el caso del virus dengue tipo 2 (DEV-2),
es la actividad nucleotidil transferasa de la RdRp la que afade los nucledtidos eliminados en
el extremo 3’ sin molde (Teramoto et al., 2008). En algunos virus, como en el TCV (Turnip
crinkle carmovirus) se ha descrito que se pueden reparar deleciones de hasta 6 nt del
extremo 3’ utilizando oligonucledtidos de 4 - 8 nt producidos por la sintesis abortiva de la
replicasa viral usando el extremo 3’ del RNA gendmico como molde (Nagy et al., 1997; Guan
y Simon, 2000). Esto no puede ocurrir durante la generacién de 20S RNA a partir de vectores,
ya que en la célula no hay moléculas con la secuencia completa que sirvan como molde para
la sintesis del extremo 3’ adecuado. Una vez generado el virus, o en 20S RNA enddgeno

podria ocurrir este mecanismo, pero esto es algo que desconocemos.

c) Factores del hospedador: En muchos virus, como en los narnavirus, la estructura
secundaria de su extremo 3’ se parece bastante al Top half domain de los tRNA (Mans et al.,
1991; Fujimura y Esteban, 2004a). El brazo aceptor y el brazo T forman una estructura muy
parecida a la estructura secundaria del extremo 3’ de 20S RNA; esta consiste en un brazo de
12- 13 bp y el bucle TWC de 7 nt (Fig.54). Estos RNAs virales podrian ser, por tanto,

aminoacetilados y funcionar como sustrato de la tRNA nucleotidil transferasa (CCA-Adding
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enzyme) que puede afiadir las bases CCA en el extremo 3’ de la secuencia del tRNA. Esta
enzima usa CTP y ATP para reparar el extremo 3’ de los tRNAs o estructuras similares
catalizando la adicién de los nt CCA independientemente del molde (Cho et al., 2002). Se
cree que esta enzima podria estar implicada en la reparacién del extremo 3’ del Virus del
mosaico del Bromo (BMV, Brome Mosaic Virus) (Hema et al., 2005). Existen algunas
evidencias que sugieren que este podria ser el mecanismo que tiene lugar en la reparacién
del extremo 3’ de 20S RNA:

- Un 20-30% de las moléculas analizadas (tanto cadenas (+) como (-)) tienen una A en su
extremo 3’ (...CCCC(A)-OH) (Rodriguez-Cousifio y Esteban, 1992; Rodriguez-Cousifio et
al., 1998) lo que también ocurre en 23S RNA (Esteban, 1993).

- La estructura secundaria del extremo 3’ de ambas cadenas se parece mucho al top half
domain del tRNA (tRNA like sequence, TLS). Estas estructuras aumentan la estabilidad
del RNA y favorecen el inicio de la sintesis de la cadena (-) entre otras funciones (Hema
et al., 2005). Estas estructuras son reconocidas por enzimas tales como las aminoacil
tRNAs sintetasas (Shi et al., 1992; Schimmel y Ribas de Pouplana, 1995). El nucleétido
aceptor del grupo CCA no debe estar apareado, como es el caso del extremo 3’ de 20S
RNA. En nuestro caso corresponderia a la tercera citosina del extremo 3’, lo que podria
explicar por qué esa base es esencial en la replicacién de 20S RNA y no puede ser

delecionada.

EXTREMOS 3’ DE 20S RNA

CADENA (+) CADENA (-) tRNA™
u c Ra
u ¢ u N Bucle TWC
u C U U
A 2SS c A ::
c-G u A N-N
U-A u u —R-Y
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il I 53 12bp | N7\
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G-C G-C ﬁg
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V  c-Gceccc(a)-oH C-GCCCC(A)-OH WV C-GACCA-OH

Figura 54. Comparacion de las estructuras secundarias de las cadenas (+) y (-) de 20S RNA con el top
half domain de un tRNA"™". Los tres RNAs tienen una estructura secundaria similar, lo que sugiere que
el extremo 3’ de 20S RNA podria ser sustrato de la CCA-adding enzyme de S. cerevisiae. La (A) indicada
en las estructuras de 20S RNA corresponde a la adenina afiadida postranscripcionalmente encontrada
en alrededor de un 20% de la poblacion. El Top Half Domain del tRNA™" eucariético procede de
(Sprinzl et al., 1989). Y, Ry N corresponden a pirimidina, purina y cualquier base respectivamente.
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2. EFECTO DE LA EXONUCLEASA XRN1/SKI1 SOBRE LA GENERACION
Y EL MANTENIMIENTO DE 20S RNA

Durante el ciclo de vida de un virus se requieren tanto factores virales como del
hospedador. En los virus ss-(+)RNA hay proteinas del hospedador participando en la
replicacion del genoma viral y su traduccién (chaperonas, helicasas de RNA, factores de
decapping...). El papel y funcidn de cada factor es diferente dependiendo del virus, pero en
todos los casos el objetivo del virus es su supervivencia. Aunque todavia quedan muchos
datos por esclarecer en la replicacion y traduccion de 20S RNA, suponemos que tiene que
haber una cooperacién involuntaria de S. cerevisiae que permita la propagacién del virus.

Por otra parte, teniendo en cuenta que 20S RNA se localiza en el citoplasma y su
genoma no esta encapsidado en viriones, podria ser sensible a la degradacién por
exonucleasas celulares. Una de las estrategias de supervivencia viral podria consistir en
evadir las nucleasas implicadas en los mecanismos de vigilancia celular. Los virus
pertenecientes al otro género de la familia Narnaviridae, los mitovirus, se localizan en las
mitocondrias de su hospedador. Esta diferencia implica que su genoma se ha tenido que
adaptar a otro entorno, utilizando el cédigo genético mitocondrial para traducir su RdRp
(Cole et al., 2000). Asimismo, puede haber desarrollado estrategias para protegerse de las
nucleasas mitocondriales como Pet127 (Fekete et al., 2008). Sus genomas son ricos en A+U, a
diferencia de los narnavirus, y no hay datos sobre la formacién de estructuras secundarias
que le puedan proteger. Tampoco se sabe cdmo llegaron a las mitocondrias de su

hospedador.

EFECTO DE XRN1/SKI1 EN LA GENERACION DE 20S RNA

En este trabajo hemos demostrado que la generacion eficiente de 20S RNA en S.
cerevisiae a partir de vectores depende del gen XRN1/SKI1. La exonucleasa Xrnlp es la
principal RNAsa citoplasmatica de esta levadura, encargada de la degradacion de los mRNAs
en direccion 5'—3’ (Larimer et al., 1992). Nuestros datos indican que Xrnlp es la enzima
responsable de la eliminacién de los 47 nucledtidos de secuencia no viral presente en el
extremo 5’ de los transcritos generados a partir del vector pRE740 (o de sus derivados) en
base a varias observaciones. 1) En primer lugar, a medida que disminuye la longitud de la

secuencia no viral en 5 aumenta la eficiencia en la generacidn del virus. 2) Ademas, al
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expresar el gen XRN1 a partir de un pladsmido centromérico en la cepa XRN14, 20S RNA se
genera con la misma eficiencia que en la cepa silestre. 3) Por Ultimo, si en el experimento
anterior se modifican dos aminodacidos necesarios para la actividad exonucleasa (D206A,
D208A), el virus de nuevo tiene muchos problemas para generarse, lo que indica que
realmente es esta actividad la responsable de eliminar la secuencia de 47 nt procedente del
vector. Esto ademds sugiere que la secuencia no viral en 5’ procedente del vector debe ser
eliminada para generar el virus, ya que el transcrito a pesar de tener la secuencia completa
de 20S RNA no sirve de molde. Todo esto indica que en el extremo 5’ del genoma viral
existen sefales en cis importantes en replicacion, por lo que las cuatro guaninas en dicho
extremo no pueden funcionar como promotores cuando se encuentran internamente en la
molécula.

A pesar de la baja eficiencia con la que 20S RNA se genera en una cepa XRNIA,
finalmente se consiguen cepas XRN1A con el virus generado a partir de vectores. En este
caso, probablemente la eliminacién de secuencia no viral en el extremo 5 se deba a la
actividad citoplasmatica residual de la exonucleasa 5’—3’ nuclear, Ratlp (Johnson, 1997). En
las mitocondrias de S. cerevisiae existe otra exonucleasa 5'—3’ Pet127p, responsable del
procesamiento del mRNA (mitochondrial RNA), pero no se ha visto que pueda sustituir

funcionalmente a Xrnlp (Fekete et al., 2008).

Como Xrnlp actua sobre RNAs con extremo 5 monofosfato originados después de
haber perdido el grupo cap durante el decapping de los mensajeros, es ldgico pensar que
factores que participan en este paso previo tengan también efecto sobre la generacién de
20S RNA. Para comprobar si hay otros factores de S. cerevisiae que puedan afectar a la
generacion de 20S RNA, se ha generado el virus en mutantes relacionados con decapping de
mMRNAs. Se ha comprobado que la ausencia de alguno de los factores del complejo Lsm1p-
7p/Patlp (Lsmlp, Lsm6p, Lsm7p y Patlp) no afecta a la generacion del virus, asi como el
potenciador de decapping Edclp. Sélo se ha encontrado que en el mutante DHHI1A, que
codifica una helicasa de RNA, no se puede generar 20S RNA, independientemente de la
secuencia no viral en el extremo 5’, pero no tiene problemas en mantenerlo cuando se
introduce en la célula por citoducion. Esto indica que DHH1 no se requiere para la replicacién
de 20S RNA pero probablemente sea necesario para procesar el transcrito primario a partir

del vector (Esteban et al., 2008).
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EFECTO ANTIVIRAL DE LOS GENES SKI

Los genes SKI se describieron inicialmente como genes cuyas mutaciones producian
un incremento de la cantidad de toxina killer en S. cerevisiae, lo que hacia que estas cepas
fueran superkiller frente a otras killer (Ridley et al., 1984). En la cepa XRN1A/SKI1A, el
numero de copias de algunos virus killer aumenta espectacularmente, como es el caso del
virus L-A (incremento de 5-10 veces respecto a la cepa silvestre) (Esteban et al., 2008). En
otros sistemas de virus heterdlogos como el TBSV (Tomato bushy stunt virus), al expresar su
genoma en una cepa XRN1A de S. cerevisiae el nUmero de copias de su genoma aumenta 10-
50 veces (Serviene et al., 2006). Estos datos sugieren que el gen XRN1/5KI1 es el responsable
del control del nimero de copias de algunos virus, es decir, ejerce un efecto antiviral.
Nuestros datos muestran que la sobreexpresién de la exonucleasa Xrn1p/Skilp da lugar a la
eliminacion del virus L-A en la célula con una alta frecuencia, algo que no ocurre si el dominio
exonucleasa esta modificado. El nimero de copias del virus 20S RNA, sin embargo, no se ve
afectado por Xrnlp. Sin embargo, cuando estd sobreexpresada disminuye ligeramente la

cantidad de 20S RNA, aunque no consigue eliminar el virus.

El genoma de L-A es bicatenario y esta encapsidado en viriones, pero creemos que
los intermediarios de replicacidn, los transcritos de polaridad positiva que salen al citoplasma
para traducirse y encapsidarse en nuevos viriones, pueden ser degradados en el citoplasma
de S. cerevisiae en direccién 5’—3’ por Xrnlp. Estas moléculas, asi como el genoma de 20S
RNA podrian ser diana de la exonucleasa, aunque como he mencionado anteriormente el
mantenimiento de 20S RNA no se ve afectado, sélo su generacién. La razén por la que 20S
RNA es resistente a la accion de la exonucleasa, incluso cuando estd sobreexpesada en la
célula, parece que reside en la estructura secundaria de su extremo 5’ (Fig. 36). La secuencia
del genoma de 20S RNA comienza con cuatro guaninas. Este nucledtido es muy resistente a
la exonucleasa Xrnlp (Decker y Parker, 1993; Stevens, 2001). Ademas, el extremo se
encuentra formando parte de una fuerte estructura secundaria en forma de horquilla. La
combinacion de estos dos elementos, confieren al genoma de 20S RNA una gran proteccion
frente a la digestidn exonucleolitica de Xrnip.

De igual manera, la sensibilidad del virus L-A a la actividad de Xrnlp puede ser
consecuencia de su secuencia primaria y de la ausencia de una estructura secundaria fuerte
similar a la de 20S RNA en el extremo 5’ de su genoma. La cadena (+) comienza con una zona
muy rica en A+U (mas sensible a exonucleasas) que unido a la ausencia de una estructura

secundaria, hace L-A sea mas susceptible a la accién de Xrnlp. Experimentos en nuestro
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laboratorio con Xrnlp purificada, confirman que, de hecho, la cadena (+) de L-A es sensible a

su digestion, mientras que 20S RNA no (Fujimura, T., resultados sin publicar).

Respecto a otros genes SKI, se ha visto cémo el nimero de copias de 20S RNA
aumenta en ausencia de los genes del complejo SKI (SKI2, SKI3 o SKI8), SKI7 (Fig. 37) u otros
componentes del exosoma como SK/4 (Matsumoto et al., 1990; Esteban R., datos sin
publicar). Estos genes, ademas de estar implicados en la degradacién de mRNAs en direccién
3’—5’ por el exosoma, se ha descrito que suprimen la expresion de RNAs que carecen de cola
de poli(A), algo comin en RNAs virales (Widner y Wickner, 1993; Masison et al., 1995;
Searfoss y Wickner, 2000). En la actualidad, no sabemos cémo su ausencia afecta al nimero
de copias del genoma de 20S RNA, pero datos en nuestro laboratorio con 23S RNA sugieren
que la degradacion principal del RNA viral ocurre en sentido 3'—5’ (Ramirez-Garrastacho, M.,

datos sin publicar).

3. LOS COMPLEJOS RIBONUCLEOPROTEICOS p91/20S RNA EN
REPOSO NO NECESITAN FACTORES DEL HOSPEDADOR

Los complejos p91/20S RNA son clave para entender la replicacién del virus 20S RNA
en S. cerevisiae. Consideramos entidad viral al complejo ribonucleoproteico formado por la
RdRp p91 y el genoma viral, 20S RNA. Por ello estamos interesados en caracterizarlos mejor.
Los trabajos previos realizados en nuestro laboratorio nos han permitido conocer algunas de
sus propiedades, desde su deteccion y especificidad de la unién (Garcia-Cuéllar et al., 1995),
hasta determinar qué zonas del RNA son a las que se une p91 (Fujimura y Esteban, 2007).
También sabemos que todo el 20S RNA presente en la célula se encuentra formando
complejos y la estequiometria del RNA y la proteina (Soldrzano et al., 2000). Todas estas
caracteristicas podrian estar relacionadas con el hecho de que el virus 20S RNA carezca de
capsida o virién que proteja su genoma de las exonucleasas celulares, abundantes en el
citoplasma. En este sentido, es posible que p91 actie como una pseudocapsida que protege
al RNA, lo que explicaria que la union tenga lugar principalmente en los dos extremos del
genoma, protegiéndolos. Esta proteccion del RNA en 5’ y 3’ no sdlo depende de esta union,

ya que como hemos visto en este trabajo, las estructuras secundarias que forma el genoma
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del virus ofrecen una defensa fuerte frente a los sistemas de degradacion de mRNAs en S.

cerevisiae.

En cualquier caso, cuando nos referimos a los complejos p91/20S RNA es importante
comprender el estado metabdlico en el que se encuentran. Si bien todas las consideraciones
anteriores estan hechas sobre los complejos que denominamos “estaticos” o “en reposo”, es
evidente que existen complejos dinamicos, que se estan replicando activamente para dar
lugar a las cadenas (-) a partir de las cadenas (+) y viceversa (Fig. 5, ciclo replicacidon virus).
Estos complejos y sus intermediarios de replicacién han sido estudiados en detalle en
nuestro grupo, e incluso se ha propuesto un posible mecanismo de replicacién viral (Fujimura
et al., 2005; Esteban, 2006). Segun esta hipdtesis podria haber hasta dos moléculas de p91
formando parte de los complejos activos en replicacion: una polimerasa unida al molde y la
que lo estd replicando. Al acabar la sintesis tanto el molde como el producto se liberan
unidos a una proteina de nuevo en forma de complejos con una estequiometria

RNA:proteina de 1:1.

Durante los momentos en los que los complejos son activos en replicacion, asi como
durante la traduccion de p91, es necesario que participen factores de S. cerevisiae. Dado que
estos complejos dinamicos son muy dificiles de analizar, decidimos averiguar qué ocurre en
los complejos en reposo. De ellos sabemos la estequiometria del RNA y la polimerasa del
complejo, pero no si existe alguna proteina del hospedador necesaria para su formacion o
estabilizacion.

Para responder a esta pregunta, en este trabajo se han seguimos tres aproximaciones

experimentales:

1. Intento de purificacién de los complejos p91/20S RNA

2. Caracterizacién de las posibles proteinas unidas al complejo utilizando
anticuerpos anti-p91

3. Andlisis de proteinas unidas a complejos formados con p91 fusionada a la GFP y

20S RNA. En este caso los anticuerpos utilizados fueron anti-GFP

Para purificar los complejos p91/20S RNA utilizamos una metodologia clasica de
purificacién de proteinas basada en el coeficiente de sedimentacion de los mismos:
centrifugaciones diferenciales seguidas de gradientes de glicerol. Incluso intentamos

enriquecer posteriormente las fracciones del gradiente que contenian los complejos en geles
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de agarosa nativos (no se mostré el resultado por problemas de degradacién del RNA de la
muestra). De esta forma, a pesar de enriquecer los complejos p91/20S RNA de la muestra
alrededor de 300 veces, siempre habia un numero variable de proteinas de S. cerevisiae
cosedimentando con los ellos. Estas proteinas, sin embargo, parecen ser inespecificas, ya que
se encuentran en las mismas fracciones del gradiente en una cepa isogénica sin el virus. Una
de las mas abundantes es la chaperona Hsp26p, que forma agregados de aproximadamente
600 kDa. Aunque esta proteina cosedimenta con 20S RNA, sin embargo no esta relacionada
con el virus (Widner et al., 1991).

Para tratar de eliminar la mayor parte de proteinas inespecificas de la fraccion e
intentar caracterizar las posibles proteinas unidas a los complejos, los inmunoprecipitamos
con anticuerpos anti-p91 y analizamos las proteinas presentes mediante tincidon con plata.
Esta técnica nos dio datos poco fiables debido a la presencia de IgG en las muestras. Por ello
se realizé un marcaje in vivo con >°S y se analizaron las proteinas que acompafian a p91 en el
inmunoprecipitado. Con esta técnica, mucho mas resolutiva, comprobamos que las pocas
proteinas que aparecen coinmunoprecipitando con p91 y 20S RNA también son
inespecificas, ya que aparecen en la cepa control que no tiene 20S RNA.

Obtuvimos un resultado similar utilizando anticuerpos anti-GFP, aprovechando que in
vivo también se pueden formar complejos entre el RNA y la proteina de fusidn p91-GFP
expresada a partir de vectores. La metodologia es diferente y a pesar de que el resultado
obtenido fue menos limpio que en el caso anterior, las proteinas que acompafian a los

complejos parecen ser de nuevo inespecificas.

Todos los datos sugerian que en la formacién de complejos en reposo sélo participan
p91y 20S RNA, sin necesidad de otras proteinas de S. cerevisiae. Por lo tanto, cabria esperar
gue también se pudieran formar complejos en un organismo heterdlogo en el que se exprese
el RNA y la proteina. Si se forman en otro sistema, es que realmente no intervienen proteinas

de S. cerevisiae para su formacion.

EXPRESION DE 20S RNA EN UN SISTEMA HETEROLOGO: E. coli

El uso de organismos heterdlogos para la expresidn de virus es algo habitual como lo
demuestran los trabajos de P. Ahlquist en los que estudia la replicacién del virus del mosaico
del bromo (BMV, Brome Mosaic Virus) en S. cerevisiae (Janda y Ahlquist, 1993; Noueiry y
Ahlquist, 2003) o los de P. Nagy con el virus ramificado del tomate enano (Tomato Bushy

Stunt Virus) (Panavas y Nagy, 2003; Pogany y Nagy, 2008). La expresién de parte de los
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componentes virales en S. cerevisiae ha permitido establecer un modelo de replicacién para

estos virus e identificar algunos factores de la levadura necesarios en su replicacion.

La formacion de complejos p91/20S RNA en E. coli requiere la correcta expresion de
20S RNA y p91 a partir de plasmidos; para la traduccién de p91 la secuencia de Shine-
Dalgarno en la parte 5’ de transcrito es esencial. Observamos que tanto el RNA como la
proteina cosedimentaban en gradientes de glicerol de igual maneral que lo hacen los de
S.cerevisiae. Este dato sugiere que ambas moléculas estan asociadas en E. coli, lo que
confirmamos inmunoprecipitando los complejos con anti-p91. A pesar de que la cantidad de
20S RNA expresada en E. coli a partir de la T7 RNA polimerasa es muy superior a la que existe
normalmente en S. cerevisiae, la cantidad de complejos formados con p91 es muy inferior
(s6lo un 4% del 20S RNA expresado en E. coli estd formando complejos) debido a que sélo un
bajo porcentaje de p91 parece traducirse en nuestras condiciones experimentales. Por lo
tanto, la poca cantidad de proteina expresada limita el nimero de complejos que se pueden
formar. No sabemos si la escasa cantidad de polimerasa se debe a un problema en la
traduccion del RNA o a que las proteinas expresadas tienen problemas en su plegamiento, lo
gue implicaria que no se unieran correctamente al RNA. En cualquier caso, estos complejos
formados en E. coli son especificos, ya que mutaciones en la polimerasa y el RNA afectan a su

formacidn de igual manera que en S. cerevisiae.

Ya que p91 es una RdRp y 20S RNA su molde, éSe replican los complejos en E. coli?
¢Podria llegar a generarse el virus a partir de vectores de forma similar a lo que ocurre en S.
cerevisiae? Los datos experimentales presentados en este trabajo indican que no es asi,

debido a tres observaciones:

1. Aleliminar el plasmido de las células de E. coli no hay 20S RNA ni p91.

2. No parecen existir las cadenas (-), intermediarios en la replicacion de 20S RNA.

3. Consistente con el dato anterior, complejos enriquecidos procedentes de E. coli
no son activos en replicacion in vitro, en condiciones en las que si lo son los
procedentes de S. cerevisiae. Esto indicaria que aunque la proteina (p91) y el RNA
(20S RNA) pueden asociarse en E. coli para formar complejos estables y

especificos, la replicacion requiere factores propios de la levadura.

Como conclusion, todos los datos obtenidos indican que no son necesarias proteinas

de S. cerevisiae para la formacion de los complejos en reposo. Esto parece ldgico, ya que el
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virus en este estado se comporta como una forma de resistencia. Estos complejos se forman
después de que la célula haya sido sometida a condiciones de estrés, por lo que el gran
aumento de virus en estas circunstancias tendria como objetivo asegurar su propagacion en
las células que sobrevivan. En situaciones en las que peligra la supervivencia de un
organismo, hay que ahorrar energia y reducir el metabolismo todo lo posible. Por ello, 20S
RNA en estas condiciones no necesita ningin tipo de factor para sobrevivir en su

hospedador.

Respecto a los factores necesarios durante la replicacién activa de 20S RNA, ¢Seria
posible estudiarlos en S. cerevisiae? Ya que se trata de algo dinamico, se podrian utilizar
mutantes de la levadura que no pueden mantener 20S RNA, o en su defecto, que tengan su
cantidad muy disminuida. Pero en este caso surgen problemas, debido a que no hay fenotipo
asociado a la presencia de 20S RNA que permita estudios sistematicos en colecciones de
mutantes (Ej. EUROFAM). Si se pueden estudiar grupos especificos de genes que se sospeche
qgue puedan afectar al metabolismo del RNA, como por ejemplo los genes SK/, que aunque no
influyan directamente sobre la replicacidon de 20S RNA, el efecto sobre el nimero de copias
del virus puede ser indicativo de su implicacidn en la estabilidad o persistencia.

De modo alternativo, podriamos ver si la presencia del virus, que es persistente,
puede modificar o alterar la expresién de determinados genes del hospedador. El aumento
en la expresién de uno o varios genes indicaria que se requieren esos factores, mientras que
con la disminucién se esperaria el papel contrario. Datos preliminares con arrays de DNA
indican que sélo hay un pequefio nimero de genes cuyo patrén de expresion estd alterado
por la presencia de 20S RNA. En nuestro grupo se esta llevando el estudio detallado de
alguno de ellos con la esperanza de obtener informacion acerca de la interrelacidon que

puede haber entre la replicacidn del virus y el metabolismo del hospedador.
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CONCLUSIONES

Las conclusiones del trabajo experimental descrito en esta memoria son:

Es posible generar el narnavirus 20S RNA en S. cerevisiae a partir de su cDNA clonado en
vectores de expresion. El virus generado es estable y se comporta igual que el endégeno.
20S RNA se puede generar tanto a partir de la cadena gendmica como de la antigendmica.
En este segundo caso se requiere un segundo vector que exprese en trans la polimerasa

p91l.

Mediante genética reversa hemos detectado la existencia de sefiales en cis importantes en
replicacion en los extremos 3’ de ambas cadenas. En los dos casos, esta seiial estd
compuesta por las cuatro ultimas citosinas y la estructura secundaria en horquilla
adyacente a las mismas. En esta estructura es importante la longitud del brazo, no asi su
secuencia primaria ni la secuencia del bucle. Respecto a las cuatro citosinas, la terceray la
cuarta (desde el extremo 3’) son necesarias para la generacion del virus, no asi la primera y
segunda que sin embargo, se recuperan en los virus generados en rondas subsiguientes de

replicacion.

Existe in vivo un sistema de reparacion muy eficiente para las dos ultimas bases de los
extremos 3’ de 20S RNA, que siempre tienen que ser citosinas. Actualmente no conocemos

como tiene lugar la reparacién de ambas cadenas.

Las sefiales en cis importantes en la replicacion de 20S RNA son ademads seinales para la
formaciéon de complejos ribonucleoproteicos con p91, resaltando la importancia de la
formacién de los mismos en el ciclo de replicacién del virus. Modificaciones que afectan a

la unién del RNA con p91 no permiten generar 20S RNA a partir de vectores.

En la generacion de 20S RNA, la exonucleasa Xrnlp es la responsable de eliminar la
secuencia no viral en 5’ presente en los transcritos primarios expresados a partir del
vector. Xrnlp, sin embargo no afecta al nimero de copias de 20S RNA una vez generado. El
inicio de su secuencia con cuatro guaninas y una fuerte estructura secundaria en 5’ podria

proteger su genoma contra la degradacion por esta exonucleasa.
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Conclusiones

Algunos genes relacionados con la actividad del exosoma como SKI2, SKI3, SKI7 y SKI8
tienen cierto efecto antiviral en S. cerevisiae, ya que en su ausencia la cantidad de 20S

RNA aumenta de 2 a 5 veces.

La formacion de los complejos ribonucleoproteicos p91/20S RNA en reposo ho requiere
proteinas de S. cerevisiae. Hemos detectado su formacién en un organismo heterélogo
como E. coli cuando 20S RNA y su polimerasa se expresan a partir de plasmidos. Los

complejos formados en E. coli sin embargo, no son activos en replicacién.



ANEXOS

l. TABLAS

1. PUBLICACIONES

“iNos ladran Sancho! Seiial de que avanzamos”

MIGUEL DE CERVANTES




Anexo | 119

ANEXO |

TABLA 1: Estirpes empleadas en este trabajo

Nombre Caracteristicas Origen
Saccharomyces cerevisiae
2928 a ura3 his3A1 trpl. 20S RNA, 23S RNA-o, L-A-o, L-BC Esteban (2003)
2928-4 a ura3 his3A1 trpl. 20S RNA-o, 23S RNA-o, L-A-o, L-BC Esteban (2005)
2928-5 a ura3 his3A1 trp1. 20S RNA-o, 23S RNA, L-A-o, L-BC Esteban (2003)
1101 o karl-1 his4 (KIL-K1). 20S RNA, 23S RNA-o, L-A, L-BC Wickner, R. B.F
BY4741 a his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0. 20S RNA-o, 23S RNA-o, L-A, L-BC Revuelta, J. L™
XRN1A a his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 XRN1A::kanMX4. 20S RNA-o, 23S RNA-o, Revuelta, J. L*
L-A, L-BC
880 1101 x 851p°. a/a his4/HIS4 his3A1/HIS3 leu2A0/LEU2 met15A/MET15 Este trabajo
ura3A0/URA3 XRN1::kanMX4/XRN1. 20S RNA, 23S RNA-o, L-A, L-BC +
882 a his3A41 leu2A0 met15A40 ura340, XRN1::KanMX4.Citoducido XRN1A con Este trabajo
20S RNA. 20S RNA, 23S RNA-o, L-A, L-BC
868 o ura3A0 XRN1. Espora 2A (1101 x 851). 20S RNA, 23S RNA-o, L-A, L-BC Este trabajo
869 a URA3 XRN1. Espora 2B (1101 x 851). 20S RNA, 23S RNA-o, L-A, L-BC Este trabajo
870 a ura3A0 XRN1. Espora 2C (1101 x 851). 20S RNA+, 23S RNA-o, L-A, L-BC Este trabajo
871 o URA3 XRN1:: kanMX4. Espora 2D (1101 x 851). 20S RNA, 23S RNA-o, L-A, L- | Este trabajo
BC
SKiI2A BY4741 con SKI2A::KanMX4. Revuelta, J. L.*
SKI3A BY4741 con SKI3A::KanMX4. Revuelta, J. L.*
SKI7A BY4741 con SKI7A::KanMX4. Revuelta, J. L.*
SKI8A BY4741 con SKI8A::KanMX4. Revuelta, J. L.*
896 BY4741 con SKI2A::KanMX4. 20S RNA¥ Este trabajo
897 BY4741 con SKI3A::KanMX4. 20S RNA¥ Este trabajo
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898 BY4741con SKI8A::KanMX4. 20S RNA*

913 BY4741 con SKI2A::KanMX4. L-A-0*

923 BY4741 SKI7A::KanMX4. 20S RNA*

924 BY4741 con SKI2A::KanMX4. 20S RNA+ L-A-0*
HSP26A BY4741 con HSP26A::KanMXA4.

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Revuelta, J. L.*

Escherichia coli

DH50 F endAl ginV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG ®80A/acZAM15
A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(ry my’), A—

CJ236 F’, dutl, ungl, thi-1, relA1/pCJ105(F' cam")

BL21 (DE3) | F ompT gal dcm lon hsdSg(rg mg) A(DE3) pLysS(cmR)

Meselson (1968)

Joyce (1984)

Studier (1986)

* Dr.R.B. Wickner, Nacional Institutes of Health, Bethesda, MD (USA).

* Dr. J. L. Revuelta. Departamento de Microbiologia y Genética. Universidad de Salamanca.
Functional Analysis of Yeast Genes Discovered by Systematic DNA Sequencing:
(EUROFAN 1). CE. BIO4-CT95-0080/CICYT BIO96-1760-C04-04-CE. 1996-1998.
(EUROFAN 2). CE. BIO4-CT97-2294/CICYT BIO98-1515-CE. 1997-2000.

¥ El virus 20S RNA fue generado en estas cepas a partir de un vector de expresion.

* Estas cepas fueron creadas mediante la eliminacién del virus L-A por crecimiento a alta temperatura.
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TABLA 2: Oligonucleétidos empleados en las mutagénesis dirigidas in vitro

Nombre

Secuencia

Caracteristicas

Mutagénesis dirigida in vitro

Lv1

Lv2

Lv3

Lv4

Lv9

Lv10

Lvi1

Lv1e6

Lv18

Lv19

Lv20

Lv21

Lv22

Lva23

Lv24

Lv25

Lv32

Lv35

Lv36

GCCGATTTGGGGGCGTGGCCTCAGG

ATGCCGATTTGGTGCCGTGGCCTCA

CATGCCGATTTGIGGCCGTGGCCTC

CCATGCCGATTTIGGGCCGTGGCCT

CATGGGATCAGCCCCAAGTAGATAATTACT

CATGGGATCAGCCCCTTACTTCCTTGATGA

CATGGGATCAGCCCCTTGATGATCTGTAAA

CGACCCGGGGCCGCGGTCTCAGGGGA
CCTCAGGGGAAAGCCGAGACCACGG
GGGGAAACCCGACACCACGGTGGAT
GCCGACCCGGGGACTGATCCCATGAA
GACCCGGGGCTGGTCCCATGAAGGA
ACCCGGGGCTGAACCCATGAAGGAAA
ACCCGGGGCTGACCCATGAAGGAA
CCCGGGGCTGATTICCATGAAGGAAC

CCCGGGGCTGATAGCATGAAGGAACC

CCGTGGCCTCAGGGGAAATCCGAGACCACGG

CCGGGGCCGTGGACTCAGGGGAAACCCGACACCA
CGGTGGAT

CCCGGGGCTGATTIGGATGAAGGAACCA

Cambio G5C en 20S RNA con la ribozima

modificada.

Cambio C3A en 20S RNA con la ribozima

modificada.

Cambio C2A en 20S RNA con la ribozima

modificada.

Cambio C1A en 20S RNA con la ribozima

modificada.

Elimina 28 nts que hay entre el extremo 5" de
20S RNA y el inicio de la transcripcion del
promotor PGK1 (deja 19 nt).

Elimina 38 nts que hay entre el extremo 5" de
20S RNA y el inicio de la transcripcion del
promotor PGK1 (deja 9 nt).

Elimina los 47 nts que hay delante del extremo
5" de 20S RNA hasta el inicio de la transcripcién
de PGK1.

Cambio A8G sobre pRE797 (G11A).

Cambio G23C de 20S RNA.

Cambio C28G de 20S RNA.

Cambio G5U + G en la cadena (-) de 20S RNA.
Cambio U8C en la cadena (-) de 20S RNA.
Cambio A9U en la cadena (-) de 20S RNA.
Cambio A9G en la cadena (-) de 20S RNA.
Cambio G10A en la cadena (-) de 20S RNA.

Cambio G10U+G11C en la cadena (-) de 20S
RNA.

Cambio G23A de 20S RNA.

Cambio C28G+G11U de 20S RNA.

Cambio G10A+G11C+G12C en la cadena (-) de
20S RNA.
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Lv37

LV41lbis

Lv42

Lve2

RE148

RE163

RE164

RE165

RE166

RE167

RE189

RE193

RE194

RE195

RE196

RE197

RE203

RE204

RE205

RE206

RE208
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GACCCGGGGCTGCACCCATGAAGGAA

GCCGACCCGGGGGGATCCTGTCAGGGGAAAC

CCCGGGGCCGTGGACTCAGGGGAAAC

GATTGTCGCGTTTGCGAATTCGATCTAATCGGCGT
G

CCATGCCGACCCGGGGCCGTGGCCTCAGGGGAAA
CCCG

TGCCATGCCGACCCTGGGCCGTGGCCTCA
GCCATGCCGACCCGTGGCCGTGGCCTCAGG
CCATGCCGACCCGGTGCCGTGGCCTCAGG
CATGCCGACCCGGGTCCGTGGCCTCAGGG

TGCCATGCCGACCCGGCCGTGGCCTCAG

GGGATGATCCTCTCCCCGGGCAAGCACTTCCGCAG
T

GATGCCATGCCGACCCCGGGGCCGTGGCCTCAG

GATGCCATGCCGACCCGGGGGCCGTGGCCTCAG

GATGCCATGCCGACCCAGGGGCCGTGGCCTCAG

GATGCCATGCCGACCCGGGGGGGCCGTGGCCTCA

G

GATGCCATGCCGACCCCCCGGGGCCGTGGCCTCAG

GATGCCATGCCGACCCTGGGCTGATCCCATGAA

ATGCCATGCCGACCCGTGGCTGATCCCATGAAG

TGCCATGCCGACCCGGTGCTGATCCCATGAAGG

GCCATGCCGACCCGGGTCTGATCCCATGAAGGA

AGCCAGTTGGGAAACAGCAAGTCGCCCATCCGGC

Cambio U8G+A9U en la cadena (-) de 20S RNA.

Se modifica toda la secuencia comprendida
entre el coddn Stop de p91 y las cuatro Cs del
extremo 3’ de 20S RNA.

Cambio G11U en 20S RNA.

Cambio de la regién GDD de p91. Los

aminoacidos nuevos son EFD. Se crea un sitio

de restriccion EcoRl nuevo. Para modificar

pLOR 91.

Introduce 6 bases casi en el extremo 3’ de 20S
RNA para estar completo y bien.

Cambio C1A en 20S RNA.
Cambio C2A en 20S RNA.
Cambio C3A en 20S RNA.
Cambio C4A en 20S RNA.

Se eliminan las dos ultimas bases del extremo
3’ de 20S RNA

Se introduce un sitio Smal en la secuencia de
20S RNA, alrededor de la base 1400.

Afade una guanina después de la secuencia de
20S RNA.

Afade una citosina despues de la secuencia de
20S RNA.

Afade un uracilo después de la secuencia de
20S RNA

Afade tres citosinas después de la secuencia de
20S RNA.

Afade tres guaninas después de la secuencia de
20S RNA

C1A en el extremo 3’ de la cadena (-) de 20S
RNA.

C2A en el extremo 3’ de la cadena (-) de 20S
RNA.

C3A en el extremo 3’ de la cadena (-) de 20S
RNA.

C4A en el extremo 3’ de la cadena (-) de 20S
RNA.

Modifica la segunda horquilla del extremo 3’ de



RE209

RE214

RE215

RE216

RE234

RE236

RE238

RE242

RE246

RE252

RE256

TGGGAAACAATAAGTCTCCCATCCGGCCCTCAC

TAAGTCGCCCATACGGCCCTCACGC

GGTGGATGGTGGTAGCCAGTTGGGA

CATCCGGCCCTCTCTCATCAAGCCGGC

GCCGACCCGGGGGCGTGGCCTCAGG

TGATCCCATGAAAGAACCAGTAGAC

CATGAAGGAACCGGTAGACTGCCGT

CCGAGACCACGGAGGATGGTGGAAG

CCCGAGACCACGCTGGATGGTGGAA

ATGCCATGCCGATTTGGGGCCGTGGCC

ATGCCATGCCGATTTGGGTCCGTGGCCTCAG
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20S RNA U63C+A64G.

Modifica la segunda horquilla del extremo 3’ de
20S RNA C70A.

Modifica la segunda horquilla del extremo 3’ de
20S RNA G76U.

Modifica la segunda horquilla del extremo 3’ de
20S RNA U46A.

Modifica la segunda horquilla del extremo 3’ de
20S RNA U78A+C80A.

G5C en el extremo 3’ de 20S RNA.

C18U en el extremo 3’ de la cadena (-) de 20S
RNA.

U24C en el extremo 3’ de la cadena (-) de 20S
RNA.

Cambio de la treonina 823 a serina en p91.

C35G en el extremo 3’ de 20S RNA.

Modifica el sitio de corte de la ribozima en la
cadena (+) de 20S RNA (GGG—AAA).

C4A en 20S RNA con la ribozima modificada Para
hacer estudios de unién 3"-p91.

Secuenciacion

RE79

TW1

Universal

Reverso

TACTCGTTTTAGGACTGG

GAGAACTCCTTCGCAGAA

GTTGTAAAACGACGGCCAGT

CACAGGAAACAGCTATGACC

Para secuenciar el extremo 3’ de 20S RNA. Anilla
en el vector a 170 nt del extremo del cDNA. Se
utilizd rutinariamente para comprobar los
cambios introdicidos en el extremo mediante
mutaciones in vitro.

Anilla con la zona anterior del extremo 5’ de 20S
RNA.

Anilla a 20 nt del promotor de la T7 RNA
polimerasa.

Anilla a 20 nt del promotor de la T3 RNA
polimerasa.
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TABLA 3: Plasmidos utilizados en este trabajo

Nombre Caracteristicas

Saccharomyces cerevisiae

pRE740 Genera el virus 20S RNA. Marcador TRP1.

pRE757 (pRE740/RE163). C1A en el extremo 3’ de la cadena (+) de 20S RNA (...GCCCA-OH).

pRE758 (pRE740/RE164). C2A en el extremo 3’ de la cadena (+) de 20S RNA (...GCCAC-OH).

pRE759 (pRE740/RE167). Se eliminan las dos ultimas bases en el extremo 3’ de la cadena (+) de 20S RNA
(...GCC__-OH).

pPRE760 (pRE740/RE165). C3A en el extremo 3’ de la cadena (+) de 20S RNA (...GCACC-OH).
pRE762 Se introduce 20S RNA en sentido opuesto. Marcador URA3

pRE763 Subclonacién de 20S RNA en sentido correcto en un pldsmido que tenia 23S RNA. Genera el virus
20S RNA. Marcador URA3.

pRE786 (pRE740/RE166). Se elimina la dltima base en el extremo 3’ de la cadena (+) de 20S RNA
(...GCCC_-OH).

pRE787 (pRE740/RE166). C4A en el extremo 3’ de la cadena (+) de 20S RNA (...GCACC-OH).
pRE793 (pRE740/RE197). Se afiaden tres guaninas al extremo 3’ de 20S RNA. (...GCCCCGGG-OH).
pRE794 (pRE740/RE195). Se afiade un uracilo al extremo 3’ de 20S RNA. (...GCCCCU-OH).
pRE795 (pRE740/RE196). Se afiaden tres citosinas al extremo 3’ de 20S RNA. (...GCCCCCCC-OH).
pRE797 (pRE740/RE191). G11A en el extremo 3’ de 20S. Se mantiene la complementariedad.
pRES00 (pRE740/RE193). Se afiade una guanina al extemo 3’ de 20S RNA. (...GCCCCG-OH).
pRE805 (pRE762/RE189). Se introduce un sitio interno Smal en 20S RNA en sentido inverso.
pRE806 (pRE762/RE203). C1A en el extremo 3’ de la cadena (-) de 20S RNA.

pRE809 (pRE740/RE209). C70A en la 22 horquilla del extremo 3’ de 20S RNA.

pRE810 (pRE740/RE215). U46A en la 22 horquilla del extremo 3’ de 20S RNA.

pRE811 (pRE740/RE216). U78A+C80A en la 22 horquilla del extremo 3’ de 20S RNA.

pRE812 (pRE740/RE194). Se afiade una citosina en el extremo 3’ de 20S RNA. (...GCCCCC-OH).
pRE813 (pRE740/RE214). G67U en la 22 horquilla del extremo 3’ de 20S RNA.

pRE815 (pRE762/RE204). C2A en el extremo 3’ de la cadena (-) de 20S RNA.

pRE816 (pRE762/RE205). C3A en el extremo 3’ de la cadena (-) de 20S RNA.

pRE817 (pRE762/RE206). C4A en el extremo 3’ de la cadena (-) de 20S RNA.




pRE819
pRE824
pRE843

pRES48

pRE849

pRES50

pRE856

pRESO5

pRE9OS

pRE914

pLOR7
pLOR11
pLOR12
pLOR14
pLOR16
pLOR17
pLOR18
pLOR20

pLOR24

pLOR25

pLOR26

pLOR35

pLOR36
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(pRE740/RE208). U63C+A64G en la 22 horquilla del extremo 3’ de 20S RNA.
(pRE762/RE206)Se elimina la tltima C en el extremo 3’ de la cadena (-) de 20S RNA.
(pRE740/RE234). G5C cambio en la parte 3’ de la horquilla del extremo 3’ de 20S RNA.

(pRE843/RE246) Se introduce la mutacién compesatoria G35C en el pldsmido con la quinta
guanina modificada a citosina en el otro extremo de la horquilla.

(pRE740/RE246). C35G cambio en la parte 5’ de la horquilla del extremo 3’ de 20S RNA. Se abre en
una base y ademds se cambia la treonina 823 a serina en p91.

(pRE740/RE242). Se cambia la treonina 823 a serina en p91, sin modificar la estructura secundaria

(pRE740/RE256). Se modifica la ribozima en el extremo 3’ de 20S RNA en y ademas la cuarta base
desde el extremo 3’ a adenina. (...GACCCAAA...)

pBluescript KS+ + Gen XRN1/Sk/1 (CON PROMOTOR Y TERMINADOR) amplificado por PCR con los
oligos RE298 Y RE299 a partir de la cepa 2928-4.

Expresa el gen XRN1 a partir de su propio promotor en un plasmido centromérico (pRS313) de S.
cerevisiae.

ORF del gen XRN1 amplificada con los oligos RE296 y RE297 a partir de DNA de la cepa 2928-4 y
clonada en el pldasmido pl2 de S. cerevisiae para sobreexpresar la proteina Xrnlp.

(pRE740/RE252). Se modifican las primeras bases de la ribozima, GGG pasan a AAA.
(pLOR7/LV4). Cambio C2A en 3" de 20S RNA con la ribozima modificada.
(pRE805/RE237). Cambio U21C en el extremo 3’ de la cadena (-) de 20S RNA.
(pLOR7/LV1). Cambio G5C en 3" de 20S RNA con la ribozima modificada.
(pRE805/RE236). Cambio C18U en el extremo 3’ de la cadena (-) de 20S RNA.
(pLOR7/LV3). Cambio C3A en 3" de 20S RNA con la ribozima modificada.
(pRE805/RE238). Cambio U24C en el extremo 3’ de la cadena (-) de 20S RNA.
(pLOR7/LV2). Cambio C1A en 3" de 20S RNA con la ribozima modificada.

(pRE848/LV1). Se modifican las primeras bases de la ribozima, GGG—AAA, en el plasmido pRE848,
que tiene la quinta G cambiada a C, asi como la mutacidon complementaria en el extremo 5" de la
horquilla en 3’.

(pRE850/RE252). Se modifican las primeras bases de la ribozima, GGG—AAA, en el plasmido
pPRE850, que tiene la treonina 823 a serina en p91, sin modificar la estructura secundaria.

(pRE849/RE252). Se modifican las primeras bases de la ribozima, GGG—AAA, en el plasmido
pPRE849, que tiene la citosina de la parte 5° del stem del extremo 3" cambiada a G. Se cambia la
treonina 823 a serina en p91.

(pRE763/LV10). Se eliminan 28 nts que hay entre el extremo 5” de 20S RNA y el promotor PGK1 a
partir del extremo 5” de la secuencia de 20S RNA.

(pRE763/LV11). Se eliminan los 47 nt que hay entre el extremo 5" de la secuencia de 20S RNA y el
inicio de la transcripcion del promotor PGK1.
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pLOR38

pLOR45
pLOR46
pLOR47
pLOR4S
pLOR49
pLOR50

pLOR51

pLOR52
pLOR53
pLOR58
pLOR59
pLOR60
pLOR61

pLOR66bis

pLOR72
pALI40

pALI53

(pRE763/LV9). Se eliminan 38 nts que hay entre el extremo 5 de 20S RNA y el promotor PGK1 a
partir del extremo 5° de la secuencia de 20S RNA.

(pRE740/LV18). Cambio G23C en 3" de 20S RNA.

(pRE740/LV19). Cambio C28G en 3" de 20S RNA.

(pRE797/LV16) Cambio A8G+G11A en 3" de 20S RNA.

(pRE805/LV21). Cambio U8C en el extremo 3’ de la cadena (-) de 20S RNA
(pRE805/LV22). Cambio A9U en el extremo 3’ de la cadena (-) de 20S RNA
(pRE805/LV25). Cambio G11U+G12C en el extremo 3’ de la cadena (-) de 20S RNA

(pRE805/LV20). Cambio G5U+G6 en el extremo 3’ de la cadena (-) de 20S RNA. El brazo de la
horquilla tiene un nucleétido mas.

(pRE805/LV23). Cambio A9G en el extremo 3’ de la cadena (-) de 20S RNA
(pRE805/LV24). Cambio G10A en el extremo 3’ de la cadena (-) de 20S RNA
(pRE805/LV37). Cambio A8G+A9U en el extremo 3’ de la cadena (-) de 20S RNA
(pRE740/LV32) Cambio G23A en 3’ de 20S RNA.

(pLOR46/LV35) Cambio G11U+C28G en 3" de 20S RNA.

(pRE805/LV36). Cambio G10A+G11C+G12C en el extremo 3’ de la cadena (-) de 20S RNA

(pRE740/LV41bis) Cambio de toda la secuencia en 3" de 20S RNA entre el coddn Stop de p91 y las
cuatro ultimas citosinas.

(pRE740/LV42) Cambio G11U en 3" de 20S RNA.
Expresa p91-GFP en S. cerevisiae.

Expresa la GFP (Proteina verde fluorescente) en S. cerevisiae.

Escherichia coli

pLM62+

pALI17

pRE449

pRE553

pLOR91

pLOR92

pLOR111

pT7-7 con el origen de replicacién del fago M13.
pBluescript KS+ con la secuencia de 20S RNA completa. Sirve para sintetizar in vitro la cadena (+)
de 20S RNA (digiriendo con Smal y usando la T7 RNA polimerasa)

pBluescript KS+ con la secuencia de 20S RNA desde la base 1253-2514. Sirve para hacer sonda de
20S RNA. Digerido con BamHI/T3, especifica de la cadena (+), y con Smal/T7 de la cadena (-).

pBluescript KS+ que tiene insertado un fragmento de 85 bp que contiene la secuencia
antigendmica de la ribozima del virus delta de la hepatitis (HDV) . Digerido con Pvull/T3 se puede
utilizar como sonda especifica de la cadena (+) de la ribozima.

Se sustituye 23S RNA por 20S RNA en un plasmido derivado del pLM62+ con resistencia a
Kanamicina.

Se afade la ribozima al extremo 3’ de 20S RNA fusionado al promotor de la T7 RNA polimerasa.

(pLOR91/LV62). Modificacién de la zona GDD de p91 para generar una fuente de proteina



pLOR114
pLOR115
pLOR116

pLOR121
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inactiva: EFD.

Cambio C4A en pLOR91.
Cambio G5C en pLOR91.
Se introduce un coddn de parada después del aminoacido Leu274 de p91 en pLOR91.

Se sustituye la secuencia comprendida entre el coddn de parada de p91 y las cuatro ultimas
citosinas de la secuencia de 20S RNA en pLOR91.
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20 S RNA virus is a persistent positive strand RNA virus found in
Saccharomyces cerevisiae. The viral genome encodes only its RNA
polymerase, p91, and resides in the cytoplasm in the form of a ribo-
nucleoprotein complex with p91. We succeeded in generating 20 S
RNA virus in vivo by expressing, from a vector, genomic strands
fused at the 3’-ends to the hepatitis delta virus antigenomic
ribozyme. Using this launching system, we analyzed 3'-cis-signals
present in the genomic strand for replication. The viral genome has
five-nucleotide inverted repeats at both termini (5'-GGGGC...
GCCCC-OH). The fifth G from the 3’'-end was dispensable for rep-
lication, whereas the third and fourth Cs were essential. The 3'-ter-
minal and penultimate Cs could be eliminated or modified to other
nucleotides; however, the generated viruses recovered these termi-
nal Cs. Furthermore, extra nucleotides added at the viral 3'-end
were eliminated in the launched viruses. Therefore, 20 S RNA virus
has a mechanism(s) to maintain the correct size and sequence of the
viral 3'-end. This may contribute to its persistent infection in yeast.
We also succeeded in generating 20 S RNA virus similarly from
antigenomic strands provided active p91 was supplied from a sec-
ond vector in trans. Again, a cluster of four Cs at the 3’-end in the
antigenomic strand was essential for replication. In this work, we
also present the first conclusive evidence that 20 S and 23 S RNA
viruses are independent replicons.

Positive strand RNA viruses encode RNA-dependent RNA poly-
merases in their genomes and utilize them to synthesize viral RNA in
conjunction with other viral or host proteins (1). The antigenomic (neg-
ative) strand RNA is an intermediate of replication and serves as a tem-
plate to synthesize progeny positive strands. Because viral replication
takes place within the host cell and because there are plenty of cellular
RNAs in these cells, the viruses must find efficiently not only the positive
strands but also the negative strands during replication. Therefore, both
the positive and negative strands bear cis-acting signals for replication,
including those necessary to interact with the polymerase machinery.
To analyze and characterize these signals, it is essential to develop
appropriate in vivo or in vitro systems in which changes in the signals
can be tested.

20 S and 23 S RNAs are positive strand RNA viruses found in Saccha-
romyces cerevisiae and belong to the genus Narnavirus (2). These
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viruses were initially identified as RNA species induced in cells under
nitrogen starvation conditions (3, 4). Most laboratory strains carry 20 S
RNA, and fewer strains harbor 23 S RNA along with 20 S RNA. They are
compatible in the same host cell. Because all known strains that carry 23
SRNA also carry 20 SRNA, it has not been clear whether 23 S RNA virus
can replicate without 20 S RNA virus. Typical of fungal viruses, they are
not infectious and have no extracellular pathways of transmission. They
are transmitted horizontally through mating or vertically from mother
to daughter cells. No curing methods to eliminate these viruses from
yeast are known so far. Furthermore, 20 S and 23 S RNA viruses do not
confer any phenotypic changes on the host. This makes their genetic
manipulation difficult.

The 20 S and 23 S RNA genomes are small (2514 and 2891 nucleo-
tides, respectively), and each RNA encodes only a single protein: a
91-kDa protein (p91) and a 104-kDa (p104), respectively (5—8). Both
proteins contain four amino acid motifs well conserved among RNA-
dependent RNA polymerases (9). When yeast cells are grown at 37 °C,
the cells accumulate double-stranded RNAs called W and T (10), the
double-stranded forms of 20 S and 23 S RNA genomes, respectively (8).
They are not replication intermediates, but by-products (11). Because
these viruses do not have genes for capsid proteins, their genomes are
not encapsidated into intracellular viral particles (12—-14). Instead, the
RNAs form ribonucleoprotein complexes with their cognate RNA-de-
pendent RNA polymerases at a 1:1 stoichiometry and reside in the cyto-
plasm (15). The viral genomes lack poly(A) tails at the 3"-ends and have
perhaps no 5’-cap structures (8), thus resembling degradation interme-
diates of mRNAs. How these viruses can survive as persistent viruses in
the host cytoplasm without their RNA genomes being digested by exo-
nucleases involved in mRNA degradation is therefore interesting.

Recently, we succeeded in generating 23 S RNA virus iz vivo from a
vector containing the entire cDNA sequence of the viral genome (16).
Using this launching system, we began reverse genetics to investigate
cis-acting signals for replication in 23 S RNA virus. 20 S and 23 S RNA
genomes share five-nucleotide inverted repeats at the 5" and 3’ termini
(5"-GGGGC... GCCCC-OH) (8). The 23 S RNA genome contains a
bipartite cis-signal in the 3’-region that consists of the cluster of the
terminal four Cs and a mismatched pair of purines present in a stem
structure adjacent to the 3’-end (17). Although the 3’-terminal and
penultimate Cs are dispensable for launching 23 S RNA virus, the gen-
erated viruses recover these Cs. This indicates that the virus has an
efficient 3'-terminal repair mechanismy(s). Subsequently, we found that
the bipartite 3'-cis-signal for replication is also essential for formation of
ribonucleoprotein complexes in vivo with its RNA-dependent RNA
polymerase, p104 (18). This indicates the importance of complex for-
mation for 23 S RNA virus and suggests that p104 protects the viral
3’-ends from degradation by binding to the 3’-cis-signal.

In this work, we describe the generation of 20 S RNA virus in vivo
from a vector, a system similar to the one developed previously for 23 S
RNA virus (16). In contrast to the previous work, however, we suc-
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ceeded in producing 20 S RNA virus not only from positive strands but
also from negative strands if, in the latter case, active p91 was provided
in trans from a second vector. Using these systems, we modified the viral
3’-ends and found that the clusters of the 3'-terminal four Cs in both the
positive and negative strands are 3’-cis-signals for replication. We also
provide, for the first time, conclusive evidence that 23 S RNA virus does
not require 20 S RNA virus for replication; thus, they are independent
replicons.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Strains and Media—20 S RNA negative strains 2928-4 and 2928-5
were obtained in this work (see Fig. 1) from strain 2928 L-A-o (a ura3
trpl his3, 20 S RNA, 23 S RNA-o, L-A-0) (16). These strains were used
to analyze launching of 20 S RNA virus from plasmids. Cells were grown
in rich YPAD medium (1% yeast extract, 2% peptone, 0.04% adenine
sulfate, and 2% glucose) or synthetic medium deprived of tryptophan,
uracil, or both (19). Nitrogen starvation in 1% potassium acetate was
performed as described previously (4).

Northern Hybridization—Cells were broken with glass beads (15),
and RNA was extracted from cell lysates once with phenol and twice
with phenol/chloroform and precipitated with ethanol. RNA was sepa-
rated on an agarose gel, blotted onto a neutral nylon membrane
(Hybond-N, Amersham Biosciences), and hybridized with a 32p_Jabeled
20 S RNA or 23 S RNA positive or negative strand-specific probe (20).
We analyzed 5-10 independent transformants in each experiment. For
the sake of simplicity, only a representative of each experiment is pre-
sented in the figures.

Plasmids—The standard 20 S RNA virus-launching plasmid pRE740
contains the entire 20 S RNA ¢cDNA sequence (2514 bp) downstream of
the PGKI promoter in a pI2 derivative (21). The hepatitis delta virus
(HDV)*antigenomic ribozyme was directly fused to the 3'-end of the 20
S RNA c¢DNA genome (see Fig. 24). There are 42 nucleotides between
the major transcription start site from the PGKI promoter and the 20 S
RNA sequence. Transcripts from this vector have 20 S RNA positive
strand polarity. The template plasmid pRE805 is similar to pRE740, but
the orientation of the 20 S RNA ¢DNA is reversed. Therefore, tran-
scripts from the PGKI promoter have the negative strand polarity of the
viral genome. In addition, the TRPI marker of this plasmid was dis-
rupted at the unique EcoRV site by insertion of a 1.1-kb L/RA3 fragment.
20 S RNA positive and negative strand-specific probes were made by T7
and T3 runoff transcription from pRE449 predigested with appropriate
restriction enzymes. pRE449 contains a 1262-bp BamHI-Smal fragment
(nucleotides 1253-2514) of the 20 S RNA cDNA sequence between the
BamHI and Saml sites of the pBluescript KS™ vector (Stratagene). 23 S
RNA positive strand-specific probes were made from plasmid pALI38
as described (15). In vitro mutagenesis was performed as described (22).
All mutations introduced were confirmed by DNA sequencing.

Reverse Transcription (RT)-PCR—To prove that 20 S RNA virus was
generated from plasmids, a DNA fragment of 842 bp was amplified by
RT-PCR from lysates using internal primers RE171 (5'-CGCTTCTGC-
GATCGTAGATG-3') and ALI-3 (5'-TAAAACTGTATGCAGCAG-
3"). The lysates were prepared from 20 S RNA virus-generated cells
from which the launching plasmids had been cured or from cells con-
taining endogenous 20 S RNA virus. In either case, the lysate was pre-
treated with DNase I before RT-PCR. The RT-PCR products were then
digested with Smal and analyzed on agarose gels.

3'-Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE)—Total RNA isolated
by launching plasmid-cured cells was poly(A)-tailed using poly(A)

“The abbreviations used are: HDV, hepatitis delta virus; RT, reverse transcription; RACE,
rapid amplification of cDNA ends.
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polymerase (Invitrogen). The poly(A)-tailed RNA was denatured with
hydroxymethylmercuric hydroxide as described (23), and ¢cDNA was
synthesized using oligonucleotide RE156 (5'-GACTCGAGTCGAG-
GATCCTTTTTTTTTTTTTTTTT-3') and SuperScript II RNase H™
reverse transcriptase (Invitrogen). After cDNA synthesis, RNA was

digested with RNase A, and the unincorporated primer was eliminated
using a Sephadex G-50 mini spin column (Worthington). cDNA con-
taining the 3'-ends of 20 S RNA positive strands was PCR-amplified for
30 cycles using Taq polymerase (Promega) and primers RE157 (5'-
GACTCGAGTCGAGGATCC-3') and PG6 (5'-CGAATCGTCGC-
CAGTAG-3'). For amplification of the negative strand 3'-ends, we used
oligonucleotide RE157 and oligonucleotide RE233 (5'-GCGTCGAAA-
GACGACAGC-3'). The amplified products from positive strand
3'-ends were digested with HindIII and BamHI and ligated into the
pBluescript KS™ vector. In the case of negative strand 3'-ends, PCR
products were digested with Sall and BamHI and ligated into the pBlue-
script KS™ vector.

RESULTS

20 S and 23 S RNA Viruses Are Independent Replicons—23 S RNA
virus can be generated in vivo from an expression plasmid containing
the entire viral cDNA sequence. We wished to establish a similar
launching system for 20 S RNA virus to carry out reverse genetics.
However, most laboratory strains harbor 20 S RNA virus. During the
course of 23 S RNA virus-launching experiments, we happened to
obtain cells that had lost endogenous 20 S RNA virus. Strain 2928 L-A-o
was transformed with the standard 23 S RNA-launching plasmid
pRE637 (16). When transformants were analyzed, all of them generated
23 S RNA virus from the plasmid, and one of them (transformant 1) had
apparently lost its endogenous 20 S RNA virus (Fig. 14). We eliminated
the launching plasmid from transformant 1 by isolating single colonies
on nonselective YPAD agar plates. When the plasmid-cured colonies
were analyzed, we found two types of segregants; the majority of colo-
nies (10 of 12) contained only 23 S RNA virus generated from the plas-
mid, and the rest harbored neither 20 S nor 23 S RNA virus. Both types
of segregants retained the genetic markers of the original strain. The
segregants carrying 23 S RNA virus maintained the virus stably and did
not produce virus-free colonies anymore. This suggests that the loss of
endogenous 20 S RNA virus preceded the generation of 23 S RNA virus
from the launching plasmid.

We confirmed the curing of 20 S RNA virus in these segregants by
three criteria. First, we did not detect 20 S RNA by Northern blotting
(Fig. 1B). Even when the gels were overloaded, we found no signal for 20
S RNA. The conditions used should have allowed us to detect 20 S RNA
if the virus were present at as low as one copy/cell. Second, we could not
amplify 20 S RNA cDNA from the lysates of these cells by RT-PCR (data
not shown). Finally, as will be shown below, we could generate 20 S RNA
virus tagged with a silent mutation from a launching plasmid using these
20 S RNA-negative segregants as hosts. We confirmed that the virus
retained the mutation and was not the result of amplification of any
residual endogenous 20 S RNA virus. Generated 20 S RNA virus could
be maintained stably and was also induced normally under nitrogen
starvation conditions in these cells. Therefore, the 20 S RNA-negative
segregants have no genetic defects to harbor 20 S RNA virus. We des-
ignated segregants 4 and 5 shown in Fig. 1B as 2928-4 and 2928-5,
respectively. These segregants showed the same doubling time as the
original strain, and we noticed no phenotypic changes in them. Strain
2928-5 carries only 23 S RNA virus derived from plasmid pRE637, but
no 20 S RNA virus. Strain 2928-4 harbors none of the narnaviruses and
can be used successfully as a host to generate 23 S RNA virus from the 23
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FIGURE 1. Curing of 20 S RNA virus by a 23 S RNA virus-launching plasmid. A, cells
were transformed with the 23 S RNA virus-launching plasmid pRE637. RNA was extracted
from transformants (lanes 7-3) and also from untransformed cells (Control lanes) and
separated on an agarose gel. The RNA was blotted onto a nylon membrane, and positive
strands of 23 S RNA on the membrane were detected by hybridization with a specific
probe (right panel). Ethidium bromide staining of the gel is also shown (left panel). The
positions of rRNAs, 20 S and 23 S RNAs, and T double-stranded RNA (dsRNA) are indi-
cated. The arrowhead shows RNA from transformant 1 that had lost 20 S RNA virus during
transformation. B, single colonies were isolated by streaking transformant 1 shown in A
on a nonselective agar plate. Twelve colonies (lanes 1-12) that had lost the plasmid were
picked up. RNA was extracted from them and analyzed as described for A. Ethidium
bromide staining of the gel (upper panel) and Northern blots analyzed with 23 S RNA
(middle panel)- and 20 S RNA (lower panel)-specific probes are shown. Segregants 4 and
5 were designated 2928-4 and 2928-5, respectively (circled). Strain 2928-4 has none of
the narnaviruses, and 2928-5 harbors only 23 S RNA virus generated from the launching
plasmid. They were used throughout this work.

SRNA-launching plasmid (17). Although it has been reported that some
industrial yeast strains (Saccharomyces diastaticus) appear to harbor
only 23 S RNA-like molecules (24), these results are the first conclusive
evidence that 23 S RNA virus does not require 20 S RNA virus for
replication. Therefore, 20 S and 23 S RNA viruses are independent
replicons.

Launching of 20 S RNA Virus from Expression Plasmids—We con-
structed a launching plasmid (pRE740) to generate 20 S RNA virus in
yeast by inserting the entire 20 S RNA cDNA sequence (2514 bp) down-
stream of the constitutive PGK1 promoter (Fig. 2A). Positive strands of
20 S RNA can be transcribed from the promoter. To generate tran-
scripts in vivo with the precise viral 3’-end sequence at the 3’ termini, an
82-nucleotide HDV antigenomic ribozyme ¢cDNA sequence (25) was
directly fused to the 3’-end of the 20 S RNA sequence. The plasmid has
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FIGURE 2. Generation of 20 S RNA virus in vivo from positive strands. A, the standard
20 S RNA-launching plasmid pRE740 contains the complete 20 S RNA cDNA sequence
(bold line) downstream of the PGK1 promoter. Transcripts from the promoter have the
positive polarity of the viral genome. The HDV antigenomic ribozyme (R) and its cleavage
site (curved arrow) and p91 and its conserved RNA-dependent RNA polymerase motifs
(A-D) are shown. aa, amino acids. B, shown is the generation of 20 S RNA from the
launching plasmid. Strains 2928-4 (lanes 1 and 2) and 2928-5 (lanes 3 and 4) were trans-
formed with the standard launching plasmid pRE740. Strain 2928-4 was also trans-
formed with launching plasmids in which the amino acid sequence of p91 was modified
(lanes 5 and 6) as indicated in the diagrams. RNA was extracted from transformed cells
(lanes 1-6) or untransformed 2928-4 cells (lane C (control)) and analyzed by Northern
blotting using a 20 S RNA positive strand-specific probe. dsRNA, double-stranded RNA. C,
proof that 20 S RNA virus was generated from the launching plasmid is shown. A unique
Smal site was created by a silent mutation (1476 T— G, numbered from the 5'-end of the
positive strand) of the viral genome in the launching plasmid. Strains 2928-4 (lanes 1) and
2928-5 (lanes 2) were transformed with the modified plasmid (pRE749). After virus gen-
eration, the plasmid was cured from the cells. RNA was prepared from these cells or from
cells harboring endogenous 20 S RNA virus (lanes C). Then, an 842-bp cDNA fragment
encompassing the Smal site was generated by RT-PCR. The products with (+) and with-
out (—) Smal treatment were separated on an agarose gel and visualized by ethidium
bromide staining. AHindlll-digested markers and the positions of undigested or Smal-
treated PCR products are indicated. The diagram shows endogenous and plasmid-gen-
erated 20 S RNAs and the expected sizes of their RT-PCR products. Arrows show the
oligonucleotides primers used for amplification.

the TRPI gene as a selectable marker. We transformed strains 2928-4
and 2928-5 with pRE740. Transformants were transferred to 1% potas-
sium acetate to induce 20 S RNA, and the RNA was extracted from the
induced cells. By Northern hybridization, we detected single-stranded
20 S RNA positive strands in all of the transformants. The amounts of
positive strands among them were similar (Fig. 2B, lanes 1—4). We also
found small amounts of W, the double-stranded form of 20 S RNA, in all
transformants. Furthermore, we detected single-stranded 20 S RNA
negative strands with a negative strand-specific probe (data not shown).
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These results indicate that 20 S RNA negative strands are synthesized
from the positive strand transcripts in vivo and suggest the generation of
20 S RNA virus from the plasmid. To confirm this, we took two exper-
imental approaches. First, we cured the plasmid from the transformants
by isolating single colonies in nonselective YPAD agar plates. More than
70% of the plasmid-cured colonies retained 20 S RNA virus. Once gen-
erated, the virus replicated autonomously and could be maintained sta-
bly in the cells for >100 generations (so far examined) in the absence of
the plasmid. The generated virus could be induced under nitrogen star-
vation conditions, and the viral RNA could be seen directly by ethidium
bromide staining on agarose gels. The amount of induced RNA and the
positive/negative strand ratios were similar to those found in endoge-
nous 20 S RNA virus. We did not notice any effect of 23 S RNA virus on
the efficiency of 20 S RNA virus generation (Fig. 2B, compare lanes 1
and 2 with lanes 3 and 4). Second, we introduced a unique Smal site into
the 20 S RNA ¢DNA sequence in pRE740 by changing the T at position
1476 to G (numbered from the 20 S RNA 5'-end) (Fig. 2C). This mark-
ing did not alter the amino acid sequence of the encoded p91 protein.
We transformed strains 2928-4 and 2928-5 with the Smal-tagged plas-
mid. Transformants from both strains generated 20 S RNA virus. After
curing the plasmid, RNA was extracted from both strains, and an
842-bp 20 S RNA ¢DNA fragment encompassing the Smal site was
amplified by RT-PCR. We also amplified the 842-bp fragment from
endogenous 20 S RNA virus present in the original 2928 L-A-o strain as
a control. As shown in Fig. 2C (lower panel), the amplified cDNA frag-
ment from generated 20 S RNA virus in strain 2928-4 (lane 1) or 2928-5
(lane 2) was completely digested with Smal, whereas the control from
endogenous 20 S RNA virus was fully resistant to the enzyme (lane C).
Therefore, these results demonstrate that 20 S RNA virus was generated
from the launching plasmid and also confirm that the host strains
2928-4 and 2928-5 do not carry any endogenous 20 S RNA virus.

p91 Is Essential—20 S RNA encodes a single protein, p91. p91 has the
four amino acid motifs well conserved among RNA-dependent RNA
polymerases. When one of the motifs (**GDD*?) was changed to
*OEFD*? in the launching plasmid, the modified vector failed to pro-
duce 20 S RNA virus (Fig. 2B, lane 5), indicating that active p91 is
essential for replication. The presence of 23 S RNA virus in the host
could not rescue the modified plasmid to generate 20 S RNA virus (data
not shown). This indicates that p104 encoded by 23 S RNA cannot
substitute p91 for replication of 20 S RNA virus and is consistent with
the fact that 20 S and 23 S RNA viruses are independent replicons. p91
and p104 share an eight-amino acid sequence (R(V/I)CGDDLI) sur-
rounding the GDD motif with only one mismatch. When the mis-
matched amino acid (Val**®) in p91 was replaced with Ile, thus making
the stretch identical to the one found in p104, the plasmid with the
modified p91 sequence produced 20 S RNA virus without any deleteri-
ous effects (Fig. 2B, lane 6). Previously, we found that 23 S RNA virus
can also tolerate the reverse modification (Ile to Val) in the eight-amino
acid sequence in p104 (16).

A Cluster of Four Cs at the 3'-End of the Positive Strand Is Essential for
Replication—The transcription termination site for the FLP gene of the
2w plasmid is located 0.7 kb downstream of the 20 S RNA genome in the
vector (26). When the ribozyme GGG sequence 3’ to the cleavage site
was substituted with AAA in the standard launching plasmid pRE740,
the modified plasmid failed to generate 20 S RNA virus (data not
shown). Therefore, it is important to generate transcripts in vivo with
the precise viral 3’ termini for virus launching. 20 S RNA has five-
nucleotide inverted repeats at both termini (5'-GGGGC ... GCCCC-
OH). We examined the role of the 3’-terminal nucleotides of the 20 S
RNA positive strand in replication by modifying each nucleotide with A
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FIGURE 3. Effects of mutations at or the addition of extra nucleotides to the 3’-end
of the positive strand on virus generation. A, shown is a diagram of a secondary
structure in the 3'-end region of the 20 S RNA positive strand. The stretch of four Cs at the
3’-end and the stop codon of p91 are boxed. Nucleotides are numbered from the 3'-end.
B, the standard launching plasmid was modified by a single mutation (C to A; @) intro-
duced at each position in the row of four Cs (7-4) or by deletion (—) of the last two Cs
from the 3’-end (5). The plasmid was also changed by the addition of a single nucleotide
(6-8) or three nucleotides (9 and 10) at the boundary between the 3’-end of the positive
strand and the ribozyme cleavage site (underlined). The expected nucleotide sequences
of the transcripts after cleavage by the ribozyme are shown. C indicates the control
without modification. C, cells (strain 2928-4) were transformed with the standard launch-
ing plasmid (lanes C (control)) or with plasmids modified as described for B (lanes 1-10).
RNA was extracted from transformants, and 20 S RNA was detected by Northern blotting
as described in the legend to Fig. 1A using a positive strand-specific probe. dsRNA, dou-
ble-stranded RNA.

in the vector. As shown in Fig. 3, changing the 3’-terminal or penulti-
mate C did not affect the generation of 20 S RNA virus. On the contrary,
amodification at the third or fourth C did not produce the virus. There-
fore, the third and fourth Cs from the 3’-end are essential for replica-
tion. In good agreement, deletions of up to two Cs (but not three) gen-
erated 20 S RNA virus (Fig. 3) (data not shown). We were interested in
the 3'-terminal sequences of 20 S RNA viruses generated from these
modified vectors. We cured the launching plasmids from the cells, and
the viral RNAs were isolated. The 3’-terminal sequences of these RNAs
were then amplified by 3'-RACE, and 8-10 independently isolated
clones were sequenced. As shown in TABLE ONE, the substitution of
the terminal (pRE757) or penultimate (pRE758) C with A at the viral
3'-end was corrected to the wild-type C in the generated viruses. Fur-
thermore, viruses launched from 20 S RNA ¢cDNA lacking two Cs at the
3’-end (pRE759) recovered these nucleotides. Therefore, these results
indicate that 20 S RNA virus, like 23 S RNA virus, has an efficient 3'-end
repair mechanism(s) in vivo. The major transcription start site in the
launching plasmid is located at position —42, relative to the 5" terminus
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3’-RACE: 3’-ends of viral RNA generated from positive strand mutants
Launching plasmid® Clones Positive strand” Clones Negative strand®
pRE757 (.GCCCA-OH) 8 7.GCCCC-OH 3 3..GCCCC-OH
1.GCC-OH
pRE758 (.GCCAC-OH) 8 7.GCCCC-OH 3 2..GCCCC-OH
1..GCCCC(G)-OH 1..GCCCC(G)-OH
pRE759 (..GCC__-OH) 8 7.GCCCC-OH 2 1..GCCCC-OH
1..GCCCC(G)-OH 1..GCCCC(G)-OH
pRE794 (..GCCCCU-OH) 9 7.GCCCC-OH ND*
1..GCCCC(G)-OH
1..GCCCC(U)-OH
pREB00 (.GCCCCG-OH) 10 7..GCCCC-OH ND
1..GCCCC(C)-OH
2..GCC-OH
pRE795 (..GCCCCCCC-OH) 10 7..GCCCC-OH ND
3.GCCC-OH
pRE793 (.GCCCCGGG-OH) 10 8..GCCCC-OH ND
1..GCCCC(G)-OH
1.GCC-OH
“ Modifications of or extra nucleotides added at the 3'-end of the 20 S RNA positive strand in the launching vectors are underlined.
b Extra sequences found in the viral 3'-ends cloned are indicated by parentheses.
¢ Not determined.

of the 20 S RNA genome. These extra nucleotides were not present in
the generated viruses as judged from the 3’-sequences of the negative
strands (TABLE ONE). We also added extra nucleotides between the
3'-end of 20 S RNA and the ribozyme sequence and examined their
effects on virus launching. As shown in Fig. 3, the addition of a single U
(lane 6), C (lane 7), or A (data not shown) did not affect the generation
of 20 S RNA virus. However, the addition of a single G reduced virus
launching (lane 8). Likewise, the addition of three Gs (lane 10), but not
three Cs (lane 9), severely affected 20 S RNA virus generation. Extra Gs
at the 3’-end reduced the efficiency of virus launching by severalfold as
judged by counting virus-positive and virus-negative colonies after cur-
ing the plasmids. Once the plasmids were cured, however, the amount
of 20 S RNA in the cells was similar to that generated from the wild-type
c¢DNA without extra nucleotides at the 3’-end. We isolated viral RNA
from plasmid-cured cells and analyzed the 3’-ends of the positive
strands by 3'-RACE. As shown in TABLE ONE, the launched viruses
examined eliminated the extra nucleotides present at the 3'-ends in the
vectors. Therefore, these results clearly indicate that 20 S RNA virus has
a mechanism(s) to correctly maintain the size and sequence of the
3’-end of the positive strand and is thus capable of repairing limited
damage of the 3’-end.

The Fifth G from the 3'-End in the Positive Strand Is Dispensable for
Replication—When the fifth G from the 3’-end was changed to C
(5G—C, numbered from the 3'-end) in the vector, the modified plas-
mid failed to generate 20 S RNA virus (Fig. 4, lane 1), thus suggesting
that this nucleotide is essential for replication. Alternatively, because
the fifth G is part of a structure adjacent to the 3’-end, the inability of
this plasmid to generate the virus may be a secondary effect due to a
perturbation of the stem structure caused by the modification. Because
the corresponding nucleotide in the 23 S RNA genome 3'-end is dispen-
sable for its replication (17), we were interested in this result and tried to
distinguish these two possibilities. To restore the stem structure in the
5G—C mutant, we introduced a second mutation, 35C—G, at the
other side of the stem (lane 3). Because this compensatory mutation
resulted in the change of one amino acid (Thr®*® to Ser) at the C termi-
nus of p91, we made two more constructs as controls. One construct
contained the single mutation 36A—U with the wild-type stem and
wild-type ... GCCCC-OH terminus and, as shown in lane 4, produced
20 S RNA virus. Thus, p91 can tolerate the amino acid change T823S for
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its activities. The second control contained the single mutation 35C—G
with the wild-type ... GCCCC-OH terminus. This construct, as shown
in lane 2, failed to generate 20 S RNA virus. Therefore, these control
experiments suggest that the fifth nucleotide needs to be hydrogen-
bonded. Consistently, the compensatory mutation 35C—G restored
the ability to generate virus on the 5G—C mutant (/ane 3). This result
clearly indicates that, as in the case of 23 S RNA virus, the fifth Gin20 S
RNA virus is dispensable for replication. To rule out the possibility that
this double mutant generated replicable revertants during launching,
we isolated viral RNA after curing the plasmid and determined the
3’-terminal sequences by 3'-RACE. We sequenced 17 independently
isolated clones. All of them retained the compensatory mutation
35C—@ at the 5'-side of the stem. Of these 17, 11 clones had the full
3’-terminal sequence ( ... GCCCCC-OH), and the rest possessed the 3’
termini truncated by one nucleotide ( . .. GCCCC_-OH; four clones) or
by two nucleotides (... GCCC__-OH; two clones). Therefore, these
results show that no revertants were generated during virus launching.
Furthermore, as the majority (11 of 17) retained the full 3'-terminal
sequence, the sixth G from the 3’-end did not substitute for the modi-
fied nucleotide at position 5 in replication.

Launching of 20 S RNA Virus from Negative Strands—We also tried to
generate 20 S RNA virus from negative strands. Plasmid pRE805 (the
template plasmid) has the complete sequence of 20 S RNA downstream
of the PGKI promoter (Fig. 54). The orientation of the cDNA was
reversed so that transcripts from the promoter would have the negative
strand polarity of the viral genome. The HDV antigenomic ribozyme
was directly fused to the 3'-end of the viral negative strand. When virus-
free strain 2928-4 was transformed with pRE805, we found no genera-
tion of 20 S RNA virus from the plasmid (Fig. 5C). This was expected
because p91 cannot be translated from the negative strands transcribed
from the PGK1 promoter. Plasmid pRE787 (the polymerase plasmid) is
the standard launching plasmid, but with the mutation 4C—A in the
3'-cis-signal in the positive strand. Although wild-type p91 could be
translated from the transcripts, this plasmid could not generate 20 S
RNA virus because of this mutation (Fig. 3C, lane 4). When yeast cells
were transformed with both plasmids, the transformants could generate
20 S RNA virus (Fig. 5B). The efficiency of virus generation was high.
After curing the plasmids, >70% of the plasmid-free colonies generated
the virus, an efficiency similar to that of the standard launching plasmid
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transcripts for each construct (after ribozyme
cleavage) are shown. Codon 823 of p91 is boxed,
and the corresponding amino acid is shown. C

Transcripts 3' ends

2

indicates the wild-type control.
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R R
PCKT 20 S RNA (-) 2 PCRT 20 S RNA (+) 2
- ——
2514 Smal 1 1 %7 2514
) (-) strand transcript p9l .
[20 S RNA LAUNCHING]
P C
&
<R
& S & &
FIFF &
T C
W dsRNA —
20 S RNA— --
(+) strand-specific probe

FIGURE 5. Generation of 20 S RNA virus from negative strands in a two-vector system. A, the template plasmid (pRE805) has URA3 as a selective marker and contains the entire
20 S RNA cDNA sequence downstream of the PGKT promoter. The orientation of 20 S RNA is reversed so that the negative strand of the viral genome can be transcribed from the
promoter. The viral genome was tagged by a silent mutation (1476T— G, numbered from the 5’-end of the positive strand) to create a unique Smal site. The HDV antigenomic
ribozyme (R) is directly fused to the 3’-end of the negative strand. The polymerase plasmid (pRE787) has a TRP1 selective marker and is a derivative of the standard launching plasmid
pRE740 with a 4C— A mutation at the 3'-end of the positive strand genome (indicated by the asterisk). Transcripts from this plasmid can be translated into wild-type p91 but could
not generate 20 S RNA virus because of the 4C— A mutation (see Fig. 3C, lane 4). The 20 S RNA genome in the polymerase plasmid has no Smal site. B, cells were transformed with
either the template plasmid (pRE805) or the polymerase plasmid (pRE787) alone or together. As a control, cells were also transformed with the standard launching plasmid pRE740.
RNA was extracted from transformants, and 20 S RNA was detected by Northern blotting using a positive strand-specific probe as described in the legend to Fig. 1A. dsRNA,
double-stranded RNA. C, proof that the virus was generated from negative strands is shown. RNA was prepared from 20 S RNA-generated cells from which both plasmids had been
cured, and an 842-bp cDNA fragment encompassing the Smal site was obtained by RT-PCR (lanes 2 and 4). As a control, we also amplified the cDNA fragment from RNA extracted from
2928 L-A-o cells carrying its endogenous 20 S RNA virus (lanes T and 3). The cDNA fragments, either undigested (lanes 7 and 2) or digested with Smal (lanes 3 and 4), were separated
on an agarose gel. Ethidium bromide staining of the gel is shown.
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FIGURE 6. Effects of mutations at the 3'-end of the negative strand on virus gener-
ation. A, shown are the nucleotide sequence of the last 25 nucleotides of the 3'-end
region of the 20 S RNA negative strand and its predicted secondary structure. The row of
four Cs at the 3’-end and the three nucleotides complementary to the initiation codon of
p91 are boxed. B, the mutations introduced in the template plasmid are shown. Each Cin
the row of four Cs at the 3'-end was changed to A (e ) (7-4). A single C was also deleted
() from the 3’-end (5). The diagrams show the expected 3'-end sequences of the tran-
scripts generated after ribozyme cleavage. C indicates the wild-type control. C, cells
containing the polymerase plasmid (lane C) were transformed with the template plas-
mids (lanes 1-5) modified as described for B. RNA was isolated from transformants, and
20 S RNA was detected by Northern blotting as described in the legend to Fig. 1A using
a positive strand-specific probe. dsRNA, double-stranded RNA.

pRE740 with positive strand transcripts. We interpreted this result as
follows. The primary transcripts from the template plasmid were pro-
cessed by ribozyme cleavage in cis to produce negative strand templates
with the correct viral 3'-ends. p91 produced from the polymerase plas-
mid acted in trans to produce positive strand copies from the negative
strand templates. A positive or negative strand viral RNA with the cor-
rect 5'- and 3'-ends was generated from the positive strand copies or
negative strand templates by a mechanismy(s) yet to be identified. Once
generated, it was amplified by p91, thus creating a new virus. To confirm
this interpretation, we did three experiments. First, when the ribozyme
sequence in the template plasmid was modified (substitution of the
GGG sequence 3'-end to the cleavage site with AAA), thus destroying
its cleavage activity (16), the launching activity was abolished (data not
shown). This indicates the importance of creating negative strands with
the correct viral 3'-ends for virus launching in this two-vector system.
Second, we introduced a mutation (EFD) of the GDD motif of p91 into
the polymerase plasmid. The modified plasmid failed to generate 20 S
RNA virus in this two-vector system (data not shown). This indicates
that active p91 from the polymerase plasmid is essential for virus gen-
eration. Finally, we confirmed that the virus originated from the tem-
plate plasmid (pRE805). The 20 S RNA genome in pRE805 was tagged
with a unique Smal site by a silent mutation (1476T—G, numbered
from the 5'-end of the positive strand), whereas the viral genome in the
polymerase plasmid (pRE787) had no Smal sites. From RNA isolated
from the plasmid-cured cells, we amplified a cDNA fragment of 842 bp
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encompassing the Smal site by RT-PCR. We also amplified the corre-
sponding fragment from endogenous 20 S RNA virus as a control. When
these fragments were digested with Smal (Fig. 5C), the cDNA from the
launched virus was digested completely, whereas the cDNA from the
endogenous virus was totally resistant to the enzyme. Therefore, these
results demonstrate that the virus was derived from the negative strands
transcribed from the template plasmid (pRE805).

Using this two-vector system, we examined the role of the 3'-termi-
nal four Cs of the negative strand in viral replication. We introduced a
single mutation (C to A) at each position in the row of four Cs in the
template plasmid. As shown in Fig. 6, the mutation at the third or fourth
C from the 3'-end abolished the generation of 20 S RNA virus, whereas
changing the 3'-terminal or penultimate C to A did not affect the gen-
eration of 20 S RNA virus. Consistently, up to two Cs could be elimi-
nated from the 3'-end in the vector without any effects on virus gener-
ation (Fig. 6) (data not shown). These results indicate that the third and
fourth Cs from the 3'-end of the negative strand are essential for 20 S
RNA virus replication, whereas the 3'-terminal or penultimate C is
dispensable for virus launching. We isolated viral RNAs from plasmid-
cured cells and determined their 3'-end sequences by 3'-RACE (TABLE
TWO). A mutation at the penultimate C (pLOR-2) or deletion of the 3'-ter-
minal nucleotide (pLOR-4) introduced into the vector was corrected to the
wild-type C in the generated viruses. Therefore, the cluster of four Cs at the
3’-end of the negative strand is again a 3'-cis-signal for replication (or part
ofit), and the virus also has a repair mechanism(s) to correctly maintain this
3’-end. Interestingly, we observed that negative strands cloned after
3’-RACE possessed an extra G at the 3'-ends at high frequencies (50% in
some cases). Positive strands cloned from the same RNA preparations had
an extra G at the 3'-ends but at much lower frequencies. At present, we do
not know the biological significance of this observation.

DISCUSSION

In this work, we have described the generation of 20 S RNA virus from
a vector by expressing the viral RNA in vivo. The RNA can be either the
positive or negative strand of the 20 S RNA genome. In the latter case,
active p91 needs to be provided in trans from a second vector. Once 20
S RNA virus is generated, however, the virus does not require these
vectors any longer and can be propagated autonomously. Because 20 S
RNA virus does not confer any phenotypic changes on the host, it has
been impossible to perform comprehensive genetic analysis on this
virus. Therefore, these launching systems have allowed us to carry out
reverse genetics to determine and analyze cis-acting signals necessary
for replication present not only in the positive strand but also in the
negative strand of the viral genome.

Host Strains—During the course of experiments launching 23 S RNA
virus from a vector, we happened to obtain 20 S RNA-cured cells. Inter-
ference in viral replication by defective interfering particles or by other
viruses is well known among DNA and RNA viruses. In yeast, L-A and
L-BC double-stranded RNA viruses can be eliminated from the cells by
transcribing L-A and L-BC positive strand RNAs, respectively, from a
vector (27, 28). Although 20 S and 23 S RNA viruses are compatible in
the same host and do not exclude each other, their copy numbers in
logarithmically growing cells are extremely low compared with those
under induction conditions (nitrogen starvation). Therefore, overex-
pression of 23 S RNA or its gene product (p104) from a vector in grow-
ing cells may have taken up a hypothetical limiting cellular factor shared
by 20 S and 23 S RNA viruses necessary for replication or for stable
transmission to daughter cells. We have not yet determined the fre-
quency of exclusion, but it appears to be quite low.
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TABLE TWO

3'-RACE: 3'-ends of viral RNA generated from negative strand mutants
Template plasmid” Clones Negative strand® Clones Positive strand”
pLOR2 (.GCCAC-OH) 7 3..GCCCC-OH 6 4..GCCCC-OH
3..GCCCC(G)-OH 1..GCCCC(G)-OH
1.GC-OH 1..GCCC-OH
pLOR4 (.GCCC_-OH) 12 6..GCCCC-OH 10 7..GCCCC-OH
6..GCCCC(G)-OH 2..GCCCC(G)-OH
1..GCCC-OH
“ Modifications introduced at the 3'-end of the 20 S RNA negative strand in the template plasmid are underlined.
? Extra sequences found in the viral 3'-ends cloned are indicated in parentheses.
p91 Is Essential—When the GDD sequence in p91 was changed to
EED in the vector, the modified launching plasmid failed to generate 20 20 S RNA 3' ENDS
SRNA virus. Crystallographic studies have demonstrated that RNA-de-
pendent RNA polymerases of RNA viruses, like DNA-dependent DNA v Ve
or RNA polymerases or reverse transcriptases, form tertiary structures U c
resembling a right hand (29 —31). The four amino acid motifs well con- Ei_
served among RNA-dependent RNA polymerases, including the GDD GU ]
motif, are located within a subdomain called the palm. The first aspartic CG uCa
acid residue of the GDD motif coordinates two Mg>" ions, which are :: UC'G u
essential for the catalytic activity in polymerization. Therefore, the fail- UG G
ure of the EFD mutant to generate 20 S RNA virus is due to destruction g: '{J(:
of the catalytic site of RNA polymerization in p91. Short stretches of U-A GU
amino acids flanking the GDD motif form a B-hairpin structure with G-C G-C
GDD in the hairpin loop. p91 and p104 polymerases share the same E:((;;;\]-Oll g?‘;\}-ﬂll
eight-amino acid sequence (R(V/I)CGDDLI) surrounding the GDD (+) strand () strand
motif with one mismatch. When the mismatched Val in p91 was
changed to Ile, thus making the eight-amino acid stretch identical to the
one in p104, p91 tolerated this change, and 20 S RNA virus was gener- 23 S RNA 3' ENDS tRNAT.Vr
ated from the modified vector. Previously, we found that 23 S RNA virus
also tolerates the reverse change (Ile to Val) in the same stretch in p104 A A A Ac CcRa
(16). Because these aliphatic amino acids are favored for B-sheet forma- u AU U l'L- f LL- l\
tion, these exchanges apparently do not significantly affect the overall U-A (\E ES
structure of each polymerase. These results indicate the potential use- gg AU NN
fulness of the launching systems of 20 S and 23 S RNA viruses for CG CG N
‘ i ®. . © pUA —RY
structure-function analysis of these polymerases. Furthermore, as p91 zg U U‘(‘l, —igich
and p104 also form ribonucleoprotein complexes with their cognate G-C GO NN
viral RNAs, these launching systems will be powerful tools for assigning (‘:' e e
and analyzing domains with distinct functions in these polymerases. U-A U-G NeN
Positive Strand 3'-cis-Signal—In this work, we developed two g___\)_ OH E?( CC(A)-OH Eg ACCA-OH
launching systems to generate 20 S RNA virus in vivo: one from the
genomic strands and the other from the antigenomic strands. The for- (+) strand (-) strand

mer system is similar to the one established previously to generate 23 S
RNA virus (16). Using this launching system, we analyzed 3'-cis-signals
for replication present in the 20 S RNA positive strand. 20 S and 23 S
RNA viruses share the same five-nucleotide inverted repeats at both
termini (5'-GGGGC... GCCCC-OH). Our results indicate that the
third and fourth Cs from the 3’-end of the positive strand are essential
for replication, whereas the terminal and penultimate Cs are dispensa-
ble, at least for virus launching. In the latter cases, however, we found
that the viruses regained the wild-type four Cs. Thus, 20 S RNA virus,
like 23 S RNA virus, has an efficient repair mechanism(s) for the viral
3'-ends, and the stretch of four Cs at the 3’-end of the 20 S RNA positive
strand is essential for replication. In contrast to these terminal four Cs,
the fifth G is not essential; however, it needs to be hydrogen-bonded
with the nucleotide at the other side of the stem (Fig. 4). There are two
probable explanations for this. 20 S and 23 S RNA viruses are closely
related but independent replicons. Therefore, their replication machin-
eries have to discriminate each other and recognize their own RNA
template for replication. 23 S RNA virus has a bipartite 3'-cis-signal that
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FIGURE 7. Comparison of the 3’-terminal secondary structures in the positive and
negative strands of 20 S and 23 S RNA viruses with the top half-domain of tRNA. The
non-templated As at the viral 3’ termini are indicated by parentheses. The 3'-cis-acting
signals for replication identified in this work present in the positive and negative strands
of 20 SRNA virus are boxed. The bipartite 3'-cis-signal present in the positive strands of 23
S RNA virus is also boxed and circled. The top half-domain of eukaryotic tRNA™" was
derived from Sprinzl et al. (43). Y, R, and N stand for pyrimidine, purine, and any base,
respectively.

consists of a stretch of four Cs at the 3'-end and a mismatched pair of
purines in a stem-loop structure adjacent to the 3'-end (Fig. 7). In 23 S
RNA virus, the fourth C from the 3'-end is hydrogen-bonded and
located at the lower edge of the stem structure. Therefore, the replica-
tion machinery of 20 S RNA virus may recognize a stretch of single-
stranded four Cs at the 3'-end flanked by a stem structure at the 5’-side
without a spacer as a cis-signal for replication. Alternatively, 20 S RNA
virus may also have a bipartite 3'-cis-signal with the second site yet to be
located in the stem-loop structure adjacent to the 3’-end. Thus, elimi-
nation of the hydrogen bonding at the lower edge of the stem may alter
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the bipartite signal by shortening the distance between the two sites or
changing their topological configuration. 23 S RNA virus did not toler-
ate a change of adding or eliminating 2 base pairs at the lower stem that
separates both sites.”

Launching of 20 S RNA Virus from Antigenomic Strands—In the sec-
ond launching system, we used two vectors to separately express the 20
S RNA antigenomic strands and the polymerase. Either vector alone
could not generate the virus. However, when these two plasmids were
introduced together into the same host, the cells generated 20 S RNA
virus. That the virus was not generated by recombination between these
two plasmids or between their transcripts is illustrated by the following
evidence. First, transcripts from these two vectors had opposite polari-
ties. Therefore, the 20 S RNA wild-type genome cannot be produced by
recombination between them. Second, the high efficiency of virus gen-
eration (as efficient as that from a single vector expressing positive
strands) suggests that the virus was not generated through rare events
such as RNA-RNA recombination. Third, when the essential GDD
motif of p91 in the polymerase plasmid was changed to EFD, the mod-
ified plasmid failed to assist virus generation. This indicates the impor-
tance of an active p91 protein rather than its DNA or RNA sequence in
the polymerase plasmid for virus generation. Fourth, when the
ribozyme GGG sequence 3’ to the cleavage site was changed to AAA in
the template plasmid, thus destroying its cleavage activity, the modified
template plasmid failed to generate 20 S RNA virus. This indicates that
the negative strand transcripts need to be processed by the ribozyme to
produce correct 3'-ends at the RNA termini. Finally, we found that the
viruses retained the silent mutation (1476 T— G) tagged in the template
plasmid. This indicates that their RNA genome derived from the nega-
tive strands transcribed from the template plasmid. This also eliminates
the possibility that the 4C— A mutation in the polymerase plasmid was
rescued by recombination between the two plasmids. Because the GDD
motif and the silent mutation were separated by only 85 nucleotides in
the viral genome, such recombination should also efficiently rescue the
EFD mutation in the polymerase plasmid.

Using this two-vector system, we found that the third and fourth Cs
from the 3'-end of the negative strand are essential for replication. The
3’-terminal and penultimate Cs were dispensable for virus launching;
however, the generated viruses regained the wild-type Cs at these posi-
tions. Therefore, the cluster of four consecutive Cs at the 3’-end of the
negative strand is again a 3'-cis-signal for replication or part of it.

3'-End Repair and Viral Persistence—20 S RNA virus can repair
mutations introduced at the terminal or penultimate position from the
3’-end or deletion of up to two nucleotides from the 3’-end in the
positive or negative strand. Likewise, the addition of three extra Cs to
the 3’-end of the positive strand did not affect virus launching, and the
virus generated possessed the wild-type termini without these extra
nucleotides. Therefore, 20 S RNA virus has a mechanism(s) to maintain
not only the correct sequence but also the correct length of the viral
3’-ends. Interestingly, the addition of three extra Gs reduced the effi-
ciency of virus generation, although the virus generated did not retain
these extra Gs at the 3’-end. We observed previously that the addition of
arow of eight Gs to the 5'-end of the 23 S RNA ¢DNA genome reduces
the generation of 23 S RNA virus from a launching vector (16). How-
ever, the addition of eight Cs does not have such an effect. It is known
that oligo G tracts inhibit the progression of 5’- and 3'-exonucleases in
yeast (32, 33). This is thus consistent with the idea that the 5’- and
3’-non-viral sequences in the transcripts after ribozyme cleavage were
eliminated by host exonucleases. The launching vectors expressing 20 S

RNA positive and negative strands contained non-viral sequences of 42
and 41 nucleotides, respectively, between the major transcription start
site and the 5'-end of the viral genome. Although these extra sequences
are almost 10 nucleotides longer than the one present in the 23 S RNA-
launching vector, we found that launching of 20 S RNA virus from these
vectors was as efficient as (or better than) the generation of 23 S RNA
virus observed previously. On the other hand, the addition of one or
three extra Gs to the 3'-end greatly reduced the generation of 20 S RNA
virus. These results correlate with the fact that the SKI1/XRN1 5'-exo-
nuclease is more active than the 3’-exonuclease (exosome) in mRNA
degradation in yeast (34).

A mutation introduced at the 3’-terminal or penultimate position
could be mended by the polymerase machinery. RNA polymerases are
known to incorporate mismatched nucleotides at high frequency. Alter-
natively, the machinery could synthesize oligonucleotides in a template-
independent manner and use these oligonucleotides as a primer to ini-
tiate complementary strand synthesis (35). Host enzymes might also be
involved in the 3’-end repair. Previously, we pointed out the similarity
between the 3’-end stem-loop structures present in the positive and
negative strands of 23 S RNA virus and the top half-domain of tRNA
(17). The acceptor stem and T stem of tRNA stack on each other coaxi-
ally and form a stem-loop structure with a single-stranded 3'-tail
referred as the top half of tRNA (Fig. 7). The structure consists of a long
stem of 12-13 bp with a seven-nucleotide TWC loop. The top half-
domain contains the determinants necessary for specific interactions
with tRNA-related enzymes, including the CCA-adding enzyme (36,
37). The positive strand of 20 S RNA virus also possesses a stem-loop
structure with a tail of four single-stranded Cs at the 3'-end that resem-
bles the top half-domain of tRNA. This molecule could be a substrate of
the CCA-adding enzyme (Fig. 7). A mutation introduced at the 3’-end
of the positive strand may be excised by an exonuclease. It is known that
RNase T, a non-processive 3'-exonuclease, is responsible for the end
turnover of tRNA in Escherichia coli. The progression of the cleavage by
this enzyme is blocked by consecutive Cs (38). Then, the shortened
3’-end would be filled to the wild-type sequence by the CCA-adding
enzyme. Consistent with this possibility is the evidence that 20 -30% of
20 S RNA positive and negative strands possessed a non-templated A at
their 3’-ends when W double-stranded RNA was analyzed after pCp
labeling (39). The negative strand of 20 S RNA has a similar secondary
structure at the 3'-end but with a much shorter stem (8 bp). This raises
the possibility that the negative strand is not a good substrate for the
CCA-adding enzyme. In this work, we observed that the negative
strands of 20 S RNA viruses generated from a vector possessed, at a high
frequency, a non-templated G at the 3'-ends (TABLE TWO). Because
endogenous 20 S RNA virus also possesses this G in the negative strands
at high frequency,® it is not a phenomenon related to virus generation
from a vector. In E. coli, it is known that poly(A) polymerase I and
polynucleotide phosphorylase can partially compensate for the absence
of the CCA-adding enzyme in the repair of the 3'-terminal sequence of
tRNA (40, 41). Therefore, the extra G at the 3’-end could be the mani-
festation that an enzyme other than the CCA-adding enzyme is involved
in the repair of the 3'-end of the negative strand and that the virus
somehow tolerated this G during its replication. Alternatively, because
most of the negative strands in the lysates are present in replication
complexes engaged in positive strand synthesis (11), this G may be
involved in the replication process.

The positive strands of 20 S and 23 S RNA viruses form ribonucleo-
protein complexes with their cognate RNA-dependent RNA poly-

5 R. Esteban, M. Ramirez-Garrastacho, and T. Fujimura, unpublished data.
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6. Vega, T. Fujimura, and R. Esteban, unpublished data.
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merases at a 1:1 stoichiometry and reside in the host cytoplasm. These
RNAs have no poly(A) tails and perhaps no 5'-cap structures, thus
resembling degradation intermediates of mRNAs. We expect them to
be vulnerable to the exonucleases involved in mRNA turnover. This
raises the possibility that the formation of ribonucleoprotein complexes
is essential for virus persistence by protecting these RNA genomes in
the host cytoplasm. The positive strand of 23 S RNA virus possesses the
bipartite 3'-cis-acting signal for replication (Fig. 7). Previously, we found
that the bipartite 3'-signal is also important for the formation of a com-
plex between the 23 S RNA genome and its RNA-dependent RNA
polymerase, p104 (18). The mismatched pair of purines and the third
and fourth Cs from the 3'-end are essential for this activity. A mutation
at the penultimate position slightly reduced the activity, whereas a mod-
ification at the 3'-terminal C did not affect the formation of the com-
plex. These results suggest that p104 directly interacts with the third
and fourth Cs from the 3’-end and protects the viral RNA from exo-
nucleases. The terminal and penultimate nucleotides at the 3’-end may
be accessible to the 3'-repair machinery. As demonstrated in this work,
the stretch of four Cs at the 3’-end in the 20 S RNA positive strand is also
a cis-acting signal for replication. Based on analogy to 23 S RNA virus,
we expect that p91 interacts with the third and fourth Cs and protects
the viral 3’-end from exonucleases. Because the negative strands are
replication intermediates, they also need to be protected in the cyto-
plasm. The negative strands of 20 S RNA virus also form complexes with
P91, as anti-p91 antiserum can immunoprecipitate the negative strands
from cell lysates (42). It is likely that the stretch of four Cs at the 3'-end
in the negative strand is also involved in the formation of complexes
with p91.

The 20 S RNA genome contains only 12 nucleotides in the 3’-non-
coding region (Fig. 3). This makes the comprehensive analysis of the
3'-cis-acting signals (for replication or for complex formation) quite
difficult without modifying the amino acid sequence of p91. As shown in
this work, however, p91 can act in trans to generate 20 S RNA virus from
two vectors. Therefore, it will be possible to develop an in vivo system to
analyze these cis-acting signals by separately expressing the viral RNA
and the polymerase p91 from two vectors. These experiments will pro-
vide information essential to understanding the molecular basis of nar-
navirus replication and its persistence in yeast.
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20S RNA virus is a persistent positive strand RNA virus found
in Saccharomyces cerevisiae. We previously observed that the
virus generated in vivo from a launching vector possessed the
correct RNA termini without extra sequences. Here we present
evidence that the SKI1/XRN1 5’'-exonuclease plays a major role
in the elimination of the non-viral upstream sequences from the
primary transcripts. The virus, once generated, however, is fairly
unaffected by overexpression or deletion of SKI1/XRN1. By con-
trast, the copy number of the L-A double-stranded RNA virus in
the same host is greatly increased by the deletion of SKI1/XRN1,
and overexpression of the gene cured L-A virus from the cells at
a high frequency. 20S RNA virus, unlike L-A virus, has a strong
secondary structure atits 5’-end: the first four nucleotides are G,
and they are buried at the bottom of a long stem structure, fea-
tures known to inhibit the SKI1/XRN1 5'-exonuclease progres-
sion. Mutations that weakened the 5’-stem structure made 20S
RNA virus vulnerable to SKI1/XRN1. These results, together
with the data on L-A virus, indicate a strong anti-RNA virus
activity of SKI1/XRNI1. Given that 20S RNA virus resides and
replicates in the cytoplasm without a protective capsid, our
results suggest that the strong secondary structure at the 5'-end
is crucial for the 20S RNA virus to evade the host SKI1/XRN1
defense.

Narnavirus 20S RNA is one of the simplest positive strand
RNA viruses found in nature. The small genome (2514 nucleo-
tides (nt)®) only encodes a single 91-kDa protein (p91), the RNA-
dependent RNA polymerase (1-3). Despite its simplicity, the
virus prospers and is widespread among laboratory strains of
the yeast Saccharomyces cerevisiae as a persistent virus. All the
information necessary to replicate and persist in the host is
packed within its small RNA genome. The viral genome lacks a
poly(A) tail at the 3'-end (3) and has perhaps no cap structure at
the 5'-end, resembling an intermediate of mRNA degradation.
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The reading frame for p91 spans almost the entire length of the
genome, and there are no genes for capsid proteins. Therefore,
the RNA genome is not encapsidated into an intracellular
virion structure (4, 5). It raises the question of how the virus
avoids its RNA genome destruction by the enzymes involved in
mRNA degradation pathways.

mRNA degradation in eukaryotes usually begins with the
shortening of the poly(A) tail at the 3'-end, followed by decap-
ping at the 5'-end by the Dcplp-Dcp2p-decapping enzyme (6,
7). Numerous proteins (Lsmlp-7p, Patlp, Dhhlp, etc.) are
known to assist this reaction. Then, the decapped RNA is
degraded by the XRNI 5’-exonuclease. Alternatively, deadeny-
lated RNA is digested by a multiprotein complex with 3’-exo-
nuclease activity called the exosome (8, 9). In yeast, the XRN1
5'-exonuclease plays a major role in mRNA degradation.
Although xrnl mutants exhibit pleiotropic phenotypes, com-
mon 5’-exonuclease motifs (motifs I-III) are identified in
Xrnlp, and mutations of two critical residues in motif II
(D206A, D208A) abolish the 5'-exonuclease activity rather spe-
cifically without affecting functions unrelated to RNA turnover
(10). The enzyme digests the RNA processively in the 5’ to 3’
direction (11), and its progression is inhibited by a G tract or by
a strong secondary structure on the RNA (12, 13). A genetic
approach has identified several chromosomal SKI genes affect-
ing the double-stranded RNA (dsRNA) virus L-A and its satel-
lite RNA M (14, 15). Recessive mutants of these genes exhibit a
super-killer phenotype due to the derepressed production of a
toxin encoded on the satellite RNA. SK71 and XRN1 have been
assigned to the same gene (16), suggesting that a higher toxin
production in this mutant is due to the stability of viral RNA
that has neither 5’ cap structure nor a 3’ poly(A) tail.

Although the 20S RNA virus has no capsid protein, the viral
genome does not exist as naked RNA in cells. Instead, it forms a
ribonucleoprotein complex with p91 in a 1:1 stoichiometry and
resides in the cytoplasm (5, 17). This raises the possibility that
formation of complexes contributes to the stability of the 20S
RNA genome in the cell. Recently, we have analyzed p91 in the
complex and found that p91 interacts with 20S RNA at the 5'-
and 3’-end regions and, to a lesser extent, at the central region
as well (18). Mutations in the 5’ or 3’ cis sites reduced the
formation of complexes to a basal level (10% compared with the
full activity), and a combination of them did not further reduce
the activity. This suggests that the interactions of p91 at both
sites are coordinated and that the central cis site is responsible
for the basal level of complex formation. Further study indi-
cated that the 3’ cis site is identical to or overlaps with the 3’ cis
signal for replication (Fig. 14). Especially, the third and fourth
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FIGURE 1. Terminal regions of the 20S RNA genome and the L-A positive
strand. A, secondary structures in the 5’'- and 3’-terminal regions of the 20S
RNA genome. The 5’ stem-loops | and Il and cis sites for replication and for-
mation of complexes at the 5'- and 3’-terminal regions are indicated. Nucle-
otides are numbered from the 5’-end. B and C, nucleotide sequence of the
5'-terminal stem-loop | of the 20S RNA genome (B) and the 5’-terminal
sequence of the L-A positive strand (C). The initiation codons (start) for p91 (B)
and for the major coat protein of L-A virus (C) are indicated.

nucleotides (both are C) from the 3'-end are essential for both
replication and formation of complexes. By contrast, mutations
at the 3’-terminal or penultimate position did not affect either
activity. Furthermore, viruses recovered from the latter exper-
iments had regained the wild-type nucleotide C by replacing
the modified nucleotide at the terminal or penultimate posi-
tion. This suggests that, although the 3’-terminal and penulti-
mate nucleotides may be removed for repair, such nibbling
would not go further inside because of p91 binding. In contrast
to the 3’ cis site, the 5' cis site for complex formation is located
not at the very 5'-terminus but at the second stem-loop struc-
ture (nt 72-104) from the 5'-end (Fig. 14) (18). The terminal
region (nt 1-71) forms an intricate secondary structure, and the
terminal nucleotide is buried at the bottom of a long stem (Fig.
1B). This stem also contains the initiation codon for p91. If p91
bound to the first stem structure, it is feasible that this binding
might interfere with p91 translation from the initiation codon.

In this work, we show that the 20S RNA virus is quite resist-
ant to the SKI1 5’-exonuclease because of the secondary struc-
ture at the 5'-end of the genome. Weakening the 5'-terminal
stem structure made the virus susceptible to SKI1. By contrast,
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L-A virus has no strong secondary structure but an AU-rich
sequence at the 5'-end of the positive strand (Fig. 1C) and can
easily be eliminated from the cells by overexpression of SKI1.
These results indicate that the SKII 5’-exonuclease plays a crit-
ical role in defense against RNA viruses. During the course of
reverse genetics using the in vivo 20S RNA virus launching sys-
tem, we observed that the 5'-exonuclease activity of Skilp plays
a major role in removing non-viral upstream sequences from
primary transcripts containing the 20S RNA genome. DHHI
was also found to be involved in this process. Our 20S RNA
virus launching system thus provides a convenient method to
analyze mRNA processing in vivo.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Strains and Media—?20S RNA-negative strain 2928-4 (a ura3
trpl his3, 20S RNA-o, 23S RNA-o, L-A-0) has been described
previously (19). Standard strain BY4741 (a ura3AO0, leu2A0
his3A1, met15A0 20S RNA-o, 23S RNA-o, L-A) and a haploid
deletion series (BY4741 background) from the yeast knockout
collection were a kind gift from Dr. J. L. Revuelta (Salamanca).
For cytoplasmic mixing experiments (cytoduction), we used
strain 1101 (« karl-1, his4, L-A, M1, 20S RNA) (20). L-A-o
derivatives of the strains were constructed during this work by
overexpression of the SKII gene. Cells were grown in rich
YPAD medium (1% yeast extract, 2% peptone, 0.04% adenine
sulfate, and 2% glucose) or synthetic medium deprived of uracil
or histidine, or both (21). Induction of 20S RNA virus under
nitrogen starvation was performed as described previously (22).

Genetic Methods—Standard methods for yeast genetics were
used (23). Cytoduction was carried out using a strain carrying
the karyogamy-deficient karl-1 mutation (24).

Pull-down Assay—Immunoprecipitation of ribonucleopro-
tein complexes with anti-p91 antiserum, RNA extraction, slot-
blotting, and detection by Northern hybridization were
described previously (18). Titration of 20S RNA transcripts in
complex with p91 or in the lysates is shown in supplemental Fig.
S1. Hybridization with the [y-**P]ATP-labeled oligodeoxy
probe RE365, that was complementary to nt 1-22 of the 20S
RNA genome, was done as described (25). The oligonucleo-
tide RE368 (5'-CCTCATAAAACTGATACGAGCTTCTG-
CTATCC-3") was used to detect 25S rRNA.

In Vitro Mutagenesis—Site-directed in vitro mutagenesis was
done as described (26). Mutations were confirmed by DNA
sequencing,.

Northern Hybridization—Cells were broken with glass beads
as described previously (18). Phenol-extracted lysates were sep-
arated in a native agarose gel, denatured in the gel, blotted, and
hybridized with 3*P-labeled RNA probes as described (27). To
analyze SKII transcripts, RNA samples were separated in a
formaldehyde-containing denaturing gel (28) instead of using a
native agarose gel. *’P-labeled probes to detect 20S RNA and
L-A positive strand genomes were made by T3 run-off tran-
scription using Smal-digested pALI18 (complementary to the
full sequence of 20S RNA) and Pvull-digested pRE687 (comple-
mentary to nt 1323-1786 of L-A), respectively. The SKII spe-
cific probe was T3 run-off transcripts from Spel-digested
pRE908 that were complementary to the second half of the SKI1
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TABLE 1 A TRANSCRIPTS C
Plasmids Parental Tetrad
A. Launching plasmids (2 um derivatives) Non-viral PRE763 R - 7: B i B o
q ] Y - - -
Name Upstream 20S RNA Ribozyme Marker 41 208 RNA 2514‘,_:"_
7 3
pRE763 47 nt WT Active URA3 1 g_
pLOR38 19 nt WT Active URA3 m -208 RNA
pLOR35 9nt WwWT Active URA3 3 ¥
pRE940 9nt G69 Active URA3 0 -
pRE941 9nt 68GG69 Active URA3 205 BN: grobe
pRE948 9nt G69 Inactive URA3 >
pRE949 9nt 68GG69 Inactive URA3 B SKIT skilA D skilA &
PRE950 9 nt WT Inactive URA3 it & @\re
pstream 47 19 9 47 19 9 SKT1-E i MY
B. Plasmids Expressing SKI1 (nt) 'sﬁf Lx]:] 'tcsm" & &S

Name Promoter Copy number SKI1 Marker pl omid {:';gnt] rort
pRS313 - Centromeric - HIS3
PRE908 SKI1 Centromeric SKI1 HIS3 205 RNA- | - -
pRE921 SKI1 Centromeric skil® HIS3
PRE910 - Multicopy - HIS3 20SRNAY &
pRE914 PGK1 Multicopy SK11 HIS3 T TR ——s
pRE1066 PGK1 Multicopy skil HIS3 208 RNA probe 208 RNA probe

“ skil-D206A, D208A.

gene (nt 2240-4587, numbered from the AUG initiation
codon).

Launching Plasmids—pRE763 is a derivative of the 20S RNA
launching vector pRE740 previously described (19). pRE763 has
a 1.1-kb fragment containing the L/RA3 gene inserted into the
unique EcoRV site in the TRPI marker of pRE740. The rest of
the launching plasmids were made from pRE763 by site-di-
rected in vitro mutagenesis. The changes introduced into the
vector or 20S RNA sequence are indicated in Table 1.

Cloning of SKI1—The SKI1 gene was amplified by PCR from
strain 2928-4 with oligos RE298 (5'-AATTAGGATCCAATC-
CAAACATTGTGCCCAC-3’) and RE299 (5'-AATTAGGAT-
CCGGTTTGCTAAGCAAAATGAG-3"). The DNA fragment
(5.5 kb) contains the SKII open reading frame flanked by a
0.5-kb upstream sequence with the SKII promoter and a
0.25-kb downstream sequence with polyadenylation and tran-
scription termination signals. The PCR fragment was cloned
into the unique BamH]1 site of the pRS313 centromeric vector
(29), resulting in plasmid pRE908. The cloned sequence of the
SKI1I gene was confirmed by DNA sequencing. The SKII over-
expression vector pRE914 was constructed as follows: A 4.7-kb
DNA fragment containing the SKII coding sequence was
amplified by PCR from strain 2928-4 with oligos RE296 (5'-
AATTAGGATCCCAGTACGGTATGGGTATTC-3") and
RE297 (5'-AATTAGGATCCGTCGTATGTTCTAAGTAGA-
3"). Nucleotides corresponding to the initiation and termina-
tion codons are underlined. The amplified fragment was cloned
downstream of the PGKI promoter of vector pRE910, giving
plasmid pRE914. Vector pRE910 is a derivative of pI2 (30) and
has a 1.1-kb fragment containing the HIS3 marker inserted into
the unique EcoRYV site, interrupting the TRPI gene of pI2.

RESULTS

SKI1 Contributes to the Efficient Generation of 20S RNA Virus
in Vivo—W e have recently established an iz vivo launching sys-
tem for 20S RNA virus from a yeast expression vector (19). The
vector contains the entire 20S RNA c¢cDNA sequence down-
stream of the PGK1 promoter. The hepatitis delta virus antig-
enomic ribozyme sequence is directly attached to the 3’-end of
the viral genome in the vector to facilitate the creation of the
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FIGURE 2. The SKI1 5’-exonuclease has a major role in the 5’ processing of
the primary transcripts to generate 20S RNA virus in vivo. A, diagrams of
20S RNA transcripts produced in vivo from the standard launching plasmid
pRE763 or derivatives thereof. The 20S RNA genome sequence is depicted
with the bold line and numbered 1-2514. Thin lines indicate the non-viral
sequences flanking the viral genome. The hepatitis delta virus antigenomic
ribozyme sequences (R) attached to the 3’-end of the viral genome are boxed,
and the curved arrow indicates the cleavage site. The standard launching plas-
mid has 47 nt as the non-viral upstream sequence in the transcripts, while the
derivatives have shorter (19 and 9 nt) upstream sequences. B, skiTA strain
failed to generate 20S RNA virus from the standard launching plasmid. A SKI1
(lanes 1-3) or skilA (lanes 4-6) strain was transformed with the standard
launching plasmid (lanes 7 and 4) or with a plasmid having a shorter upstream
sequence (19 or 9 nt) (lanes 2, 3, 5, and 6). Phenol-extracted lysates were
separated on 1.3% agarose gels and blotted onto nylon membranes. RNA on
the membranes was detected by Northern hybridization with a 20S RNA spe-
cific probe. The position of 20S RNA is indicated. C, 20S RNA virus does not
require SKI1 for its replication. RNA from one tetrad (A-D) and the parental
strains was extracted, and the viral RNA in the extracts was analyzed as
described in B. D, SKI1 on a centromeric vector complements the skiTA strain
to generate 20S RNA virus from the standard launching plasmid. The ski1A
strain was first transformed with a centromeric vector alone (lane 1), or the
vector with SKI71 (lane 2), or ski1-D206A, D208A (lane 3). Then the transfor-
mants were again transformed with the standard launching plasmid. 20S RNA
virus generated was detected as described in B.

precise viral 3’-end termini in the transcripts (Fig. 2A4).
Although the vector contained a non-viral sequence between
the major transcription start site for the PGK1 promoter and
the 5'-end of the viral genome, the virus generated had the
authentic 5’-terminus without this non-viral vector sequence.
Using this launching system, we examined the effects of host
genes on virus generation. When a skilA mutant strain was
used as a host, we found that the standard launching plasmid
failed to generate the virus (Fig. 2B, lane 4). Although this
mutant strain showed severe defects in mating and meiosis, we
found that the cells could support replication of 20S RNA when
the virus was introduced by a cytoplasmic mixing (cytoduction)
(not shown). Furthermore, two tetrads obtained from a cross
with a 20S RNA-carrying strain produced a 4+:0 segregation of
20S RNA virus (Fig. 2C), indicating that the virus does not
require SKI1 for its replication. Because the primary transcripts
from the vector contain the 5’ cap structures as well as 47 nt of
non-viral upstream sequences, we suspected that the failure in
generating virus from the standard launching plasmid was
caused by the inefficient removal of the non-viral 5’ sequence
from the transcripts. When this upstream sequence was
reduced from 47 to 19 nt or to 9 nt, the vectors successfully
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FIGURE 3. Effects of genes involved in mRNA decapping on 20S RNA
launching. A, control strain BY4741 (lane 1) or a strain deleted in LSM1 (lane 2),
PAT1 (lane 3), EDC1 (lane 4), or DHH1 (lane 5) was transformed with the stand-
ard launching plasmid. 20S RNA virus generated was detected as described in
the legend to Fig. 2B. B, 20S RNA virus was introduced from strain 1101
(Donor) into a dhh1A strain (Recipient) by cytoduction. 20S RNA in two cyto-
ductants and in the donor and recipient strains was analyzed as described in
Fig. 2B. Ethidium bromide staining of the gel is also shown (EtBr). The posi-
tions of 20S RNA and 25S and 18S rRNAs are indicated.

generated the virus in the ski1A strain (Fig. 2B, lanes 5 and 6). In
particular, the shortest one generated the virus almost as effi-
ciently as in the isogenic wild-type strain (Fig. 2B, lanes 3 and 6).
Translation of p91 was not affected by these modifications in
the upstream sequence (not shown). Once the virus was gener-
ated, skilA cells could maintain it stably even after curing the
launching plasmid. Next, we amplified a 5.5-kb DNA fragment
encompassing the SKI1 gene from the wild-type strain 2928-4
and cloned it into a single copy centromeric vector. The
authenticity of the gene was confirmed by DNA sequencing.
When the skilA strain was transformed with the vector
expressing Skilp, now the cells could generate 20S RNA virus
from the standard launching plasmid (Fig. 2D, lane 2). Further-
more, cells transformed with the vector containing skil-
D206A,D208A failed to generate the virus under the same con-
ditions (Fig. 2D, lane 3). These mutations are known to abolish
the 5'-exonuclease activity of the gene product (10). These
results indicate that the inability of the skilA strain to generate
the virus is indeed caused by the deletion of SK1I and point out
the importance of eliminating the non-viral 5’-upstream
sequence for virus generation. Because decapping precedes
5'-exonuclease cleavage in mRNA turnover, we examined the
effects on 20S RNA virus generation of the genes involved in
mRNA decapping. Among them, we chose some components
of the Lsm1p-7p/Patlp complex (Lsmlp, Lsm6p, Lsm7p, and
Patlp), Dhhlp, an RNA helicase that is necessary for the decap-
ping activity of Dcplp-Dcp2p, and Edclp, an enhancer of the
decapping activity (31-33). We did not test deletions of DCP1
and DCP2 because these are essential genes. Strains deleted in
LSM1, LSM6 (not shown), LSM7 (not shown), PAT1, or EDCI
could generate 20S RNA virus from the standard launching
plasmid (Fig. 34) or from a launching plasmid with a 9-nt
upstream sequence (not shown). However, we were unable to
launch 20S RNA in the dhh1A mutant from either plasmid (Fig.
3A, lane 5; and not shown). To examine whether the failure of
the dhhIA strain to generate virus is caused by the inability to
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FIGURE 4. The SKI1 5’-exonuclease has a strong anti-L-A virus activity.
A, suppression of L-A virus by a single-copy of the SKI7 gene. L-A viral RNA was
extracted and analyzed as described in the legend to Fig. 2B except that an
L-A positive strand specific probe was used. Lane 1, ski1A strain; lane 2, ski1A
strain with ski’-D206A, D208A in a centromeric vector; lane 3, ski1A strain with
SKIT in a centromeric vector; lane 4, SKI1 strain BY4741. B, expression of SKI1
transcripts from a centromeric or a multicopy vector. RNA was extracted from
late logarithmic phase cells and separated in a denaturing agarose gel. After
blotting, SKIT transcripts were detected with a SKI1 specific probe. The lower
panel is overexposed to reveal SKIT transcripts from a single copy gene. Lane
1, SKI1 strain BY4741; lane 2, skilA strain; lane 3, ski1A strain transformed with
a SKI1 centromeric vector; lane 4, ski1A strain transformed with a SKIT multi-
copy vector. G, curing of L-A virus by SKIT overexpression. A skiTA strain was
transformed with a SKIT-overexpressing multicopy vector (lanes 3-12) or the
vector with skiT-D206A, D208D (lane 2). L-A virus was analyzed as described in
A. Lane 1, the non-transformed ski1A strain.

support 20S RNA replication or by its defect in RNA process-
ing, we introduced 20S RNA virus into dhh1A cells by cytoduc-
tion. As shown in Fig. 3B, cytoductants received the virus from
the donor strain and maintained it during the subsequent col-
ony isolation procedure. We observed no effects of dhhiA on
the level of 20S RNA introduced. This indicates that the dhi1A
strain has no defects in supporting 20S RNA virus replication.
These results demonstrate that host genes involved in RNA
processing could affect 20S RNA virus generation in this
launching system. Therefore, it is necessary to distinguish them
from those genuinely involved in virus replication by genetic or
other means.

Differential Effects of the SKI1 Gene on Yeast RNA Viruses—
The SKII gene product suppresses the copy number of L-A
dsRNA virus. We observed that the amount of L-A virus is 5-10
times higher in the skilA strain than in the isogenic SKII wild-
type strain (Fig. 44, lanes 1 and 4). SKI1 on a centromeric vector
reduced the amount of L-A to the wild-type level, while skil-
D206A, D208A showed no such suppressive activity (Fig. 44,
lanes 2 and 3). We subcloned the SKII open reading frame into
a2 uM based multicopy vector, downstream of the constitutive
PGK1 promoter. The expression of the SKII transcripts is at
least 50 times higher than that from the centromeric vector or
from the single gene in the yeast chromosome (Fig. 4B). When
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FIGURE 5. Effects of SKIT on 20S RNA virus. A, wild-type 20S RNA virus is
quite insensitive to SKIT overexpression. skilA strain carrying wild-type 20S
RNA virus was transformed with a SKIT centromeric vector (lane 2) or with a
SKIT multicopy vector (lane 3). Lane 1, 20S RNA virus-carrying skiTA strain
without plasmid as control. B, 20S RNA with the 69GG69 mutation becomes
sensitive to SKIT suppression. skiTA strain carrying wild-type 20S RNA virus
(lanes 1-4) or virus with the 68GG69 mutation (lanes 5-8) was transformed
with a SKIT-overexpressing multicopy vector (lanes 3, 4, 7, and 8) or the vector
alone (lanes 1, 2, 5, and 6). Two transformants from each experiment were
analyzed. 20S RNA was detected as described in the legend to Fig. 2B. The
lower panel shows 255 and 18S rRNAs stained with ethidium bromide as load-
ing control. The photograph was taken before blotting. The strains used in A
and B have no L-A virus.

the skilA strain was transformed with the SKI1 multicopy vec-
tor, the transformants lost the L-A virus at a high frequency (7
of 10) (Fig. 4C, lanes 3—12). We confirmed the loss of L-A virus
by curing the plasmid. By contrast, transformants with the vec-
tor alone (not shown) or with ski1-D206, D208A retained a high
amount of L-A virus as the original non-transformed cells (Fig.
4C, lanes 1 and 2). These results demonstrate a strong anti-L-A
virus activity of the SKII 5'-exonuclease. We also analyzed the
effects of SKII on 20S RNA virus. Because the copy number of
L-A virus is very high in the ski1A strain, its presence affects the
copy number of 20S RNA in the same cell, perhaps by compet-
ing for resources such as nucleotide precursors, energy, etc. In
the following experiments, therefore, we used an L-A-o strain.
SKII on the centromeric vector had almost no effect on 20S
RNA virus, and SKII even on the multicopy vector only slightly
reduced the amount of 20S RNA virus (Fig. 54). In the latter

25816 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

case, we did not observe any segregation of 20S RNA-free col-
onies. In contrast to L-A virus, therefore, 20S RNA virus is quite
resistant to SK11.

The 5'-Terminal Structure Contributes to Resistance of 20S
RNA Virus to SKII—We wondered why 20S RNA and L-A
viruses differentially respond to the SKII 5'-exonuclease. The
dsRNA genome of L-A virus is encapsidated into intracellular
viral particles. Isolated particles protect the RNA genome from
RNase A treatment (27). EM studies indicated that the capsid
has holes with a size large enough for newly synthesized tran-
scripts to pass through into the cytoplasm, but too small for the
entry of globular proteins (34, 35). Thus, it is the non-encapsi-
dated cytoplasmic stage of L-A positive strand transcripts that
appears to be vulnerable to the 5'-exonuclease.

The 5'-terminal region of the L-A positive strand contains an
AU-rich sequence and does not show strong secondary struc-
tures (Fig. 1C). By contrast, 20S RNA has a strong secondary
structure at the 5’-end, and the 5’-terminal nucleotide is buried
at the bottom of the stem (Fig. 1B). Furthermore, the first four
nucleotides at the 5'-terminus are G. It is known that oligo G
tracts and strong secondary structures inhibit the progression
of the 5" SK11I exonuclease (13, 36). We therefore, hypothesized
that this strong secondary structure contributes to the insensi-
tivity of 20S RNA virus to SKII suppression. To examine this
hypothesis, we introduced mutations in the launching plasmid
to destabilize the 5'-end structure of the 20S RNA genome.
Because the skilA strain failed to generate 20S RNA virus from
the standard launching plasmid (Fig. 2B), we used the plasmid
having a shorter (9 nt) non-viral upstream sequence. The first
mutant plasmid (G69) contains a single substitution at the posi-
tion 69 (C to G) and creates a single mismatch at the lower part
of the stem (Fig. 6A4). This mutation does not alter the amino
acid sequence of p91. The second plasmid (68GG69) harbors
two substitutions (68UC69 to GG), destabilizing the stem more
profoundly and encodes p91 modified at codon 19, from wild-
type Val to Gly (Fig. 6A4). We transformed the SKII strain with
these plasmids as well as with the control plasmid having the
wild-type 20S RNA sequence. Transformants with the first
plasmid (G69) generated 20S RNA virus, but its amount was
less compared with the control (Fig. 6B, lanes 1 and 2). Their
ratio remains similar after curing the plasmid (not shown), indi-
cating that the virus with this mutation is less stable. More
significantly, the second plasmid (68GG69) failed to generate
virus (Fig. 6B, lane 3). Because this second plasmid encodes a
modified p91, its failure to generate virus could be attributed to
the amino acid change (V19G) in the protein. To eliminate this
possibility, the following two experiments were carried out. We
previously showed that transcripts containing the 20S RNA
negative strand genome did not generate virus because p9l,
essential for replication, could not be decoded from them.
When an active p91 was provided from a second vector, the
negative strand transcripts generated 20S RNA virus (19). We
introduced the V19G mutation into the p91 coding sequence
on the second vector and found that the modified p91 could
generate virus from the negative strand transcripts (not
shown), indicating that the protein is capable of, at least, a first
round of positive strand synthesis. More direct evidence comes
from the experiments shown in Fig. 6B, lanes 4—6. Here, a
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FIGURE 6. Mutant viruses with destabilized 5'-terminal stem structures
become susceptible to SKI1 suppression. A, 5'-terminal stem structures of
WT and G69 and 68GG69 mutant 20S RNA viruses. Only the lower half of the
5'-terminal stem-loop structure is shown. Nucleotides are numbered from
the 5'-end. Small bars indicate the coding frame of p91 and the initiation
codon (start) is boxed. Note that the 68GG69 mutation causes an amino acid
change at codon 19 from Val to Gly (indicated with circles). The free energy of
each structure (nt 1-71) is shown. B, wild type SKI1 (lanes 1-3) or skiTA strain
(lanes 4-6), or the ski1A strain complemented with a SKIT centromeric vector
(lanes 7-9) was transformed with 20S RNA launching plasmids containing the
wild-type sequence (lanes 1, 4, and 7) or with the G69 (lanes 2, 5, and 8) or
68GG69 (lanes 3, 6,and 9) mutation. 20S RNA virus generated was analyzed as
described in the legend to Fig. 2B.

skilA strain was transformed with the same three plasmids. Not
only G69 but also 68GG69 mutant plasmids generated virus,
and the amounts of 20S RNA in these transformants are indis-
tinguishable from the one having the wild-type viral sequence.
We confirmed that viruses generated from G69 and 68GG69
mutant plasmids in the skilA strain were not revertants. Viral
RNA was isolated from plasmid-cured cells, and the 5'-end
region was amplified by reverse transcription-PCR. Sequencing
five independent ¢cDNA clones indicated that the viruses
retained the respective mutations originally introduced in the
launching plasmids. Thus p91 with the V19G mutation is active
and has no defects in replication. Furthermore, the skilA strain
harboring a SK11-expressing centromeric plasmid failed to gen-
erate virus from the 68GG69 mutant plasmid and generated
virus from the G69 mutant plasmid but in a lesser amount, as
the wild-type SKI1 strain did (compare lanes 1-3 to lanes 7-9 in
Fig. 6B). Therefore, SKI1 is responsible for the instability of the
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mutant viruses and in the absence of the gene product, even 20S
RNA virus with the 68GG69 mutation can propagate normally
as the wild-type virus does.

20S RNA Virus with the 68GG69 Mutation Becomes Vulner-
able to SKII Suppression—20S RNA virus with the 68GG69
mutation was generated from a launching plasmid in the skiZA
strain but not in the SKII strain. Here we asked whether this
mutant virus after its generation in the skiIA strain is still sus-
ceptible to SKI1. We cured the launching plasmid from the
skilA strain that had generated the mutant virus. Then the cells
were transformed with a SKII-expressing multicopy vector or
with the vector alone (Fig. 5B, lanes 5-8). As control, the skilA
strain with wild-type 20S RNA virus was processed similarly
(Fig. 5B, lanes 1-4). As observed earlier (Fig. 5A4), wild-type
virus was only slightly affected by the overexpression of SKII
(Fig. 5B, compare lanes 3 and 4 with lanes 1 and 2). By contrast,
the mutant virus was reduced by more than 90% by SKII (Fig.
5B, compare lanes 5 and 6 with lanes 7 and 8). Thus the mutant
virus becomes more susceptible to SKI1 compared with the wild-
type virus, and this vulnerability is not related with the launching
process from a vector. These results confirm that the integrity of
the 5'-end structure is critical for the virus to resist SKII suppres-
sion. Unlike in the case of L-A virus, however, the cells harboring
the mutant 20S RNA viruses did not produce virus-free colonies
by the overexpression of SKI1.

The G69 and 68GG69 Mutations Do Not Directly Affect the
Formation of Ribonucleoprotein Complexes between 20S
RNA and the RNA Polymerase p91—The genomic RNA of
20S RNA virus forms a ribonucleoprotein complex in vivo
with its RNA polymerase p91. We have recently shown that
p91 interacts with the RNA at the 5'- and 3’-end regions, and
to a lesser extent, at the central region. The 5’ cis site is present
at the second stem-loop structure (nt 72—-104) from the 5’-end
(Fig. 1A). Because the two mutations G69 and 68GG69 desta-
bilize the 5'-terminal stem-loop structure, and because they are
located close to the 5’ cis site for formation of complexes, we
examined whether these mutations affect the formation of
ribonucleoprotein complexes. Transcripts containing the 20S
RNA genome with the wild-type sequence or with mutations
were expressed in vivo from a vector. The HDV ribozyme in the
vector had been inactivated by replacing GGG 3 to the cleavage
site with AAA; thus the vector could not generate the virus (19,
37). The transcripts, however, served as mRNAs to translate
p91 as well as substrates to form complexes with the decoded
p91. We analyzed 20S RNA transcripts in these complexes by a
pull-down assay using anti-p91 antiserum followed by North-
ern blot. In the skiIA strain, the antiserum immunoprecipitated
transcripts with the wild-type sequence and also with the G69
or 68GG69 mutation, and their amounts were almost indistin-
guishable (Fig. 7A, right panel). This indicates that neither
mutation affects the formation of complexes with p91. These
results are consistent with previous data (Fig. 6B) showing that
both mutations did not affect virus generation from a launching
vector in a skilA strain. In a SKII strain, however, the G69
mutation reduced the formation of complexes by 70% and the
68GG69 mutation by 90%. This may suggest that the SKIiI
product directly impedes p91 to form complexes with the
mutant RNAs. However, considering that the gene product has
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FIGURE 7. 5’'-terminal mutations G69 and 68GG69 do not directly affect
the formation of ribonucleoprotein complexes and p91 translation.
A, effects of the G69 and 68GG69 mutation on the formation of ribonucleo-
protein complexes. The SKIT (left panels) or ski1A (right panels) strain was
transformed with a ribozyme-inactivated plasmid expressing the wild-type
20S RNA sequence (WT) or 20S RNA with the G69 (G69) or 68GG69 (68GG69)
mutation. Because these plasmids have an inactive ribozyme, they do not
generate 20S RNA virus. Lysates prepared from logarithmically growing cells
were incubated with anti-p91 antiserum (Anti-p91) or preimmune serum (Pre-
immune). RNA was extracted from the immunoprecipitates, blotted, and
hybridized with a full-size 20S RNA probe. RNA directly extracted from the
lysates (Total RNA) was processed similarly and detected with three differ-
ent probes: a full-size 20S RNA probe (Full-size 20S RNA), a 22-nt 20S RNA
5’-end oligo probe (5'-end), and a 25S rRNA-specific oligo probe (255
rRNA). 25S rRNA serves as loading control. The diagrams below illustrate
the two 20S RNA specific probes that were used. B, Western blot of p91
present in the cell lysates used in A.

5'-exonuclease activity and that these mutant RNAs have no
defects in forming complexes with p91 in the skilA strain, how-
ever, a more feasible explanation is that the effects of SKII on
complexes are secondary. It is likely that the amount of mutant
transcripts available for formation of complexes is lower com-
pared with that of the wild-type sequence because of a greater
susceptibility of the mutant RNAs to the Skilp digestion. Alter-
natively, transcripts with the wild-type 20S RNA sequence in
the complexes are more resistant to the Skilp digestion by stop-
ping the enzyme at the viral 5'-end, by virtue of the intact
5'-terminal secondary structure, whereas the destabilized
5'-terminal structures in the mutant RNAs fail to stop Skilp
and allow the enzyme to further digest the RNA, eventually
releasing p91 from the 5’ cis site. At any rate, the results suggest
that the interaction of p91 with the 5’ cis site for complex for-
mation does not protect the viral 5'-end from the SKII 5'-exo-
nuclease. These explanations are consistent with the following
observations. When the transcripts in the lysates (total RNA)
from the SKI1 strain were detected with a full-size probe for 20S
RNA, we found no significant difference in the amounts of
mutant and wild-type RNAs (Fig. 7A, left panel). However, a 5’
oligo probe complementary to the first 22 nt of the viral genome
detected 68GG69 mutant transcripts 30% less compared with
the wild-type transcripts (Fig. 7A, left panel). As expected, the
same oligo probe showed no noticeable differences between the
wild type and 68GG69 mutant transcripts in the skilA lysates
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(Fig. 7A, right panel). These results indicate that a small fraction
of 68GG69 mutant transcripts lack the 5'-terminal region of the
viral sequence in the SKI1 background. Finally, we confirmed
that the G69 and 68GG69 mutations did not significantly affect
the expression of p91 from vectors in the SKII or skilA strain
(Fig. 7B). Therefore, the decrease in the formation of complexes
with these mutant transcripts in the SKII strain should be
attributed to the vulnerability of the mutant RNA transcripts to
the SKI1 product.

DISCUSSION

In this work we have studied the effects of SK/1 on 20S RNA
virus on two different aspects. One is on the launching process
of 20S RNA virus from a vector and the other on the virus per se.
These effects should be clearly distinguished.

The primary transcripts from the launching vector contain
the 20S RNA viral genome flanked by non-viral sequences at
both the 5'- and 3'-ends. The transcripts have 5" cap structures
and poly(A) tails at their 3'-ends as well. Virus generated from
the vector has no such extra sequences. Thus these sequences
must be eliminated during the launching process.

The importance of the 5'-end processing for in vivo launch-
ing was demonstrated by the failure of a skiIA strain to generate
20S RNA virus from our standard launching plasmid. 20S RNA
virus, however, does not require the SK71 gene product for its
replication because the skilA strain can support virus replica-
tion when 20S RNA is introduced by the cytoplasmic mixing
that occurs during mating. Furthermore, the skiIA strain suc-
cessfully generated the virus when the 5’-upstream sequence in
the primary transcripts was reduced from 47 nt in the standard
launching plasmid, to 19 nt or to 9 nt. Thus, a shorter 5’-up-
stream sequence is critical to generate the virus in a skilA
genetic background. Finally, a centromeric vector containing
SKII but not skil-D206A, D208A complemented the defect of
the skilA strain to generate virus from the standard launching
plasmid. These results indicate that the SKI1 5'-exonuclease
plays a major role in the 5'-processing of the primary tran-
scripts. In the absence of SKI1 there is still a minor activity that
is capable of eliminating a shorter 5'-upstream sequence. This
suggests the involvement of a 5'-exonuclease rather than an
endonuclease in the latter activity. S. cerevisiae has the essential
RATI gene that encodes a nuclear 5'-exonuclease with a high
degree of similarity to the SKII enzyme (38). Recently it has
been suggested that yeast mitochondria have a 5'-exonuclease
involved in apocytochrome » mRNA processing whose activity
is governed by PET127 (39). These exonucleases could be can-
didates for the minor 5'-upstream processing activity found in
our launching system. The SKI1 5'-exonuclease utilizes RNA
with a 5'-monophosphate as substrate but cannot act on
5'-capped RNA (13). Thus the cap structure must be eliminated
from the primary transcripts prior to the SKI1 action. Numer-
ous genes are known to promote decapping. We chose strains
deleted in genes belonging to the Lsm1p-7p/Patlp complex,
EDCI, or DHHI. None of them except for the dhhIA strain
significantly affected virus generation from the standard
launching plasmid and also from a plasmid with a shorter
upstream sequence (9 nt). Although the dhhIA strain failed to
generate virus from either plasmid, this strain could propagate
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and maintain the virus when it was introduced by cytoduction.
Thus, the 20S RNA virus does not require DHH1 for replica-
tion. Similar to the case of SK11, the DHHI product appears to
affect the processing of primary transcripts from the plasmid.
Because Dhhlp is known to stimulate the decapping activity of
a Flag-purified Dcplp preparation in vitro (33), our results sug-
gest that dhhiA affects the decapping activity of the Dcplp-
Dcp2p complex more severely than do the other mutations
examined. Because the launching plasmid with the shorter
upstream sequence failed to generate the virus in a dhhIA
strain, the minor 5’-exonuclease activity observed in the skiZA
strain appears to require decapping of the primary transcripts
prior to its action.

Concerning the 3'-end, we previously observed that the
HDV ribozyme directly attached to the 3’-end of the viral
genome in the vector was critical for virus generation (19). The
inactivation of the ribozyme or elimination of the ribozyme
sequence from the vector resulted in the failure of virus launch-
ing. However, insertion of a few nucleotides between the 3'-end
of the viral genome and the ribozyme cleavage site did not affect
virus generation although the insertion of a G-rich sequence
noticeably reduced its efficiency. In either case, the virus gen-
erated had none of the extra sequence at the 3’-end. The tran-
scription termination site for the FLP gene of the 2 um DNA is
located 0.7-kb downstream of the 3’-terminus of the viral
genome in the vector. Therefore, there is an activity capable of
eliminating a short extra sequence but not a longer one from
the viral 3'-end. This suggests the involvement of a 3'-exonu-
clease such as the exosome rather than an endonuclease in this
process. Thus, our 20S RNA virus launching system may pro-
vide a convenient and sensitive method to analyze the process-
ing of mRNAs at the 5'- and 3'-ends in vivo.

Unlike its generation from a launching vector, 20S RNA virus
does not require SKI1 for replication. The virus even shows
insensitivity to the antiviral activity of SKI1; the overexpression
of SKII from a multicopy vector or its deletion did not affect
20S RNA virus significantly. It is in stark contrast to the L-A virus.
The deletion of SKII resulted in the derepression of L-A copy
number 5-10-fold (in the presence of the satellite RNA M1, this
effect is less evident® because of suppression of L-A copy number
by M1 (40)). Furthermore, overexpression of SKII suppressed
L-A virus and generated virus-free mitotic segregants at a high
frequency. The 5'-terminal region of L-A positive strand is AU-
rich and has no obvious secondary structure, whereas the 20S
RNA genome has a strong secondary structure at the 5'-termi-
nus, with the terminal nucleotide buried at the bottom of a long
stem. This prompted us to hypothesize that the secondary
structure at the 5'-terminus contributes to the resistance of 20S
RNA virus to the SKII anti-viral activity. We introduced two
mutations into the viral genome to disturb the 5’-terminal
structure and tested this hypothesis. As expected these muta-
tions made the virus susceptible to SKI1. Especially, the mutant
that had the more disturbed 5’ structure (68GG69) could not be
generated from a launching vector in the SKI1 wild-type back-
ground. In a skilA strain, however, these mutant viruses were

“R. Esteban and T. Fujimura, unpublished results.
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generated and replicated the same as the wild-type virus, indi-
cating that the SKI11 5'-exonuclease is responsible for the insta-
bility of the mutant viruses in the wild-type strain. Further-
more, the 68GG69 mutant virus launched in a skiA strain was
greatly suppressed by overexpression of SK71, whereas the wild-
type virus was not. This indicates that the suppression of the
mutant virus by SKI1 is not related to the launching process of
the virus. We also demonstrated that these mutations had no
direct effects on translation to decode p91 or on the formation
of complexes with p91. Thus these data confirm our hypothesis
that the secondary structure at the 5'-terminus is important to
protect the 20S RNA genome from the SKI1 5'-exonuclease.

In a SKII strain the 69G and 68GG69 mutations reduced
the formation of complexes to 30 and 10% (basal level),
respectively, compared with the wild-type RNA, whereas the
same mutations did not affect the formation of complexes in
a skilA strain. This indicates that the interaction of p91 with
the 5’ cis site (nt 72—104) does not protect the viral genome
from the SK11 5'-exonuclease. Therefore, the 5'-terminal sec-
ondary structure itself is accountable for the resistance of 20S
RNA virus to the Skilp digestion. One of the major roles for the
positive strand 20S RNA genome during its replication cycle is
to translate p91. The initiation codon of p91 is located at the
5'-side of the 5'-terminal stem structure (Fig. 1B). It may be
speculated that the intricate secondary structure (nt 1-71) at
the 5'-terminus has dual roles: one to protect the viral genome
from 5’-exonucleases and the other to promote translation of
p91 from an RNA template that appears to have no 5’ cap struc-
ture. 23S RNA virus, a virus closely related to 20S RNA virus
found in the same host, also possesses a very similar secondary
structure at the 5'-terminus of the 23S RNA genome (3). The
initiation codon for its RNA polymerase p104 is located in the
middle of the 5’'-terminal long stem. This virus is also resistant
to SKII overexpression.* Therefore, the 5'-terminal structure
of the 23S RNA genome may have similar dual roles. In the 20S
RNA/p91 complex, if p91 bound to the 5'-terminal structure,
then such binding might interfere with p91 translation. Sitting
on the adjacent structure (nt 72—104) instead, p91 may, by tak-
ing advantage of its proximity, sense or influence translational
events from the initiation codon. Previously, we observed a
weak protection from hydroxyl radical cleavages in the ribonu-
cleoprotein complexes at positions 61 and 62, just opposite to
the initiation codon in the 5'-terminal stem (18). Progression of
the translating ribosome may displace p91 from the 5’ cis site.
Although the interactions of p91 at the 5" and 3’ cis sites are
coordinated, the remaining interaction with the central cis site
would prevent the complete dissociation of p91 from the viral
genome. 20S RNA virus has a single viral protein p91 and exists
as a ribonucleoprotein complex composed of the viral genome
and p91 in 1:1 stoichiometry. Through interactions at the 5’,
central, and 3’ cis sites, p91 may sense the current status of the
complex on translation or replication (negative strand synthe-
sis). This suggests that the ribonucleoprotein complex is not
static but dynamic in structure and function.

RNA viruses, as obligatory intracellular parasites, have to
propagate in the cell without being destroyed or neutralized by
the host defense. Here, we have shown that the SKII gene has a
strong anti L-A virus activity. The overexpression of the gene
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product could even eliminate the virus from the cells. Although
the wild-type 20S RNA virus is quite resistant to SK71, mutant
viruses modified at the 5’-end became susceptible to SK1I sup-
pression. Our results suggest that SK7I is part of the host
defense against RNA viruses by virtue of its exonuclease activ-
ity. Perhaps L-A virus alleviates its deadly effects by sequester-
ing the genome into intracellular particles, whereas 20S RNA
virus has evolved such a way that the RNA genome itself
becomes resistant to the enzyme by having a strong secondary
structure at the 5'-end. It was reported that in vitro transcripts
of L-A virus had diphosphates at their 5’-ends (41). Our pre-
liminary data suggest that 20S RNA genome has neither a
capped structure nor a monophosphate at the 5'-end.* It
remains to be clarified whether these viral genomes are directly
subjected to SKII degradation or need to be processed prior to
its action.
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