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Resumen

En este trabajo se han investigado en Saccharomyces cerevisiae las funciones primarias de
L19e, una proteina esencial componente de la subunidad 60S del ribosoma eucariético. L19e no
existe en el ribosoma bacteriano, aparece evolutivamente en arqueobacterias (L19a) y tiene un
dominio adicional cuya longitud varia en diferentes organismos eucariotas. Las caracteristicas
estructurales y la localizacion de L19 en las estructuras de alta resolucion atémica de las
subunidades 60S y de los ribosomas de la levadura, protozoos y mamiferos, sugieren podria

desempefiar nuevas funciones reguladoras en la biogénesis de los ribosomas y en la traduccion.

Para investigar las funciones primarias de L19e se han obtenido mutantes de pérdida
parcial de funcién en S. cerevisiae y se han analizado sus fenotipos. Los resultados revelan que
algunos determinantes estructurales de L19e se requieren para sus funciones en el
procesamiento correcto de los ARN ribosémicos, en el ensamblaje de la subunidad 60S, la
traduccion global de los ARN mensajeros y la regulacion traduccional del ARNm GCN4.
Utilizando herramientas bioinformaticas se pueden predecir en la estructura del ribosoma de la
levadura las alteraciones que causan algunas de las mutaciones en la secuencia o estructura de

L19e y las interacciones moleculares que resultan modificadas.

Esta Tesis Doctoral se ha realizado en el marco de los Proyectos de Investigacion TRACE
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Personal Investigador de Reciente Titulacién Universitaria (2009/2013), co-financiado por la
Junta de Castilla y Leon y el Fondo Social Europeo, y a un contrato asociado al Proyecto
INNPACTO IPT-2012-060000 (2013-2014).






INTRODUCCION
B ]






Introduccién

1. EL RIBOSOMA

Los ribosomas son organulos celulares que constituyen el nucleo principal de la maquinaria
traduccional en todos los reinos de la vida. Los ribosomas maduros estan formados por ARN
ribosomico (ARNr) y proteinas ribosomicas (RP), y realizan dos funciones fundamentales: la
descodificacion del mensaje genético y la sintesis de proteinas. Un nimero cada vez mayor de
evidencias experimentales indica que los ribosomas 80S desempefian en eucariotas un
importante papel en la regulacion de la traduccion. En la levadura de gemacion Saccharomyces
cerevisiae se ha estimado que, en condiciones de crecimiento en medio rico, existen 200.000
ribosomas por célula, que se sintetizan ~2000 ribosomas por minuto y que ocupan el 30-40%

del volumen citoplasmatico (Warner, 1999).

Los ribosomas estan constituidos por dos subunidades, la subunidad mayor LSU (del inglés
large o L) y la menor SSU (small o S), que en procariotas tienen coeficientes de sedimentacion
de 50S y 30S respectivamente, siendo 70S el del ribosoma maduro al unirse las subunidades en
el coddn de inicio de la traduccion; y en eucariotas, 60S (el de la LSU) y 40S (el de la SSU),
siendo 80S el ribosoma maduro (Figura 1):

- La subunidad LSU o 60S esta constituida por tres ARN ribosémicos (en adelante,
ARNI), y en S. cerevisiae esta compuesta por las moléculas de ARNr 25S (3.396 nucledtidos),
5,8S (158 nucledtidos) y 5S (121 nucleétidos), y por 46 proteinas ribosémicas (RPL). En la
subunidad 60S reside la actividad peptidil-transferasa que cataliza la formacion de enlaces

peptidicos entre los aminoacidos.

- La subunidad SSU o 40S de S. cerevisiae se compone del ARNr 18S (1.798
nucledtidos) y 33 proteinas ribosémicas (RPS). Esta subunidad, en la que reside la funcion
descodificadora del mensaje genético, se une a varios factores de inicio de la traduccion
eucarioticos (elF1, elF1A, elF2, elF3, elF5) formando complejos de pre-iniciacion 43S (PIC)
junto con el complejo ternario (CT), compuesto por elF2, GTP y el ARN transferente iniciador-
metionina (ARNt™). Los PIC 43S reconocen los codones de iniciacion de los ARN mensajeros
(ARNmMm), formandose el PIC 48S.

Ademas, en los ribosomas maduros existen tres “sitios” que abarcan regiones de las dos
subunidades y que interaccionan con los ARN de transferencia (ARNt) (Figura 1): el sitio A, o
aceptor, es el que ocupan las moléculas de ARNt de elongacién, portadoras del aminoécido
entrante (aminoacil-ARNL); el sitio P, o donador, es el que ocupa el ARNt iniciador metionina
y, posteriormente, el péptido en formacion (peptidil-ARNt); y el sitio E, es el de salida (exit) de

los ARNt una vez descargado del aminoacido correspondiente.
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Recientemente se ha resuelto la estructura con alta resolucion atémica (3,0 A) por
difraccion de rayos X de cristales puros de ribosomas 80S de la levadura S. cerevisiae en dos
estados inactivos (Ben-Shem et al., 2011). Este hito se ha logrado deteniendo la iniciacion de la
traduccion en la levadura, mediante la privacion breve de glucosa, y asi se ha logrado obtener
cristales uniformes de alta calidad para realizar difraccion de rayos X. Las estructuras del
ribosoma eucariotico y sus subunidades, de la levadura y de otros organismos, aportan gran
cantidad de informacion sobre numerosas interacciones moleculares a nivel de atomos de los

aminoécidos y de las bases de los ARNT.

Se ha resuelto la estructura de la subunidad 60S del protozoo Tetrahymena thermophila (a
3,5 A) en complejo con el factor de antiasociacion de subunidades elF6 (Klinge et al., 2011;
Klinge et al., 2012), y la de la subunidad 40S inactiva en complejo con elF1 y elF1A (a 3,7-3,9
A) (Rabl et al., 2011; Weisser et al., 2013). Ademas, mediante técnicas de crio-microscopia
electronica (cryo-EM) se han obtenidos datos complementarios muy Utiles sobre estructuras de
las subunidades ribosémicas de la arqueobacteria Haloarcula marismortui (a 2,4 A) (Klein et
al., 2004), del ribosoma del perro (Canis lupus familiaris) (a 8,7 A) (Chandramouli et al.,
2008), del ribosoma del cerdo (Sus scrofa domestica) (a 3,4 A) (Voorhees et al., 2014), y de la
subunidad 40S activa de conejo (Oryctolagus cuniculus) (a 7,9 - 9 A), en este caso, unida a
factores de iniciacion que forman tres complejos funcionales de pre-iniciacion de la traduccion
(PIC1, 2 y 3) (Lomakin and Steitz, 2013). También se ha obtenido la estructura del ribosoma
80S humano (Homo sapiens) con una resolucion de 4,8-9 A (Anger et al., 2013). Estos trabajos
aportan gran cantidad de informacion sobre la localizacién y las interacciones atébmicas que se
establecen entre los diferentes componentes del ribosoma eucariotico, constituyendo la base
estructural para poder interpretar el significado funcional o papel bioldgico que desempefian los
nuevos elementos que lo forman. Las nuevas funciones se podrian investigar en organismos en
los que se pueda realizar un analisis mutacional, ya que se podran correlacionar los fenotipos de
los mutantes con las alteraciones intra e intermoleculares que se interrumpen como

consecuencia de las respectivas mutaciones.

La estructura secundaria del ARNr 18S esta bien conservada filogenéticamente en los
eucariotas, y consta de 4 dominios estructurales: 57, central, 3’'mayor y 3"menor. Estos dominios
se pliegan en estructuras terciarias, que junto con las proteinas ribosomicas (RP), forman el
cuerpo, hombros, plataforma, cabeza y pico de la subunidad 40S (Ben-Shem et al., 2011;
Melnikov et al., 2012). Los ARNr 5,8S y 25S componentes de la subunidad 60S forman 6
dominios conservados en la prediccion de la estructura secundaria (I-V1), que al plegarse en
estructuras terciarias, junto con el ARNr 5S en la subunidad madura, forman la protuberancia
central, el tallo &cido (tallo P) y el tallo L1 (Ben-Shem et al., 2011; Melnikov et al., 2012;

Woolford and Baserga, 2013) (Figura 1). Se ha propuesto recientemente que, en S. cerevisiae,

3
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los dominios estructurales de la subunidad 60S se formarian y plegarian de forma jerarquica con
la ayuda de las proteinas ribosémicas que se van incorporando e interaccionando con los ARNTr,
comenzando por la region que se orienta hacia el lado del solvente (cara externa), seguida por la
formacion del tunel de salida del polipéptido, la zona de contacto entre subunidades vy,
finalmente, la protuberancia central (Gamalinda et al., 2014).

Protuberancia
405 605 central (PC)
o S25e Cabeza :

L44,

“
Tallo L1

X

Figura 1. Estructura de las subunidades 40S y 60S del ribosoma de S. cerevisiae a una resolucion de
3 A, vistas desde la zona de contacto entre subunidades. Se indica la posicion de las proteinas de 40S
(S) y de las de 60S (L). Con un circulo blanco se indican los sitios que ocupan los ARNt, de elongacién
(A\), de iniciacion ARN® (P) y de salida de cada ARNt descargado del aminoacido (E) (Modificado de
Ben-Shem et al., 2011).

Durante la evolucion, la complejidad del ribosoma eucariético ha ido incrementando
respecto a su homologo procariota en 1,0 MDa con nuevos elementos eucaridticos. El ribosoma
70S de la bacteria Thermus thermophilus tiene 2,3 MDa, el 80S de S. cerevisiae 3,3 MDa, y el
ribosoma humano 4,3 MDa (Melnikov et al., 2012). En el ribosoma de levadura 350 KDa
corresponden a segmentos de expansion adicionales del ARNr (eucaryotic expansion segments,
eES), 800 KDa a nuevas RP, y 200 KDa a extensiones carboxilo- 0 amino- terminales afiadidas
a muchas RP ya existentes en el ribosoma bacteriano o de arqueobacterias. Algunos de estos
nuevos elementos extra del ribosoma eucariota forman nuevos puentes eucariéticos entre las
subunidades 60S y 40S (eukaryotic bridges, eB) (Ben-Shem et al., 2011; Melnikov et al., 2012).
El incremento de la complejidad estructural del ribosoma 80S respecto al bacteriano 70S refleja
su mayor complejidad funcional, muy probablemente relacionada con la mayor complejidad de

la traduccion eucaridtica y su regulacion.

Las estructuras de alta resolucion atomica del ribosoma revelan un nucleo de ARNr
localizado en cada subunidad, con la mayoria de las RP nuevas, exclusivamente eucariotas (e)

localizadas sobre la superficie de ambas subunidades (Melnikov et al., 2012). Sin embargo, la
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disposicion de los nuevos segmentos de expansion eucarioticos de los ARNr (eES) y la
adquisicion de nuevas proteinas ribosémicas, o de extensiones afiadidas a RPs ya existentes en
el ribosoma bacteriano, aparecen localizadas de manera diferente en cada subunidad. Asi, en la
subunidad 40S la mayoria de los eES se ubican en la base, mientras que las proteinas S aparecen
dispersas, cubriendo uniformemente toda la superficie externa de la particula (Figura 2). Por el
contrario, en la subunidad 60S los nuevos eES y las proteinas L o las extensiones carboxi-
terminales afiadidas a las de arqueobacterias, tienen una distribucion similar, formando un anillo
concentrico localizado en la superficie de la subunidad 60S (Figura 2). Este hecho indica una
co-evolucién en la expansion de los ARNr y la adquisicion de nuevas proteinas o la aparicién de
extensiones adicionales carboxiterminales, lo que sugiere que esta subunidad puede haber
adquirido nuevas competencias que desempefian conjuntamente esos elementos dotando de
nuevas funciones al ribosoma eucariotico. Se ha propuesto que entre esas funciones estaria la
transmision de sefales alostéricas desde el citoplasma al ndcleo del ribosoma que provocarian
cambios para determinar una regulacién diferencial de la traduccion en diferentes situaciones
fisioldgicas o patoldgicas en funciones de las condiciones nutricionales o ambientales (Ben-
Shem et al., 2011; Jenner et al., 2012).

A) 408 s

Cabeza central (PC)

Plataforma

Cuerpo

B)

Ry -:, Tallo P

Tuanel de

salidadel ~ 1. &’
polipéptido % :

Figura 2. Representacion de la estructura de las subunidades 40S y 60S del ribosoma eucariotico.
A) Vista desde la superficie de contacto entre ambas subunidades. Se representan en gris las RP y los
ARNr conservados en todos los organismos. Se indica la localizacion de las proteinas L19e, L24e y L41e
de 60S, que estan implicadas en la formacién de puentes entre las subunidades. B) Vista de la cara
externa de las subunidades, o del solvente. Se indica la posicion de los nuevos eES de los ARNr,
representados en rojo. En amarillo, se representan las nuevas RP eucariotas y su localizacion (Adaptado
de Ben-Shem et al., 2011).
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En la actualidad, se desconoce la funcionalidad en la biogénesis de las subunidades
ribosémicas y en la traducciéon de los ARNm de la mayor parte de los nuevos elementos del
ribosoma eucariotico. Sin embargo, existen resultados experimentales en diferentes sistemas
biolégicos que sugieren que estos elementos aportan nuevas funciones al ribosoma 80S, y
participarian en la interaccion con factores solubles para modular la traduccion (Melnikov et al.,
2012).

1.1. Caracteristicas de los ARN ribosémicos de S. cerevisiae

Los ARNr estan codificados en 150-200 unidades de transcripcion de ADNr en el
Cromosoma XIlI de S. cerevisiae (Petes and Botstein, 1977) (Figura 3). Estas unidades, de ~ 9,1
Kbp, representan un 10% del genoma de esta levadura. EI ARNr constituye el 80% del ARN
total celular (siendo el 15% ARNt y un 5% ARNmM). La transcripcién del ADNr se produce
ciclicamente cada 1,6 segundos, produciendo ~190 moléculas de ARNr (formacion de los
“arboles de Miller”) (Miller and Beatty, 1969). De las 150-200 unidades de transcripcion, sélo
la mitad de ellas se transcriben activamente, mientras que la otra mitad se mantiene en un estado
inactivo (Toussaint et al., 2005). Estas copias “extra” mantendrian la integridad genética del

ADNFr al favorecer su reparacion por recombinacién homdloga (lde et al., 2010).

Los ARNr 18S, 5,8S y 25S son transcritos por la ARN-polimerasa | (ARN-Pol 1) en el
nucléolo como un precursor 35S (6,6 Kbp), que se procesa secuencialmente dando lugar a los
ARNr maduros de las subunidades 40S y 60S. En una célula de levadura se sintetizan ~ 2000
ribosomas por minuto, por lo que la ARN-Pol | mantiene una velocidad de extensién de 40-60
nt/s, llevando a cabo un 60% de la transcripcion total, siendo la mas activa de las 3 ARN-
polimerasas eucariotas (Warner, 1999; French et al., 2003; Kos and Tollervey, 2010). Sin
embargo, el ARNr 5S es transcrito por la ARN-polimerasa Il (ARN-Pol 111) en el nicleo de
manera independiente y se incorpora a la subunidad 60S durante su biogénesis (Zhang et al.,
2007).

Los ARNr maduros 18S —5,8S — 25S estan codificados en el precursor 35S, separados por
secuencias de ARN que se transcriben pero no forman parte de los transcritos maduros, sino que
se eliminan por procesamiento endo y exonucleolitico, el ITS1y el ITS2 (Internal transcribed
spacer). Ademas, existen dos regiones externas en los extremos de cada transcrito precursor 35S
denominadas 5°- ETS y 3'- ETS (External transcribed spacer) y también son eliminadas por
procesamiento endo y exonucleolitico. Se ha descrito que estas secuencias espaciadoras podrian
evitar un mal plegamiento o un plegamiento prematuro del pre-ARNTr tras su sintesis y quiza

durante su procesamiento (van Nues et al., 1995; Lamanna and Karbstein, 2011).
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Adicionalmente, en los extremos 5y 3" del ARNr 5S — codificado también en cada unidad de
transcripcion de ADNr y adyacente a las secuencias que codifican el ARNr 35S — existen otras
dos secuencias que no se transcriben, NTS1y NTS2 (Non transcribed spacer) (Figura 3).

Cr. Xll de 8. cerevisiae

/ 150-200 copias

ARN-Pol Il ARN-Pol 1
Promotor Pre-ARNr 358
Ao Aq D AA; ECyCy Bz\‘?uTermi.nador
By B1s
NTS2 5°ETS ITS1 ITS2 3'ETS NTS1
____________________________________________________ >
ADNr 9,1 Kbp

Figura 3. Organizacién de los loci del ADNr en S. cerevisiae.

1.2. Caracteristicas de las proteinas ribosomicas de S. cerevisiae

En S. cerevisiae existen 79 RP codificadas por 138 genes (Ribosomal Protein Genes,
RPG) que se transcriben muy activamente y a los que se dedica el 50% de la actividad que
realiza la ARN-Polimerasa Il (ARN-Pol Il). Aproximadamente 1/3 de los ARNm codifican las
RP, los cuales tienen una vida media corta (menos de 10 min) (Wang et al., 2002). Tanto la
transcripcion como la traduccion de los ARNm y de las RP estéa regulada de manera coordinada,
de modo que todas ellas se sintetizan en cantidades estequiométricas, ya que se ensambla una

proteina de cada por ribosoma maduro (Pearson et al., 1982).

Los 138 genes RPG constituyen el 2% del genoma de S. cerevisiae y contienen 102
intrones de unos 400 nt. Tanto por su abundancia como por su riqueza en intrones, los ARNm
de las RP consumen un 90% del proceso de escision de intrones o “splicing” en esta levadura

(Warner, 1999), ya que solamente 280 de sus 6.600 genes contienen intrones.

En S. cerevisiae, 59 de las 79 RP estan codificadas por dos genes paralogos como
consecuencia posiblemente de una antigua duplicacién del genoma (Simoff et al., 2009). En
algunos casos, estas RP paralogas son idénticas y en otros casos (38 RP) difieren en 1-5
aminoacidos. Se admite que sus funciones no han divergido evolutivamente lo suficiente en esta
levadura, por lo que los dos genes paralogos codifican proteinas con funciones primarias
formando parte del ribosoma. En otros casos, las duplicaciones génicas terminan generando

genes con funciones separadas y diferentes. El 80% de los RPG paralogos poseen intrones
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diferentes en secuencia, que van a desempefiar un papel en la regulacion intergénica e
intragénica de la expresion de los diferentes paralogos bajo diferentes condiciones fisioldgicas
(Bergkessel et al., 2011; Parenteau et al., 2011; Garre et al., 2013). Todo esto sugiere la
posibilidad de que pueda existir una “funcionalidad especifica de cada paraloga”, lo que ha dado
lugar a que se proponga la existencia de un “Cdédigo Ribosomico” (Komili et al., 2007).
Ademas, la existencia de distintas poblaciones de ribosomas heterogéneos sugiere que podrian
especializarse en la traduccién de distintos transcritos de ARNm, en funcion de las necesidades
celulares y en determinadas condiciones (Garcia-Marcos et al., 2008; Gilbert, 2011; Xue and
Barna, 2012; Bauer et al., 2013). El estudio sistematico de mutantes de delecion simple de estos
genes de S. cerevisiae ha puesto de manifiesto que, aunque en muchos casos ambos paralogos
comparten algunos fenotipos, pero no siempre son funcionalmente equivalentes. Por ejemplo, se
han observado defectos especificos de pardlogo en la localizacién del ARNm de ASH1 en la
célula hija emergente (Komili et al., 2007), diferencias en el tamafio celular y en la seleccion del
sitio de gemacion (Ni and Snyder, 2001), en la organizacion de la actina (Haarer et al., 2007),
en la esporulacién (Enyenihi and Saunders, 2003), la susceptibilidad a virus (Carroll and
Wickner, 1995; Ohtake and Wickner, 1995) y diferente sensibilidad a drogas (Komili et al.,
2007; Parenteau et al., 2011). Adicionalmente, la heterogeneidad de los ribosomas se debe
también al hecho de que las RP son el sustrato de numerosas modificaciones post-
traduccionales diferenciales, incluyendo la fosforilacion, metilacion, acetilacion vy
ubiquitinacion (Kruiswijk et al., 1978; Kruiswijk et al., 1978; Chow et al., 2007).

Las proteinas ribosémicas son pequefias y basicas y tienen capacidad para interaccionar
con los ARNr cargados negativamente (con la excepcion de las proteinas acidas Pla, P1B, P2a,
P2, que forman parte del tallo ribosémico) (Spahn et al., 2001; Cardenas et al., 2012). En
cuanto a su estructura, muchas RP constan de un dominio globular que suele localizarse hacia
el exterior del ribosoma; de €l parten una serie de proyecciones que se introducen entre los
ARNTr, ayudando a estabilizar y mantener la estructura terciaria de los mismos, ademas de
interactuar con factores de ensamblaje o traduccion, dependiendo de cada caso (Spahn et al.,
2001; Taylor et al., 2009; Armache et al., 2010; Ben-Shem et al., 2011; Klinge et al., 2011,
Rabl et al., 2011). Por lo tanto, muchas de las RP esenciales (64 de las 79) se requieren para el
plegamiento y empaquetamiento de los ARNr, y proporcionan finalmente una estructura y
soporte adecuado para la sintesis de proteinas (Steffen et al., 2012). Sin embargo, las RP
dispensables para la viabilidad celular, al menos en condiciones de laboratorio, también pueden
desemperfiar funciones adicionales en dichos procesos (DeLabre et al., 2002; Peisker et al.,
2008). Todas las RP son consideradas factores de la biogénesis de ribosomas (Ferreira-Cerca
et al., 2005; Ferreira-Cerca et al., 2007; Poll et al., 2009). Asi, L7, L8, L17, L33, L35, L37, L40

facilitan el correcto ensamblaje de los pre-ribosomas (Martin-Marcos et al., 2007; Babiano and
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de la Cruz, 2010; Fernandez-Pevida et al., 2012; Jakovljevic et al., 2012; Gamalinda et al.,
2013; Ohmayer et al., 2013); otras, como L10, facilitan el transporte de los pre-ribosomas del
nucléolo al nucleo, y del nlcleo al citoplasma (Bassler et al., 2001; Gadal et al., 2001,
Tschochner and Hurt, 2003), o protegen las subunidades maduras 60S y 40S de la degradacion
(Poll et al., 2009).

Tanto las RP esenciales como las dispensables pueden desempefiar funciones esenciales o
especificas en el proceso de traduccion formando parte del ribosoma maduro. Se ha descrito
que algunas RPL se requieren para mantener la fidelidad de la traduccién, como L5, L11 y L39
(Dresios et al., 2000; Meskauskas and Dinman, 2001; Rhodin et al., 2011); mutaciones que
afectan a algunas RP, como es el caso de L41, causan defectos en la actividad peptidil-
transferasa de 60S (Dresios et al., 2003). Otras, como L10, participan en el movimiento de
rotacion de la subunidad 60S sobre la 40S durante la traduccion (Sulima et al., 2014). Y otras
muchas RP, como L2, L5, L10, L11, L14, L29 y L37, facilitan la union de las dos subunidades
ribosémicas 60S y 40S a través de interacciones directas con el ARNr 18S, con otras RPSs de la
subunidad 40S o con factores de traduccion, como es el caso de L11 (Eisinger et al., 1997;
Spahn et al., 2001; DeLabre et al., 2002; Ben-Shem et al., 2011; Rhodin et al., 2011; Jenner et
al., 2012). Por lo tanto, es predecible que alteraciones de la integridad de determinadas RP o de
su cantidad causadas por mutaciones en los correspondientes genes RPG pueden afectar a la
biogénesis de las subunidades ribosémicas de forma mas o menos grave y también influir en los

patrones de sintesis de proteinas globales o particulares.

Se ha descrito que algunas de las RP desempefian funciones adicionales extra-
ribosomicas tanto en organismos pluricelulares como en levaduras (Warner and Mcintosh,
2009; Xue and Barna, 2012). Las RP participan en procesos tales como la regulacion de su
propia expresion, como L2, L7, L9, L30, L32, S13 y S14 (Dabeva and Warner, 1993; Malygin
et al., 2007; Gudipati et al., 2012; de Las Heras-Rubio et al., 2013); la respuesta a estrés, como
L44 (Liu et al., 2014); el desarrollo celular, como L19 o L38 (Hart et al., 1993; Kondrashov et
al., 2011); la apoptosis, la reparacion del ADN o la transcripcion, como PO, S3 'y S20 (Wool,
1996; Lindstrom, 2009; de Las Heras-Rubio et al., 2013).

Cabe destacar que mutaciones, una disminucion o la sobreexpresion de algunas RP est&
asociada también con enfermedades humanas, especialmente de médula Osea, lo que se
engloba bajo el término de ribosomopatias. Entre ellas se encuentra la anemia Diamond-
Blackfan (DBA), una enfermedad congénita rara que produce aplasia de células rojas. Mas del
50-60% de los casos de DBA se producen por mutaciones en genes RPG (Ball, 2011; Gazda et
al., 2012; Horos and von Lindern, 2012; Aspesi et al., 2014). Otra enfermedad asociada con

defectos en biogénesis de ribosomas es el sindrome de Shwachman-Diamond (SDS), una
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enfermedad genética rara que produce también alteraciones de la médula ésea (Burroughs et al.,
2009; Moore et al., 2010). Ademas, un aumento o una disminucion en la cantidad de algunas
RP esta relacionada con la aparicion o propension a varios tipos de cancer, como el cancer de
mama, de prostata, de colon, gastrointestinal o de ovario (Shuda et al., 2000; Kondoh et al.,
2001; Wang et al., 2006; Kuroda et al., 2010; Li et al., 2012; de Las Heras-Rubio et al., 2013).

2. LA PROTEINA RIBOSOMICA L19¢

L19 es una proteina ribosémica de la subunidad mayor del ribosoma, tanto de la subunidad
50S de arqueobacterias, L19a, como de la 60S de eucariotas, L19e, aunque no existen
homologos funcionales (ort6logos) en el ribosoma bacteriano. L19e es esencial en S. cerevisiae
(Song et al., 1996) y esta conservada en todos los eucariotas, aunque con diferencias su extremo
C-terminal. Existen estudios sistematicos recientes realizados en S. cerevisiae en los que se ha
investigado los defectos fenotipicos causados por la falta de L19e en la biogénesis de los
ribosomas, determinando en qué pasos de la misma se requiere esta proteina (Poll et al., 2009;
Ohmayer et al., 2013). Sin embargo, no se han descrito sus funciones especificas en ese proceso

ni la que desempefia en el ribosoma maduro 80S durante la traduccidn eucariética.

2.1. Genes que codifican L19e en Saccharomyces cerevisiae

En el genoma de S. cerevisiae existen dos genes paralogos RPL19A (YBR084C-A) y
RPL19B (YBL027W) con un 94% de similitud en su secuencia de nucleétidos. Ambos difieren
tanto en la secuencia y tamafio de sus intrones, que constituyen hasta 1/2 y 1/3 del total de la
secuencia génica (506 bp en RPL19A y 384 bp en RPL19B), como en sus secuencias adyacentes
en 5 y las secuencias no codificantes en posicion 3", que sugiere una regulacion diferencial de

su expresion. Los dos genes se localizan en el Cromosoma Il (Figura 4).

La secuencia del gen RPL19A es de 1.076 bp, y contiene una ORF codificante para la
proteina L19A de 570 bp y un intron de 506 bp. Adyacentes al gen RPL19A (YBR084C-A) se
encuentran los genes MIS1(YBR084W), que codifica la Cl-tetrahidrofolato sintasa mitocondrial
(Shannon and Rabinowitz, 1988), y el gen AAC3 (YBR085W), que codifica un intercambiador
de ADP/ATP de la membrana mitocondrial (Kolarov et al., 1990).

RPL19B tiene 954 bp de las que 570 corresponden a la ORF o secuencia codificante de
L19B y 384 bp al intron. Adyacentes en el genoma al gen RPL19B (YBL027W) se encuentran
los genes YBL028C, que codifica una proteina de funcion desconocida, aunque se predice que

podria estar involucrada en la biogénesis de ribosomas (Fleischer et al., 2006); una secuencia de
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replicacién autébnoma ARS207(ARSII-170) (Nieduszynski et al., 2006); y el gen LSM2
(YBLO26W), que codifica la proteina nuclear Lsm, que se asocia al pequefio ARN nucleolar U6
(snoRNA) (Mayes et al., 1999).

Cromosomall
RPL19A (1076 bp)
Mis1 AAC3
RAP1 RAP1
YBLO028C RPL19B (954 bp) ARS207 | sy2
< - 570bp ~

Figura 4. Representacion esquematica de los genes RPL19A y RPL19B y localizacion en el genoma
de S. cerevisiae. Se indican las secuencias de reconocimiento del factor de transcripcion RAPL, los

intrones y sus tamafios, asi como los genes adyacentes.

En S. cerevisiae, 59 RP estan codificadas por dos genes paralogos, y las cantidades de cada
proteina en la célula son en muchos casos diferentes en condiciones de crecimiento similares
(Komili et al., 2007). Mediante el uso de microarrays de expresion que contienen ADN
genomico de S.cerevisiae, se ha determinado la cantidad neta (steady state) de los transcritos de
RPL19A y RPL19B presentes en el ARN total obtenido de células crecidas en medio rico. Los
resultados indican que la cantidad de ARNm de RPL19A por célula es de 17,95 moléculas y
21,4 de RPL19B. Ademas, se ha medido su vida media, siendo 19 min la del ARNm de RPL19A
y 33 min la del de RPL19B (Wang et al., 2002). Estas diferencias de expresion estarian
determinadas por los diferentes intrones y/o secuencias reguladoras de ambos genes (Hu et al.,
2010).

Mediante ensayos de western-blot usando un epitopo TAP unido a cada RP, y de
microscopia electrénica usando una proteina de fusion GFP, se ha cuantificado la cantidad de
cada proteina RP existente durante el crecimiento en fase logaritimica (en medio rico YEPD) y
se ha descrito el nivel neto de las dos paralogas de L19e, determinando que la cantidad de L19B
es el doble (~ 2,3X) que la de su pardloga L19A, 97.700 unidades de proteina de L19A por
celula y 225.000 unidades de proteina L19B (Ghaemmaghami et al., 2003). Sin embargo, la
vida media de ambas proteinas es inversamente proporcional a su cantidad, siendo de 985 min
para L19A y de 48 min para L19B (Belle et al., 2006).
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En S. cerevisiae, las secuencias que flanquean en 5" cada una de las ORF de las RP, se
caracterizan por la presencia de sitios de union al factor de trascripcion RAP1 (Bosio et al.,
2011). Dichas secuencias suelen ser zonas ricas en timina que sirven como elementos auxiliares
para promover una mayor eficiencia de la transcripcion de dichos genes. RAP1 (Represor-
activator protein 1) es un factor de union a ADN que puede actuar como activador o como
represor de la transcripcion de numerosos genes (Shore and Nasmyth, 1987). Se ha descrito que
se une a 127 de los 138 promotores de RPG. Concretamente, se predice que en el promotor de
RPL19A existen 2 sitios de union para RAP1, uno en posicién -418 y otro en -434 respecto al
ATG (+1), y un Gnico sitio de unién en el caso de RPL19B, en -389 (Lascaris et al., 1999).

Los intrones de los RPG también tienen un importante papel en la regulacion
transcripcional (Pleiss et al., 2007; Meyer and Vilardell, 2009; Hu et al., 2010; Bergkessel et
al., 2011; Parenteau et al., 2011; Plocik and Guthrie, 2012). Se ha descrito que los intrones de
los distintos genes pardlogos RPG ejercen regulacion intragénica e intergénica de la expresion
del propio gen y del otro paralogo (Parenteau et al., 2011). Este hecho sugiere que los intrones
mediarian la regulacién diferencial de la expresion de las dos paralogas, pudiendo desempefiar
un papel en la adaptacion a cambios en las condiciones fisioldgicas o ambientales para aumentar
la supervivencia celular. Asi, la eliminacion del intrén de RPL19A permite comprobar que éste
regula negativamente la transcripcion de este gen, pero no existe regulacion intergénica ni
positiva ni negativa sobre la transcripcion del gen pardlogo RPL19B. Sin embargo, el intrén de
RPL19B ejerce una regulacién positiva intragénica e intergénica, ya que su eliminacién reduce
la expresion tanto de RPL19B como de RPL19A. Asi mismo, se ha investigado el fenotipo que
causa la falta de los intrones de cada uno de los genes pardlogos de RPL19 en el crecimiento
celular y la sensibilidad o resistencia a algunas drogas. La falta del intrén de RPL19B produce
fenotipo de crecimiento lento (slg) mas acusado que cuando falta el intron de RPL19A. La falta
de cualquiera de ambos intrones causa en cada cepa sensibilidad a cafeina; y la falta del intron
de RPL19B provoca también sensibilidad al inductor de apoptosis estaurosporina. Sin embargo,
el fenotipo que causa la delecion de cada uno de los intrones son diferentes de los que provoca

la delecion de cada uno de los genes paralogos completos (Parenteau et al., 2011).

Al alinear las secuencias codificantes (ORFs) de los genes pardlogos RPL19A y RPL19B,

se observa una gran similitud, y solamente difieren en 34 nt en la cadena codificante (Figura 5).
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RPL19A A'I§GGCTAATTTACGTACTCAAAAGAGACTTGCCGCTTCTGTCGTCGGTGT 50
RPL19B AT.GGCTAACTTGCGTACTCAAAAGAGACTTGCCGCTTCTGTTGTCGGTGT 50

3 *x *%x *

RPL19A CGGTAAGAGAAAGGTTTGGTTAGATCCAAATGAAACCTCTGAAATTGCTC 100
RPL19B TGGTAAGAGAAAGGTTTGGTTAGACCCAAACGAAACTTCTGAAATTGCCC 100

*khkkkkhkkik *  kkkhkkkkhkkkkhkkkhkkhkkikkikk Xk

RPL19A AAGCCAACTCCAGAAACGCCATTAGAAAATTGGTTAAGAACGGTACCATC 150
RPL19B AAGCCAACTCTAGAAATGCCATTAGAAAATTGGTCAAGAACGGAACCATC 150

*

RPL1I9A GTAAAGAAGGCCGTTACCGTCCACTCTAAATCCAGAACCAGAGCCCATGC 200
RPL19B GTCAAGAAGGCCGTTACTGTCCACTCTAAATCTAGAACTAGAGCCCATGC 200

** * ** * ** *

RPL19A TCAATCTAAGAGAGAAGGTCGTCACAGTGGTTACGGTAAGAGAAAGGGTA 250
RPL19B TCAATCCAAGAGAGAAGGTCGTCACAGTGGTTACGGTAAGAGAAAGGGTA 250

RPL19A ACCAGAGAAGCCCGTTTACCATCCCAAGTTGTCTGGATCAGAAGATTACG 300
RPL19B ACTAGAGAAGCTCGTTTACCATCCCAAGTCGTCTGGATCAGAAGATTACG 300

** ** * * * * ** ** *

RPL1I9A TGTCTTGAGAAGATTATTGGCTAAGTACCGTGATGCTGGTAAGATTGACA 350
RPL19B TGTCTTGAGAAGATTATTGGCCAAGTACCGTGACGCTGGTAAGATTGACA 350

*hkhkk * * *% *% * *kKk*k * * *kxk *% * % * %

RPL19A AGCACTTGTACCATGTTTTGTACAAGGAATCTAAGGGTAACGCTTTCAAA 400
RPL19B AGCATTTGTACCACGTTTTGTACAAGGAATCCAAGGGTAACGCCTTCAAG 400

*Xx *% * **

RPL19A CACAAGAGAGCCTTGGTTGAACACATCATCCAAGCTAAGGCTGATGCTCA 450
RPL19B CACAAGAGAGCTTTGGTTGAACACATTATTCAAGCTAAGGCTGATGCTCA 450

* ** * ** ** ** *kk*k ** * ** * *

RPL19A ACGTGAAAAGGCTTTGAACGAAGAAGCTGAAGCTAGAAGATTGAAGAACA 500
RPL19B ACGTGAAAAGGCTTTGAACGAAGAAGCTGAAGCTAGAAGATTGAAGAACA 500

* * % * % * % * * *% * % *% * % * * % *

RPL19A GAGCTGCTCGTGACAGAAGAGCTCAAAGAGTTGCTGAAAAGAGAGATGCT 550
RPL19B GAGCTGCTCGTGACAGAAGAGCTCAAAGAGTTGCTGAAAAGAGAGACGCT 550

*hkkk * * %k * *kk

RPL19A TTATTGAAGGAAGACGCTTAA 570
RPL19B TTGCTAAAGGAAGACGCTTAA 570

** * *hkkhkhkkkkkhkkkkhkhkkikikkhkkikkx

Figura 5. Alineamiento de las secuencias de nucleotidos de las ORFs de RPL19A y RPL19B. En la
figura se marcan en amarillo los nucleétidos en los que difieren ambas secuencias. Con la linea punteada

azul se indica la posicion de inicio y final del intrén de cada uno de los genes.
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Los genes RPL19A y RPL19B de S.cerevisiae codifican dos proteinas idénticas de 189
aminoécidos, L19A y L19B, ambas con una masa molecular de 21,704 KDa (Saccharomyces
Genome Database [www.yeastgenome.org]). La metionina inicial del extremo amino-terminal,
tanto de L19A como de L19B, se elimina en su forma madura. Sin embargo, ninguna de estas
proteinas se N”-acetila en su metionina amino-terminal (Kamita et al., 2011).

Mediante ensayos de espectrofotometria de masas, se hizo un analisis global de la
fosforilacion de proteinas por secuenciacién de fosfopéptidos (Gruhler et al., 2005;
Albuquerque et al., 2008). L19A y L19B tienen varios sitios potenciales de fosforilacion,
concretamente las serinas S13, S30, S37 (conservada en todos los ortlogos de L19e) y S91; y
la treonina T29. Se ha descrito en la secuencia primaria de aminoacidos de L19e una sefal
potencial de localizacién nuclear (NLS) (Underwood and Fried, 1990; Schaap et al., 1991),
que se puede predecir usando el programa cNLS mapper (Kosugi et al., 2009) (Figura 6), pues
estas proteinas se sintetizan en el citoplasma y han de ser importadas al nucleo y/o al nucleélo
para la biogénesis de ribosomas.

L19A y L19B son proteinas basicas con un punto isoeléctrico de 11.93. El 29,1% de los
aminodacidos son bésicos frente a un 15% de residuos acidos. Ademas, entre los basicos, 3,7%
son histidinas (H), 12,2% lisinas (K) y un 13,2% argininas (R). La mayoria de las proteinas
ribosémicas son acidas en su extremo C-terminal y béasicas en su extremo N-terminal. Sin
embargo, L19e posee ambos extremos basicos, que permiten predecir interacciones
electrostaticas entre las numerosas argininas (R) y lisinas (K) de su estructura con los grupos
fosfato de la cadena principal del ARN, por lo que existirian numerosos contactos proteina-
ARN (Klein et al., 2004).

1 MANLRTQRLAAEVVGVGIGIRVWL DPNEIREIAQANTRINAIFTAEL
45  VIENGTIVIRAVTVRSESRTRARAQSKEREGRESGY GGIRG TRE
87  ARLPEQVVWIRRLEVLERL L ARYRDAGHRIDIEL YRVL YEESEG
130  NAFGIGALVERIIQARADAQRERALNEEAEARRLIENRAARDE

173 RAQRVAEIGIDALL[EEDA*

Figura 6. Secuencia de aminoéacidos de las proteinas ribosomicas L19A y L19B. En la figura se
resaltan en azul los residuos basicos, en rojo los sitios potencialmente fosforilables, y subrayados en verde

aquellos que forman parte de la secuencia potencial de localizacion nuclear de L19e en S.cerevisiae.
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2.2.Estructura de L19e en S. cerevisiae

La estructura bidimensional de L19¢ permite predecir multiples a-hélices, entre ellas una
larga a-hélice en la zona C-terminal y alguna ldmina beta (Jones, 1999). En la estructura
terciaria de L19e se predicen, mediante el programa Discovery Studio y UCSF- Chimera, que
existen dos dominios globulares diferentes, uno desde la posicion 1 a la 57, y otro desde la 82 a
la 189, conectados por un puente intermedio sin estructura de este tipo (Figura 7 B). L19e se
clasifica en el grupo de las proteinas ribosémicas a-helicoidales (Klein et al., 2004).

A) C)
B e e L1

0 50 100 150 189 h
B) ‘ | | | .

Figura 7. Estructura de L19e en S. cerevisiae. A) Estructura bidimensional que muestra las a-hélices de

L19e (adaptado de http://mips.helmholtz-muenchen.de/genre/proj/yeast/) B) Dominios similares a

otros descritos en la literatura para RP y otras proteinas (Malmstrom et al., 2007). En rojo se representan
las a-hélices, en azul las ldminas beta, y enmarcados con un cuadrado negro se indican los dos dominios
globulares de L19e. Debajo, en negro se indican las regiones desordenadas o sin estructura concreta
(Jones and Ward, 2003), y en azul claro una zona de la proteina que se enrolla sobre si misma (Lupas et

al., 1991) (modificado de http://www.yeastrc.org). C) Estructura tridimensional de L19e (Programa

Discovery Studio).

2.3. Localizacion de L19e en el ribosoma eucarioético

Gracias a la reciente obtencion de la estructura con alta resolucion atomica de cristales
puros de ribosomas eucarioticos (Ben-Shem et al., 2011; Anger et al., 2013; Voorhees et al.,
2014) se ha podido predecir la localizacion de L19e. Ademas, estos estudios se complementan y
completan con los datos y predicciones que derivan de estudios de cryo-EM realizados

previamente del ribosoma 80S de S.cerevisiae (Taylor et al., 2009; Ben-Shem et al., 2010).

De esta forma, en el extremo C-terminal de L19e se puede predecir la formacién de una

larga a-hélice (Jones, 1999) formada por 60 aminoécidos, entre los que abundan los de caracter
basico (Figura 7). Esta hélice alfa se introduce 40 A en la subunidad 40S y establece contactos
con el ARNr 18S. En concreto, los residuos 159-168 de L19e contactan con la Hélice E del

segmento de expansién exclusivamente eucariético eES6S del ARNr 18S, formando el nuevo
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puente eucaridtico eB12 entre las subunidades mayor y menor del ribosoma (Chandramouli et
al., 2008; Ben-Shem et al., 2011; Jenner et al., 2012) (Figura 8 A y Tabla 1).

Residuos de L19e Residuos del ARNr 18S
R162 Base 815
R163 Base 813
K165 Fosfato 850
N166 Fosfato 815
R167 Fosfato814
R170 Fosfato814
R172 Fosfato 851
R173 Base 855
R176 Fosfato 852
K180 Fosfato 854

Tabla 1. Residuos de L19e que contactan fisicamente con el ARNr 18S formando el puente
eucaridtico eB12 (Ben-Shem et al., 2011).

El segmento de expansion ES6S del ARNr 18S esta compuesto por 200 nt que forman 3
hélices muy dinamicas y flexibles, pudiendo adoptar diferentes conformaciones (Ben-Shem et
al., 2010; Ben-Shem et al., 2011). Precisamente la zona dindmica de dichas hélices es la zona de
union a la subunidad 40S del factor de inicio de la traduccion elF4G, que forma parte del
complejo elF4 de unidn al cap en el extremo 5°de los ARNm junto a elF4E, y elF4A (Rajagopal
et al., 2012). elF4G actGa como un adaptador para el reclutamiento del ARNm, promueve la
actividad helicasa y fuerza el scanning en direccion 5> 3~ (Marcotrigiano et al., 2001;
Sonenberg and Dever, 2003; Marintchev et al., 2009; Yu et al., 2011) (Figura 8 B). Ademas,
tiene un importante papel en la circularizacion del ARNm al interaccionar directamente con la
proteina de union a colas de poli (A) (PAB1) (Park et al., 2011; Fatscher et al., 2014).

Entre otras, hay dos RP que estan implicadas o facilitan los contactos que se establecen
entre las dos subunidades ribosémicas y podrian tener un papel muy importante en el
movimiento e interacciones entre ambas subunidades durante la traduccion y/o en la regulacion
del proceso: L19e y L24e (Melnikov et al., 2012) (Figura 8 C). Ademas, en el caso de L24e se
ha descrito un papel en la reiniciaciéon de la traduccion en el virus del mosaico de la coliflor
(Nishimura et al., 2004; Thiebeauld et al., 2009) Por otra parte, en el ribosoma 80S también se
forma un puente con L41le, que se localiza en el medio de la superficie entre subunidades y se

asocia con el ARNr 18S, pero forma menos contactos que L19e o L24e.
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El dominio a-helicoidal C-terminal de L19e, ademas de interaccionar con el ARNr 18S,
interacciona en la estructura resuelta con otras proteinas de la subunidad 40S, concretamente
con S7e (los residuos L185 y A189 de L19e contactan fisicamente con la R39 y S2 de S7e,
respectivamente) y con S17e (N156, Q160 y R167 de L19e contacta con la F154, F156, F156 de
S17e, respectivamente) (Ben-Shem et al., 2011) (Figura 8 D).

Asi mismo, una parte del dominio C-terminal de L19e y del segmento de expansion ES6S
del ARNr 18S, se encuentran localizados cerca de la zona de entrada y de salida del tlnel del
ARNm (Figura 8 E) (Ben-Shem et al., 2010), zona de interaccion del ribosoma con otros
factores, como STML1, factor que modula el decapping del ARNm (Balagopal and Parker,
2009).

18S rRNA

Figura 8. Localizacion del dominio C-terminal de L19e en el ribosoma. A) Formacién del puente
eucaridtico eB12. A la izquierda se muestra en morado la zona C-terminal de L19e y en rojo el ES6 del
ARNr 18S en un modelo de cryo-EM (Chandramouli et al., 2008). A la derecha se indica con un circulo
rojo el puente eB12. También en rojo se indican los residuos concretos de cada subunidad que forman los
puentes eucaridticos (Ben-Shem et al., 2011). B) Con flechas negras se muestran los posibles residuos del
ES6 (en morado y rojo en la estructura) que contactan con el factor de traduccion elFAG. En gris se
representa el ARNr, y en amarillo y verde las RPs (Ben-Shem et al., 2011). C) Localizacion de L19e
contactando las dos subunidades del ribosoma 80S. En amarillo se representa la subunidad 60S, en azul la
40S y en rojo las RPLs L19e y L24e (Melnikov et al., 2012). D) En amarillo se representa la a-hélice
C-terminal de L19e en contacto con las proteinas S7e (en azul oscuro) y con S17e (en rosa). En rojo se
indica la zona de contacto de L19e con el ARNr 18S, que se representa en azul (Ben-Shem et al., 2011).
E) Zona del tunel de salida del ARNm. En morado se representa la proteina S17e, en amarillo el extremo
C-terminal de L19e, en azul el ARNr 18S de eucariotas y en gris el ARNr 16S de procariotas (Modificado
de Ben-Shem et al., 2010).
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Para el extremo N-terminal de L19e se predice, a partir de los datos estructurales, que se

localiza en la zona del tanel de salida del polipéptido, formando parte de una especie de anillo
concentrico cerca de las proteinas ribosémicas L17, L22, L25, L26, L31e, L32, L35, L37 y
L39%e (Becker et al., 2009; Gamalinda et al., 2013) (Figura 9 A). Se ha propuesto que estas
proteinas proporcionan una especie de plataforma en la que interaccionan con proteinas
esenciales en la traduccion, entre ellas, la particula de reconocimiento de sefial (SRP) y los
complejos proteicos asociados al polipéptido naciente (NAC) (Peisker et al., 2008). Ademas, en
levaduras el extremo N-terminal de L19e se asocia a una proteina Sec-like (SEC61), que forma
un canal hacia el reticulo endoplasmatico por el que se conducen proteinas secretoras y de
membrana recién sintetizadas por el ribosoma para su modificacion en el reticulo (Becker et al.,
2009). En la estructura de alta resolucion del ribosoma porcino publicada recientemente, el
residuo N36 de L19e interacciona con la T407 y la R405 del loop 8/9 de SEC61a (Figura 9 B)
(Voorhees et al., 2014).

Se ha descrito que ademas la zona N-terminal de L19e interacciona con el Dominio 111 del
ARNFr 25S, como también lo hacen L2, L25, L31, L39 y L43 (Ohmayer et al., 2013). Por otra
parte, en el ribosoma 50S de la arqueobacteria Haloarcula marismortui, el dominio N-terminal
de L19a contacta con las hélices H47, H50, H53 y H59 del dominio Il del ARNr 23,
equivalente en arqueobacterias al ARNr 25S eucariético (Figura 9 C). Ademas, el dominio C-
terminal de L19a interacciona con la hélice H34 del dominio Il (en la zona de entrada del
ARNM), con H58 del dominio Ill, con H63 del dominio IV y con el Dominio VI (Klein et al.,
2004) (Figura 9 D). La interaccion de L19e con las hélices H50 y H59 también se ha descrito

en mamiferos (Becker et al., 2009).
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Figura 9. Localizacion del dominio N-terminal comun de L19a y L19e en el ribosoma eucariota y
sus contactos con el ARNr 23S en el de Haloarcula marismortui. A) Localizacion L19e (en morado
oscuro) en el tanel de salida del polipéptido (PET) en S.cerevisiae (Modificado de Gamalinda et al.,
2013). B) Interaccion de L19e (en morado a la izquierda) con Sec61a (en granate) en el ribosoma porcino
(Voorhees et al., 2014). C) Interaccién de la zona N-terminal de L19a (en rojo) con diferentes hélices del
23S ARNr. D) Estructura esquemdtica del ARNr 23S e interacciones fisicas de L19e (marcada con
circulos rojos) con su estructura. Las figuras C) y D) representan interacciones de L19a con el ARNr
obtenidos de la estructura propuesta para el ribosoma de la arqueobacteria H. marismortui (Modificado
de Klein et al., 2004).

En lo referente a las interacciones de L19e con el ARNr dentro de la subunidad 60S, se ha
descrito que 14 aminoacidos contactan con el Dominio Il del ARNr 25S, 51 con el Dominio I,
27 con el Dominio IV y 8 con el Dominio VI; Sin embargo, L19e no contacta ni con los ARNr
5,8S ni con el 5S (Gamalinda et al., 2014) (Figura 10).
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A)
C
5,85 (0residuos) 55 (0 residuos)
C)

Dominio | (0residuos) Dominio Il (14 residuos)

25S
Dominios I-VI (100 residuos)

Dominio IV (27 residuos) Dominio V (0 residuos) Dominio VI (8residuos)

Figura 10. Contactos de L19e con los ARNr 25S, 5,8S y 5S de la subunidad 60S de S.cerevisiae
(programa Discovery studio). A) Representacién del ARNr 25S (en gris), 5,8S (naranja), 5S (verde) y
L19e (azul). B) L19e no contacta con 5,8S (en naranja) ni con 5S (verde) C) Contactos de L19e (azul)
con cada uno de los 6 dominios del ARNr 25S (en gris).

2.4.Proteinas orto6logas de L19e

L19ae forma parte de los ribosomas de arqueobacterias y eucariotas, pero no del
bacteriano. Al analizar su estructura, se observa que la longitud del dominio C-terminal de L19e
varia segun el organismo; asi L19e en S. cerevisiae tiene 189 aminoacidos (ad), en humanos 196
aa, en plantas como Arabidopsis Thaliana 210 aa y en Drosophila melanogaster 203 aa. Por el
contrario, L19a en arqueobacterias carece de los ultimos 50 aa en relacion a las L19e de
S. cerevisiae (Figura 11). Por lo tanto, es posible que el extremo C-terminal de L19e permita
establecer nuevos contactos eucarioticos mas o menos flexibles entre las subunidades

ribosémicas, facilitando quiza la rotacion entre ellas en el ribosoma 80S al ser mas grandes y
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complejas en ARNr y proteinas que las bacterianas (Zhang et al., 2009); en cualquier caso, la
extension adicional en eucariotas sugiere que proporcionarian alguna funcién adicional o en
version mejorada de la que ya habria aparecido para servir a una funcién ancestral en

arqueobacterias, mediadas por una proteina L19a de mucho menor tamafio.

L19 forma parte de la superfamilia de proteinas L19e, en la que todos los miembros
tienen en comun los residuos aminoacidicos 28 al 47 en el extremo N-terminal, que se que se
encuentran en la zona del tanel de salida del polipéptido (Figura 11 D). Por otra parte, los
residuos 112, 113, 115-119 y 139-149 de L19e constituyen la zona que establece el contacto
entre subunidades o nuevo puente eB12. Ademas, se predicen residuos aminoacidicos concretos
de contacto con el ARNr 25S (interacciones proteina-ARNr), que son: 4, 8, 9, 18-24, 26, 29, 38,
42, 53, 55-60, 62, 64, 66, 67, 69, 70, 72, 74-79, 81-89, 92, 95-97, 100, 101, 103, 110, 117, 118,
120, 121, 124-126, 129, 131, 134, 135 (Marchler-Bauer et al., 2009; Marchler-Bauer et al.,
2011) (Figura 11 D).

Eucariotas Longitud %

A) g - B) Organismo L19e  Similitud
. S.cerevisiae L19A -~ 189aa - 100
S.cerevisiae L19B -~ 18%9aa - 100
S.pombe L19A -~ 193a4 - 63
S.pombe L19B - 193aa - 64
n R.norvergicus - 19 aa - 56
;-)/ ) M.musculus - 19 aa - 56
o ks C.familiaris —~- 19 ad — 58
” .';f H.sapiens - 19 aa - 56
bt A D.melanogaster - 203ad - 57
Aadared ¢ s C.Elegans -~ 198aa - 55
\ . ) H.marismortui -~ 149aa - 34
Arqueobacterias
Hélice C-terminal (50 ad)
C) S. cerevisiae L19A LVEHIIQAKADA

S. cerevisiae L19B LVEHIIQAKADA
S. pombe L19A LIEHIQRAKAEANRTKLIQEQQDARRARAKAARQRRAKAVEEKREQLYTAAEKTEE:
S. pombe L19B LIEHIQRAKAEANRTKLIQEQQDARRARAKAARQRRAKAVEEKREQI YTAAEKIEE -~~~ =~~~

R. norvergicus LMEHIHKLKADKARKKLLADQAE ARRSKTKEARKRREERLQAKKEE I TKTLSKEEETKK------
M. musculus LMEH T HKLKADKARKKLLADQAE ARRSKTKEARKRREERLQAKKEE T IKTLSKEEETKK -~~~
C. familiaris LMEHIHKLKADKARKKLLADQAEARR SKTKEARKRREERLQAKKEE 1 IKTLSKEEETKK- -~~~
H. sapiens LMEHTHKLKADKARKKLLADQAE ARRSKTKEARKRREERLQAKKEE I TKTLSKEEE TKK - -----

D. melanogaster LMEYIHKKKAEK(R

C.elegans LIEYIFKKKTENHRAKOLADOAOARRDKNKE SRKRREERQVVKRAFLLR KVIAG-----
H. marismortui LERYIDANHGDA---~ ——mme- - -

* %k

Figura 11. Comparacién de L19e de S. cerevisiae con las proteinas ortélogas en otros organismos
eucariotas. A) Evolucion de L19e. A la izquierda en la parte superior, se muestra la estructura terciaria
predicha para L19e, donde se representa en amarillo la zona de L19ae conservada en arqueobacterias y
eucariotas, y en rojo la extension C-terminal exclusiva de eucariotas (Ben-Shem et al., 2011). En B) se
compara tanto de la longitud de la proteina como el porcentaje de similitud de las L19ae entre las
diferentes especies. En C) se representa el dominio C-terminal de L19e marcado en rojo, ausente en

H. marismortui, representada en amarillo.
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D) Secuenciaaa L19e S.cerevisiae

25 50 75 100 125 150 175 189

MM Zona tanel salida del polipéptido L WLLILT Y MBI Puente entre subunidades
A M LEALLLY Y W Y A A d WL L) W W L L W WL LT LT W W AT WL Y A ARk A0k Ak M nteracciones Proteina-rRNA

Superfamilia L19e

Continuacion Figura 11. D) Super-familia de L19e. En azul se representa la secuencia de aa de L19e
en S.cerevisiae. Con los tridngulos rojos se marcan los residuos especificos que se localizan en la zona del
tanel de salida del polipéptido, en el puente eB12 entre subunidades y los involucrados en la interaccion
proteina-ARNTr. El cuadrado rojo indica la zona de L19e conservada en toda la superfamilia (Modificado

de http://www.yeastrc.org/pdr/viewProtein.do?id=528505).

2.5. Interacciones fisicas y genéticas de L19e

Se ha descrito que L19e interacciona fisica y/o genéticamente con varias proteinas, bien en
los pre-ribosomas de 60S con factores de ensamblaje transitoriamente o con otras RP y ARNs, y

en el ribosoma maduro (Saccharomyces Genome Database [http://www.yeastgenome.org].

Algunas de las interacciones mas relevantes de L19e que se han descrito recientemente son:

e Factores de ensamblaje en pre-ribosomas: ARX1, NOP15, RPL7, RPF2, RRP17.

e Proteinas ribosémicas de 40S (rpSs): S1A, S1B, S2, S3, S5, S6A, S6B, S7A, S7B,
S13, S14A, S15, S16B, S17A, S17B, S20, S24A, S30A.

e Protéinas ribosomicas de 60S (rpLs): L2A, L3, L4A, L4B, L6A, L6B, L8A, L8B,
L9A, L10, L11B, L13A, L14B, L15A, L16A, L16B, L17A, L17B, L18B, L20A, L20B,
L21A, L21B, L23A, L23B, L24A, L25, L26A, L26B, L28, L29, L30, L31A, L32,
L35B, L36A, L36B, L37A, L37B, L42B, P2B.

La mayoria de estas interacciones son fisicas y han sido determinadas por ensayos de
espectrofotometria de masas, de western blot o ensayos de doble hibrido. Sin embargo, otras
interacciones como aquellas de L19e con RLP7, RPF2, S6A, S7A, S17A, S17B, L16A, L16B,
L35B, L37A y L37B, son genéticas (es decir, de letalidad o empeoramiento del crecimiento en
relacion a los mutantes simples de delecion de cada gen). La interaccién con S20 es una
interaccion letal sintética (Funspec [http://funspec.med.utoronto.ca/]). Ademas, cuando se
reduce la dosis de L3, L9, L17, L18 y L23 en S.cerevisiae, la cantidad de L19 disminuye,
sugiriendo que podrian ensamblarse conjunta o dependientemente unas de otras en la biogénesis
de la subunidad 60S (Gamalinda et al., 2014).
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Se han descrito algunas interacciones letales sintéticas adicionales de la reduccién de L19e
(delecién de uno de los dos genes paralogos que la codifican) con la delecion de genes de
proteinas implicadas en la division celular, concretamente de L19A con CLA4, una quinasa
involucrada en la formacién del anillo de septinas y la citocinesis (Goehring et al., 2003); y de
L19B con BIK1, una proteina asociada a microtibulos (Tong et al., 2004), con CDC12, una
proteina de unién al ADN en los telomeros (Addinall et al., 2008), y DEP1, un modulador
implicado en el mantenimiento de los telémeros y en la esporulacion (Tong et al., 2004).

2.6. Funciones extra-ribosémicas de L19e

En células humanas se ha descrito una funcion extra-ribosémica de L19e. Se trata de un
papel regulador en la sefializacion de TLR3 (toll-like receptor 3), un receptor que induce la
inflamacion y que se ha relacionado con diversos trastornos inflamatorios e inmunes (Finberg
and Kurt-Jones, 2004; Bowie and Haga, 2005). Por otra parte, se ha descrito que en células de
glioblastoma se detecta una gran cantidad o acumulacién de la proteina L19e que inhibe la
produccion de las citoquinas IP-10 e IL-8, por lo que L19e podria estar implicada en la

patogénesis de enfermedades autoinmunes e inflamatorias crénicas (Yang et al., 2011).

L19e posee también una funcion pro-apoptoética descrita en células de cancer de mama de
la linea MCF7. La sobreexpresion de L19e en estas células induce la muerte celular debido al
estrés en el reticulo endoplasmatico. L19e parece que media la induccidon de las vias de
sefializacion de respuesta a dicho estrés, incluyendo la auto-fosforilacion de la quinasa PERK y

del factor de iniciacion elF2a por ella (Paginas 46 y 51) (Hong et al., 2014).

Por otra parte, en D. melanogaster, L19e participa en la regulacion del desarrollo celular,
ya que su ausencia produce lo que se denomina fenotipo minute, que consiste en un desarrollo
celular mas lento, con alas mas pequefias, cerdas mas cortas y delgadas, ojos poco desarrollados,
viabilidad reducida y menor tamafio corporal, aunque las moscas poseen el mismo nimero de
células (Kongsuwan et al., 1985; Hart et al., 1993; de Las Heras-Rubio et al., 2013).

Finalmente, la carencia de L19A en S.cerevisiae se ha descrito como un supresor de
Pmal-10, un mutante de la ATPasa de membrana plasmatica PMA1 que regula el pH celular.
Cuando falta L19A en la célula, la degradacion de Pmal-10 es més lenta, pudiendo afectar al
pH (Liu and Chang, 2009) ademas de a otros procesos celulares, ya que el pH del medio en el
gue se encuentre la levadura influye directamente tanto en su crecimiento, como en su fisiologia

y diferenciacion.
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a) L19e vy ciclo celular:

S.cerevisiae es un organismo unicelular que puede presentar 3 tipos celulares diferentes:
células haploides a, células haploides o y diploides a/a, teniendo cada una de ellas un papel
determinado en su ciclo de vida en funcion de las condiciones ambientales. Tanto la fase
haploide como la diploide son estables y siguen un ciclo mitético, reproduciéndose de forma
asexual por gemacion. Este ciclo mitético esta dividido en varias fases: G1, en la que la célula
aumenta de tamafio al duplicarse el contenido celular (excepto el ADN) y emerge la célula hija
0 yema; S, donde comienza la replicacion del ADN; G2, en la cual la célula se prepara para la
divisién y repara posibles errores de la replicacion, y M, en la que ocurre la division nuclear y
la citoquinesis (la célula hija se separa de la célula madre) (Figura 12 A).

El ciclo celular, ademés de por otros factores, puede verse afectado por defectos en
biogénesis de ribosomas y en la sintesis de proteinas, ya que en determinadas situaciones se
podria alterar la afinidad de los ribosomas por distintos ARNm, entre otros, las proteinas que
participan en el ciclo (Zaragoza et al., 1998; Jorgensen et al., 2004). Se ha descrito que la
mayoria de las RP de la subunidad 40S se requieren para la progresion del ciclo en la fase G1.
Por el contrario, algunas RPs de la subunidad 60S se requieren igualmente para la progresion
del ciclo en la fase G1, mientras que otras son necesarias para el paso desde la fase G2 a M.
Mediante experimentos de citometria de flujo, usando una cepa WT y otra que expresa sélo el
paralogo RPL19B desde un plasmido reprimible por glucosa, se ha comprobado que L19e se
requiere, junto a otras proteinas de la superficie de 60S, como son L1, L3, L9, L16, L21, L25,
L30 y L43, para la progresién de la fase G1 a S, es decir, para el cambio del contenido de ADN
de las células de 1N a 2N, lo que sugiere que la falta de L19e produce un retraso en G1 (Thapa

etal., 2013).
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Figura 12. La represion de la expresion de L19e provoca un retraso en la fase G1 del ciclo celular.
A) Representacion esquematica del ciclo celular en S. cerevisiae. B) y C) Experimentos de citometria de
flujo en los que cultivos asincrénicos de células creciendo en YEPG (picos negros en el perfil) se
transfirieron a YEPD para reprimir la sintesis de la proteina (picos grises). Los picos 1IN y 2N

corresponden a células sin replicar o con el genoma duplicado, respectivamente (Thapa et al., 2013).
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b) L19e vy enfermedades humanas:

Recientemente se ha descrito que L19e se encuentra asociada a una ribosomopatia humana,
la DBA (anemia Diamond Blackfan). Asi, un cambio de fase del coddon de terminacién del gen
RPL19 a una nueva posicidn causa la extension del extremo C-terminal de la proteina L19e
humana, dando lugar a una nueva proteina de 216 a4, con su extremo C-terminal mas largo en
20 aa que el de la proteina WT de 196 aa. Se observa ademas una drastica disminucion en la
produccion de subunidades 60S en células de pacientes con esta mutacion que afecta a L19e
(Gazda et al., 2012) (Figura 13).

RPL19 *imut RPL19**
Pt M+ Bt P Ha Hb kDa -
Mut, gen mutado; Pt, paciente;
M+, madre; B+, hermano; P, padre-;
L19e mutante —» -25 Ha, hermana a-; Hb, hermanab -
L19e — — o — —

-20

Figura 13. Deteccion de L19e mutante por western-blot. Se muestran los ARNm de las proteinas L19e

de individuos sanos y enfermos miembros de una familia con DBA (Modificado de Gazda et al., 2012).

La cantidad de L19e en lineas celulares de cancer de prostata es muy elevada. Ademas,
aquellos pacientes que poseen bajos niveles de L19e sobreviven méas tiempo. Esto sugiere que
RPL19 podria ser utilizado como marcador de la prognosis del cancer de prostata (Bee et al.,
2006). Se ha comprobado que su silenciamiento con ARN de interferencia disminuye la

agresividad del fenotipo de proliferacion descontrolada en células en cultivo (Bee et al., 2011).

Un incremento en la cantidad de L19e est4d también correlacionado con el céancer
colorrectal de mal prondstico, aumentando la cantidad de proteina en etapas avanzadas de la
enfermedad. Ademas, el aumento de los niveles de L19e se relaciona con un mayor riesgo de
padecer el cancer y también con una supervivencia de los pacientes ya enfermos menor de 48
meses. Por tanto, L19e podria ser también un buen marcador para la prognosis del cancer
colorrectal (Huang et al., 2008; Yang et al., 2010).

Por otra parte, en biopsias de cAncer de mama se ha detectado una elevada expresion y co-
amplificacion del gen RPL19 junto con el oncogen ERBB2 (éste aparece amplificado en un 10-
40% de los casos de este tipo de cancer), con el gen de la feniletanolamina N-metiltransferasa
(PNMT), el de la subunidad del proteosoma beta tipo 3 (PSMB3) y el del receptor nuclear del
grupo 1, miembro 1(NR1D1). Todos ellos mapean en el mismo cromosoma en humanos
(Cr. XVI1). Esto sugiere que el perfil de expresion génica en las biopsias de mama puede llegar

a ser un método valioso para la caracterizacion del cancer (Dressman et al., 2003).
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L19e se ha descrito como un nuevo antigeno tumoral en adenocarcinoma de pulmon
reconocido por linfocitos T citotoxicos autélogos. El silenciamiento de RPL19 resulta en una
inhibicion del crecimiento de las células cancerigenas en cultivo. Por tanto, L19e podria ser una
diana para una inmunoterapia especifica (Kuroda et al., 2010).

L19e es, por tanto, una proteina ribosémica muy relevante desde el punto de vista
biolégico y médico, por lo que seria de interés determinar cuales son sus funciones
primarias en los procesos de biogénesis de ribosomas y traduccion, usando S. cerevisiae

como organismo modelo.

3. BIOGENESIS DE RIBOSOMAS

La biogénesis de ribosomas en eucariotas es un proceso que comienza en el nucléolo y en
el que ocurren gran cantidad de reordenamientos estructurales. Durante este proceso ocurren
concomitantemente el procesamiento endo y exonucleolitico de los pre-ARNr y el ensamblaje
de las RP, que son facilitados por humerosos factores de ensamblaje no ribosémicos para dar
lugar progresivamente a varias particulas pre-ribosdmicas que, segiin van madurando, se van
desplazando del nucledlo al nucleoplasma y al citoplasma, donde ocurren los pasos finales de

maduracion de los pre-ribosomas.

Las RP, después de haber sido sintetizadas en el citoplasma, son importadas al nucléolo y/o
al nucleo para ensamblarse en los pre-ribosomas, donde se requieren para diversos pasos del
procesamiento y del plegamiento de los pre-ARNr, y para el transporte de los pre-ribosomas a
través de los compartimentos mencionados. Aunque las RP son suficientemente pequefias para
ser transportadas por difusion pasiva, la concentracién en el nicleo es mayor que en el
citoplasma, y su vida media en el citoplasma oscila entre 30 segundos y 3 minutos, por lo que
requieren transporte activo. Muchas de las RP poseen sefiales de localizacion nuclear (NLS,
nuclear location signal) para ser importadas al ntcleo (Underwood and Fried, 1990; Schaap et
al., 1991). Estas sefiales son reconocidas por una familia de proteinas denominadas -importinas
o carioferinas (Kap), que interaccionan con las nucleoporinas y con RAN-GTPasas, que median
la translocacion hacia el interior del nlcleo. En S. cerevisiae, la carioferina KAP123 es la
encargada de unirse a las RP y las transporta al ntcleo (Rout et al., 1997). Esta carioferina no es
esencial, y se ha descrito que en su ausencia, otras carioferinas se encargan de la importacién de
las RP al nucleo, como son PSE1/KAP121, SXM1/KAP108, NDM5/KAP119 y MSN5/KAP142
(Yoshida and Blobel, 2001; Sydorskyy et al., 2003). Con aproximadamente 150 poros por
nacleo (Winey et al., 1997), cada poro puede importar ~1000 RP por minuto, y exportar unas 25

subunidades ribosdmicas casi maduras por minuto en S. cerevisiae (Warner, 1999).
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3.1. Factores de ensamblaje que participan en la biogénesis de ribosomas

La biogénesis de ribosomas es un proceso enormemente dindmico en el que intervienen mas
de 250 factores de ensamblaje no ribosomicos que se asocian y se disocian de los distintos
pre-ribosomas cuando han llevado a cabo su funcién, no encontrandose en las subunidades
ribosomicas maduras (Nissan et al., 2002; Schafer et al., 2003). Ademas, tanto estos factores
como las RP se ensamblan en los pre-ribosomas en un orden jerarquico (Ferreira-Cerca et al.,
2007; Ohmayer et al., 2013; Gamalinda et al., 2014). La mayoria de estos factores son

esenciales y estan conservados en todos los eucariotas. Entre ellos se encuentran los siguientes:

- Las ribonucleasas, encargadas de procesar distintos precursores de los ARNr maduros.
Se dividen en endonucleasas, que producen la hidrélisis en puntos internos especificos de los
distintos pre-ARNI, entre ellas RNT1 (Kufel et al., 1999), NOB1 (Fatica et al., 2003a) o MRP
(Lindahl et al., 2009); y exonucleasas, que digieren los ARNr en sentido 5> 3" 0 3> 5,
como RAT1 (Henry et al., 1994) o RRP17 (Oeffinger et al., 2009).

- Los snoRNP (small nucleolar ribonucleoparticles). Se conocen unos 76 snoRNP en
S. cerevisiae, que son complejos ribonucleoproteicos formados por snoARNs (small nucleolar
ARNSs), cuya funcion es la union con el pre-ARNr de destino, sirviendo de andamio para
proteinas asociadas, entre las que se encuentran enzimas encargadas de catalizar diversas
reacciones de modificacion de los pre-ARNr. Los snoRNP llevan a cabo pseudouridilaciones y
metilaciones de ribonucledsidos y exintes dos familias (Balakin et al., 1996; Kiss et al., 2010;
Watkins and Bohnsack, 2012). Los snoRNP de la familia H/ACA-box, que realizan la

conversion de uridinas especificas a pseudouridinas (y) en S. cerevisiae, como snR10 y snR30,

y las modificaciones que realizan son necesarias en las primeras etapas del procesamiento de

pre-ARNTr. Y los snoRNP de la_familia C/D-box, encargados de la metilacion en 2"-O-ribosa en

los pre-ARNr de S. cerevisiae, como U3 y U14, que se requieren también para los primeros

pasos del procesamiento de los pre-ARNT.

- Las ARN helicasas, de las que en S. cerevisiae se han descrito 19 implicadas en la
biogénesis de los ribosomas, que pertenecen a la familia DEAD-box (también denominadas
SF2) (Fairman-Williams et al., 2010). Estas enzimas intervienen en reordenamientos
estructurales que facilitan el acceso de las nucleasas, modificando la conformacion del pre-
ARNTr, RP y complejos ribonucleoproteicos, para permitir la asociacion y/o disociacion de otros
factores como los snoARNs (Watkins and Bohnsack, 2012). Se han descrito 10 helicasas que
participan en la biogénesis de la subunidad 60S (DBP2, DBP3, DBP6, DBP7, DBP9, DBP10,
DRS1, MAKS5, MTR4 y SBP4), 7 en la de la subunidad 40S (DBP4, DBP8, DHR1, DHR2,
FAL1, ROK1 y RRP3), y 2 en la de ambas subunidades (HAS1 y PRP43) (Kressler et al.,
1998; Dembowski et al., 2013; Martin et al., 2013; Rodriguez-Galan et al., 2013).
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- Las Chaperonas de ARN, que facilitan el plegamiento y los reordenamientos
estructurales de los ARNr maduros, como NOP15 y CIC1. Ademas, las RP pueden actuar
también como chaperonas al unirse y estabilizar la estructura secundaria y terciaria del ARNr
(Kovacs et al.,, 2009; Woodson, 2011). Las chaperonas de ensamblaje de proteinas
ribosémicas se requieren para facilitar la asociacion de algunas RP a los pre-ribosomas.

- Las RLP (ribosomal like proteins) corresponden a algunos factores de actuacion en
trans que poseen motivos de union a ARNr muy similares a los de algunas RP y en algunos
casos tienen ciertas secuencias de aa préacticamente idénticas a secuencias primarias de ciertas
RP. Algunas RLP se unen a pre-particulas ribosémicas y las RP se encuentran solamente en las
subunidades maduras, por lo que podrian ser marcadores de posicion que impiden un
ensamblaje prematuro de las RP en los pre-ribosomas, como es el caso de IMP3 (Lee and
Baserga, 1999), MRT4 (Rodriguez-Mateos et al., 2009), RLP7 (Babiano et al., 2013) y RLP24
(Saveanu et al., 2003), que poseen similitud con las RP S9, PO, L7 y L24, respectivamente.

- Las GTPasas y las AAA-ATPasas contribuyen a disociar y/o incorporar RP o factores
de ensamblaje y en los reordenamientos estructurales de los pre-ribosomas antes de su
transporte al citoplasma. Se han descrito en S. cerevisiae 3 AAA-ATPasas (DRG1/AFG2,
RIX7, REAL/MDN1) (Kressler et al., 2012) y 6 GTPasas (BSM1, NOG1, NOG2/NUG?2,
NUG], EFL1/RIAL, LSG1/KRE35) (Saveanu et al., 2001; Saveanu et al., 2003).

- También participan en la biogénesis de los ribosomas varias Quinasas y Fosfatasas.

- Factores de transporte necesarios para el transito intranuclear o para el transporte

nucleo-citoplasmico.

3.2. Procesamiento de los precursores del ARN ribosomico

La sintesis de las subunidades 60S y 40S comienza en el nucléolo con la transcripcién a
partir de los ADNr del precursor primario 35S por la ARN-Pol I, y del ARNr 5S por la
ARN-Pol IlI. En S. cerevisiae, el transcrito primario 35S es modificado covalentemente por los
snoRNP y sufre una serie de cortes endo y exonucleoliticos hasta dar lugar a los ARNr maduros
25S, 5,8S, y 18S (Venema and Tollervey, 1995) (Figura 14).

La maduracion del pre-ARNr 35S comienza con la escision en el sitio By, situado en la
region 3'ETS, llevado a cabo por la endonucleasa RNT1 (Kufel et al., 1999). Después se
producen sucesivamente los cortes tempranos en los sitios A, ¥ A; generando los precursores

33S y 325, respectivamente (Hughes and Ares, 1991; Beltrame et al., 1994). A continuacién, se
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produce la escision en el sitio A, dentro del ITS1, generando los pre-ARNr 20S y 27SA, (Udem
and Warner, 1972).

El pre-ARNr 20S es transportado a través del nucléolo y nucleoplasma y sale al citoplasma,
donde ocurre el corte en el sitio D por la endonucleasa NOB1, que elimina la secuencia restante
del ITS1, dando lugar al ARNr maduro 18S (Udem and Warner, 1973; Fatica et al., 2003a).

La maduracion del pre-ARNr 27SA, es mas compleja, ya que su procesamiento continlia en

el nucléolo y en el nucleoplasma por dos vias alternativas:

1. Aproximadamente en un 85-90 % de los pre-ARNr 27SA, se genera por el corte en Az
por la RNasa MRP, dando lugar al pre-ARNr 27SA; (Schmitt and Clayton, 1993; Chu
et al., 1994; Lygerou et al., 1996). Seguidamente, el ITS1 restante se elimina del 27SA;
por accion de las 5"-3"-exonucleasas RAT1 y RRP17, que llevan a cabo la digestion del
pre-ARNr hasta el sitio Bys, formando el pre-ARNr 27SBs (Henry et al., 1994;
Oeffinger et al., 2009).

2. El otro 10-15% de pre-ARNr 27SA, se procesa directamente en el sitio de B;; por una

endonucleasa aun desconocida que genera el pre-ARNr 27SB, .

En ambos casos, el extremo 3" se forma por digestion exonucleolitica del sitio B, hasta B,

llevada a cabo por REX1, y que se produce al mismo tiempo que el corte B;.

A partir de los precursores 27SBsy 27SBy, la ruta de procesamiento es idéntica y sucede a lo
largo del nucleoplasma y citoplasma. Se produce el corte en el sitio C, en el ITS2, que genera
los pre-ARNr 25,5S y 7Ss 0 7S,. El extremo 5 del 25,5S sufre una digestion exonucleolitica
llevada a cabo por RAT1 y RRP17, eliminando el fragmento del ITS2 restante y formando el
ARNr maduro 25S (Geerlings et al., 2000). Los extremos 3" de los pre-ARNr 7S son

procesados por el exosoma — un complejo formado por 11 componentes, 10 de los cuales
funcionan como 3" 5’exoribonucleasas (Allmang et al., 1999) — y las exonucleasas REX1 y
REX2 (van Hoof et al., 2000), y la nucleasa NGL2 (Faber et al., 2002), dando lugar a los ARNr
maduros 5,8Ss vy 5,8S,, que difieren en 6 nt a sus extremos 5 (Henry et al., 1994; Mitchell et

al., 1996). Esta heterogeneidad del extremo 5° esta conservada entre los eucariotas, aunque su
funcion no esta clara. Sin embargo, ambas formas son funcionales, ya que ambas estan

presentes en los polirribosomas (o polisomas).

Por otra parte, el transcrito primario del ARNr 5S tiene una extension en el extremo 3" de
aproximadamente una decena de nucleétidos de la que carece el ARNr maduro, y que es

procesado por la exonucleasas REX1, REX2 y REX3.
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Figura 14. Esquema de la ruta de procesamiento de los precursores de los ARNr en S. cerevisiae. Se
muestra la estructura del precursor del pre-ARNr 35S y la ubicacion de los sitios de procesamiento. El
pre-ARNr codifica los ARNr maduros 18S, 5,85 y 25S, que estdn flanqueados por los 5 y 3°
espaciadores externos (5"-ETS y 3"-ETS) y separados por los espaciadores internos 1y 2 (ITS1 e ITS2).
El pre-ARNTr transcrito por la ARN-Pol | se va procesando por cortes exo y endonucleoliticos post-
transcripcionales (que se marcan con pequefias flechas negras). El corte en el sitio A, separa los
precursores de las subunidades 40S y 60S. Alternativamente, el precursor 35S puede procesarse co-
transcripcionalmente en los sitios Aq, A1y A, en el procesoma del pre-ribosoma 43S. Este pre-ribosoma
se exporta hasta el citoplasma, donde se completa la maduracién del 20S dando lugar al ARNr 18S
maduro. Por otro lado, el procesamiento del precursor 27SA, puede ocurrir de dos formas alternativas, un
85% se escinde en el sitio Az en el ITS2 y el 15% restante se procesa en el sitio By, Por ambas vias los
precursores se van procesando endo y exonucleoliticamente, y los pre-ribosomas salen al citoplasma,

donde ocurren los Gltimos pasos del procesamiento, dando lugar a los ARNr maduros 5,8S y 25S.

30



Introduccién

3.3. Ensamblaje de subunidades ribosémicas

a) Pre-particulas 90S:

Se ha caracterizado una particula inicial que se forma en el nucléolo y que se denomina
“pre-ribosoma 90S” que contiene el pre-ARN 35S asi como la mayoria de las RP y factores de
la subunidad 40S; Por el contrario, carece de la mayoria de los factores necesarios para la
biosintesis de 60S (Grandi et al., 2002). Esta pre-particula contiene el snoARN U3 que, a pesar
de pertenecer a la familia C/D box, no participa en la metilacion del pre-ARNr, sino que se
requiere para que se produzcan correctamente los cortes Aq, A1 Yy A, Y el plegamiento del pre-
ARNr (Dutca et al., 2011; Marmier-Gourrier et al., 2011). También el pre-ribosoma 90S
contiene 17 proteinas denominadas UTP1-17, que se requieren para la correcta transcripcion del
ADNr y para el procesamiento del pre-ARNr 35S (Gallagher et al., 2004). A este conjunto de
factores de ~2,2 MDa se les ha denominado “procesoma de la subunidad pequefa” (Dragon
et al., 2002; Grandi et al., 2002). En S. cerevisiae, el procesoma se compacta en una gran
particula que se forma al transcribirse el 35S en direccion 5> 3" pocos segundos después de
finalizar su transcripcion, o se libera co-transcripcionalmente por escisién en el sitio A, en el
ITS1por la endonucleasa RCL1 (Osheim et al., 2004; Horn et al., 2011). De este modo, se
producen el pre-ARNr 20S, que se empaqueta en pre-particulas 43S (también denominadas
pre-40S), y el pre-ARNr 27SA,, que forma parte de la pre-particula 66S (o pre-60S). EI ARN
U3 y un gran nimero de factores se desensamblan; sin embargo, algunos de los factores que
acttan en etapas medias o tardias de la biogénesis de las subunidades se asocian a este nivel en

pre-particulas ribosomicas (Panse and Johnson, 2010; Strunk et al., 2011) (Figura 18).

b) Pre-particulas 43S:

Las pre-particulas 43S contienen el pre-ARNr 20S y méas de 75 factores no ribosémicos
que se ensamblan de forma jerérquica (Perez-Fernandez et al., 2007). Ademas del snoRNP U3
(requerido para los cortes tempranos) y la RNasa MRP (que realiza el corte en As), existen otros
3 snoRNP que intervienen en la produccion del ARNr 18S: U14 (familia C/D box), snR10 y
snR30 (familia H/ACA). U14 y snR10 poseen una doble funcién, ya que actGan tanto en el
procesamiento del pre-ARN como en su modificacion (metilacion o pseudouridilaciéon, en cada
caso) (Liang and Fournier, 1995; Morrissey and Tollervey, 1997); por el contrario, snR30 se
requiere Unicamente para la formacion de la pre-particula 43S (Lemay et al., 2011; Hoareau-
Aveilla et al., 2012). Las particulas pre-43S son transportadas al citoplasma, donde ocurren los
altimos pasos del procesamiento del pre-ARNr 20S a ARNr 18S y se genera la subunidad
madura 40S (Figura 18).
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c) Pre-particulas 66S:

El pre-ARNr 27SA2 se encuentra en las pre-particulas 66S (Trapman et al., 1975), y su
maduracion es mas compleja que la de la pre-particula 43S, ya que su procesamiento ocurre por
dos vias alternativas (corte en el sitio Az 0 en By). La maduracion del pre-ribosoma 66S para
generar subunidades 60S maduras ocurre en diferentes etapas (Figura 18): una etapa temprana,
en la que se forma un complejo temprano estable tras la sintesis del precursor 27SA, hasta la

formacion de los pre-ARNr 27SA;, 27SBs 0 27SBy; una etapa intermedia, en la que ocurre el
corte en el sitio C, y se elimina el ITS2 de los pre-ARNr, formandose los pre-ARNr 25,55y 7S;
y una etapa tardia, en la que acttan las exonucleasas y el exosoma en el extremo 5°del 25,5S y
3’del 7S, preparando a los pre-ribosomas para su salida al citoplasma, donde finaliza su

biosintesis y se forman las subunidades ribosomicas maduras.

Se ha descrito recientemente que en S. cerevisiae los dominios estructurales de la subunidad
60S se formarian en un orden jerarquico, ya que la asociacion estable de las RPL comenzaria
por las que se ubican en el exterior de las particulas maduras (zona del solvente), seguidas por
aquellas que estan alrededor del tinel de salida polipéptido, las de la zona de contacto entre
subunidades y finalmente las de la protuberancia central (PC) (Figura 15). La ubicacion de las
RPL en la estructura de 60S se correlaciona también con sus funciones en el procesamiento de
los pre-ARNTr: las proteinas de ensamblaje temprano intervienen en los primeros pasos del
procesamiento (27SA; y 27SA;), las de ensamblaje medio intervienen en el procesamiento del
pre-ARNr 27SB y las de ensamblaje tardio en las etapas finales del procesamiento (Gamalinda
et al., 2014).

TalloL1

Tuanel de salida " Zona de contacto
del polipéptido entre subunidades

Zona del solvente

Figura 15. Localizacién de las RPL en la estructura de 60S y correlacién con sus funciones en el
procesamiento del pre-ARNr. Las RP que se ensamblan y actlan en los primeros pasos del
procesamiento se representan en verde, las intermedias en magenta, y las tardias en naranja. Los ARNr
5,8S, 25S y 5S se representan en negro, gris claro y gris oscuro, respectivamente (Modificado de
Gamalinda et al., 2014).
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e FEtapatemprana:

En los pre-ribosomas 66S existen, junto a los pre-ARNr 27SA, 0 27SAs, ~ 45-50 factores
de ensamblaje, de los que 1/3 se desensamblan antes de que se procese el pre-ARNr 27SB
(Kressler et al., 2008). Otros factores se asocian entonces para catalizar la liberacion de los
factores tempranos, participar en el procesamiento de los subsiguientes pre-ARNr y/o facilitar el
transporte nuclear (Nissan et al., 2002; Ulbrich et al., 2009). Entre los factores de ensamblaje
tempranos estan 6 ARN-helicasas, cuya funcion es reorganizar el ARNr o la estructura de las
pre-particulas ribosémicas dando lugar a intermedios estables. Otras 7 de ellas, entre las que
existen interacciones genéticas, podrian desempefiar funciones similares en el procesamiento de
los pre-ARNTr (de la Cruz et al., 2004) (Ver Tabla V de los Anexos).

El procesamiento del 27SA; genera el precursor 27SB y requiere 12 factores de
ensamblaje denominados Factores A; (Tabla V de los Anexos) (Sahasranaman et al., 2011)
(Figura 16). Algunos de ellos co-localizan en el ribosoma y podrian cooperar en funciones
comunes (Ben-Shem et al., 2011; Klinge et al., 2011). El ensamblaje de los Factores Az en los
pre-ribosomas 66S se produce de forma jerarquica. EBP2 y L8 se requieren para el ensamblaje
de NOP7, ERB1, YTM1, RLP7, NOP15 y CIC1 (Jakovljevic et al., 2012; Shimoji et al., 2012),
siendo todos ellos interdependientes para su incorporacion y necesarios para la asociacion
posterior de DRS1 y de HAS1 en las pre-particulas ribosémicas (Sahasranaman et al., 2011,
Dembowski et al., 2013).

En esta etapa temprana del procesamiento se asocian a los diferentes dominios del ARNr
varias RPL tempranas que participan o favorecen el mismo: L3, L4, L6, L7, L8, L13, L16,
L18, L20, L32 y L33 (Gamalinda et al., 2014).

e FEtapa intermedia:

En el procesamiento del pre-ARNr 27SB, en el que se elimina el 1TS2 de los pre-ARNr
por el corte en C,, se forman los pre-ARNr 25,5S y 7S. Para ello se requieren 14 factores de
ensamblaje denominados Factores B, aunque ninguno de ellos se une al 1TS2 directamente.
Estos incluyen 5 proteinas de union al ARNr (NIP7, RPF2, NSA2, RLP24 y TIF6), 4 ARN-
Helicasas (SPB4, DRS1, HAS1 y DBP10), 2 GTPasas (NOG1 y NOG2), una proteina de
andamiaje (MAK11), una ARN metil-transferasa (NOP2), y RRS1, de funcion desconocida; sin

embargo, curiosamente, no se incluye ninguna nucleasa (Talkish et al., 2012).

La mayoria de los Factores Az y los Factores B se ensamblan en los pre-ribosomas
tempranos cuando aun contienen el pre-ARNr 27SA, (Saveanu et al., 2003; Sahasranaman et
al., 2011; Talkish et al., 2012). Sin embargo, NSA2 y NOG2 se ensamblan més tarde, antes de
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la escision del ITS2 (Saveanu et al 2001; Lebreton et al. 2006a). La asociacion de los
Factores B se simplifica y facilita gracias a la formacion de varios subcomplejos que se
ensamblan secuencialmente en los pre-ribosomas a través de dos vias independientes en su
mayoria, que parten de la formacion de un heterodimero compuesto por NIP7 y NOP2 vy
convergen en NOG2 (Talkish et al. 2012). Estas dos vias estan compuestas, por una parte, por el
subcomplejo formado por RPF2, RRS1 y SPB4 junto con L5 y L11 y 5S rRNA, que se
ensamblan en los pre-ribosomas en la protuberancia central (Zhang et al., 2007); y por otra
parte, RLP24, NOG1, y MAK11, que interaccionan fisicamente (Saveanu et al., 2003), junto
con NOG1, TIF6, DPB10 y NSA2. Ademaés, todos los factores B son necesarios para reclutar a
NOG?2 (Figura 16).

En el procesamiento del pre-ARNr 27SB participan RPL de ensamblaje intermedio: L9,
L17,L19,L23, L25,L26,L27, L31, L34, L35y L37,yel ARNr5S (Dechampesme et al., 1999;
Gamalinda et al., 2014).

$ Factores B

DEAD-Box RPL cercanas al
Subcomplejo PWP1 Factores A; Helicasas extremo 5°del
interdependientes 5,85 ARNr

Figura 16. Esquema de la propuesta de asociacion jerarquica de Factores As, Factores B y algunas
RPL necesarias para las etapas iniciales e intermedias del ensamblaje de los pre-ribosomas 66S. Las
proteinas que forman el subcomplejo PWP1 (en azul oscuro) intervienen en el procesamiento del pre-
ARN 27SA, y 27SA; y son necesarias para la asociacion estable de los Factores Az (en verde), que
intervienen en el procesamiento del pre-ARNr 27SA;. Estos a su vez son necesarios para el ensamblaje de
las DEAD-box Helicasas (azul claro) y de las RPL L17, L26, L35 y L37 (en morado). Todos estos
factores son requeridos ademas para la asociacion estable de los Factores B (en granate), que ocurre por

dos vias paralelas que convergen para reclutar a NOG2 (Adaptado de Woolford and Baserga, 2013).
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e FEtapa tardia:

Tras el corte endonucleolitico en el sitio C, del 27SB, continda el procesamiento de los pre-
ARNr 25,5S y 7S, dando lugar a los ARNr maduros 25S y 5,8S (Geerlings et al., 2000).

El procesamiento del pre-ARNr 25,55 a ARNr maduro 25S ocurre rapidamente por las
5> 3’exonucleasas RAT1 y RRP17, y en su ausencia, por XRN1, aungue menos eficazmente
(Geerlings et al., 2000; Oeffinger et al., 2009).

Por otra parte, el procesamiento del pre-ARNr de 7S requiere varias nucleasas y al menos
cuatro etapas gque se producen secuencialmente en el nlcleo y citoplasma (Henry et al., 1994;
Thomson and Tollervey, 2005; Thomson and Tollervey, 2010). i) El exosoma, que incluye 3">
5"exonucleasas y endonucleasas, elimina ~110 nt desde el sitio C,, produciendo un pre-ARNr
5,8S gue se extiende en su extremo 3’en ~30 nt (Mitchell et al., 1996; Allmang et al., 1999).
ii) El factor RRP6, un componente del exosoma especifico del ndcleo, elimina ~22-25nt del
precursor anterior, dando lugar al pre-ARNr 6S (Briggs et al., 1998). iii) El precursor 6S sale al
citoplasma, donde las exonucleasas REX1 y REX2 siguen procesando el extremo 3"del pre-
ARNI, excepto los ultimos 5 nt (van Hoof et al., 2000). iv) Los ultimos nt del extremo 3"son
procesados por NGL2, dando lugar al ARNr maduro 5,8S (Faber et al., 2002).

Existen también factores de ensamblaje tardios necesarios para el procesamiento del pre-
ARNTr 7S, entre los que se incluyen las AAA-ATPasas REAL, RIX, IPI1 e IPI3. REAL1 ademas
favorece la disociacion de otros factores de actuacion en pasos anteriores del procesamiento,
como YTM1, RSAL, permitiendo la reorganizacion del pre-ribosoma para el acceso de las

nucleasas que van a procesar el pre-ARNr 7S (Galani et al., 2004).

En estas Ultimas etapas intervienen ademas las RPL L2 y L43 en el procesamiento del pre-
ARNr 7S,y L5, L10, L11, L21, L28 y L40, en el procesamiento del pre-ARNr 6S y liberacion
de factores (Gamalinda et al., 2014). Algunas de las RPL no se unen a los pre-ribosomas hasta
las etapas finales, algunas de ellas ya en el citoplasma, como L10, L24, L29, L40, L42, PO, P1,
y P2 (Saveanu et al., 2003; Lo et al., 2010).

3.4. Transporte nucleo-citoplasmatico de subunidades pre-ribosémicas

Las subunidades ribosémicas pre-40S y pre-60S se transportan a través del nucléolo al
nacleo, y del ndcleo al citoplasma (Figura 18). En condiciones normales de crecimiento, se
exporta un pre-ribosoma por cada poro nuclear cada 2-3 segundos (Warner 1999). Para este

transporte son necesarios el receptor de salida nuclear CRM1, los factores de ensamblaje
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RRP12 y SDA1, la RAN-GTPasa GSP1 y varias nucleoporinas (Hurt et al., 1999; Moy and
Silver, 1999; Oeffinger et al., 2004).

En el transporte de los pre-ribosomas 40S intervienen los factores LTV1 y PNO1/DIM2,
gue actian como adaptadores (Seiser et al., 2006; Vanrobays et al., 2008), y S15, que participa

directamente en el transporte (Leger-Silvestre et al., 2004).

En el transporte nucleo-citoplasmatico de pre-ribosomas 60S participan al menos 5
proteinas (ARX1, BUD20, ECM1, MEX67 y NMD3) que se unen a diferentes sitios y actlian en
conjunto. El receptor nuclear ARX1 se une al tinel de salida del polipéptido en las subunidades
pre-60S donde se ubican L19, L25, L26 y L35, y desempefia un papel regulador en la
translocacion nucleo-citoplasma de los pre-ribosomas 60S (Bradatsch et al., 2007; Hung et al.,
2008; Bradatsch et al., 2012; Greber et al., 2012). BUD20 se asocia a los pre-ribosomas 60S y
facilita su salida al citoplasma (Bassler et al., 2012). ECM1 se une fisicamente a los pre-60S y a
las nucleoporinas colaborando en el transporte (Yao et al., 2010). MEX67/MRT2 se unen a los
pre-ribosomas en la protuberancia central junto al ARNr 6S, y forman interacciones con las
nucleoporinas para dirigir las pre-particulas 66S a través del poro nuclear (Yao et al., 2007).
NMD3 se une a la superficie de contacto del pre-ribosoma y actiia como un adaptador que dirige

los pre-ribosomas al receptor CRM1 para el transporte (Ho et al., 2000; Gadal et al., 2001).

La union de estos factores a los pre-ribosomas podria servir ademas como mecanismo de
control o vigilancia de que la biosintesis esta ocurriendo correctamente, ya que hasta que no se

unen los distintos factores de transporte a las subunidades no son transportadas al citoplasma.

3.5. Maduracion final de las subunidades 60S y 40S en el citoplasma

En la etapa final deben completarse los altimos pasos del procesamiento del pre-ARNr y el
ensamblaje de las Gltimas RP, ademas de la liberacion y reciclaje de los diversos factores. Se ha
descrito que en la subunidad pre-60S, los factores NMD3 y TIF6 estan unidos en la superficie
de contacto con 40S, y evitan la asociacion de ambas subunidades (Gartmann et al., 2010;
Sengupta et al., 2010). Del mismo modo, ARX1 podria prevenir la asociacion de factores en el
tanel de salida del polipéptido. Las NTPasas DRG1, EFL1y LSG1 son necesarias para liberar y
reciclar los factores de ensamblaje unidos a los pre-ribosomas aun en el citoplasma (Senger et
al., 2001; Kallstrom et al., 2003; Hedges et al., 2005; Pertschy et al., 2007). Se ha descrito
ademas que, cuanto faltan estas NTPasas, los primeros pasos del procesamiento del pre-ARNr
estan impedidos, posiblemente debido a que los factores de ensamblaje no se reciclen a tiempo

para volver a ensamblarse en una nueva pre-particula (Lo et al., 2010).
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La asociacién a los pre-ribosomas de estos factores de disociacion ocurre de manera
secuencial y ordenada. Los primeros factores se unen, liberan sus proteinas diana y
desencadenan la activacion del siguiente factor, produciendo la separacion del correspondiente
sustrato. Concretamente, RLP24 se une a DRGL1 y activa su actividad ATP-asa, catalizando el
intercambio de RLP24 por la proteina L24 (Kappel et al., 2012) a través de la interaccion de
DRGL1 con la nucleoporina NUP116, necesaria para la liberacion de RLP24. A continuacion,
L24 interacciona con REIL y se asocia a los pre-ribosomas, junto con las ATPasas SSA1/SSA2
y su cofactor JJJ1, disociando a su vez a los factores de transporte ARX1 y ALB1(Lebreton et
al., 2006b; Meyer et al., 2007). Paralelamente, la proteina L12 recluta al factor YVH1, que
cataliza la sustitucion de MRT4 por la proteina PO (Lo et al., 2009), formandose asi el tallo
ribosémico, que atrae ademas las GTPasas necesarias para la biogénesis de la subunidad 60S,
incluida EFL1, que junto con el factor SDO1, producen la liberacién del factor TIF6 (Senger et
al., 2001). Este paso esta acoplado a la etapa final de la maduracién, donde ocurre la disociacién
de NMD3 por la GTPasa LSG1 (Kallstrom et al., 2003; Hedges et al., 2005).

Tallo
ribosémico

A) Liberacién de factores
del tinel de salida B)

del polipéptido

PO
Drgt  Rpl24 | ReitJjji+Ssa

Subunidad 60S
madura Nmd3

Efil

Tifé
Drgl

'Rplld
Albl Reil

Jjj1 Nogl
Ssa

Figura 17. Asociacion y liberacion de factores para la maduracion citoplasmatica de la subunidad
60S. A) Esquema de la asociacién secuencial y ordenada de los diferentes factores de liberacién para la
maduracion de la subunidad 60S. B) Representacion del reciclaje de los factores sobre la pre-particula
60S vista desde la zona de contacto con la subunidad 40S. (Modificado de Lo et al., 2010).

Por otra parte, las particulas pre-40S en el citoplasma carecen aun de las RPS S10y S26 y
contienen 7 factores de ensamblaje (Strunk et al., 2011), que impiden a las subunidades
pre-40S asociarse al ARNm vy a las subunidades 60S para el inicio de la traduccién. Asi, los
factores de ensamblaje TSR1, RIO2 y DIM1 estdn en la interfaz de la subunidad pre-40S y
solapan en los sitios de unién de los factores de inicio de la traduccion elF1, elF1A y elF2-
ARNt™* respectivamente. Las proteinas PNO1/DIM2 se superponen en el sitio de unién del
factor elF3, y LTV1 y ENP1 pueden prevenir los reordenamientos prematuros de la subunidad
para el reclutamiento del ARNm durante la iniciacion de la traduccion. Ademas, LTV1/ENP1
ocupan el sitio de union de la proteina S10, y PNO1/DIM?2 el sitio de union de S26, por lo que
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hasta que no se produce la liberacion citoplasméatica de estos factores, no se asocian las

proteinas S10 y S26, dando lugar a la maduracién final de la subunidad 40S (Karbstein, 2011,

Karbstein, 2013).

Procesoma
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Figura 18. Representacion esquematica de la maduraciéon y transporte de las subunidades

ribosdmicas 60S y 40S en S. cerevisiae. La particula temprana pre-90S est4 formada por el pre-ARNr

35Sy el procesoma compuesto por U3 y los demas factores asociados. Tras la escision del pre-ARNr 35S

en el sitio A,, la particula 90S se divide en 2, pre-40S y pre-60S. En la particula pre-40S, el procesoma se

disocia, pero otros factores se unen para facilitar su transporte al citoplasma. En pre-60S, la mayoria de

los factores se asocian durante o tras el corte en A,. A medida que se van procesando las pre-particulas,

muchos de los factores de ensamblaje se van disociando, quedando tan s6lo unos cuantos asociados hasta

las etapas finales del procesamiento. La maduracién final de ambas subunidades ocurre en el citoplasma
(Modificado de Tschochner and Hurt, 2003).

En la Tabla V de los Anexos se resumen las principales caracteristicas de algunos de los

factores que participan en el ensamblaje y procesamiento de las subunidades 40S y 60S.
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3.6. Degradacion de precursores aberrantes de los ARNr

Durante la biogénesis de ribosomas pueden formarse ribosomas aberrantes con RP o ARNr
alterados provocando variaciones de la estructura y/o de la funcionalidad del ribosoma. Sin
embargo, existen mecanismos de vigilancia que detectan errores graves no tolerables y pueden

actuar co-transcripcionalmente (Wery et al., 2009).

Los precursores de ARNr que se han procesado o ensamblado errbneamente son
degradados por el exosoma, un complejo formado por diferentes exonucleasas, entre las que se
encuentran REX1 y REX2, y la nucleasa NGL2 (Allmang et al., 2000; van Hoof et al., 2000;
Faber et al., 2002). El complejo TRAMP (compuesto por las poly(A)-polimerasas TRF4 o
TRF5, por la ARN-Helicasa MRT4 y las proteinas de union AIR1 o AIR2), afiade de 4 a 6
residuos de adenina en el extremo 3" de estos pre-ARNTr, formando un mejor sustrato accesible
para las exonucleasas, promoviendo asi la degradacién de los pre-ARNr aberrantes (LaCava et
al., 2005; Houseley and Tollervey, 2006).

3.7.Regulacion de la biogénesis de ribosomas

La biogénesis de ribosomas conlleva un gran gasto energético, por lo que ha de estar
regulado estrechamente, entre otros, por la disponibilidad de nutrientes (Warner, 1999). Este
proceso es sensible a cambios en las condiciones ambientales y a diferentes condiciones de
estrés (Bergkessel et al., 2011). En mamiferos se ha descrito que el ritmo circadiano regula la
traduccion de los ARNm de proteinas ribosémicas y del ARNTr, por lo que desempefia un papel

fundamental en la biogénesis de ribosomas (Jouffe et al., 2013).

La escasez de nutrientes y/o de la fuente de nitrogeno en el medio, activa la ruta de la
quinasa TOR (Target of Rapamycin), que regula la transcripcion de los genes que codifican las
proteinas ribosémicas. Ademas, TOR puede ser inhibida tanto por la privacion de nutrientes
como por el inmunosupresor rapamicina (Kennedy and Kaeberlein, 2009; Spriggs et al., 2010).
Cuando esto ocurre, se da una fuerte y rapida disminucion de la transcripcién de todos los
genes implicados en la biogénesis de ribosomas, debida a una inhibicion general de las ARN-
Pol I, Il y Il (Powers and Walter, 1999), ademas un aumento en el reciclaje de los ribosomas ya

existentes en la célula (Pestov and Shcherbik, 2012).

Cuando las células detectan cambios en la disponibilidad de carbono o nitrégeno en el
medio, se activa la ruta RAS-AMP ciclico-proteina quinasa A, cuyo resultado seria la inhibicion

coordinada de la transcripcién de los genes que codifican las RP y de la de los ARNr.
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La carencia intracelular de algun amino&cido, desencadena una serie de eventos que
conducen a la desrepresion de la traduccion de GCN4 (Ver mas adelante), que actda en este caso
como inhibidor de la transcripcion de los genes que codifican las RP, probablemente de manera
indirecta (Hinnebusch and Natarajan, 2002; Pleiss et al., 2007; Joo et al., 2011).

Cuando las células se someten a alta temperatura, se produce la represion de los genes que
codifican las RP, disminuyendo las cantidades de sus ARNm durante ~30 min y recuperandose
los niveles normales al cabo de 1h (Warner and Gorenstein, 1977; Warner, 1999; Miyoshi et al.,
2003). Ademés, a elevadas temperaturas, se reprime la sintesis de proteinas al producirse un
enlentecimiento de la elongacion de la traduccion (Shalgi et al., 2013).

Los niveles y estabilidad de los pre-ARNm de las RP, asi como su traduccion, disminuyen
también en situaciones de estrés osmético. Sin embargo, los niveles normales de transcripcién

pueden recuperarse tras el cese de dicho estrés (Bergkessel et al., 2011; Garre et al., 2013).

Mas de 200 genes muestran respuestas transcripcionales practicamente idénticas a las de los
genes de las RP en las situaciones descritas anteriormente (Gasch et al., 2000; Miyoshi et al.,
2003). La mayoria de ellos codifican productos esenciales para la biogénesis de ribosomas, por

lo que se les ha denominado regulon Ribi (Ribosome biogenesis) (Jorgensen et al., 2004).
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4. TRADUCCION

Los ribosomas maduros 80S, junto con los ARNt y un elevado numero de factores,
constituyen la maquinaria traduccional, encargada de traducir la informacion genética contenida
en los ARNm para sintetizar las proteinas que llevan a cabo las funciones bioldgicas
especificadas por cada gen.

La sintesis de proteinas se divide en tres fases: Iniciacion, Elongacion y Terminacion. En
cada una de ellas intervienen factores solubles especificos. Asi, en células eucariotas, los
implicados en la primera etapa se conocen como elFs (eukaryotic Initiation Factors), los que
participan en la elongacion son eEFs (eukaryotic Elongation Factors), y los que actlan en la
Gltima etapa durante la terminacion son eRFs (eukaryotic Release Factors).

4.1. Inicio de la traduccién en S. cerevisiae

La iniciacion de la traduccion es la etapa de la sintesis de proteinas en la que intervienen la
mayoria de mecanismos reguladores en todos los organismos, lo que permite un control rapido y
reversible de la expresion génica (Sonenberg and Hinnebusch, 2009; Jackson et al., 2010). Esta
etapa se puede dividir en 3 pasos: i) Formacion del complejo ternario (CT) compuesto por
ARNtM.elF2-GTP, y su asociacion junto a elFs a la subunidad 40S, formando el complejo de
pre-iniciacion (PIC) 43S. ii) Union de este complejo al ARNm, formando el complejo 48S, y
localizacion del codén de inicio de la traduccion AUG. iii) Union de la subunidad ribosémica
60S, formando el ribosoma 80S (Figura 19).

En cada uno de estos pasos intervienen hasta 13 elFs, que interaccionan entre si, con el
ARNM, con el ARNt Yy con los ribosomas (Dever, 2002; Jackson et al., 2010; Voigts-Hoffmann

etal., 2012). En la Tabla 2 se enumeran los elFs, asi como la funcién que desempefan.

a) Formacion del complejo de pre-iniciacién 43S:

La unién del ARNt™™ a la subunidad ribosémica 40S requiere la formacién previa de un

complejo ternario (CT) constituido por el propio ARNtM®

, el factor de iniciacion elF2 y GTP.
El ARNtM® es transferido al sitio P de la subunidad 40S, a través de un complejo mutifactorial
(CMF) formado por elF1, elF2, elF3 y elF5 (Asano et al., 2000). Los factores elF1, elF1A y
elF3 promueven la union del CT junto con los demas elFs a la subunidad 40S, constituyendo el

PIC 43S (Voigts-Hoffmann et al., 2012; Hinnebusch, 2014).
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b) Unién al ARNm y scanning:

El complejo de pre-iniciacion 43S se une al ARNm, formando el complejo de pre-iniciacion
48S, a través de sus interacciones con el complejo de union al cap elF4, con ayuda de elF3
(LeFebvre et al., 2006). El factor elFAE se une directamente al cap (metil-7-guanosina 5 -
trifosfato), presente en la mayoria de los ARNm celulares y, a través de interacciones con el
extremo N-terminal de elF4G, recluta el complejo de unidn al cap elF4F, heterotrimero formado
por los factores elF4E, elF4G y elF4A (Rajagopal et al., 2012). El factor elF4A es una ARN-
Helicasa dependiente de ATP, que elimina estructuras secundarias proximas al extremo 5 del
ARNmMm, ayudada por elF4B. elF4G funciona a su vez como proteina de andamiaje, uniéndose a
elFAE y elF4A, e interactla con la proteina de unién a colas de poli (A) de los extremos 3"de
los ARNm (PABL) (Park et al., 2011). Interacciones simultaneas entre elFAE, elF4G y PAB1
darén lugar al acercamiento entre los extremos 5y 3'UTR del ARNm vy, por tanto, a la
circularizacion estable del ARNm (Wells et al., 1998).

Una vez unido al ARNm, el PIC 43S comienza el rastreo de la region lider del ARNm
(scanning) en direccidn 3"en busca del codon AUG en un contexto favorable para el inicio de la
traduccion (contexto Kozak en mamiferos, y secuencia AA(A/G)-AUG en levaduras) (Kozak,
1989; Chen et al., 2008). El reconocimiento de este AUG depende del emparejamiento con el
anticodon del ARNtMy de los factores elF1, elF1A, elF2 y elF5 (Algire and Lorsch, 2006;
Saini et al., 2010). Los factores elF1 y elF1A promueven una conformacion en la que el ARNt
se une la subunidad 40S en una posicién en la que se favorecer la busqueda del AUG correcto,

denominada Poyr (Passmore et al., 2007; Hinnebusch, 2014).

¢) Reconocimiento del AUG:

Durante el scanning, en un proceso estimulado por elF5, una proteina activadora de la
actividad GTPasa de elF2, se produce la hidrolisis de la molécula de GTP unida a elF2. Cuando
el coddn de iniciacion correcto es localizado, elF1 se deplaza del sitio P y el fosfato inorgénico
(Pi) se libera (Algire et al., 2005) y se disocia el complejo binario inactivo (elF2-GDP),
probablemente en complejo con elF5 (Singh et al., 2006), dejando el ARNt™®" depositado en el
sitio P en una conformacion estable denominada Py, en la que las bases del anticodén quedan
apareadas con el AUG del ARNm (Hinnebusch, 2014).
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d) Union de la subunidad 60S:

La unién de la subunidad 60S a los PIC 43S es catalizada por la GTPasa FUN12/elF5B
(Kuhle and Ficner, 2014), que provoca la hidroélisis de otra molécula de GTP vy la disociacion de
elF5B y elF1A, gue dejan libre el sitio A para el primer ARNt de elongacion, formandose asi el
complejo de iniciacion (IC) 80S que inicia la elongacion (Acker et al., 2006; Sonenberg and
Hinnebusch, 2009; Jackson et al., 2010; Hinnebusch, 2011; Hinnebusch, 2014).

Para que el CT pueda formarse de nuevo, es necesaria la sustitucién del GDP del complejo
binario inactivo por una molécula de GTP. EIl factor elF2B es quien realiza el reciclaje de
elF2-GDP a la forma activa elF2-GTP, que ya puede generar el CT dando lugar asi a otra nueva
ronda de inicio de la traduccion. Sin embargo, este intercambio de GDP a GTP es impedido por
la fosforilacion del factor elF2a, disminuyendo la cantidad de CT en diferentes situaciones que
inhiben la iniciacion, como la carencia de aminoécidos. El intercambio de nucleétidos de
guanina llevado a cabo por elF2B es un punto clave en la regulacién del inicio la traduccion

muy conservado en eucariotas.

FACTOR DE

INICIACIACION FUNCION
EN S. cerevisiae

elF1 Fidelidad en el reconocimiento del codon AUG. Ademas, promueve el scanning
y el reclutamiento del CT al ribosoma

elF1A Facilita la union del ARNt™™ a la subunidad 40S y coopera con elF1 en la
seleccion del codén de inicio de la traduccion

elF2 GTPasa que junto al ARNt"™ y a GTP, forman el CT que se une a la subunidad
40S. Interviene en la seleccion del codén de inicio de la traduccion

elF2B Factor intercambiador de nt de guanina para pasar de GDP a GTP en elF2

elF3 Promueve la unién del ARNt™ a la subunidad 40S y de ésta al ARNm, la
reiniciacion y el reconocimiento del AUG

elF4A Helicasa de la familia DEAD-box

elF4B Promueve la actividad helicasa de elF4A

elFAE Protefna de unién al extremo 5”- m’GpppX de la estructura “cap” del ARNm

elF4F Complejo de union al “cap” formado por los elFs 4A, 4E y 4G; desenrolla la
region 5°del ARNm y media la unién al complejo 43S

elF4G Proteina adaptadora que interacciona con elF3, elF4A, elFAE, PABP y con el
ARNm y promueve la actividad helicasa de elF4A

elF5 Reconocimiento del AUG y promueve la actividad GTPasa de elF2

elF5B GTPasa que participa en la unién de las subunidades 40S y 60S

Tabla 2. Factores de inicio de la traduccion y funciones que desempefian en S. cerevisiae.
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Figura 19. Modelo de la via candnica de iniciaciéon de la traduccién en eucariotas por rastreo o
scanning del ARNm de la traduccion. La via comienza con el reclutamiento del CT a la subunidad 40S
con la ayuda de los elF1, 1A, 3 y 5 para la formacion del PIC 43S. El PIC 43S se asocia entonces al
ARNmM activo cerca del extremo 57, y comienza el scanning del ARNm (en conformacién Poyr) y el GTP
se hidroliza en el CT. Al reconocer el AUG correcto (cambio a conformacion Py), se disocia elF1 y se
libera el Pi de elF2. Se une la subunidad 60S con la ayuda de la GTPasa elF5B, que posteriormente se
libera junto con elF1A, formando el complejo de iniciacion 80S. El complejo binario inactivo elF2-GDP
se recicla a elF2-GTP gracias al factor elF2B (Modificado de Aitken and Lorsch, 2012).

4.2. Elongacion de la traduccién en S. cerevisiae

La elongacion es el proceso mediante el cual se va formando la cadena polipeptidica que
compondra la proteina codificada por cada ARNm. Se divide en 3 etapas: (i) Union del ARNt
cargado con el aminoacido correspondiente en el sitio A del ribosoma, (ii) formacion del enlace
peptidico, y (iii) translocacion del péptido creciente al sitio P (Wintermeyer et al., 2004).
Durante la elongacion intervienen ademas 2 factores (abreviados como eEF): eEF1, compuesto

por las subunidades a y By, y eEF2.

Una vez formado el complejo de iniciacion 80S, el factor de elongacion eEF1a se une al
segundo aminoacil-ARNt por un mecanismo dependiente de GTP, y lo descarga en el sitio A
del ribosoma. A continuacién, eEF1By produce el cambio de GDP a GTP en la subunidad a para
su liberacidn y reciclaje (Miyazaki et al., 1988). Se forma el primer enlace peptidico en el
centro peptidil-transferasa de la subunidad 60S, comenzando la fase de elongacién de la sintesis
de proteinas (para revision, ver Dever and Green, 2012). La interaccidon del ARNt con el ARNm

en el sitio A de la subunidad 40S (centro descodificador) determinara si el ARNt entrante es el

44



Introduccién

correcto. Seguidamente, se produce la translocacion, produciéndose el movimiento del ribosoma
80S sobre la hebra de ARNm en direccion 3", quedando libre el sitio A para recibir un nuevo
ARNIt cargado, ocupando el sitio P el péptido en formacion. EI ARNt descargado de aminoacido
sale por el sitio E.

Esta translocacion del ribosoma viene dada por la rotacion de la subunidad 40S sobre la
subunidad 60S, mediada por un cambio de conformacién del factor eEF2 mediante la hidr6lisis
de GTP (Taylor et al., 2007), conocida también como ratcheting (Zhang et al., 2009; Sulima et
al., 2014). Durante este movimiento, muchos puentes entre ambas subunidades deben
reorganizarse localmente o romperse temporalmente. Aunque las funciones de los nuevos
puentes eucaridticos son desconocidas hasta la fecha, se propone, para aquellos que se
encuentran en la parte inferior de la subunidad 40S, un papel en el suministro de la fuerza de
recuperacion para contrarrestar el movimiento de rotacion (Chandramouli et al., 2008).

4.3. Terminacion de la traduccion en S. cerevisiae

Cuando el ribosoma reconoce uno de los tres codones sin sentido o de parada (UAA, UAG,
UGA) que indican el final de la ORF codificada en el mensajero, se produce la liberacion de la
cadena peptidica por hidrolisis del enlace con el ARNt, que es catalizada por 2 factores de
terminacion eRFs: eRF1 y eRF3 (Zhouravleva et al., 1995; Inge-Vechtomov et al., 2003),

finalizando asi la traduccién.

Tras reconocer el codén de parada, los factores eRF1 y eRF3, formado un complejo junto a
GTP, se unen al sitio A del ribosoma. Se produce la hidrélisis del GTP, y eRF3 se libera.
Después, el factor ABCE1 (RLI1 en levaduras) facilitan la unién de eRF1 en una conformacién
activa optima, que favorece la hidrélisis del péptido formado para su liberacion. Una vez
terminada la traduccidn, los distintos componentes deben ser reciclados. Este reciclaje es
llevado a cabo por la ATPasa RLI1 (Pisarev et al., 2010; Barthelme et al., 2011), que interactta
con el ribosoma y, por hidrélisis de ATP, produce movimientos mecanicos para separar las
subunidades, que se disocian del ARNm y se liberan tanto el ARNt descargado como el factor
eRF1, quedando disponibles para un nuevo ciclo de traduccién (para revision, ver Dever and
Green, 2012).

4.4. Regulacion traduccional en S. cerevisiae

En condiciones adversas como la carencia a aminoacidos, el estrés oxidativo, térmico o

proteotoxico, se produce una inhibicion de la sintesis de proteinas (Ashe et al., 2000; Shenton et
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al., 2006; Spriggs et al., 2010; Liu et al., 2013; Shalgi et al., 2013). En esas situaciones se
produce la fosforilacion de elF2 en la serina 51 de la subunidad a, reduciendo la actividad de
elF2B para el reciclaje de elF2-GDP a elF2-GTP, por lo que disminuye la cinética de formacion
del CT vy, por tanto, de la sintesis de proteinas. En S. cerevisiae, existe una sola proteina-quinasa
de elF2a conocida, GCN2, que es quien lleva a cabo esta fosforilacion cuando las células
carecen de algun aminoécido o purina (Dever et al., 1992; Hinnebusch, 1994), o con limitacién
de glucosa (Ashe et al., 2000; Yang et al., 2000). En mamiferos se han identificado varias
quinasas de elF2a, que se activan por diferentes sefiales y condiciones de estrés: HRI acopla la
sintesis de hemoglobina a la disponibilidad de hierro (Chen and London, 1995), PERK se activa
en respuesta a la alta concentracion de proteinas sin plegar en el reticulo endoplasmico (Harding
et al., 1999), PKR se induce por interferén o por ARN de doble cadena; y la ortéloga de GCN2
en mamiferos desempefia una funcion importante en regulacion traduccional (Sood et al., 2000)
y en induccion de la expresion génica cuando la disponibilidad de aminoacidos es limitada
(Harding et al., 2000).

Ademas, la privacion de aminoéacidos (mutaciones que afectan a la ruta, desequilibrios en
la composicidn de aminoacidos en los medios de cultivo), purinas, la limitacion de glucosa o las
condiciones de alta salinidad, entre otros, inducen la sintesis de GCN4 (Hinnebusch and
Natarajan, 2002; Pleiss et al., 2007; Joo et al., 2011), un regulador transcripcional de al menos
539 genes — 1/10 del genoma de levadura — de los que ~77 codifican enzimas en las distintas
rutas de biosintesis de aminoacidos (Hinnebusch, 1984; Rolfes and Hinnebusch, 1993; Jia et al.,
2000; Yang et al., 2000; Natarajan et al., 2001; Joo et al., 2011). GCN4 es el elemento central
del Control General de la Biosintesis de Aminoacidos (CGBA) en S. cerevisiae, y promueve la
transcripcion de los genes bajo su control mediante su union, en forma de dimero, a las regiones
promotoras de los mismos en secuencias especificas de ADN (UASgcre), que Se encuentran a
una distancia de entre -20 y -600 nucle6tidos del codon de inicio de la traduccion (Hinnebusch
and Fink, 1983; Hinnebusch, 1984; Natarajan et al., 2001). En otros casos la secuencia consenso
se localiza en la region 3" UTR, existiendo también la posibilidad de que GCN4 regule la
expresion de algunos de genes diana a través de otros factores de transcripcion (Natarajan et al.,
2001).

4.5.Regulacion traduccional de GCN4

La expresion de GCN4 esta regulada traduccionalmente en funcién de la disponibilidad de
aminoacidos, por un mecanismo de “reiniciacion de la traduccion” que depende de 4 fases de
lectura cortas (UORFs 1-4, del inglés upstream open reading frames) en la regién lider del

ARNmM de GCN4 y por una serie de efectores positivos (GCN) y negativos (GCD).
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Las 4 fases de lectura abierta (UORFs), de 3 6 4 codones codificantes cada una, son
elementos reguladores en cis situados entre -150 y -360 nucledtidos en posicion 5 con respecto
al codon de iniciacion de GCN4. La eliminacion de estas 4 uORFs por delecion (Hinnebusch,
1984) o por mutaciones puntuales en sus codones de iniciacion (Mueller and Hinnebusch, 1986)
provoca la sintesis de GCN4 constitutivamente, tanto en condiciones normales como de
carencia de aminoécidos. Por lo tanto las 4 uORFs inhiben la traduccion de GCNA4. Sin
embargo, no todas ellas contribuyen del mismo modo a la regulacion, ya que la primera y cuarta
fases de lectura (UORF1 y uORF4) desde el extremo 5" del mensajero son suficientes para la
regulacion y tienen diferentes efectos. La presencia de la UORF4 en solitario tiene un efecto
negativo, ya que se reduce la expresion de GCN4 al 1%, debido a que la mayoria de los
ribosomas se disocian de su mensajero tras traducirla, de modo que no llegan hasta el AUG de
GCN4 (Miller and Hinnebusch, 1989). Por el contrario, la uORF1 tiene un efecto positivo sobre
la reiniciacion, ya que el 50% de subundiades ribosémicas permanecen asociadas al ARNm de
GCN4 después de traducirla. El efecto de la UORF2 es similar al de la uORF1, y el de la uORF3
semejante a la de UORF4, aunque sus efectos positivos 0 negativos, respectivamente, sobre la
regulacion de GCN4, son menores que el de las UORF 1y 4. También las secuencias proximas a
las UORFs y la distancia entre la uUORF4 y el AUG de GCN4 son criticos para la regulacion de
su traduccion. (Hinnebusch, 1984; Mueller and Hinnebusch, 1986) (Figura 20).

La regulacion traduccional de GCN4 también depende de una serie de efectores que actlan
en trans, denominados GCN y GCD (Hinnebusch, 1985; Harashima and Hinnebusch, 1986).
Estos factores se han identificado mediante el andlisis genético de mutantes con alteraciones la

sintesis de GCN4. Segun el fenotipo que causan, se pueden agrupar en dos clases:

1) Mutaciones recesivas en genes GCN (General Control Non-derepressible) producen
represion constitutiva de GCN4, inhibiendo la desrepresion traduccional de GCN4 que tiene
lugar en una cepa silvestre en condiciones de carencia de aminodcidos; es decir, la traduccion de
GCN4 es muy baja, o basal, en mutantes gcn en todas las condiciones. Este fenotipo,
denominado Gcn’, indica que los genes GCN codifican reguladores positivos de la expresion de
GCN4 (Hinnebusch, 1988). La incapacidad de mutantes gcn para desreprimir el CGBA, hace
que sean mas sensibles que las cepas silvestres a diversos compuestos que inhiben la biosintesis
de aminoé&cidos, como el 3-aminotriazol (3-AT), un inhibidor de la biosintesis de histidina
(Hinnebusch and Fink, 1983).

2) Mutaciones en genes GCD (General Control Derepressed) causan desrepresion de
GCN4 dando lugar a altos niveles de expresidn constitutiva y, por tanto, de transcripcion de los
genes regulados por el CGBA. El estudio de mutantes con fenotipo Ged™ permiti6 identificar a

los productos de los genes GCD como reguladores negativos de la sintesis de GCN4, ya que
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reprimen su traduccion en condiciones de suficiencia de aminoacidos (Hinnebusch, 1985;
Harashima and Hinnebusch, 1986; Mueller et al., 1987). Los mutantes Gcd, al contrario de los
Gcen’, son resistentes a compuestos que inhiben la biosintesis de aminoacidos, gracias a la
cantidad de GCN4 que sintetizan constitutivamente.

Ademas, las mutaciones gcd suprimen la represién constitutiva de GCN4 debida a
mutaciones gcn, indicando que las funciones de los genes GCD son posteriores a las de los GCN
en la regulacion traduccional de GCN4 (Hinnebusch and Fink, 1983; Harashima and
Hinnebusch, 1986; Hinnebusch 1992; Hinnebusch 1996). Sin embargo, ninguna de las
mutaciones gcd suprime mutaciones o la delecién de GCN4, indicando que son anteriores a la
cascada de regulacién, e indicando genéticamente que GCN4 era el factor directo de la
respuesta del CGBA.

Por tanto, la carencia de alguno o varios aminoacidos induce la expresion de los genes GCN,
cuyos productos anulan el efecto negativo de los factores GCD y de las 4 uORFs sobre la
traduccion de GCN4. En la Tabla VI de los Anexos se muestran los principales genes GCN y
GCD identificados hasta la fecha, asi como la funcidon que desempefian las proteinas que

codifican.

El modelo para explicar la regulacion traduccional de GCN4 propone que en condiciones de
suficiencia de aminoéacidos (Figura 20 A), los ribosomas se unen a la secuencia lider del
ARNmM de GCN4 traduciendo la primera fase de lectura abierta (UORF1). Aproximadamente el
50% de ellos contintian asociados al ARNm en forma de subunidades 40S y reinician el rastreo
cadena abajo a lo largo del lider (Abastado et al., 1991). La mutagénesis de la region lider del
ARNmM de GCN4 revela que diversas secuencias ricas en AU en las inmediaciones 3" de la
UORF1 podrian promover altos niveles de reiniciacion por los ribosomas 40S que permanecen
unidos al ARNm (Grant and Hinnebusch, 1994). En condiciones de suficiencia de aminoacidos,
la cinética de reciclaje de elF2 a su forma activa (elF2-GTP) y de sintesis del complejo ternario
proceden normalmente en la célula, por lo que las subunidades 40S adquieren “a tiempo” el CT
para reiniciar la traduccién en alguno de los restantes UORFs (UORF2, 3y 4), y esto impide que
un alto porcentaje de ellos alcance el coddn de iniciacion de GCN4, ya que la traduccion la
cuarta fase de lectura abierta determina que la mayoria de los ribosomas se disocien del mMRNA.
Parece que la presencia de secuencias relativamente ricas en GC en torno al extremo 3" de la
UORF4 es determinante para este efecto (Grant and Hinnebusch, 1994). En consecuencia, la
traduccion de GCN4 esté& reprimida en condiciones de suficiencia de aminoéacidos, en las que

existen en la célula niveles basales del factor de transcripcion GCNA4.
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A) Condiciones de suficiencia de aminoacidos, CT y subunidades 60S:

Represion de la traduccion de GCN4

Met

& i
Iniciacion
G de la Traduccién i
GCN [of lej; GTIP
| Mt @ eos i )

e i e i
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Niveles basales de GCN4

Figura 20. Mecanismo de regulacién de la traduccion del ARNm GCN4 (Modificado de Gebauer and
Hentze, 2004). EIl ARNm de GCN4 posee 4 fases de lectura en su secuencia lider que regulan su
traduccidn (las UORFs 1 y 2 tienen un efecto positivo y la 3 y 4 negativo sobre la traduccion de GCN4),
junto con una serie de efectores positivos (GCN) y negativos (GCD). A) En condiciones de suficiencia de
aminoacidos, las cantidades de CT son normales y se produce la reiniciacion de la traduccion con elevada
frecuencia después de la traduccién de las UORFs 1 y 2 (flecha continua) debido a un aumento de la
probabilidad de “recargar” las subunidades 40S que permanecen unidas a la hebra de ARNm con CT

activos. Al traducir las UORFs 3y 4 las subunidades se disocian y la GCN4 se traduce a niveles basales.

En cambio, en situaciones de carencia de aminoacidos (Figura 20 B) las altas
concentraciones de ARNt descargados estimulan la actividad quinasa GCN2. Esta tiene varias
regiones estructurales bien diferenciadas: en su extremo N-terminal (NTD) presenta un dominio
de union a GCNL1, seguido de un dominio pseudo-quinasa (yPK), un dominio con actividad
proteina-quinasa (PK) (Wek et al., 1989), y un dominio de unién al ARNt (histidil-ARNt-
sintetasa, HisRS) situado el extremo carboxi-terminal (CTD) (Figura 20). La unién de ARNt no
aminoacilados al dominio HisRS provoca un cambio en la conformacion de GCN2, donde yPK
interacciona directamente con los sitios efectores de PK, activando como respuesta su actividad
quinasa, que produce la fosforilacion de elF2a (Lageix et al., 2014). Este extremo CTD se
requiere ademas para la dimerizacion de GCN2 necesaria para su funcionalidad (Wek et al.,
1989). En este proceso intervienen otros 2 reguladores positivos de GCN4, denominados GCN1
y GCN20 (Vazquez de Aldana et al., 1995; Garcia-Barrio et al., 2000; Garcia-Barrio et al.,
2002; Sattlegger and Hinnebusch, 2005). EI complejo GCN1-GCN20 facilitaria la unién del
ARNTt descargado al sitio A del ribosoma, o su transferencia desde el sitio A al dominio HisRS
de GCN2, para su activacion (Hinnebusch and Natarajan, 2002; Hinnebusch, 2005).
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Cuando hay insuficiencia de algin aminoéacido, la cinética de formacion del complejo
ternario elF2.GTP.tRNA;" se hace mas lenta, como consecuencia de la fosforilacion de elF2
por GCN2. Segun el modelo actual de la regulacion traduccional de GCN4, los ribosomas que
han traducido la primera fase de lectura de su secuencia lider no adquieren complejo ternario a
tiempo para leer las otras UORFs y contintan el rastreo hacia el AUG auténtico de GCN4 en un
proceso que se ha denominado leaky scanning (Abastado et al., 1991). El modelo se basa en que
habria tiempo y espacio para que se forme suficiente CT cuando alcanzan el AUG de GCN4,
traduciéndolo (Dever et al., 1992). De este modo, mientras que la fosforilacion de elF2a inhibe
la sintesis general de proteinas, favorece especificamente la traduccion de GCN4, que activa la
transcripcion de maltiples genes de las diferentes rutas de biosintesis de aminoacidos.

B) Condiciones de carencia de aminoacidos y de CT : leowborc| BN wsrs el
i id 7 GCN2
Activacion de la traduccion de GCN4 - l
D Quinasas 5D
Iniciacion " de elF2a ~
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Ternario \ 28) de elF2-elF2B
()]
g GDP
l L Niveles bajos

Met elF2 Activo de CT

oeR Met CT Thee,

ﬁg e
/ i i Met
v v . {
@8 o T o0 o3 Gone (¥
+ + - = I
408 \l/

Aumento niveles de GCN4
y aumento de la transcripciéon de sus genes diana

Continuacion Figura 20. Mecanismo de regulacion de la traduccion del ARNm GCN4 (Modificado
de Gebauer and Hentze, 2004). B) En situaciones de carencia de aminoacidos, GCN2 fosforila a elF2a,
disminuyendo la cinética de formacion de CT, por lo que es poco probable que ocurra la reiniciacion tras
la traduccidn de las uUORFs 1 y 2. Entonces, una mayor cantidad de subunidades 40S alcanzaran el AUG

de la UORF de GCN4, aumentando su sintesis.

Ademas de por la disponibilidad de aminoacidos y de CT, GCN4 puede estar regulado por la
disponibilidad de subunidades 60S en la célula, asi como por la formacién del ribosoma 80S.
Aunque en la célula exista suficiente cantidad de CT, cuando la disponibilidad de subunidades
60S esta reducida o estas son disfuncionales, no se adquieren subunidades 60S “a tiempo” para
traducir la uORF4, por lo que el complejo de pre-iniciacion 43S no se disocia de la hebra de
ARNmM y continua el rastreo, alcanzando la ORF de GCN4, pudiendo unir subunidades 60S y

favoreciendo asi su traduccion (Figura 20 C) (Foiani et al., 1991; Martin-Marcos et al., 2007).
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C Condiciones de disminucion o disfuncién de subunidades 60S:

Activacion de la traduccion de GCN4

GCN

GCD

Aumento niveles de GCN4
y aumento de la transcripcion de sus genes diana

Continuacion Figura 20. Mecanismo de regulacion de la traduccion del ARNm GCN4 (Modificado
de Gebauer and Hentze, 2004). C) Cuando existe una disfuncién o disminucién de subunidades 60S por
retraso de su sintesis, su disponibilidad-reciclaje o su funcionalidad, tras traducir los ribosomas 80S la
UORF1 y disociarse las subunidades 60S y 40S, numerosas 40S (~50%) continuarian unidas al ARNm y
solo algunas unirian a tiempo subunidades 60S, empezando la traduccion en alguna del resto de las
UORF; sin embargo, otras subunidades 40S que no hubieran unido una 60S a tiempo en esas UORFs
continuarian recorriendo el ARNm, favoreciéndose la adquisicion de una 60S a tiempo para la traduccién
en el AUG de GCN4 (fenotipo Ged").

En células de mamiferos se ha descrito una via de sefializacion equivalente al CGBA de
levaduras (Harding et al., 2000). Ademas de regular la sintesis de proteinas, las quinasas de
elF2 de mamiferos participan en la regulacion de la expresion génica transcripcional en
respuesta al estrés, por un mecanismo traduccional relacionado con el de GCN4. En respuesta a
una alta concentracion de proteinas sin plegar en el reticulo endoplasmico y a privacion de
aminoacidos se inducen respectivamente las quinasas PERK y GCN2, reprimiéndose la
traduccion de mensajeros, pero se activa la del ARNm de ATF4 (“Activating Transcription
Factor 4”). ATF4 es un factor de transcripcion que activa la expresion del gen CHOP /GAD153,
entre otros (Wang et al., 1996; Wang et al., 1998). CHOP a su vez codifica otro factor de
transcripcion de un conjunto de genes inducibles por estrés que parecen estar implicados en la
muerte celular programada y regeneracion de 6rganos (Zinszner et al., 1998; Sok et al., 1999).
Los UORFs de la secuencia lider de ATF4 estan conservados evolutivamente y median la
represion de su expresion basal asi como la activacion traduccional. Ademas, la presencia de
UORFs es frecuente en genes con funciones bioldgicas criticas como dos tercios de los
oncogenes y muchos otros genes implicados en el control del crecimiento y la diferenciacion
celular (Morris and Geballe, 2000; Spriggs et al., 2010; Barbosa et al., 2013; Wethmar, 2014).
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Antecedentes y Fundamento

El interés del grupo en el que se ha realizado esta investigacién es identificar nuevas

funciones bioldgicas esenciales para la iniciacion de la traduccion eucari6tica o su regulacion.

Por las caracteristicas peculiares de su secuencia lider, la traduccion del ARNm GCN4 de
la levadura Saccharomyces cerevisiae es exquisitamente sensible a mutaciones espontaneas que
alteran componentes esenciales de la maquinaria traduccional o factores que intervienen en la
regulacion de la iniciacién. Sin embargo, este tipo de mutaciones pueden afectar mas 0 menos
profundamente, o incluso no afectar detectablemente, a la traduccion global de los ARN
mensajeros, por lo que la regulacion traduccional de GCN4 proporciona un sensor ideal para
identificar factores que intervienen o regulan la traduccion en eucariotas, y para analizar

cuantitativamente los efectos de mutaciones que los alteran.

La caracterizacion de mutantes espontaneos gcd de S.cerevisiae en los que la traduccién del
ARNmM GCN4 esta desrreprimida constitutivamente, permitié a nuestro grupo identificar nuevos
genes GCD que codifican proteinas esenciales para la iniciacion de la traduccién y estan
conservadas evolutivamente, de levaduras a humanos. GCD17 codifica la proteina esencial
L33A componente de la subunidad 60S. L33A se requiere para la maduracion de los precursores
de los ARN ribosémicos y la biogénesis de la subunidad 60S, y para la union de las subunidades
60S y 40S en el paso final del inicio de la traduccién (Martin-Marcos et al., 2007). La ejecucion
de este trabajo atrajo el interés del grupo a realizar estudios funcional de otras proteinas

ribosémicas, algunos de los cuales estan en curso en el laboratorio.

El ribosoma eucariotico ha adquirido un renovado interés debido al creciente nimero de
evidencias experimentales que avalan su participacion en la regulacion de la traduccion. Las
estructuras de alta resolucién del ribosoma de S. cerevisiae y de otros organismos eucariotas
publicadas recientemente permiten predecir interacciones nuevas entre sus componentes, cuyo
significado funcional se desconoce, entre proteinas ribosémicas eucarifticas y nuevos
segmentos de expansion del ARNr, y de nuevos puentes entre subunidades, como el que

establece la proteina ribosémica L19e.

Para poder investigar los determinantes estructurales y las funciones de L19e era necesario
disponer de mutantes de pérdida parcial de funcién. La obtencion de versiones mutantes de
L19e en S. cerevisiae que se incorporen en subunidades 60S permitiria investigar los defectos
fenotipicos que causan las respectivas mutaciones en el procesamiento de los precursores de los
ARNr y la maduracidn y transporte de las particulas ribosémicas 60S, en la traduccion global de
los ARN mensajeros y en la regulacién traduccional del ARNm GCN4, y correlacionarlas con

las interacciones a las que afectan en la estructura del ribosoma 80S.
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Obijetivos

El objetivo de este trabajo es desvelar las funciones primarias de la proteina ribosémica

eucariotica L19e en la biogénesis de ribosomas y en la traduccion.

La investigacion se ha realizado en la levadura Saccharomyces cerevisiae, un organismo
modelo para el que se han desarrollado numerosas técnicas y abundante metodologia con las
gue generar mutantes y explorar alteraciones moleculares en los dos procesos indicados. Dada la
conservacion evolutiva de las proteinas ribosémicas, algunos resultados serdn extrapolables a

otros organismos eucariotas.
Los objetivos concretos son:

1) Generacion de mutaciones de pérdida parcial de funcién de L19e
2) Seleccion y andlisis fenotipico de mutantes viables rpl19
3) Anadlisis de los defectos en la biogénesis de ribosomas en mutantes rpl19

4) Analisis de los defectos traduccionales en mutantes rpl19
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En S. cerevisiae, 59 de las 79 proteinas del ribosoma citoplasmatico 80S estan codificadas
por dos genes pardlogos, designados como “A” y “B”, que se han retenido tras la duplicacion
ancestral del genoma en esta levadura (Simoff et al., 2009). Algunos genes RPG codifican
proteinas paralogas que se diferencian en algunos residuos aminoacidicos, y otras proteinas
idénticas, con similar o idéntica funcién bioldgica en el ribosoma. Sin embargo, los genes
parélogos tienen secuencias flanqueantes e intrones diferentes, por lo que su expresion puede
estar regulada diferencialmente en determinadas situaciones fisiologicas o ambientales.

Cepas “pseudo-haploinsuficientes” son cepas haploides de S. cerevisiae que carecen de
uno de los dos genes RPG paralogos, A o B. La reduccion de dosis de RP esencial causa
fenotipos de crecimiento lento méas o menos acusados (slg, slow growth), y afecta a algunos
procesos biolégicos diferencialmente dependiendo del gen paralogo delecionado (Komili et al.,
2007; Parenteau et al., 2011).

Cuando no se ensambla a tiempo una RP esencial para la viabilidad celular, se interrumpe
la ruta de procesamiento de pre-ARNr y el ensamblaje de las subunidades ribosémicas 60S y/o
40S. Una fraccion de la poblacion total de pre-ribosomas no contiene una dotacion completa de
RP y es degradada finalmente por el exosoma (Allmang et al., 2000). Estudios sistematicos de
mutantes pseudo-haploinsuficientes de la mayoria de las RP de S. cerevisiae han desvelado en
gué momento de la biogénesis de las pre-particulas ribosémicas se requiere la incorporacion de
cada una de ellas (Ferreira-Cerca et al., 2007; Poll et al., 2009). Para determinar las funciones
especificas de las RP eucaritticas es necesario disponer de versiones alteradas que se incorporen

en ribosomas y caracterizar los fenotipos de los mutantes correspondientes.

El primer objetivo del trabajo consistié en obtener mutantes hipomorficos de pérdida
parcial de funcion de L19e, componente esencial de la subunidad 60S del ribosoma eucariota.
Para ello, se realiz6 mutagénesis al azar y dirigida en uno de los dos genes paralogos que la
codifican en S. cerevisiae, RPL19B. La pérdida parcial de funcion indicada por fenotipos slg
nos ha permitido seleccionar positivamente in vivo ese tipo de mutantes como se describe a

continuacion.

a) Clonacién de los genes paralogos RPL19A y RPL19B de S. cerevisiae:

El gen RPL19B de S. cerevisiae se amplifico mediante PCR de alta fidelidad usando como
molde ADN gendémico de la cepa Y07156 (4rpl19a::KanMX4, RPL19B) y los oligonucle6tidos
F1L19B-Sall y R1L19B-Sacll (Tabla 111 de los Anexos). Se amplificé un fragmento de ADN
de 1929 bp que contiene el gen completo RPL19B, y contiene la fase de lectura abierta (ORF)
de 570 bp, un intrén de 384 bp y 2 secuencias flanqueantes de 471 bp en 5y de 504 bp en 3". El
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gen se clond en los vectores centroméricos pRS316 (CEN6 URA3) y pRS315 (CEN6 LEU2)

(Sikorski and Hieter, 1989), dando lugar respectivamente

a los plasmidos pAJ1l y pAJ2

(Figura 21).
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Figura 21. Representacion esquematica de la region del Cromosoma Il donde se ubica el locus
RPL19B de S. cerevisiae y de la estructura de los plasmidos centroméricos, pAJ1y pAJ2, en los que

se subclond.

El intron del gen RPL19B (384 bp) representa ~ 1/3 de la secuencia génica de RPL19B
(954 bp). Nuestro objetivo se centr6 en generar mutaciones en la ORF que afectasen a la
secuencia de aminodacidos y/o a la estructura de la proteina L19e, es decir, mutaciones somaticas
que no afectasen (potencialmente) a la regulacion de su expresion, o al menos, no se ubicasen en
secuencias que pueden contribuir claramente a la regulacién de la expresién del gen. Por ello, se
amplifico un alelo de RPL19B carente de intréon (RPL19B,;), usando como molde la secuencia
de RPL19B clonada en pAJl y como cebadores los oligonucleétidos F1L19B (Clon-Int) y
R1L19B (Clon-Int) (Tabla 111 de los Anexos). El alelo RPL19B,; se subclond en los vectores
pRS316 y pRS315, obteniéndose respectivamente los plasmidos pAJ3 y pAJ4 (Figura 22). El
alelo RPL19B,; clonado se secuencié para verificar la ausencia de potenciales mutaciones

generadas durante la PCR o la subclonacion (Materiales y Métodos).
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Figura 22. Representacidon esquematica de la amplificacion de un alelo sin intréon RPL19B,; v,
debajo, la estructura de los plasmidos pAJ3 'y pAJ4 en los que se subclono.

Se amplificé también el gen RPL19A de S. cerevisiae por PCR de alta fidelidad usando
como molde ADN gendmico de la cepa Y03053 (4rpl19b::KanMX4, RPL19A) y como
cebadores los oligonucle6tidos F1L19A-BamHI y R1L19A-Spel (Tabla 111 de los Anexos), y se

clon6 en los vectores pRS316 y pRS315 obteniéndose los plasmidos pAJ8 y pAJ9,
respectivamente (Materiales y Métodos).
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Figura 23. Representacion esquematica de la region del Cromosoma Il donde se ubica el locus
RPL19A de S. cerevisiae y, debajo, la de la estructura de los plasmidos pAJ8 y pAJ9 en los que se
subcloné (BamH1/Spel).

b) Construccion de cepas de S.cerevisiae adecuadas para la seleccion de
mutantes pLOF de L 19e:

a) TY1099 es una cepa haploide de S. cerevisiae con deleciones en el genoma de los genes
pardlogos RPL19A y RPL19B e isogénica a la cepa BY4741 (Euroscarf) (Poll et al., 2009). La
viabilidad de esta cepa depende del plasmido episomico TK884, que contiene el alelo
condicional pGAL::RPL19B,; [CEN4, LEUZ2], por lo que la cepa crece exclusivamente en
medios con galactosa como fuente de carbono, ya que la expresion de dicho alelo se regula a
través del promotor GAL1-GAL10 (TK884 fue proporcionado por el Dr. P. Milkereit,

Universidad de Regensburg, Alemania).

b) La cepa TY1099 (Arpl19a Arpl19b [pGAL::RPL19B,;, CEN4 LEU2]) se transformd
con plasmidos portadores de uno de los dos genes paralogos RPL19A o RPL19B clonados en
vectores centroméricos con el marcador URA3. Se seleccionaron clones transformantes de
levadura protoétrofos de uracilo y auxétrofos de leucina, que hubiesen perdido el plasmido
TK884. De esta forma, se obtuvieron clones capaces de crecer en medios con glucosa como

Unica fuente de carbono, que mantienen Unicamente un plasmido con el marcador URA3 y
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expresan s6lo uno de los dos paralogos RPL19A o RPL19B, en ambos casos, flanqueados por
sus secuencias naturales adyacentes, las promotoras de la transcripcion en 5y las de
terminacion de la transcripcion y traduccion en 3°. La funcionalidad de estos alelos se comprob6
mediante en ensayos de complementacion del fenotipo de crecimiento lento slg que causan las
mutaciones de delecion sencilla de cada paralogo (Véase Figura 24).

Se obtuvieron asi para el trabajo posterior dos juegos de cepas isogénicas de S.cerevisiae
en el fondo genético de la doble delecidén Arpl19a Arpl19b (TY1099), que expresan un Unico
alelo funcional de RPL19A o RPL19B, regulados por sus propios y respectivos promotores, y
clonados en vectores centroméricos de bajo numero de copias (URA3 o LEU2) (Tabla 3).

c) Ademas, en la cepa TY1099, se reemplaz6 el plasmido TK884 [pGAL::RPL19B,,
LEU2] por el plasmido TK891 [pGAL::RPL19B,;, URA3], obteniéndose HM670 (Arpll9a
Arpl19b [pGAL::RPL19B,, URA3]).

(Arplcl:stpgls)ll%) GENOTIPO RELEVANTE
Hm 566 RPL19B (CEN6 URA3)
Hm 567 RPL19B (CEN6 LEU2)
Hm 568 RPL19B,; (CEN6 URA3)
Hm 569 RPL19B,; (CEN6 LEU2)
Hm 570 RPL19B (CEN6 URA3), RPL19A (CEN6 LEU2)
Hm 571 RPL19A (CEN6 LEU2)
Hm 572 RPL19A (CEN6 URA3)
Hm 670 PGAL::RPL19B,; (CEN4 URA3)

Tabla 3. Cepas isogénicas de S. cerevisiae construidas en este trabajo.

1. ANALISIS DEL FENOTIPO DE CRECIMIENTO DE LAS
CEPAS DE LEVADURA CONSTRUIDAS

Una reduccidn de la dosis o de la funcionalidad de L19e se manifestara por una reduccion
en el tamafio de las colonias que desarrolla la correspondiente cepa mutante a cualquier
temperatura slg, que puede exacerbarse si funcidn no es suficiente para soportar una traduccion
y cinética de division celular més rapida a alta temperatura (37°C). El fenotipo slg mas
exacerbado a temperaturas bajas (ej. 18°C), o fenotipo de sensibilidad al frio (cs), se observa

frecuentemente en mutantes afectados en el ensamblaje de complejos macromoleculares que
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conllevan un gran gasto energético, en este caso, el ensamblaje de las particulas ribosémicas
(Warner, 1999; Warner et al., 2001).

El tamafio de las colonias individuales de cada cepa en placas de YEPD (resumidas en la
Tabla 3) se analiz6 comparativamente tras incubarlas a diferentes temperaturas (18°C, 28°C y
37°C) durante los dias que se indican en la Figura 24. Como se puede observar, tanto las
colonias que desarrollan las células de la cepa Hm566 [RPL19B, CEN6 URA3] como las de
Hm568 [RPL19B,;, CEN6 URAZ3] tienen a todas las temperaturas ensayadas un tamafio muy
similar, lo que sugiere que la delecién del intron no reduce significativamente la expresion del
gen RPL19B. El tamafio de colonia que desarrollan es también similar al de colonias de la cepa
en la que se expresan las dos proteinas paralogas desde dos plasmidos centroméricos, Hm570
[RPL19B, CEN6 URA3; RPL19A, CEN6 LEU2] o al de la cepa HM572, en la que se expresa
solo el alelo de RPL19A.

RPL19A,

RPL19B RPL19A

RPL19B,; RPL19B

28°C 37°C

Figura 24. Supresion de la letalidad de la doble delecion Arpl19a Arpl19b por cada uno de los genes

gue se indican en el esquema de la parte superior izquierda clonados en plasmidos centroméricos.
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Se obtuvieron ademas las curvas de crecimiento en medio liquido YEPD a 28°C de todas
las cepas y se calculd su tiempo de generacion (Tg). Como se puede observar en la Figura 25,
no hay diferencias significativas entre ellas, excepto en el caso de la cepa Hm571 que expresa
solamente el gen pardlogo RPL19A, y tiene un crecimiento mas lento (Tg = 2 h 20") que la cepa
HmM566 que expresa Unicamente el gen RPL19B (Tg =1 h 557).

Por lo tanto, se decidi6 utilizar el alelo sin intron RPL19B,; como sustrato para la
mutagénesis al azar con el fin de obtener el mayor nimero de mutaciones posibles que causasen
alteraciones somaticas en L19e. Las mutaciones mas interesantes se podrian generar, en Gltimo
término, en alelos con intrén para explorar si causan diferencias fenotipicas significativas

debidas a la existencia o ausencia del intrén de RPL19B.

5 8- BY4741
—m— RPLI9B,;URA3
1]
3 —e— RPLI9BURA3 Tg
T 7
b= __ RPLISALEU?, BY4741 1h 50
& RPLISB URA3
-

RPLI9B,;URA3 1h50°

RPLI94 LEU2

6,5 RPLI9B URA3 1h 55

RPLI9A LEU2, 1h 557
RPLI9B URA3

RPLI94 LEUZ 2h 207

5,5

2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tiempo (horas)

Figura 25. Representacion semilogaritmica de las curvas de crecimiento de cepas isogénicas Arpl19a
Arpl19b que expresan los genes RPL19A o RPL19B desde plasmidos centroméricos. Se inocularon
células de cada cepa en medio liquido YEPD a partir de pre-cultivos en fase estacionaria (~ 48 horas), a
una DOggonm inicial de ~ 0,1, y los cultivos se incubaron a 28°C y 250 rpm durante 10 horas, tomando
medidas de la DOgygnm cada ~ 2 h. Con los datos obtenidos se representaron las curvas de crecimiento y se
estim6 el Tg durante la fase exponencial en todos los casos a partir de la pendiente de las rectas
correspondientes cuando el crecimiento se representa en funcion del tiempo y del logaritmo decimal del
nimero de células. Cepas (e) BY4741 (WT); (  RPL19B,; (URA3, CENG); (¢) RPL19B (URA3, CEN6);
(X) RPL19A (LEU2, CEN6), RPL19B (URA3, CENG); (o) RPL19A (LEU2, CENS).
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2. ANALISIS DE LOS TRANSCRITOS DE DIVERSOS ALELOS
RPL19

Para determinar si la falta del intron afecta a la cantidad o estabilidad del ARNm
RPL19B,;, se cuantificd la cantidad neta — o balance entre transcripcion y degradacion — de las
especies de ARNm gue se trancriben a partir de alelos RPL19B y RPL19B,; en cepas isogénicas
HmM566 y Hm568 (Arpl19a Arpl19b). Ademas, se incluyeron en el estudio cepas isogénicas que
expresan desde plasmidos el paralogo RPL19A (Hm572), los dos paralogos a la vez RPL19A y
RPL19B (Hm570), o el alelo condicional de sobreexpresion pGAL::RPL19B,; (HM670). Se
realizaron ensayos de northern blot con 12 ug de ARNS totales obtenidos a partir del mismo
namero de células de cada cepa tras cultivarlas en YEPD a 28°C hasta fase exponencial
(Materiales y Métodos). Los ARN se transfirieron a membranas de nylon gue se hibridaron con
un oligonucleétido marcado radiactivamente complementario a secuencias especificas del
ARNm RPL19B. Aunque L19A y L19B son dos proteinas idénticas en secuencia de
aminoacidos, en la secuencia de ADN de los respectivos genes paralogos existen polimorfismos
que permiten detectar diferencialmente sus ARNmM especificos. Asi, se disefiaron los
oligonucleétidos 1-ARNm-A de 36 nt y 1-ARNm-B de 32 nt — complementarios a zonas de
divergencia de 4 nt de las secuencias de ADN de los genes respectivos en la cadena codificante
(Tabla IV de los Anexos) — y se marcaron radiactivamente para usarlos como sondas
moleculares en los ensayos de northern (Materiales y Métodos). Se usé como control de carga el
transcrito de la ARN polimerasa 1l SCR1 (Signal Citoplasmic Recognition Particle), que
representa aproximadamente el 2% del ARN celular en S. cerevisiae (Felici et al., 1989). Las
sefiales radiactivas de hibridacion se obtuvieron y cuantificaron siempre con un Phosphorimager

(Bio-Rad, Modelo Personal Molecular Imager ™ System) y el programa Quantity One®.

Los resultados de estos experimentos indican que el transcrito del gen RPL19B,; (570 bp)
es un 25% mas abundante que el del ARNm de RPL19B (954 bp), lo que sugiere qué, o bien el
intron tiene un efecto negativo en la expresion de RPL19B, o que el transcrito menor sin intrén
es algo mas estable, o ambas cosas, ya que el promotor de los alelos, las secuencias
flanqueantes en 3'del ORF y el plasmido pRS316 desde el que se expresan son idénticos.
Ademas, se ha estimado que la cantidad neta del transcrito de fusion pGAL::RPL19B,; es ~5
veces mayor que la del transcrito natural del gen RPL19B (Figura 26 A). En la cepa Hm570 en
la que se expresan los dos genes paralogos a partir de dos plasmidos centroméricos, la cantidad
del transcrito de RPL19B es mayor (70%0) que la del de RPL19A (30%b), en concordancia con lo
que se ha descrito previamente para una cepa silvestre que posee ambos paralogos en el genoma
(Wang et al., 2002).
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Finalmente, se analiz6 mediante estria en placas con galactosa al 2% Yy rafinosa al 2%
(YEPG) el tamafio de las colonias de las cepas usadas en el analisis de northern, pues en este
medio puede crecer también la cepa Hm670 que porta el alelo condicional pGAL::RPL19B,; .
Todas las cepas tienen un crecimiento similar en este medio, a juzgar por el tamafio de las
colonias que desarrollan (Figura 26 B). Estos datos estan en concordancia con el fenémeno ya
descrito de que las células de S. cerevisiae modulan la cantidad de cada RP para que haya
cantidades estequiométricas de todas ellas, puesto que se ensambla una molécula de cada
proteina en cada ribosoma (Pearson et al., 1982; Warner, 1999). Por ello, probablemente, la
sobreexpresion de genes RPG (usando promotores fuertes o plasmidos multicopia) no tiene un
efecto muy diferente al de su expresion desde un plasmido de bajo nimero de copias (Pearson et

al., 1982; Martin-Marcos et al., 2007), como parece ocurrir en el caso de L19e.

A) Cepas Arpll9a Arpl19b B)

CEN6 URA3 Cepas Arpl19a Arpl19b

Vv 3 9
CLURC SR S TRC LR AN
\ ‘ ?\Q\» Qg\z QS\,\ Qg\) ?*Yg\,\

RPL19B RPLI9B,,
mRNA RPL9p | TR s - P
%: 500 100 125 - 70
mRNA RPL194 - -—
%: - s -~ 100 30
pGAL::RPLI9B,; RPL194,
RPL19B
SCRI | g S s S g—"

FC: 1 152 1,2 1.2 1

Figura 26. A) Analisis de northern blot. Se usaron como sondas moleculares oligonucleétidos
especificos complementarios a la secuencia de los ARNm de RPL19A y RPL19B. En la figura se indican
las cantidades relativas de cada ARNm. Los valores se normalizaron respecto a la cantidad del ARN
SCR1 (factor de carga, FC) y se expresan en porcentajes en relacion al 100% atribuido a la cepa que
expresa cada gen paralogo desde un plasmido centromérico. B) Colonias desarrolladas por cada una de

las cepas en medio YEPG tras incubar las placas 3 dias a 28°C.
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3. MUTAGENESIS ALEATORIA DE RPL19B,;

El alelo RPL19B,; se someti6 a mutagénesis al azar, in vitro e in vivo, con el fin de generar
numerosas Y, a ser posible, diferentes mutaciones hipomorficas o pLOF de pérdida parcial de
funcion de L19e.

Para llevar a cabo la mutagénesis al azar in vitro, se empled el sistema “GeneMorph 11
EZ-Clone Domain Mutagenesis Kit” de Agilent® (Materiales y Métodos), que permite
generar transiciones y transversiones de las diferentes bases nitrogenadas con un espectro
mutacional menos sesgado que otros sistemas, ya que las tasas de mutacion de Ay T respecto a
G y C son equivalentes. Se us6 como molde el alelo RPL19B,; clonado en el plasmido pAJ3
(CEN6 URA3); como cebadores de la reaccion de PCR los oligonucledtidos FL19B-MUT
(Bglll) y RL19B-MUT (SnaBl); y como enzima la ADN-polimerasa de baja fidelidad Mutazyme
I1. Se obtuvo asi un conjunto de moléculas mutadas (*) rpl19b*, (de 650 bp). Se optimizé la
frecuencia de mutacion variando la cantidad de ciclos de la reaccion de PCR y/o la cantidad de
molde para generar de 1 a 4 mutaciones por clon. La coleccion de moléculas mutadas
rpl19b*,; se empled como “megaprimer” o cebador para llevar a cabo una segunda reaccion de
PCR, en este caso de alta fidelidad, en la que se amplificé el plasmido completo pAJ3
(RPL19B,;, CEN6 URA3). El producto de PCR se trat6 con la enzima de restriccion Dpnl, una
endonucleasa cuya secuencia diana es 5-Gm°ATC-3', por lo que digiere especificamente el
ADN metilado y hemimetilado, es decir, el plasmido molde conteniendo el alelo silvestre
RPL19B,;, ya que el ADN amplificado in vitro por PCR y que contiene los genes mutados
rpl19b*,; no se metila. Se obtuvo asi una genoteca de plasmidos o plasmoteca [rpl19b*,;, CEN6
URAZ3] con la que se transformaron células competentes de E.coli de alta eficiencia XL10-
GOLD para su amplificacion (Materiales y Métodos). Las células transformantes se plaquearon
en medio selectivo con ampicilina (100 pug/ml) (Figura 27 A), se recogieron conjuntamente las
colonias de 865 clones rpl19b*,; (donde cada colonia contiene ~10° células que portan un
plasmido diferente) y se extrajo el ADN plasmidico generando la plasmoteca 1 (Materiales y
Métodos).

Para llevar a cabo la mutagénesis al azar in vivo se usaron células de E.coli XL1-RED,
cuya tasa de mutacion es 5000 veces mayor que la de otras cepas de esta bacteria (Materiales y
Métodos). Para la transformacién bacteriana se utilizé el plasmido pAJ4 (RPL19B,, CENG6
LEU2) y se obtuvieron ~2000 clones que contenian alelos mutantes rpl19b*,;. La frecuencia de
mutaciones introducida por las bacterias varia en funcion del namero de generaciones, por lo
que ademas se inocularon alicuotas representativas de toda la coleccion de clones bacterianos
independientes en medio liquido LB con ampicilina, y se recogieron células tras incubar los

cultivos 15-20 horas a 37°C (~10 generaciones) y tras 25-30 horas a 37°C (~15 generaciones),
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ya que estas cepas de E.coli tienen un tiempo de generacién de ~ 90-120 minutos en ese medio.
Se obtuvo ADN plasmidico a partir de las colonias que se recogieron de las placas (plasmoteca
2) y tras su amplificacién en medio liquido (plasmoteca 3, tras 10 generaciones, y plasmoteca
4, tras 15 generaciones), conteniendo todas ellas ~2000 clones rpl19b*,; CEN6 LEU2
(Figura 27 B).

La frecuencia de mutacion en los clones obtenidos oscila entre 1 y 3 mutaciones en las
plasmotecas 2 y 3, como se estimd al secuenciar los alelos rpl19b*,; de 5 clones independientes
en cada caso. Los alelos mutantes de dos de estos clones rpl19b*, (rpl19b N27D, AG5T vy
rpl19b A168T) (Tabla 4), se subclonaron de nuevo en los vectores originales y se analizé si
conferian algun fenotipo de crecimiento en la levadura Arpl19a Arpl19b.

A) Mutagénesis in vitro (Kit GeneMorph Il EZ Clone)
4) + Dpnl 5) Transformacion cepas
1) PCR con 2) Obtencién 3) Amplificacion XL10-GOLD
Mutazyme I megaprimer vector por URA3
mutado PCR Hi-Fi X Gme
URA3
URA3
- ~650nt - \_ Gmé RPLfBA, -
b P T - URA3
RPL19B, \
RPL19B,,
Obtencién
pl19b*; Plasmotecade
pl19b%y ~865 clones
B) Mutagénesis in vivo (células E.coli XL1-RED)
1) Transformacion cepas 2) Duplicacion del DNA
XL1-RED durante 10 generaciones
LEU2 . LEU2
; 8 Obtencidn
- { 7 - = | Plasmotecade
: ~2000 clones
bR T
RPL19B,, rpl9b*,,

Figura 27. Esquema de la estrategia seguida para la obtencion de plasmotecas mutantes con alelos
rpl19b*,;. A) Mutagénesis aleatoria in vitro (GeneMorph Il EZ- Clone). B) Mutagénesis aleatoria in vivo
usando células de E.coli XL1-RED.
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4. OBTENCION DE TRANSFORMANTES DE LEVADURA Y
SELECCION DE MUTANTES VIABLES Y LETALES

4.1.Obtencion de transformantes de levadura de la Plasmoteca 1:
[rpl19b*,;, CEN6 URAZ]:

Se transformo con esta plasmoteca la cepa receptora de levadura TY1099 Arpl19a Arpl19b
ura3A0 [pGAL::RPL19B,;, CEN4 LEU2] (Tabla 3) y se seleccionaron ~1500 transformantes en
placas de medio SG*, suplementado con los requerimientos nutricionales que determinan las
demés auxotrofias (Tabla 18), pero sin leucina ni uracilo. Este medio permitié seleccionar
transformantes que contienen los dos tipos de plasmidos, pGAL::RPL19B, (LEU2) y
rpl19b*,; (URA3) y portan alelos rpl19b*,; con mutaciones tanto viables como letales.

Por otra parte, se extendieron transformantes de levadura en placas de medio SD*
suplementado con leucina y sin uracilo para favorecer la pérdida del plasmido con marcador
LEUZ2 que porta el alelo salvaje [pGAL::RPL19B,; CEN4 LEUZ2] y seleccionar transformantes
viables, capaces de crecer en glucosa (SD"), con fenotipo slg, ura’, leu’, candidatos a portar
alelos mutantes hipomorficos [rpl19b*,;, CEN6 URA3] (Figura 29 A). Se seleccionaron 70
clones transformantes con fenotipo slg a diferentes temperaturas, de los que 55 eran viables y

15 portadores de mutaciones letales, pues crecian en placas de SG* pero no de SD".

4.2. Obtencion de transformantes de levadura de las demas Plasmotecas:
[rpl19b*,;, CEN6 LEUZ]:

Igual que se ha descrito anteriomente, se transformé con las plasmotecas 2, 3 y 4 células de
la cepa HM670 (Arpli19a Arpll9b leu2AQ [pGAL::RPL19B,;, URA3]) (Tabla I de los Anexos)
y se obtuvieron ~ 4000 clones independientes. Los transformantes se extendieron en placas de
SG" sin uracilo y sin leucina para que mantuviesen los dos plasmidos, pGAL::RPL19B,;

(URA3) y rpl19b*,; (LEU2). Se hicieron réplicas de los transformantes en placas de SD* con

acido 5-fluororoético (5-FOA) (Boeke et al., 1984) para seleccionar transformantes que pudiesen
perder el gen silvestre en el vector URA3 (ura’) y que porten alelos con mutaciones viables en el
plasmido con el marcador LEU2 [rpl19b*,;, CEN6 LEU2] (Figura 29 B). Se seleccionaron de
este modo 52 clones que exhiben fenotipo slg a diferentes temperaturas (colonias de pequefio

tamafio que crecen como papilas en las réplicas de colonias en placas de 5-FOA) (Figura 28).
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CONTROL CLONES rpl19b*,;

28°C

Figura 28. Clones rpl19b*,;, CEN6 LEU2 con fenotipo slg aislados en placas de 5-FOA a 28°C y
18°C.

5. RECUPERACION Y CARACTERIZACION DE PLASMIDOS
PORTADORES DE ALELOS rpl19b*,; Y DEL FENOTIPO slg

De los 5500 transformantes totales de levadura obtenidos con las plasmotecas generadas
por ambos procedimientos de mutagénesis se seleccionaron aguellos con un fenotipo slg méas
extremo, observable por el tamafio de las colonias aisladas que se desarrollan en placas del
mismo medio tras ser incubadas varios dias a diferentes temperaturas. De este modo, se
seleccionaron finalmente 55 clones slg de los que se purific6 ADN total para poder recuperar
los plasmidos que portan mediante transformacion y seleccion en E.coli DH5-a por resistencia a
ampicilina (Filetici et al., 1985) (Materiales y Métodos). Una vez recuperados los plasmidos, se
transform6 con cada uno de ellos la cepa de levadura original adecuada dependiendo del
marcador, TY1099 (Arpli19a Arpi19b ura3A0 [pGAL::RPL19B,, LEU2]) o bien Hm670
(TY1099 Arpl19a Arpll9b leu2A0 [pGAL::RPL19B,;, URA3]). De esta forma se determind en
qué casos los fenotipos de slg dependian de la presencia de un plasmido conteniendo un alelo
rpl19b*,. En algunos casos se recobraron plasmidos que tras re-transformar las cepas de
levadura originales no causaban fenotipo slg; en esos casos, el fenotipo de los clones podria
deberse a la aparicion de alguna mutacion cromosdmica espontanea, o bien inducida por el
acetato de litio que se emplea en el protocolo de transformacion de levaduras (Gietz et al., 1995)
(Figura 29 C).
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Figura 29. Selecciéon de transformantes candidatos a portar o mutaciones letales o de pérdida
parcial de funcién. A) Selecciéon de mutantes slg conteniendo alelos mutados rpl19b*,; clonados en
plasmidos URA3 o0 B) en plasmidos LEU2. C) Fenotipo slg de algunos mutantes tras la re-transformacion
de las cepas (TY1099 (Arpl19a Arpl19b ura3A0 [pGAL::RPL19B,; LEU2]) o Hm670 (TY1099 Arpl19a
Arpl19b leu2A0 [pGAL::RPL19B,;, URA3]). Con un asterisco azul se indican algunos de los mutantes con

slg mas acentuado.
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Es importante destacar que en cada subunidad ribosémica 60S o 40S se ensambla una sola
molécula de cada proteina ribosémica RPL o RPS, respectivamente, por lo que los ribosomas no
son homogéneos en su composicion de RP en S. cerevisiae. La heterogeneidad se debe a que
todas las proteinas paralogas no son idénticas en su secuencia de aminoéacidos ni tampoco la
transcripcion y/o regulacion de los genes correspondientes correspondientes (Kellis et al.,
2004; Komili et al., 2007; Xue and Barna, 2012). En los transformantes slg de cepas Arpl19a
Arpl19b se expresan uUnicamente alelos mutados rpl19b*,; clonados en un plasmido
centromérico [rpl19b*,;, CENG6]. La viabilidad de dichos mutantes indica claramente que
pueden ensamblar subunidades 60S conteniendo una proteina L19e* mutante, y que los
ribosomas maduros que se sinteticen seran parcialmente funcionales y homogéneos respecto a

esa proteina.

Se secuenciaron 48 alelos rpl19b*,; en ambas cadenas de ADN (650 bp) utilizando los
oligonucledtidos F5L19B y R5L19B (Materiales y Métodos), y se descartaron aquellos que
a) no contenian mutaciones en la secuencia codificante de RPL19B,;, b) no conferian un
marcado fenotipo de slg, o c) presentaban mas de 3 mutaciones. Se seleccionaron finalmente 8
alelos rpl19b*,; que tienen una o dos mutaciones puntuales en su secuencia nucleotidica,
causan fenotipo slg a 28°C que es mas exacerbado a 18°C y/o 37°C (Figura 30). Estos 8 alelos
se subclonaron en vectores CEN6 URA3 y CEN6 LEU2 (Tabla 4 y Figura 21).
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ALELOS MUTANTES rpl19b*;
CEPAS ) 4i
(Arpl19a Arpl19b) PLASMIDOS
CODONES (NUCLEOTlDOS): ALELOS NOMENCLATURA

rpl19b*,; (CEN6 URA3)
HM573 PAJ10 GAA / TAA (468) : rpl19b,; 4757-189 rpl196432
HM574 pAJ11 AGA / TGA (484) : rpl19b,; 4162-189 rpl19b427
HmM575 pAJ12 AGA /| TGA (499) : rpl19b,; 4767-189 rpl19b422

GAT / GCT (443), AAG / AGG (458), TTG
HM576 pAJ13 I TAG (464) : r%ggg 1;’38?'

rpl19b,; D148A, K153R, 4155-189 '

AAC / GAC (79), ATC / ACA (107,108),

HM577 PAJ14 TTG / TAG (464) - rpllég_t; '\22374[)’
rpl19b,; N27D, 196T, 4155-189 ’

TCT / TTT (182), ATT / ATG (426), GAA /

HM578 PAJ15 TAA (559) : r‘:'llfszSZlg '
rpl19b,; SE1F, 1142M, 4187-189 !
AAC / GAC (79), GCC / ACC (192) : rpl19b N27D,

Al el rpl19b,; N27D, A65T AG5T
HmM582 PAJL9 GCT JACT (503) : rpl19h,; AL68T rpl19b A168T

rpl19b* ,; (CEN6 LEU2)

Hm618 pMJL0 GAA / TAA (468) : rpl19b,; 4157-189 rpl196432
HM619 pMI1L AGA / TGA (484) : rpl19b,; 4162-189 rpl19b427
HM620 pMJ12 AGA / TGA (499) : rpl19b,; 4167-189 rpl196422
GAT / GCT (443), AAG / AGG (458), TTG
Hm621 pMJI13 I TAG (464) - rrlﬁggg Z“gf'
rpl19b,; D148A, K153R, 4155-189 !
AAC / GAC (79), ATC / ACA (107,108),
Hm622 pMJIL4 TTG / TAG (464) : rp};gt; '\22374[)'
rpl19b,; N27D, 196T, 4155-189 ’
TCT / TTT (182), ATT / ATG (426), GAA /
HM623 pMJ15 TAA (559) : r‘:'llfszSZl; ’
rpl19b,; S61F, 1142M, 4187-189 -
AAC / GAC (79), GCC / ACC (192) : rpl19b N27D,
Hm579 PAJL6 rpl19b,; N27D, A65T AG5T
HmM580 PAIL7 GCT /ACT (503) : rpl19b,; A168T rpl19b A168T

Tabla 4. Cepas Arpl19a Arpl19b portadoras de alelos rpl19b*,; mutados clonados en pRS316 (CEN6
URA3) 0 en pRS315 (CEN6 LEU2). Se indican las cepas obtenidos (Hm) y los plasmidos construidos
(pAJ y pMJ), las mutaciones identificadas, los cambios de nucleétidos que provocan y entre paréntesis la
posicion del nucleétido o nucleétidos sustituidos en la secuencia de 570 bp de RPL19B;. En la Gltima
columna se indica la nomenclatura abreviada que se va a utilizar en adelante en para designar el genotipo
relevante de los diversos mutantes.
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CEPAS Arpl19a Arpl19b [rpl19b*,;, CENG URA3]

Alelos rpl19b*,;

D1484,  N27D,  S61F,
WT 222 27 232 K153R, 196, I142M N27D,
434 434 A65T

8°c m . . . ' ..: ‘

Figura 30. Fenotipo slg de las cepas mutantes Arpl19a Arpl19b [rpl19b*,;, CEN6 URA3]. Se muestra
el tamafio de colonias de distintos transformantes en placas de YEPD que se incubaron a 18°C (5 dias),
28°C (2 dias) y 37°C (2 dias). La imagen corresponde a secciones ampliadas de cada placa para poder

observar el tamafio de las colonias.

Entre los 5500 transformantes analizados Arpli19a Arpi19b [rpl19b*,;, CEN6], un 2,2%
contenian plasmidos portadores de mutaciones Unicas causantes de pérdida parcial de funcion de
L19e y un 1,8% mutaciones letales — que en algunos casos son maltiples — ya que las cepas
correspondientes no sobreviven en ausencia del gen silvestre de RPL19B. Estos datos sugieren
que el espectro de mutaciones somaticas que afectan a la estructura de L19 y que la célula
puede tolerar seria mas bien estrecho; es decir, o bien se trataria de una proteina bastante
refractaria a sufrir cambios, pues ocasionarian una pérdida total de su funcionalidad, o bien la

mutagénesis realizada no habria sido saturante.

Se recuperaron 15 pldsmidos con alelos rpl19b*,; portadores de mutaciones letales y se
secuenciaron para obtener informacion acerca de los residuos aminoacidicos o dominios de
L19e que serian esenciales para la viabilidad celular. Al analizar las secuencias se observo qué o
bien tenian méas de 5 mutaciones, o bien eran mutaciones sin sentido (TGA, TAG o ATT) que
introducen codones de terminacion de la traduccion muy tempranos, por lo que codificarian
proteinas L19e truncadas extensamente en su extremo carboxi-terminal (C-terminal) y carecen
de 63 aminoacidos 0 més (L19eACT).
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Obtencion de 4 plasmotecas independientes de rpl19b*,;
por mutagénesis al azar in vivo e in vitro

!

Transformacion de levaduras receptoras Arpl19a Arpl19b (RPL19B)

}

Seleccion de mutantes viables rpl19b*,; (slg) e identificacion de
los que portan mutaciones letales
Recuperacion de plasmidos, re-transformacion de levaduras y secuenciacion
de aquellos que les confieren fenotipo slg dependiente del plasmido

}

Seleccion final de los mutantes con fenotipo slg mas grave

Figura 31. Esquema que resume el procedimiento de obtencion y seleccion de mutantes rpl19b*,;.

6. MUTAGENESIS DIRIGIDA DE RPL19B,;

6.1. Sustituciones de aminoacidos en el dominio C-terminal de L19e:

La mayoria de los mutantes rpl19b*,; que se obtuvieron en la mutagénesis al azar
presentaban més de una mutacion (41 de 48 secuenciados). Por ello, se generaron in vitro en
RPL19B,; mediante mutagénesis dirigida algunas mutaciones puntuales Unicas (Materiales y
Métodos) que parecian las méas interesantes en relacion a las predicciones de estructura
secundaria de L19e (Jones, 1999), o corresponden a residuos de aminoacidos involucrados en
las interacciones que estableceria esta proteina con el ARNr o con otras RP, seglin se predice
del modelo de la estructura de alta resolucion atémica del ribosoma 80S de S. cerevisiae (Ben-
Shem et al., 2011).

Entre otras, se generaron dos mutaciones puntuales en las posiciones 555 (cambia el
triplete CTA, por GCA) y 564 (cambia GAC por CGC) de RPL19B,;, que originarén proteinas

con sustituciones de la leucina L185 por una alanina (L185A), y del 4cido aspartico D188 por
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una arginina (D188R), respectivamente. Ambas mutaciones afectan a la zona C-terminal de
L19B y contactan con la proteina ribosémica rpS7, o S7, de la subunidad 40S del ribosoma
(Ben-Shem et al., 2011). El residuo L185 de L19B estableceria interacciones hidrofébicas con
la R39 de la proteina S7 (Figura 34), de modo que rpl19b,; L185A alteraria esa interaccion,
pues la alanina es un aminoécido méas pequefio y menos hidrofébico que la leucina. El grupo
amino del aspartico D188 interaccionaria con el grupo carboxilo de la serina S2 de la proteina
S7; ademas, D188 estableceria un puente salino con el grupo amino de la leucina L7 de S7, por
lo que la mutacion rpl19b, D188R alteraria algunas interacciones electrostaticas de L19e tanto
con la serina S2 como con la leucina L7 de la proteina ribosémica S7 (Figura 34).

La proteina L19a (149 aminoécidos) es la ortdloga deL19e en la halobacteria Haloarcula
marismortui (Hatakeyama et al., 1989) (Figura 11). Una forma de investigar el significado
funcional de la region con estructura a-hélice C-terminal de 64 aminoécidos de la L19 en
S.cerevisiae — que se introduce en la subunidad 40S desde la 60S — decidimos generar una
mutacion para obtener una version truncada de L19e de la misma longitud que la de L19a. Para
ello, se introdujo un codon sin sentido UAA en la posicion 448 de la secuencia de RPL19B,;, de
modo que codificaria una proteina carente de los ultimos 39 aminoacidos (rpl19b,; 439).

6.2. Sustituciones de aminoacidos en el dominio N-terminal de L19e:

Se considerd también sustituir algunos residuos aminoacidicos por otros en la region
amino-terminal de L19e, en concreto, algunos que se localizan en la zona de contacto de la
proteina con otras RP de 60S y/o con el ARNr 25S. Para ello, se generaron las siguientes

mutaciones puntuales en el alelo RPL19B,;:

- Una mutacion en el nucledtido 81 que cambia el codon AAC a GAC y causa la
sustitucion de la asparragina N27 de L19e por aspartico (rpl19b, N27D). Esta mutacion
aparecia en un mutante triple y en un mutante doble de los obtenidos por mutagénesis al azar
(rpl19b,; N27D, 196T, 434; y rpl19b,; N27D, A65T), por lo que se gener6 la mutacion aislada

para comprobar si este residuo era responsable del fenotipo slg de los mismos.

- La serina S37 es un residuo potencialmente fosforilable de L19e (Gruhler et al., 2005;
Albuquerque et al., 2008) y est& conservada en sus ortdlogos en otros organismos eucariotas en
los que se ha secuenciado el genoma. Una mutacion en el nucledtido 109 del codén TCT a GCT
causa la sustitucion de serina a alanina (rpl19b,; S37A), un aminoécido no fosforilable. Se

investigo si el cambio producia algun fenotipo de crecimiento del mutante.
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- La glicina G48 es un residuo también conservado en los ortélogos conocidos de L19e.
Una mutacion en el nucle6tido 109 del codon GGA a CGA causa la sustitucion de glicina a
arginina (rpl19b,; G48R) e introduce un cambio de carga que podria quiza afectar a la unién de
L19e al ARNTr 25S.

6.3. Obtencion de nuevos alelos rpl19b* ;:

Para generar nuevos alelos mutantes se utilizo el Kit “QuickChange Lighting” de
Agilent®, usando como molde la secuencia que codifica L19B en el plasmido pAJ3 [RPL19B,;,
CEN6 URAZ3] y parejas de oligonucle6tidos que sustituyen los nucleétidos que sustituyen los
nucledtidos correspondientes para generar los cambios deseados (Materiales y Métodos). En el
caso de rpl19b439 se obtuvo también un alelo mutado con intrén, usando como molde de la
reaccion el gen RPL19B clonado en el plasmido pAJ1 [RPL19B, CEN6 URA3]. Se secuenciaron
todos los plasmidos y alelos mutados y éstos se subclonaron también en el plasmido pAJ2
[RPL19B, CEN6 LEUZ2] (Tabla 5).
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i ALELOS MUTANTES rpl19b* ;i
PLASMIDOS
CODONES/NUCLEOTIDOS: ALELOS NOMENCLATURA
pAJ23 AAC / GAC (79): rpl19b,; N27D rpl19b N27D
pAJ24 TCT / GCT (109): rpl19b ,; S37A rpl19b S37A
pAJ25 GGA / CGA (141): rpl19b 4; G48R rpl19b G48R
pAJ44 CTA/ GCA (553, 554): rpl19b ,; L185A rpl19b L185A
pAJ45 GAC / CGC (562, 563): rpl19b ,; D188R rpl19b D188R
pAJ26 CAA [ TAA (448): rpl19b,; 4150-189 rpl19b439
pAJ42 CAA/ TAA (832 ;): rpl19b 4150-189 rpl19b 439
pAJ28 AAC / GAC (79): rpll19b, N27D rpl19b N27D
pAJ29 TCT/ GCT (109): rpl19b 4 S37A rpl19b S37A
pAJ30 GGA / CGA (141): rpl19b ,; G48R rpl19b G48R
pAJ46 CTA/ GCA (553, 554): rpl19b ,; L185A rpl19b L185A
pAJ47 GAC / CGC (562, 563): rpl19b 4; D188R rpl19b D188R
pAJ31 CAA / TAA (448): rpl19b,; 4150-189 rpl19b439
pAJ43 CAA/TAA (832 ): rpl19b 4150-189 rpl19bg 439

Tabla 5. Plasmidos portadores de nuevos alelos mutantes rpl19b*,; obtenidos por mutagénesis
dirigida y clonados en vectores pRS316 (CEN6 URA3) y pRS315 (CEN6 LEU2). Se indican los
plasmidos construidos (pAJ), las mutaciones identificadas, los cambios de nucle6tidos que provocan y
entre paréntesis la posicion del nucledtido o nucledtidos sustituidos en la secuencia de 570 bp de
RPL19B;. En la Gltima columna se indica la nomenclatura abreviada que se va a utilizar en adelante en

para designar el genotipo relevante de los diversos mutantes.

Para analizar el fenotipo que confieren estas mutaciones Unicas, se transformé la cepa
TY1099 (Arpl19a Arpl19b [pGAL::RPL19B,;, LEU2]) con los diferentes plasmidos [rpl19b*,;
CENG6 URA3]. Los transformantes se extendieron en placas de SD* selectivo para que las cepas
mantengan los dos plasmidos, los que tienen el marcador URA3 (alelos mutantes) y el que tiene
el marcador LEU2 (alelo WT condicional pGAL::RPL19B,;). En SD* se expresan Unicamente
los alelos mutados rpl19b*,; y la expresion del alelo condicional esté4 reprimida. Se analizd en

placas de YEPD a diferentes temperaturas el fenotipo de crecimiento de transformantes leu” y
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de los leu” que ya habian perdido el plasmido pGAL::RPL19B,;. Todos los mutantes eran

viables y la inica mutacion que confiere un fenotipo slg aparente es rpl195439 (Figura 36 B).

En la Tabla 6 se indica la nomenclatura que se usa en adelante para designar todos los

alelos mutados rpl19b* , objeto de este estudio y las respectivas proteinas mutantes L19e*:

. . ALELOS PROTEINAS
CODON (NUCLEOTIDO) = MUTACIONES MUTANTES MUTANTES
(rpl19b* ) (L19e*)
A) GAA/TAA (468) 4157-189 rpl19b432 L19A32
AGA / TGA (484) A162-189 rpl19b427 L19A27
AGA / TGA (499) A167-189 rpl19b422 L19A22
G| nGG ibay | DUBAKISWR | rpl19b D14sA L1 D148A,
TG/ TAG (46) 4155-189 K153R, 434 K153R, A34
ATAE:A/CA/C fﬁféf?&’a N27D, 196T, rpl19b N27D, L19 N27D,
TTG | TAG (464) 4155-189 196T, 434 196T, A34
Xﬂ // /Hg ((}182?)’ S61F, 1142M, rpl19b S61F, L19 S61F,
GAA/ TAA (559) 4187-189 1142M, 42 1142M, A2
GAég ; Ség (qg%) N27D, A65T N27D, A65T L19 N27D, A65T
GCT /ACT (503) A168T A168T L19 A168T
B)  AAC/GAC (79) N27D N27D L19 N27D
TCT/ GCT (109) S37A S37A L19 S37A
GGA / CGA (141) G48R G48R L19 G48R
CTA/ GCA (553, 554) L185A L185A L19 L185A
GAC / CGC (562, 563) D188R D188R L19 D188R
CAA [ TAA (448) 4150-189 rpl19b439 L19A39
CAA/TAA (832 ) (1 4150-189 rpl19b (;, 439 L19,A39

Tabla 6. Nomenclatura de los alelos mutantes rpl19b*,; y de las proteinas L19e*. A) Alelos obtenidos
por mutagénesis al azar, y B) por mutagénesis dirigida. En los codones se resaltan en negrita los cambios

de nucledtidos y entre paréntesis la posicion que ocupan en la secuencia de RPL19B,; (570 bp).
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7. PREDICCION DE ALTERACIONES EN L1% Y EN LA
ESTRUCTURA DEL RIBOSOMA 80S

7.1. Alteraciones en la secuencia de aminoacidos de L19e

Algunas mutaciones seleccionadas por causar slg, o las generadas posteriormente para
alterar distintas regiones de L19e, causan la sustitucion de distintos residuos aminoacidicos en
esta proteina, como acabamos de describir. Su localizacion en la estructura atomica de la
subunidad 60S y en la del ribosoma 80S se ha realizado usando las coordenadas de la estructura
cristalogréfica del ribosoma 80S de S. cerevisiae descritas por (Ben-Shem et al., 2011) para

interpretar qué interacciones moleculares resultarian alteradas.

El espectro de mutaciones obtenido en los mutantes slg viables que fueron finalmente

seleccionados para el estudio posterior se resume como sigue:

- Cinco mutantes que exhiben el fenotipo slg mas acusado tienen mutaciones en la ORF
de RPL19B,; que sustituyen los aminoacidos glutamina (Q150), leucina (L155), acido glutdmico
(E157) y argininas (R162) y (R167) por codones sin sentido, TAA, TAG, TAA, TGA, TGA,
respectivamente en la secuencia de ADN (Figura 32 A), por lo que se sintetizarian en esas
células proteinas truncadas L19eACT que carecen de los 22-39 aminoacidos del dominio
C-terminal de L19e: A22, A27, A32, A34 y A39. Las mutaciones eliminarian parte de la a-hélice
de L19e que establece el puente eucariotico eB12 entre las dos subunidades ribosémicas,
contactando con el eES6 del ARNr 18S y con las RP S7e y S17e de la subunidad menor 40S
(Figuras 33y 34) (Ben-Shem et al., 2011).

- Enel extremo 3'de la ORF de RPL19B,; se localizan otras mutaciones puntuales que
sustituyen los tripletes GCT (posicién 504) por ACT, CTA (posicién 555) por GCA, y GAC
(posicién 564) por CGC, causando las siguientes sustituciones de residuos aminoacidicos en
L19e: A168T, L185A, D188R, respectivamente. El ligero slg de los mutantes correspondientes
sugiere gque esas mutaciones no afectarian tan gravemente como las truncaciones anteriores a las
interacciones moleculares que L19e establece a través de su extremo C-terminal (Ben-Shem et
al., 2011; Jenner et al., 2012).
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Figura 32. Cambios en la secuencia de aminoécidos causados por mutaciones en RPL19B,;.
A) Se indica en rojo en la secuencia la posicion de los cambios de aminoacidos que causan truncaciones
de la zona C-terminal de L19e y en azul los residuos que forman parte del nuevo puente eucariético eB12.
A) y B) Se indican en verde las mutaciones presentes en dobles y triples mutantes, y en naranja las

mutaciones simples que causan sustitucion de un solo aminoacido por otro.

7.2. Alteraciones en las interacciones moleculares de la subunidad 60S y en el

ribosoma 80S de S. cerevisiae

Utilizando las coordenadas de la estructura cristalografica del ribosoma eucaridtico 80S

disponibles (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/mmdb/mmdbsrv.cgi?Dopt=s&uid=99556)

(Ben-Shem et al., 2011), es posible hacer predicciones bioinformaticas de las alteraciones que

causarian distintas mutaciones en rpl19b*,; en la estructura del ribosoma. Usando dichas
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coordenadas y el programa UCSF-Chimera, con la colaboracion del Dr. Rafael Giraldo
(investigador experto en cristalografia de proteinas del CIB, Madrid) se determind la posicién
de los aminoé&cidos alterados en L19e por las distintas mutaciones que se seleccionaron en este
trabajo. En la Figura 33, se representa una region de la subunidad 60S en contacto con la 40S,
los ARN ribosémicos 18S y 25S de la levadura y varias RP localizadas en la primera capa en
torno a L19e en la que se indican las posiciones que ocupan los aminoéacidos sustituidos como

consecuencia de las mutaciones.

el TP\ St | 18S ARNr

F& .,,, AW \“‘ : 25S ARNr
S\ SN 4 p
() " ’\ 75 (2 G ,

Figura 33. Representacion en la estructura del ribosoma 80S de S.cerevisiae de las posiciones de los
aminoécidos alterados en L19e. Los ARNr 25S y 18S se representan en gris y negro respectivamente.
L19e se representa en rojo el extremo N-terminal y en verde el C-terminal. En la parte izquierda de la
figura se indica en verde la posicion del aminoacido N27, que aparece sustituido por aspartico (N27D) en
dos de los mutantes seleccionados por su fenotipo slg. En la parte derecha de la figura, sobre el extremo
C-terminal de L19e representado en verde, se indican mediante lineas discontinuas en rojo las posiciones
en las que aparecen codones sin sentido que permiten predecir truncaciones de la proteina a partir de esas
posiciones. Se representan en la figura las RP méas cercanas en la estructura a L19e: L25 (marrén), L17
(verde oscuro), L38 (naranja), L34 (azul oscuro), L31 (azul) y L22 (morado), que forman parte junto con
la zona N-terminal de L19e de un anillo que circunda al tinel de salida del polipéptido en la subunidad
60S (Peisker et al., 2008; Gamalinda et al., 2013). Por otra parte, el extremo C-terminal de L19e contacta
con la hélice E del segmento de expansion eES6 del ARNr 18S y con las proteinas S7e (rosa) y S11/17
(violeta) de la subunidad 40S (Ben-Shem et al., 2011).

Las sustituciones de residuos aminoacidicos en la regién N-terminal de L19e podrian
alterar algunas interacciones directas de L19e con el ARNr 25S, o alterar la conformacion

intramolecular o plegamiento de la proteina dentro del ribosoma eucaridtico, o afectar
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indirectamente a las interacciones con otras RPL del ribosoma (gj. con las proteinas L17, L25y
L31). Sin embargo, no parecen esenciales dichos residuos ya que los cambios que producen no

alteran perceptiblemente el crecimiento de los mutantes correspondientes.

Las truncaciones de la zona C-terminal de L19e alteraran interacciones directas de esta
proteina con el ARNr 18S, concretamente con la hélice E del segmento de expansion ES6C,
como se puede deducir de los datos publicados (Ben-Shem et al., 2011; Klinge et al., 2012) y de
las predicciones bioinformaticas que se han llevado a cabo en este trabajo (Figuras 33y 34). La
a-hélice C-terminal de L19e (64 aminoécidos) es muy rica en lisinas y argininas (17 de los 64
aminoacidos) que estableceran interacciones electrostaticas con el ARNr 18S. La ausencia de
una fraccion importante del dominio C-terminal de L19e en los mutantes rpll9bACT
(L19eACT, 22-39 aminoécidos) afecta gravemente al crecimiento celular. Mutaciones que
provoquen cambios de aminoacidos en este dominio, podrian alterar interacciones intra o
intermoleculares dentro de la subunidad 60S, y/o en la unién de subunidades 60S y 40S del
ribosoma en el paso final del inicio de la traduccion. L19e establece contacto directo con S7 (los
residuos L185 y A189 de L19% interaccionan fisicamente con la R39 y S2 de S7,
respectivamente) y con S11/17 (N156, E160 y R167 de L19e contactan con la F154, F156 y
F156 de S17, respectivamente) (Ben-Shem et al., 2011) y serian eliminados por las truncaciones

C-terminales de la proteina (Figura 34).

Figura 34. Representaciones de dos visiones ortogonales de la a-hélice del dominio C-terminal de
L19e en la estructura del ribosoma. L19e se representa en rojo y, en verde, la zona terminal de la
a-hélice donde se indican los residuos de amino4cidos basicos, lisina (K) y arginina (R) y las posiciones
Q150, E157, R162 y R167 que quedan expuestos como consecuencia de las truncaciones. Se representa la
proteinas ribosémicas S7e (en rosa) y S11/17 (en morado), y la hélice E del segmento de expansion eES6
del ARNr 18S (en negro).

A continuacion se describe el analisis fenotipico que se ha realizado de algunos de estos

mutantes rpl19b* 4; de S. cerevisiae.
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En S. cerevisiae, son esenciales 64 proteinas ribosémicas de las 79 que componen el
ribosoma citoplasmatico 80S (Steffen et al., 2012). Las funciones “primarias” de algunas de
ellas (formando parte de los ribosomas) se han desvelado investigando los fenotipos que causan
mutaciones de pérdida parcial de funcion (LOF, por loss of function en inglés) (Meskauskas and
Dinman, 2001; Martin-Marcos et al., 2007; Meskauskas and Dinman, 2007; Rhodin et al., 2011;
Sulima et al., 2014). Existen varios ejemplos de proteinas “L”, componentes de la subunidad
mayor 60S del ribosoma, cuya funcion se ha descrito de ese modo. Asi, la integridad molecular
de la proteina L24 es esencial para el mantenimiento de la cinética normal de traduccion, ya que
su ausencia provoca una disminucion en las tasas iniciales (Dresios et al., 2000); L10 se
requiere para la funcién de rotacién de la subunidad 60S sobre la 40S durante la elongacion de
la traduccién (Sulima et al., 2014); L3 participa en la unién del aminoacil-ARNt al sitio A del
ribosoma (Rakauskaite and Dinman, 2011). L5 (Meskauskas and Dinman, 2001), L11 (Rhodin
et al.,, 2011) o L39 (Dresios et al., 2000) se requieren para mantener la fidelidad de la
traduccion. Las proteinas L2 (Diedrich et al., 2000), L5 (Spahn et al., 2001), L10 (Eisinger et
al., 1997), L11 (Rhodin et al., 2011), L29 (DeLabre et al., 2002) y L33 (Martin-Marcos et al.,
2007), se requieren para la funcién de union de las dos subunidades ribosémicas 60S y 40S en
el codon de inicio de la traduccidn, el Gltimo paso de la fase de iniciacion, ya que mutaciones en

las mismas afectan a dicho proceso.

Ademas, algunas RP desempefian funciones secundarias o extra-ribosémicas, tanto en
levaduras como en organismos superiores (Wool, 1996; Chaudhuri et al., 2007; Lindstrom,
2009; Warner and Mclntosh, 2009; Xue and Barna, 2012; de Las Heras-Rubio et al., 2013). Asi,
L30, L32 y S14 en S. cerevisiae, y S13 en humanos, regulan la escisién del intrén del propio
gen que las codifica (Eng and Warner, 1991; Dabeva and Warner, 1993; Fewell and Woolford,
1999; Malygin et al., 2007); L6 (Dieci et al., 2009) y S20 (Hermann-Le Denmat et al., 1994),
ambas en S. cerevisiae, se asocian a la ARN-polimerasa Ill y facilitan la transcripcion; L2
(Presutti et al., 1991) y S28 (Badis et al., 2004) promueven la degradacion de sus propios
ARNmM; L38 facilita la traduccion de los ARNm de algunos de los genes HOX, reguladores de
la morfologia del esqueleto axial en el raton embrionario (Kondrashov et al., 2011); L13a, en
macréfagos de ratdn, inhibe la traduccién de proteinas implicadas en la inflamacion (Mazumder
et al., 2003; Poddar et al., 2013), etc.

Las funciones primarias, no extra-ribosomicas, de L19e se han investigado en este trabajo
mediante el analisis fenotipico de mutantes viables RPL19B,; que se han descrito en el Capitulo
| de esta Memoria. Disponer de mutantes permite investigar como afecta la incorporacion en
pre-ribosomas de L19e defectivas al procesamiento de los ARNr y a la incorporacion de otras
RPs o factores de ensamblaje (Capitulo II); y en los ribosomas maduros, como afectan las

alteraciones de L19e a la traduccién general de ARNm y/o de ARNm especificos (Capitulo 1V).

80



Resultados: CAPITULO Il

En algunos casos, se podran correlacionar sus fenotipos con las interacciones moleculares que
alteran las respectivas mutaciones en las estructuras de alta resolucion atomica (Ben-Shem et
al., 2011; Klinge et al., 2011; Rabl et al., 2011; Jenner et al., 2012). Ademas, en el futuro, los
mutantes pueden servir para investigar como afecta la existencia de poblaciones de ribosomas
maduros homogéneas o heterogéneas, con L19e alteradas de varias formas, al proteoma de la

levadura, en diferentes medios de crecimiento o en condiciones de estrés particulares.

1. FENOTIPO DE MUTANTES rpl19b* ;
1.1. Fenotipo de crecimiento

Se analiz6 por estria en placa el fenotipo de crecimiento de mutantes viables y haploides
Arpll9a Arpl19b [rpl19b*,;, CEN6 URA3] o [rpl19b*,;, CEN6 LEU2] y se comparo el tamafio
de las colonias con las de la cepa WT isogénica con el alelo silvestre RPL19B. También se
hicieron diluciones seriadas de células a partir de cultivos en fase exponencial y se aplicaron
gotas de volumen definido en las placas de medio minimo suplementado con los requerimientos
nutricionales (en adelante, SD*) que imponen las auxotrofias de cada una de las dos cepas
Arpl19a Arpl19b, HM670 y TY1099, las cuales expresan alelos de RPL19B desde plasmidos
con marcadores URA3 y LEU2, respectivamente. Se emplearon también placas de medio rico
YEPD; en todos los casos, las placas se incubaron a 18°C, 28°C y 37°C de 2 a 5 dias,
dependiendo del tipo de medio y la temperatura.

Como se muestra en la Figura 35, los mutantes que desarrollan colonias de menor tamafio,
0 exhiben un fenotipo slg mas acentuado, a todas las temperaturas ensayadas y en ambos
medios de cultivo, son aguellos que expresan alelos rpl19b*,, con codones sin sentido en su
secuencia de ADN, prematuros o anteriores al natural (el cual es un TAA en posicion +570 del
alelo RPL19B sin intrdn, considerando +1 la A del ATG). Estos alelos y sus respectivos codones
de terminacion de la traduccion prematuros en los ARNm se indican en adelante como
rpl19bA22 (UGA 499 en lugar de AGA, Arginina), rpl19bA27 (UGA 484/AGA, Arginina),
rpl19bA32 (UAA 486/GAA, Aspartico), rpl19bA39 (UAA 448/CAA, Glutamico). Estos
codones de terminacion prematura de la traduccién se indicaran en adelante como PTC499,
PTC484, PTC486, PTC448. A partir del analisis de sus secuencias se predice que estos alelos
codificaran proteinas L19e truncadas en la region C-terminal, a las que denominaremos en
adelante L19A22, L19A27, L19A32 y L19A39. El slg de los mutantes respectivos es mas
exacerbado a 18°C sin llegar a ser completamente sensibles al frio (cs), y a 37°C en SD", sin
llegar a ser completamente termosensibles (ts). Estos fenotipos de sensibilidad a bajas y/o altas

temperaturas se atribuyen generalmente a pérdida de funcion de una proteina mas que a la
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sintesis de una proteina termosensible en si misma, que ocasionaria la letalidad del mutante
condicional cuando se incubase a esas temperaturas. El fenotipo cs debido a mutaciones en RP
se ha correlacionado con defectos en la biosintesis de ribosomas en S. cerevisiae, pues al ser un
proceso que requiere mucha energia, los mutantes afectados crecen peor a bajas temperaturas
(Warner et al., 2001; Cérdenas et al., 2012; Mayerle and Woodson, 2013). También se ha
observado el fenotipo ts en mutantes de proteinas RP que tienen defectos tanto en la biosintesis
de ribosomas como en la traduccion por el ribosoma maduro (Mueller et al., 1998; Martin-
Marcos et al., 2007; Simoff et al., 2009; Rhodin et al., 2011). En nuestro caso, es posible que la
proteina L19e mutante no aporte toda la funcion que se requiere para sostener la biogénesis de
ribosomas a bajas temperaturas, ni la traduccién a temperaturas elevadas en medio rico,
condiciones a las que estos procesos tienen mayores requerimientos de sintesis y disponibilidad

de componentes para una division celular mas rapida.

A diferencia de los mutantes de truncacién ACT, todos los mutantes rpl19b*,; cuyos alelos
tienen una sola mutacién puntual que causa la sustitucién de un aminoacido por otro diferente
en L19e tienen un fenotipo de crecimiento slg poco marcado en relacion al SLG" de la cepa de
partida Hm568 (Arpl19a Arpi19b [RPL19B,; CEN6 URAZ]), tanto los que tienen mutaciones en
el extremo N-terminal como en el C-terminal de la proteina (Figura 36 A). Estos datos sugieren
que, quiza, cambios en otros aminoacidos, 0 en varios aminoacidos a la vez, se requieren para
causar una grave pérdida de funcion de L19e y un causar un fuerte fenotipo slg. Ademas, el
hecho de haber obtenido con alta frecuencia mutantes letales (no sobreviven en ausencia del
plasmido con un alelo WT de RPL19B), también sugeriria que la proteina L19e podria ser
bastante refractaria a la mutagénesis, de modo que perderia totalmente su funcién o funciones
cuando se alteran otros aminoacidos de la misma, distintos de aquellos alterados en mutantes

viables de pérdida parcial de funcién obtenidos (slg).

Tanto la cepa que expresa el alelo rpl19bA39 sin intrén como aquella que porta el alelo con
intron (rpl19b ;, A39), desarrollan colonias de menor tamafio que las de la cepa isogenica WT
RPL19B, pero muy similar o idéntico entre ellas. Este dato sugiere que la presencia o ausencia
del intron en dicho alelo no afectaria significativamente a la sintesis de la proteina truncada 39
aminodcidos (L19BA39) (Figura 36 B).
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Figura 35. Fenotipo de crecimiento de cepas isogenicas Arpl19a Arpl19b con alelos mutantes en
plasmidos episomicos [rpl19b*,;, CEN6 URA3]. A) Colonias aisladas por estria en placas de SD*y de
YEPD de los mutantes indicados en el esquema de la izquierda de la figura en relacion a la cepa WT
isogénica. Las placas se incubaron durante 2-3 dias a 28°C y 37°C y durante 5-6 dias a 18°C. B) A partir
de cultivos en fase exponencial se hicieron diluciones seriadas hasta una DOgyo de 0,02 y se aplicaron
volimenes de ~3 pl en gotas conteniendo de 1x10° a 10" células en placas de YEPD que se incubaron a
28°C y 37 °C durante 2 dias o durante 4 dias a 18°C.
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Figura 36. Fenotipo de crecimiento de cepas isogénicas Arpl19a Arpl19b con alelos mutantes
obtenidos por mutagénesis dirigida y clonados en plasmidos centroméricos [rpl19b*,;, CENG6
URA3]. Colonias aisladas en placas de SD* de los mutantes indicados en los esquemas de la izquierda de
la figura, y de la cepa WT isogénica. Las placas se incubaron durante 2 dias a 28°C y durante 5 dias a
18°C. A) Colonias de varios mutantes puntuales. B) Colonias de dos cepas que portan los alelos

rpl19bA39 con o sin intrdn.

Las cepas Arpll9a Arpl19b [rpl19b*,, CEN6 URA3] que exhibian fenotipos slg mas
severos por tamafio de colonia se crecieron en medios liquidos SD* e YEPD a varias
temperaturas. Se sigui6 su cinética de crecimiento por medida periddica de la turbidez de los
cultivos (DOggonm), Se representaron las curvas correspondientes y se calcularon los tiempos de
generacion (Tg) (Figura 37 y Tabla 7). EI mutante rpl19b427 (Hm574) tiene un tiempo de
generacion ligeramente mayor que el de otros mutantes, particularmente a 18°C, aunque la
proteina L19A27 tiene una truncacion C-terminal menor que las que expresan los mutantes
rpl19b432 (Hm573) y rpl19b439 (HmM661).
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Figura 37. Representacion semilogaritmica de las curvas de crecimiento de cepas isogénicas Arpl19a

Arpl19b cuyos alelos episémicos tienen codones sin sentido prematuros [rpl19b4CT, CEN6 URA3].

Los cultivos se incubaron a 28°C en SD* 0 en YEPD y se tomaron medidas de DOgg, cada ~2 horas. Para

valorar el crecimiento a 18°C, se emplearon cultivos crecidos previamente a 28°C hasta fase exponencial

y se inocularon células de los mismos a DOgyy = 0,2 en medio fresco y se incubaron a 18°C durante 20
horas, recogiendo muestras cada ~2 horas. Cepas (¢) RPL19B; ( w) RPL19B,; ( A) rpl196422; ( X))
rpll9b427; (+) rpl196432; (o) rpl196439.
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CEPAS Tg SD* Tg YEPD
Arpl19a Arpll9b

[rpl19b*,; CEN6 URA3] 28°C 18°C 28°C 18°C
RPL19B 2h 30° 5h 50° 2h 25’ 4h 357
RPL19B,; 2h 25 5h 50 2h 15 4h 25

422 3h 10 8h 10 2h 40 5h 10

427 3h 40 10h 40 3h 20 6h 10

432 3h 10 8h 10 2h 45 5h 25

439 3h 15 8h 30 2h 45 5h 30

Tabla 7. Tiempos de generacion de cepas isogénicas Arpl19a Arpl19b [rpl19b*,; CEN6 URAZ3]. El
tiempo de generacion (Tg) se estimé durante la fase exponencial temprana, en todos los casos, como la
pendiente de las rectas correspondientes cuando el crecimiento se represent6 en funcién del tiempo y del

logaritmo del nimero de células.

1.2. Fenotipo celular

Se recogieron células de mutantes rpl19bACT (422, 427, 432, 439) y de la cepa WT
RPL19B a partir de cultivos en medio rico incubados a varias temperaturas y se observaron al
microscopio de contraste de fases. En los mutantes aparecen, tanto a 28°C como a 18°C, grupos
de tres células en el 15-20% del total de las observadas, frente a un 5% en las células de la cepa
WT. En estos grupos parece que una segunda yema emerge de la célula madre antes de

separarse de la primera (Figura 38).

Cepas Arpi19a Arpl19b [RPL19B,, CEN6 URA3]

Alelos rpl19bACT:
RPL19B

WT A22 A27 A32 A39
o : (3 & (‘f
; JI
# : . Fr K
'—'

5um

Figura 38. Observacion de células de cepas isogénicas Arpl19a Arpl19b que expresan diferentes
alelos rpl19bACT (CEN6 URA3). Se muestran imagenes de DIC (contraste de interferencia diferencial)

correspondientes a células crecidas en YEPD a 28°C o a 18°C durante 24h.
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2. FENOTIPO DE MUTANTES pGAL::rpl19b*,;

Los mutantes Arpli9a Arpl19b [rpl19bACT CEN6 URAZ3] tienen fenotipo slg. Sin
embargo, la expresion de uno solo de los genes pardlogos en un mutante de doble deleccién y en
plasmidos de bajo nimero de copias podria causar cierta pseudo-haploinsufciencia de proteina
L19e* y contribuir a dicho fenotipo. Para soslayar este problema potencial y determinar si las
mutaciones son las Unicas responsables del fenotipo slg de cada mutante, se obtuvieron
versiones con un promotor fuerte GAL1-GAL10 de S. cerevisiae (Johnston and Davis, 1984).
Las ORF de los alelos rpl19b422, rpl19b427, rpl19b432 y rpl19bA439 se amplificaron por PCR
con una ADN-polimerasa de alta fidelidad, usando como cebadores los oligonucleétidos
01432-BamHI y 01397-Pstl (Tabla Il1 de los Anexos). Las secuencias amplificadas (850 bp)
se clonaron en los vectores TKB884 [pGAL::RPL19B,, CEN4 LEU2] y TK891
[PGAL::RPL19B,, CEN4 URA3], de modo que los alelos resultantes tienen las mismas
secuencias en 3° (280 bp) que flanquean a la ORF silvestre de RPL19B (Figura 39). Se
obtuvieron asi 4 plasmidos [pGAL::rpl19bACT, CEN4 LEU2] y [pGAL::rpll19bACT CEN4
URA3] (Tabla 8) (Materiales y Métodos).

VECTOR TK884 ALELO VECTOR TK891 ALELO
pAJ32 RPL19B,; pAJ37 RPL19B;
pAJ33 rpl19b439 pAJ38 rpl19b439
pAJ34 rpl19b432 pAJ39 rpl19b432
pAJ35 rpl19b427 pAJ40 rpl19b427
pAJ36 rpl19bA22 pAJal rpl19b422

Tabla 8. Plasmidos portadores de los alelos mutantes de expresion condicional pGAL::rplI19bACT .
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01432-BamHI-ATG-Ex2

TK884
7608 bp

Figura 39. Obtencidn de versiones de plasmidos con alelos mutantes pGAL::rpl19bACT. Esquema de
la amplificacién de las ORF de los alelos mutantes y oligonucledtidos empleados como cebadores; mapas
simplificados de los vectores TK891 y TK894 indicando las secuencias 0 genes de interés; plasmidos que
contienen alelos mutantes pGAL: pAJ38 (rpl19b439), pAJ39 (rpl19b432), pAJ40 (rpl19b427) y pAJ4l
(rpl19b422) ([pGAL::rpl19bACT, URA3)); y pAJ33 (1pl19b439), pAI34 (rpl19bA32), pAJ35
(rpl19b427) y pAJ36 (rpl19b422) ([pGAL::rpl19bACT, LEU2]).
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Para analizar el fenotipo de crecimiento que confieren alelos mutantes pGAL::rpl19bACT
se transformd la cepa HmM566 (Arpl19a Arpll9b leu2A [RPL19B, CEN6 URA3]) con los
plasmidos mutantes [pGAL::rpl1964CT, LEU2] y la cepa HmM567 (Arpl19a Arpl19b ura3A
[RPL19B, CEN6 LEU2]) con plasmidos [pGAL::rpl19bACT, URA3]. En el primer caso se
seleccionaron positivamente auxétrofos de uracilo en medio 5-FOA y en el segundo auxétrofos
de leucina que se verificaron adecuadamente. Todos los mutantes sobreviven a expensas de un

Gnico alelo mutante pGAL::rpl19bACT episémico y sélo crecen en medio con galactosa SG*.

El fenotipo de crecimiento de transformantes pGAL.::rpl19bACT se analiz6 en relacion al
de las respectivas cepas silvestres pGAL::RPL19B,; comparando el tamafio de las colonias que
desarrollan en placas incubadas a 18°C, 28°C o 37°C. En la Figura 40 A se aprecia que la
sobreexpresién de alelos mutantes también confiere a las cepas Arpl19a Arpl19b fenotipos slg.
Todas las cepas Arpl19a Arpll9b [pGAL::rpl19bACT] se cultivaron en medio liquido SG* a
varias temperaturas, se siguié su crecimiento y se calcularon los tiempos de generacion (Tg)
(Figura 41y Tabla 9). Los mutantes rpl19bA27 y rpl19bA39 son los que tienen mayor defecto.
Estos resultados indican que el fenotipo slg se deberia exclusivamente a las mutaciones y no
a una potencial pseudo-haploinsuficiencia cuando se expresan alelos rpll19bACT en cepas
Arpll9a Arpll19b. Para corroborar esta conclusién, se compararon los fenotipos slg de los dos
tipos de mutantes en medio con galactosa, en el que ambos tipos de cepas son capaces de crecer.
Como se muestra en la Figura 40 B, el slg que confiere cada mutacion rp/19bACT ni se
acentla ni se alivia al expresar alelos fusionados al promotor fuerte pGAL, excepto en el
mutante pGAL::rpl19bA439, cuyo fenotipo slg es mas exacerbado que cuando se expresa desde

el promotor natural, y en el mutante pGAL::rpl19bA27, que €S Menos Severo.
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M pGAL:rpl19bACT
Alelos:

B rpl19bACT

Figura 40. Crecimiento en placa de mutantes pGAL::rpl19bACT (Arpl19a Arpl19b). Colonias en
placas de SG* de las cepas que se indican se incubaron 3 dias a 28°C y 37°C, y 7 dias a 18°C.
A) Mutantes pGAL::rpl19bACT y B) Anélisis comparativo de mutantes pGAL::rpl19bACT y rpl19bACT.
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Figura 41. Crecimiento en medio liquido SG* de mutantes Arpl19a Arpl19b pGAL::rpl1964CT.
Células de cultivos en fase exponencial a 28°C se diluyeron a una DOgqy = 0,4 y se transfirieron a 18°C

9 horas.

CEPAS z'l.rpll9a Arpl19b Tq 28°C Tg 18°C
[PGAL::rpl19bACT]
WT 1h 50 5h 15
422 1h 50 5h 30
A27 2h 10 5h 50
432 1h 50 5h 30
439 2h 40 7h

Tabla 9. Tiempos de generacion de mutantes Arpl19a Arpl19b pGAL::rpl19bACT cultivados en

medio liquido SG* a 28°C y 18°C.
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3. CUANTIFICACION DE TRANSCRITOS rpl19b4CT

Se valor6 mediante analisis de northern la cantidad neta (steady state) de los ARNm
rpl19b4CT en el fondo genético habitual Arpl19a Arpl19b para determinar si las mutaciones
causan reducciones de los mismos. Para ello, se obtuvo ARN total de células rpl19bACT y
PGAL::rpl19bACT.

Ademas, se analizé también en estos ensayos la cantidad de los ARNm transcritos a partir
de alelos de fusion pS28::FLAG::rpll19bACT, que expresan desde el promotor fuerte de la
proteina ribosémica rpS28 (S28) proteinas L19e fusionadas a un epitopo FLAG en su extremo
N-terminal (FLAG::L19¢) (Materiales y Métodos). Estas construcciones se emplearon para
analizar mediante ensayos de western blot que efectivamente se sintetizan proteinas truncadas
L19ACT a partir de ARNm rpli9bACT con distintos PTCs (Figura 43). La estructura de los
alelos de fusion pS28::FLAG::rpl19bACT, y su clonacion en plasmidos CEN4 LEU2 se muestra
en el esquema de la Figura 91 (en Materiales y Métodos) y todos ellos se resumen en la Tabla
10. Con estos plasmidos se transformé la cepa HM670 (Arpll9a Arpl19b [pGAL::RPL19B,,
CEN4 URAZ3]) y se seleccionaron transformantes que con los alelos FLAG::rpl19b4CT que han
perdido el plasmido pGAL::RPL19B,; . El crecimiento de las cepas resultantes, capaces de
crecer en SD”, se analiz6 a 28°C y se comprobd asi que los fenotipos slg eran similares a los que
confieren los alelos con su promotor natural y sin FLAG. Un ejemplo de ellos se muestra en la

Figura 42.

CEPAS Arpli19a Arpl19b

A32

WT A32

WT A27

A27 Alelos:
a 'Pl19bACT
8 pS28::FLAG: mpI19bACT

Figura 42. Crecimiento en SD* de mutantes Arpl19a Arpl19b [pS28::FLAG::rpl19bACT] y Arpl19a
Arpl19b [rpl19b4CT].
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PLASMIDO ALELO PLASMIDO ALELO
pAJ46 RPL19B; pAJ56 RPL19B;
pAJ4aT rpl19b439 pAJ57 rpl19b439
pAJ48 rpl19b432 pAJ58 rpl19b432
pAJ49 rpl19b427 pAJ59 rpl19b427
pAJ50 rpl19b422 pPAJ60 rpl19b422

Tabla 10. Alelos de fusion pS28::FLAG::rpl19bACT y plasmidos en los que estan clonados.

Se purificaron ARNSs totales de todas las cepas anteriores a partir del mismo nimero de
células crecidas en SD* a 28°C y a 18°C hasta fase exponencial. Se analizaron 12 ug de ARN
total que se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1,2%, se transfirieron a
membranas de nylon y se hibridaron con una sonda molecular marcada radiactivamente que
detecta especificamente el ARNm de RPL19B y no el de RPL19A (oligonucleétido 1-ARNm-B,
Tabla IV de los Anexos). Como control de carga se us6 el ARN SCR1. La cuantificacion de las
sefiales de hibridacion revela que, a 28°C, la cantidad de los ARNm de los alelos mutantes
rpl19bA22 (TGA), rpl19bA27 (TGA), rpl19bA32 (TAA), rpl19bA39 (TAA), expresados desde
su promotor natural disminuye ligeramente respecto a la cantidad del ARNm RPL19B,; (WT) en
cepas isogénicas Arpll9a Arpll9b. Las cantidades de los ARNm de transcritos de fusion
pS28::FLAG::rpl19b4CT CEN4 son similares en mutantes y WT (Figura 43).

Por el contrario, en los mutantes pGAL::rpl19bACT se observa, tanto a 28°C como a 18°C,
que la cantidad de los ARNm de transcritos de rpl19bA22 (TGA), rpl19bA27 (TGA), rpl19bA32
(TAA), rpl19bA39 (TAA), disminuye significativamente respecto a las cantidades de transcrito
de RPL19B,; en la cepa WT. Ademas, la reduccién en la cantidad de los transcritos es
progresivamente mas acusada a medida que el PTC estd mas alejado del extremo 3"terminal
correspondiente (570 nt) idéntico en cada uno de ellos (Figura 43) (Ver pagina 170 de la
Discusién). Sin embargo, hay que tener en cuenta que la cantidad del transcrito de fusion
pGAL::RPL19B,; es ~5 wveces mayor que la del transcrito natural del gen RPL19B
(Figura 26 A).
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Figura 43. Anélisis de las cantidades de ARNm transcritos a partir de diferentes alelos rpl1954CT.
A) Representacion esquemaética de la estructura de los ARNm que se transcribirdn a partir de los
diferentes alelos mutantes rpl1954CT, bien con su promotor natural (en gris), con el promotor S28
seguido del epitopo FLAG (en azul), o con el promotor inducible por galactosa pGAL (en verde). Las
secuencias en 3'no codificantes son idénticas en tamafio y secuencia en todos los alelos construidos. Con
puntos rojos se indican los codones de terminacion en el ARNm de cada alelo mutante rpl19bACT y la
posicién relativa de cada uno en relacién a la posicion +1 del AUG en los alelos sin intrén en todos los
casos. B) y C) Andlisis de northern y determinacion de las cantidades netas de ARNm de cada alelo
mutante 7pl19bACT, valoradas usando como sonda un oligonucledtido de 32 nt marcado radiactivamente
que hibrida especificamente con el ARNm de RPL19B. Se indican las cantidades relativas de cada ARNm
expresadas en porcentajes respecto al 100% atribuido a la cantidad de la cepa WT RPL19B,,. Los valores
se normalizaron respecto a la cantidad del transcrito de la Pollll SCR1. B) ARNs de células crecidas a
28°C. C) ARNSs de células crecidas a 18°C.
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Para comprobar si los PTC presentes en la secuencia de los ARNm de los diferentes alelos
mutantes rpl19bACT determinan, efectivamente, la sintesis de proteinas L19eACT de menor
tamafio que L19e y si se producen en cantidades similares, se hicieron andlisis de western blot.
Para ello, se obtuvieron extractos de proteinas de cultivos de células crecidas hasta fase
exponencial a 28°C y a 18°C en medio SD* o YEPD. Se utilizaron anticuerpos monoclonales
comerciales a-FLAG para detectar la proteina FLAG-L19e, y a-tubulina (TUB1), como control
de carga de referencia.

Los resultados de la Figura 44 demuestran que se sintetizan proteinas estables L19eACT y
que son progresivamente de menor tamafio que L19e (189 aminoacidos), L19A22 (167 ad),
L19A27 (162 ad), L19A32 (157 ad) y L19A39 (150 aa).

A
) R C) SD*, 28°C
YA i $28::FLAG::L19B
L19A22 ] ] =
! =W WT A22 A27 A32 A39 C+-Flag
T S i 111 L19. s
— - = e -
L19A32 _% 11:'1¥Q “l%
Lioass 4 ==t R e e —
B) YEPD, 28°C SD*,18°C
S28::FLAG::L19B S28::FLAG::L19B
Flag WT A22 A32 A39 WT A22 A27 A32 A39 C+-Flag
R
. w Lie [ b e o
TUBI1 -I “ - “ -‘ TUBL [ == - o ~ e = cupamsa—

Figura 44. Deteccion de las proteinas L19eACT que sintetizan los mutantes rpll9bACT.
A) Representacion esquematica de la estructura secundaria de las proteinas WT L19e (en azul) y
L19eACT truncadas (en morado). La posicion de la truncacion en las proteinas L19¢ACT se indica con
una estrella amarilla. B) y C) Analisis de la cantidad de proteinas marcadas FLAG::L19eACT en los
correspondientes mutantes mediante western blot. Las proteinas se separaron mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida al 15%. B) Extractos de células cultivadas en YEPD a 28°C y C) en SD* a 28°Cy
a 18°C. De cada muestra se cargaron dos volimenes (2,5 y 5 ul) de extractos de proteina total obtenidos

del mismo nimero de células de todas las cepas.
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4. RESPUESTA A ESTRES DE MUTANTES rpl19b4CT
Se analiz6 la respuesta fisiologica de los mutantes rpll19bACT a diferentes tipos de estrés
abidtico, para lo que se utilizaron los siguientes agentes estresantes:

e NaCl: produce estrés osmotico e inhibe la biosintesis de la pared celular. Ademas, en
S. cerevisiae se ha descrito que este tipo de estrés produce una disminucién de los niveles de los

pre-ARNm de las proteinas ribosémicas (Garre et al., 2013).
o Sorbitol: es un estabilizador osmdtico que mantiene la integridad de la pared celular.

e H,O,: produce estrés oxidativo, aumentando la cantidad de radicales libres de oxigeno

en la célula que podrian afectar a diferentes procesos.

e Tampdn fosfato para pH alcalino: el pH del medio en el que se encuentran las

levaduras influye directamente tanto en su crecimiento, como en su fisiologia y diferenciacion.
En S. cerevisiae, en respuesta a pH alcalino, se activa la ruta de integridad celular (ruta PKC),

aumentando la expresion de genes relacionados con la pared (Serrano et al., 2006).

e Tunicamicina: produce estrés del reticulo endoplasmatico inducido por una respuesta

a proteinas mal plegadas (Chan and Egan, 2005).
e DTT: causa estrés del reticulo al reducir los puentes disulfuro de las proteinas.

e SDS: produce desnaturalizacion de proteinas, pudiendo producir estrés de reticulo y

afectando a la pared celular.

e Cafeina: no se conoce bien su mecanismo de accion, pero se ha descrito que interfiere
con quinasas de pared (sobre todo con la PKC), afectando por ello a la estructura de la pared

celular (Martin et al., 2000). Inhibe ademas la sintesis de aminoacidos (Parenteau et al., 2008).

e Calcofluor: provoca estrés en la pared celular, inhibiendo su biosintesis.

Para evaluar la resistencia o sensibilidad de los mutantes »p/19bACT frente a cada tipo de
estrés, se suplementaron placas de YEPD (o de SD en el caso del tampén fosfato) con diferentes
concentraciones de cada uno de los compuestos estresantes indicados. Se realizaron ensayos de

goteo en placas que se incubaron de 3 a 5 dias (en funcion de cada suplemento) a 28°C.

Como se observa en la Figura 45, los mutantes »pl19bACT presentan cierta sensibilidad al
estrés osmotico relacionado con la pared celular (NaCl 0,7M, sorbitol 0,6M y calcofltor 0,01M)
y al estrés oxidativo (H,O, 0,5mM). Tanto los mutantes como la cepa WT son sensibles a SDS
al 0,02%.
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Se ha descrito que, durante el estrés osmatico, aumenta la degradacion de los ARNm de las
RP (Garre et al., 2013). Puede que los ARNm rpl19bACT sean aun mas inestables en presencia
de sales como el NaCl que el ARNm RPL19B,; de la cepa WT. En cualquier caso, estos
resultados indicarian que una parte del dominio C-terminal de L19 es necesario para la

respuesta fisioldgica al estrés salino y oxidativo en S. cerevisiae.

Arpl19a Arpl19b [rpl19bACT, CEN6 URA3]
YEPD, 28°C SD, 28°C NaCl 0,7 m* H,0,0,6 mM*
- T .
105 104 10 102 10 105 104 103 102 10 10° 10* 10° 107 10 105 10¢ 103 102 10
RPL19B,,
[ wr
A22
A27
mI19bACT A
A32
A39
WT
Sorbitol 0,6 M * i DTT 0,5 mM SDS 0,02%"
i 0,05 pg/mi ’ ’
105 104 10° 102 10 10% 10* 10° 102 10 105 104 103 102 10 105 104 10° 102 10
RPL19B,
[ wT
A22
mI19bACT A 427
A32
A39
WT
Calcofitior 0,02 M" Cafeina 0,1 mM pPH=738
T T— m——— .
105 104 10% 102 10 105 104 10° 102 10 102 0¥ 0% 102 10
RPL19B,,
WT
A22
rpl19bACT Azl
A32
A39
WT

Figura 45. Respuesta fisioldgica de mutantes Arpl19a Arpl19b [rpl19b4ACT, CEN6 URA3] frente a
diferentes tipos de estrés. Células de cepas mutantes se cultivaron en YEPD hasta fase exponencial, se
diluyeron hasta una DOgy de 0,02 y se hicieron diluciones seriadas en placas de YEPD o SD*
suplementadas con distintas concentraciones de agentes estresantes: NaCl (0,7 M), H,O, (0,5 mM),
sorbitol (0,6 M), tunicamicina (0,05 pg/ml), DTT (0,5 mM), SDS (0,02%), calcofltor (0,02 M), cafeina
(0,2 mM) y tampon fosfato (hasta pH = 7,8). Las placas se incubaron a 28°C de 3 a 5 dias. Con un

asterisco rojo se indican los compuestos a los que son sensibles las cepas mutantes.
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5. FENOTIPO DE MUTANTES PSEUDO-HAPLOINSUFICIENTES
DE L19e

En cepas de levadura haploides con delecion de uno de los dos genes paralogos, Arpl19a o
Arpl19b, la cantidad de proteina L19e producida por la expresién de uno solo de los genes
puede causar distinto grado de pseudo-haploinsuficiencia. En este trabajo, se han investigado
algunos fenotipos debidos a la delecidn alternativa de uno de los dos genes paralogos, RPL19A

0 de RPL19B, en cepas de S. cerevisiae.

5.1. Fenotipo de crecimiento

Disponiamos de cepas haploides de S. cerevisiae de la coleccion de cepas generadas en el

proyecto Euroscarf (http://web.uni-frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/yeast.ntml): BY4741 es la

cepa tipo silvestre haploide, y las cepas isogénicas de delecion, Y07156 (4rpl19a) y Y03053
(4rpl19b). Como se observa en la Figura 46, la falta de L19A causa una reduccion del
crecimiento de las colonias méas acusado que la falta de L19B. Este dato concuerda con los datos
de la literatura que indican que, aunque el ARNm de RPL19B se transcribe hasta 2,3 veces méas
en relacion a la cantidad de ARNm de RPL19A (Ghaemmaghami et al., 2003), la vida media de
L19A es mucho mas larga (985 min) que la de L19B (48 min) (Belle et al., 2006).

El fenotipo slg que causa cada una de las deleciones en medio solido se observa en
cualquiera de los medios y temperaturas empleadas, pero es mas exacerbado a 18°C. Estas
mismas diferencias de crecimiento se observan a 37°C, aunque el slg es menos acusado en
relacion a la cepa isogénica WT que a 28°C y a 18°C. Estas cepas se crecieron ademas en
medios liquidos SD* e YEPD a varias temperaturas y se calcularon sus tiempos de generacion
(Tg) (Figura 47 y Tabla 11). Tanto en medio liquido como en medio sélido, la falta del gen
pardlogo RPL19A reduce més el crecimiento de las cepas haploides que la falta del pardlogo

RPL19B. Este resultado concuerda con los datos bibliogréficos indicados arriba.
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A)

Y07156
(Arpl19a)
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(Arpl19b)
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Figura 46. Fenotipo slg de mutantes de delecién Arpl19a y Arpl19b en el fondo genético BY4741.
A) Se hicieron estrias en SD* y en YEPD, que se incubaron a 28°C o 37°C durante 2-3 dias, y a 18°C
durante 5 dias. B) Cultivos en fase exponencial se diluyeron hasta una DOgyy = 0,02 y se hicieron
diluciones seriadas de células con las que se sembraron gotas de 3 pl (con 1x10° - 10 células/gota) en
placas de SD* e YEPD, que se incubaron a 28°C y 37 °C durante 2 dias, 0 a 18°C durante 4 dias.
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Figura 47. Curvas de crecimiento de las cepas isogénicas de S. cerevisiae BY4741 con la delecion de
uno de los genes paralogos RPL19A o RPL19B. Se incubaron cultivos a 28°C en SD* y en YEPD vy se
tomaron medidas de la DOgyo cada ~2 horas. Cultivos a 28°C en fase exponencial se diluyeron a una

DOggo = 0,2 y se transfirieron a 18°C durante 9 horas.

CEPA SD 28°C YEPD 28°C YEPD 18°C
BY4741 WT 2h 40min 1h 55min 4h Omin
Y07156 (4rpll19a) 3h 30min 2h 30min 5h 50min
Y03053 (4rpl19b) 2h 55min 2h 10min 4h 20min

Tabla 11. Tiempos de generacién de cepas isogénicas WT, Arpl19ay Arpl19b.
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5.2. Fenotipo celular

Para analizar si la falta de alguno de los dos genes paralogos RPL19A o RPL19B produce
cambios en el fenotipo celular, se hicieron observaciones con un microscopio de contraste de
fases de células de cepas 4rpl19a'y Arpl19b creciendo activamente en YEPD a 28°C. En la cepa
WT, un 85% de las células se estan dividiendo activamente y gemando a las 24 horas; el 15%
restante, o bien tienen més de una yema, o bien las células forman grupos de 3-4 células. En las
cepas de delecion, el ~36% de las células aparecen formando esos grupos de 3 0 mas células
vegetativas, lo que sugiere que dos células hijas no han conseguido separarse de la célula madre
haploide y pudiera estar retrasada la citocinesis en los mutantes (Figura 48 A).

Se ha descrito que deleciones de uno de los dos genes que codifican para una misma
proteina en cepas diploides, asi como la pseudo-haploinsuficiencia de RPGs en cepas haploides,
distorsionan el control normal de la seleccion del sitio de gemacion de las células (Ni y Snyder,
2001). Si en un 36% de los casos las células hijas no consiguen separarse de la célula madre en
las cepas de delecion sencilla, quiza podra deberse a que no se produce eficazmente la
formacion del septo primario para la separacion de la yema. Para analizar si este era el caso, se
tifieron las células de los mutantes con calcoflior (Materiales y Métodos), que se une a la
quitina de la pared celular, pero mas especificamente a la quitina del septo de division. Cuando
una célula hija empieza a formarse, en la base de la yema se forma un anillo de quitina, un
polimero lineal de B 1-4 N-acetilglucosamina, que continda depositdndose hasta que la célula
hija alcanza el tamafio de la célula madre. Por otro lado, también se observan acumulaciones de
quitina en las cicatrices de gemacién, lugar por el que la célula madre se desprende de la hija,

gue se observan en la madre incluso después de que la hija se separe.

Se recogieron células de cultivos en YEPD en fase exponencial a 28°C de las cepas WT y
Arpl19b de Euroscarf, que se tifieron con calcofldor directamente. Como se puede observar
utilizando un microscopio de fluorescencia, en la Figura 48 B, el anillo de quitina no se forma
normalmente, sino que sufre un engrosamiento que podria estar perjudicando o enlenteciendo la
separacion de la yema en un porcentaje de las células mutantes. Ademas, se hizo un ensayo de
tincién con calcoflor “in vivo”, que permite tefiir mas especificamente el septo primario
durante su formacion activa por la enzima quitin-sintasa Ill. Como se muestra en la
Figura 48 C, existe una mayor acumulacién de quitina en el septo de division en los mutantes
en relacién a la cepa WT, siendo méas exacerbada en las células que aparecen agrupadas.
Ademas, se tifieron los ndcleos con DAPI (4',6-diamino-2-fenilindol), un compuesto que se une
especificamente a zonas ricas en Ay T del ADN. Se observo que, en los casos de agrupamiento
de 3 0 més células, tanto las células hijas como las células madre poseen nucleo, por lo que la

segregacion nuclear seria correcta en los mutantes (Figura 48 D).
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Para analizar la formacion de microtibulos, compuestos por fibras de oy B tubulina, en las
células agrupadas, se hizo un ensayo de inmunofluorescencia utilizando anticuerpos anti-a-
tubulina y un anticuerpo secundario conjugado con el fluor6foro CY3, que emite sefial de
fluorescencia roja, por lo que es posible observar las fibras de tubulina con un filtro de
RODAMINA en el microscopio de fluorescencia. Ademas, se tifiieron las células con DAPI
para observar los nicleos. Se observa cdmo en la cepa mutante de delecion 4»pl19b, en lugar de
existir un solo haz de fibras de tubulina, como en una cepa WT (Machin et al., 1995; Straight et
al., 1997), surgen incluso 2-3 ramificaciones (Figura 48 E), posiblemente debido a que las
proteinas que intervienen en la polimerizacién o despolimerizacion de los microtubulos en estos
mutantes no se hayan sintetizado correctamente, dando por tanto defectos en la formacion del
huso mitético y en la formacion y orientacion de los microtubulos en estas células (Machin et
al., 1995).
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Figura 48. Fenotipo celular de mutantes de delecion Arpl19a o Arpl19b. Fotografias del microscopio
de contraste de fases y del de fluorescencia de células WT, Arpll9a o Arpl19b (de Euroscarf).
A) Células cultivadas en YEPD a 28°C durante 24h en el microscopio de contraste de fases. En los
mutantes son mas frecuentes las agrupaciones de 3 células, que se marcan en la figura con una flecha
amarilla. B) C) y D) Tinciones con calcofldor de células crecidas durante 24h a 28°C en YEPD. Se
muestran a la izquierda de cada figura imagenes de DIC (contraste de interferencia diferencial) y a la
derecha imagenes con el filtro de DAPI; se indican los tabiques de quitina fluorescentes marcados con
flechas amarillas, y los engrosamientos de los mismos en el caso de los mutantes. B) Tincién con
calcofltor de las células directamente. C) Tincion con calcoflior de células creciendo activamente.
D) Tincidn con calcoflior y DAPI. E) Ensayo de inmunofluorescencia para fibras de a y B tubulina; se

indican con flechas amarillas las ramificaciones de las fibras de tubulina en el mutante Arpl19b.
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5.3.Cantidad de transcritos RPL19A y RPL19B

Se analizd la cantidad neta de los ARNm que codifican las proteinas L19A y L19B en
cepas isogénicas WT, Arpl19a o Arpl19b de S. cerevisiae mediante ensayos de northern blot de
ARNSs totales del mismo niimero de células de cada cepa, cultivadas en SD* a 28°C hasta fase
exponencial. Para las hibridaciones se usaron como sondas moleculares dos oligonucle6tidos
marcados radiactivamente, 1-ARNm-A y 1-ARNm-B, que son complementarios e hibridan
diferencialmente con los ARNm de los genes RPL19A y RPL19B, respectivamente (Tabla 1V
de los Anexos). En el mutante Arpl19a la cantidad del ARNm RPL19B es algo mayor que en la
cepa WT (RPL19A RPL19B), y en ella se detecta menor cantidad del ARNm RPL19A que en el
mutante Arpl19b (Figura 49).
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Figura 49. Analisis de la cantidad neta de los ARNm de RPL19A y RPL19B. Analisis de northern blot
de 12 pg de ARN total con oligonucleétidos que detectan el ARNm RPL19A o el ARNm RPL19B. Se
indican las cantidades de cada ARNm normalizadas en relacion al ARN SCR1, y se expresan en
porcentajes respecto al 100% de RPL19B o de RPL19A en la cepa WT.

Para comprobar que el fenotipo slg de las deleciones sencillas Arpl19a o Arpl19b se debia
a la delecion y no a alguna mutacion espontanea adicional en otro gen, se transformaron las
cepas mutantes con cada alelo silvestre clonados en los plasmidos centroméricos pAJ8
(RPL19A) o pAJ2 (RPL19B). Se analiz6 el tamafio de las colonias de los distintos
transformantes en placas de SD* incubadas durante 2 dias a 28°C. En todos los casos, el

fenotipo de crecimiento es similar al de la cepa WT (Figura 50).
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Figura 50. Fenotipo de crecimiento de cepas Arpl19a o Arpl19b. Se hicieron estrias en placas de medio

selectivo SD*, que se incubaron durante 2 dias a 28°C.
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La biogénesis de ribosomas en S. cerevisiae es un proceso celular en el que tienen lugar el
procesamiento del pre-ARNr y el ensamblaje de las proteinas ribosomicas de forma
concomitante. Este proceso estd facilitado por més de 250 factores que se incorporan
transitoriamente a los pre-ribosomas y tienen actividades enziméticas diversas. A partir de un
transcrito primario, que es el precursor 35S, se producen una serie de cortes exo y
endonucleoliticos para formarse los diversos intermediarios de las dos subunidades maduras, los
de la subunidad 40S, que contiene 33 proteinas RPS y el ARNr 18S, y los de la subunidad 60S,
que contiene 46 proteinas RPL y los ARNr 25S, 5,8S y 5S.

La incorporacion de L19e en particulas precursoras de la subunidad 60S se ha investigado
en anélisis sistematicos recientes en S. cerevisiae. Para ello, se expresd episomicamente en
células haploides Arpl19a Arpl19b un alelo condicional pGAL::RPL19B,, con promotor
inducible, para reducir paulatinamente la sintesis de L19B tras transferir las células a medio con
glucosa. De esta forma, se ha investigado como afecta la ausencia de L19e al procesamiento de
varios precursores de los ARNr (Poll et al., 2009). También se ha determinado que se trata de
una proteina de ensamblaje temprano-medio en pre-ribosomas 66S (Ohmayer et al., 2013;
Gamalinda et al., 2014). Los efectos que provoca la incorporacion de versiones mutantes de
L19e en la biogénesis de ribosomas y en la traduccion formando parte del ribosoma maduro se
puede investigar usando mutantes de pérdida parcial de funcién pLOF, como se ha indicado
anteriormente, que no se han aislado previamente. Las mutaciones rpl19b obtenidas en este
trabajo afectan a la secuencia primaria de aminoacidos de L19e y pueden alterar interacciones
directas o indirectas de la proteina con factores de ensamblaje, con otros componentes de la

subunidad 60S o del ribosoma, alterando la biogénesis de ribosomas y/o su funcionalidad.

1. PROCESAMIENTO DE LOS PRECURSORES DE LOS ARN
RIBOSOMICOS EN MUTANTES rpl19

Para investigar el fenotipo que confieren las mutaciones rpl19b en el procesamiento de
precursores de los ARN ribosémicos, se cuantificaron mediante northern blot las cantidades
netas (steady-state) de distintas moléculas precursoras y maduras en muestras de ARN total
obtenidas de células crecidas en diferentes medios y temperaturas. La cantidad de los ARNr
maduros 25S y 18S se estimd también con un bioanalizador. Las subunidades 60S y 40S se
cuantificaron separando todas las subunidades (unidas o no a polisomas) en gradientes de

sacarosa y se investigd la presencia de L19e WT en distintos tipos de pre-ribosomas 60S.
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Figura 51. Esquema de la ruta de procesamiento de los ARN ribosémicos en Saccharomyces
cerevisiae. Se muestra el locus que codifica el precursor del pre-ARNr 35S y del 5S, y la ubicacién de los
sitios de procesamiento de los transcritos. El pre-ARNr 35S codifica los ARNr maduros 18S, 5,8S y 25S,
que estan flanqueados por los espaciadores externos 5" y 3" (5"-ETS y 3"-ETS) y separados por los
espaciadores internos 1y 2 (ITS1 e ITS2). El pre-ARNr 35S transcrito por la ARN-Pol | se va procesando
por cortes exo y endonucleoliticos post-transcripcionales (que se marcan con lineas discontinuas). La
escision del corte en el sitio A, separa los precursores de las subunidades 40S y 60S. Alternativamente, el
precursor 35S puede procesarse co-transcripcionalmente en los sitios Aq, A1 Y A, en el procesoma del pre-
ribosoma 43S. En esta subunidad, el precursor 20S se exporta hasta el citoplasma, donde completa su
maduracion dando lugar al ARNr 18S maduro. Por otro lado, en el pre-ribosoma 66S, el precursor 27SA,
puede seguir dos rutas alternativas, donde un 85% se escinde en el sitio Az en el ITS2, y el 15% restante
se procesa en el sitio By . Por ambas vias los precursores se van procesando y salen al citoplasma, dando
lugar finalmente a los ARNr maduros 5,8S y 25S. El pre-ARNTr 58S es transcrito por la ARN-Pol 11, y por

procesamiento exonucleolitico produce el ARNr maduro 5S (Modificado de Granneman et al., 2011).
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Los ensayos de northern blot de ARN total se realizaron usando como sondas moleculares
oligonucleétidos marcados radiactivamente en su extremo 5  que hibridan, especifica y
diferencialmente, con distintos precursores o con los ARNr maduros (Figura 52 y Tabla 1V de

los Anexos).
35S pre-ARNr
57 ETS ITS1 ITS2 3" ETS
Ag A D A,A; ECC, B, B,
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Figura 52. Esquema del precursor 35S de los ARNr de S. cerevisiae en el que se representan con
pequefios cuadrados negros los oligonucleétidos usados como sondas moleculares alineados con las
secuencias de ARNr complementarias a la secuencia de cada oligonucleétido, numerados del 1 al 9.
En verde se representa la secuencia del ARNr 18S, en naranja la secuencia del ARNr 5,8S y en azul el
ARNr 25S.

1.1. Mutantes rpl19bACT

Se analizaron por northern blot muestras de ~10ug de ARN total de cepas isogénicas
Arpl19a Arpl19b [rpl19bACT, CEN6 URA3] cultivadas en YEPD a 28°C hasta fase exponencial,
y después de transferirlas 5h a 18°C (Materiales y Métodos). La carga se normaliz6 en relacion
a la sefial de hibridacion del ARN SCRL1.

En la Figura 54 se muestran los resultados de uno de los analisis de northern de los
mutantes rpl19bACT. A 28°C, la cantidad de los ARNr maduros 25S y 18S no disminuye
respecto a la cepa silvestre isogénica Hm568, que porta un alelo de RPL19B sin intron,
RPL19B,;, excepto en el mutante rpl19bA27, en el que el ARNr 25S disminuye ~10%. A 18°C,
las cantidades de 25S y 18S se reducen ~10-20% en los mutantes rpl19bACT, siendo mas
acusada en rpl19bA27 (20%), lo que concuerda con un fenotipo slg mas acentuado de este
mutante (Figura 35). Sin embargo, el cociente 25S/18S no varia significativamente en ninguno
de los mutantes rpl19b ACT respecto al de la cepa WT, lo que sugiere que no debe existir un
desequilibrio significativo entre las cantidades finales de subunidades 60 y 40S maduras
(Figura 54y Tablas 12 y 13).

Para analizar las demas especies moleculares precursoras de los ARNr maduros, se uso el

oligonucleétido 4 —complementario a una secuencia de ARN localizada entre los sitios de
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procesamiento A,-As — que permite detectar los precursores canénicos que son mas abundantes
en S. cerevisiae: 35S, 33S5/32S y 27SA,, que se procesan para dar lugar a los transcritos
maduros 25S y 5,8S de la subunidad 60S. Se detecta una notable acumulacion de ~1,6-4,8 veces
del transcrito primario 35S en los mutantes rpl19bACT, méas acentuado en rpl19bA32 a 28°C y
en rpll9bA27 a 18°C (Figura 54 y Tabla 12). Estos datos sugieren que el corte
endonucleolitico temprano que ocurre en A en el 5°-ETS del precursor 35S estaria impedido o
retrasado en los mutantes rpl19bACT. Se observa también una ligera acumulaciéon de los
precursores 33S y 32S que sugiere que también el procesamiento en A, esta alterado en los
mutantes (Tabla 12). Estos datos indican que los cortes tempranos en Ag-A;-A, del precursor
35S estan alterados en los mutante rpl19bACT, como se deduce de la ruta de procesamiento en

S. cerevisiae.

La acumulacion de 27SA; que se observa en los mutantes rpl19b ACT a 28°C indica un
defecto en el procesamiento en Az; Sin embargo, no se observa a 18°C, lo que sugiere que el
procesamiento en A, del 35S estaria mas afectado a esta temperatura. También se observa una
acumulacién de todos los precursores 27SA,, 27SA; y 27SB a 28°C, que se detectan en la
hibridacion con el oligonucledtido 6, cuya secuencia es complementaria a secuencias en E-C,
(Figura 52). Esta acumulacién sugiere defectos en el procesamiento en C, en los mutantes
rpl19bACT a 28°C. Ademas, la cantidad de estos precursores 27S en todos los mutantes es
mayor que la del precursor 27SA, a las dos temperaturas (Figura 54 y Tabla 12). Por
consiguiente, el cociente 27SA,/27SB disminuye un 10-30 % en los mutantes rpl19b ACT
(Tabla 13), lo que indica que esta gravemente impedido el procesamiento endonucleolitico en

C,, en el que participan hasta 14 factores de ensamblaje.

La hibridacion con el oligonucleétido 6 también permite detectar una ligera acumulacién en
los mutantes rpl19bACT del precursor 7S de los ARNr 5,8S (Figura 54 y Tabla 12). A 28°C el
cociente 27S/7S es mayor en los mutantes rpl19bACT que en el WT, lo que concuerda con un
defecto en el procesamiento en C,; sin embargo, a 18°C el cociente es menor, debido a que el
procesamiento temprano de 27SA, y de todos los 27S ocurriria mas lentamente a bajas

temperaturas (Tabla 13).

La hibridacion con el oligonucledtido 4 permite detectar en los mutantes rpl19bACT una
especie molecular adicional que se acumula a 18°C (Figura 54). Dicha especie molecular no se
detecta con el oligonucleétido 8 complementario a secuencias de Ao y A;, con la que si se
detectan los pre-ARNr 23S y 24S, pero no 22S y 22,5S (Figura 54). Estos resultados indican
que puede tratarse de la especie molecular 21S, que se extenderia desde A; hasta As, y contiene
el ARNr 18S (Figura 53, precursores no canonicos o aberrantes descritos en S. cerevisiae). Se

ha descrito que la inhibicién del procesamiento endonucleolitico temprano del precursor
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primario 35S en A, y A; impide el procesamiento subsiguiente en A,, y conduce en
determinadas cepas 0 mutantes a que se produzca el procesamiento en Agen lugar de en A,
(Venema and Tollervey, 1999; Granneman and Baserga, 2004; Garcia-Gomez et al., 2011a). El
procesamiento en Az permite que se genere también el precursor 23S, que aparece en
determinados fondos genéticos de S. cerevisiae (Dunbar et al., 1997; Lee and Baserga, 1997,
Granneman and Baserga, 2004; Garcia-Gomez et al., 2011a). En los mutantes rpl19b4CT, el
precursor 21S que se acumula a 18°C se produciria por el procesamiento en A,y A; pero no en
A, y si en A; (Figura 53), y aparece tambien al reducir la dosis de las proteinas L3, SO, S2, S3,
S18, S19 y S20 (Venema and Tollervey, 1999; Ferreira-Cerca et al., 2005; Rosado et al.,
2007b).

En los tres mutantes rpl19bACT analizados (A22, A27 y A32) se observa una pequefia
acumulacién del precursor 24S en relacion al WT (Figura 54 y Tabla 12). Este precursor 24S
se ha detectado en otros mutantes de S. cerevisiae, como rrp2-2 (Lindahl et al., 1992), en
mutantes de la endonucleasa MRP (Lindahl et al., 2009), o en mutantes rrp5 (Venema and
Tollervey, 1996) o en el mutante de la proteina ribosémica rpl33a-G76R (Martin-Marcos et al.,
2007). El 24S se produciria por procesamiento del transcrito 35S en C, sin haber ocurrido

previamente los cortes endonucleoliticos tempranos en los sitios A, A1, As Y Az (Figura 53).

Ademas, se detecta una acumulacion del precursor 23S en los mutantes rpl19bACT, mayor
en el mutante rpl19bA27 a 18°C (Figura 54 y Tabla 12). El precursor 23S se genera por corte
endonucleolitico directo en Az cuando estan impedidos los cortes A,, A; Y A, (Figura 53)
llevado a cabo por la RNasa MRP, pero en la mayoria de los casos es degradado rapidamente
por el exosoma (Venema and Tollervey, 1999; Allmang et al., 2000), aunque también se ha
indicado que podria procesarse hasta dar lugar al ARNr maduro 18S (Granneman and Baserga,
2004).
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Figura 53. Especies moleculares no canénicas, minoritarias o aberrantes del procesamiento de
precursores de los ARNr en S. cerevisiae. Se indican las sondas moleculares con las que hibridan o no

cada uno de ellos.

La hibridacion con el oligonucleétido 3, complementario a una secuencia localizada entre
los sitios de procesamiento D-A,, permite detectar una notable acumulacién del precursor 20S
del ARNr 18S en todos los mutantes rpl19bACT, mayor a 18°C que a 28°C (Figura 54 y Tabla
12). El cociente 20S/18S es 1,2-1,8 veces mayor en los mutantes rpl19bACT que en el WT a
28°C, y 4-4,5 veces mayor a 18°C, lo que indica que el procesamiento en el sitio D también esta

alterado en estos mutantes (Figura 54).
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Figura 54. Defectos en el procesamiento y acumulacion de los ARNr de mutantes rpl19bACT. El
esquema de la ruta completa del procesamiento de los ARN ribosémicos en S. cerevisiae se muestra en la
Figura 14 (Introduccion y tarjeta que acomparfia a la Memoria). EI pre-ARNr contiene las secuencias de
los ARNr maduros (18S, 5,8S y 25S) separadas por dos secuencias espaciadoras internas (ITS1e ITS2) y
flanqueadas por dos secuencias espaciadoras externas (5’'ETS y 3'ETS). Los ARNr se representan como
barras coloreadas y las secuencias espaciadoras de los transcritos como lineas. Las sondas moleculares
empleadas en las hibridaciones (oligonucle6tidos 1-9) se indican con cuadrados negros alineados con las
secuencias complementarias con las que hibridan. Las cepas isogénicas Arpll9a Arpli9b, silvestre
Hm568 [RPL19B,;, CEN6 URA3] y las 3 mutantes, rpl19b ACT (Hm575: A22, Hm574: A27 y Hm573:
A32), se cultivaron en YEPD a 28°C hasta fase exponencial (DOggonm ~ 0,8), y los ensayos de northern
blot se realizaron como se ha descrito previamente en la pagina 61. En verde se representa la secuencia

del 18S, en naranja la secuencia del 5,8S y en azul la del 25S.
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Temperatura: 28°C 18°C
Alelos rpl19b: WT A22 A27 432 WT 422 427 432
Especie molecular de ARNT:
35S 100 235 305 480 100 160 320 245
335+32S 100 115 140 210 100 130 95 190
27SA, 100 150 130 155 100 40 65 60
27S 100 170 160 165 100 60 85 80
25S 100 115 90 105 100 95 85 105
<25S 100 160 120 150 100 90 130 120
24S 100 150 100 120 100 95 105 105
23S 100 170 150 160 100 110 190 130
21S 100 110 105 105 100 285 205 240
20S 100 210 145 200 100 365 320 360
18S 100 120 110 110 100 90 80 85
7S 100 110 120 120 100 120 130 115

Tabla 12. Cantidad neta de precursores y ARNr maduros en mutantes rpl19b4CT (Figura 54). Las
sefiales de hibridacion se cuantificaron con un Phosphorimager y se normalizaron respecto a la sefial de
hibridacién del ARN SCR1, un transcrito de la ARN-Polimerasa Il que se empled siempre y en adelante
como control de carga. Los valores de las cantidades de cada especie de ARNr se expresan en porcentajes

en relacion a los de la cepa WT (100%).
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Temperatura: 28°C 18°C
Alelos rpl19b: WT A22 A27 432 WT 422 A27 A32
Proporcidn entre especies
moleculares de ARNT:
35S /33+32S 1,0 2,0 2,2 2,3 1,0 1,2 34 1,3
35S/ 27SA,; 1,0 1,6 2,3 3,1 1,0 4,0 4,9 41
35S/27S 1,0 14 1,9 2,9 1,0 2,7 3,8 3,1
35S /20S 1,0 1,1 2,1 2,4 1,0 0,4 1,0 0,7
27SA, 1 27S 1,0 0,9 0,8 0,9 1,0 0,7 0,8 0,8
271S /7S 1,0 1,5 1,3 1,4 1,0 0,5 0,7 0,7
245 /23S 1,0 0,9 0,7 0,8 1,0 0,9 0,6 0,8
20S/ 18S 1,0 1,8 1,2 1,8 1,0 4,1 4,6 4.2
25S/18S 1,0 1,0 0,8 1,0 1,0 1,1 1,1 1,2

Tabla 13. Proporcion relativa entre distintas especies moleculares de ARNr en mutantes rpl19b4CT
(Figura 54). Los valores de los cocientes en los mutantes se expresan en relacion a los obtenidos para la
cepa WT [RPL19B,, CEN6 URAZ], a los que se les ha asignado el valor de 1,0 a cada temperatura.

Ademas, se analizaron por northern blot las cantidades de los precursores y de los ARNs de
pequefio tamafio5,8S y 5S usando muestras de ~5ug de los mismos ARN empleados en el
experimento anterior, que se separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida/urea
(Materiales y Métodos). La hibridacion se realizé secuencialmente con las oligonucle6tidos 5 y
6 (Figura 52) y una complementaria al 5S. Estos oligonucledtidos hibridan respectivamente con
los ARNr 5,8S_ y 5,8Ss, con el precursores 7S y con el ARNr 5S, transcrito por la ARN-
Polimerasa Il (Figura 55). En este caso, para normalizar la carga se uso la sefial de hibridacion
del ARN U4, componente del espliceosoma (Fournier and Maxwell, 1993), la maquinaria
molecular responsable del procesamiento y eliminacion de intrones de los ARN mensajeros.
Este ARN es codificado por el gen SNR14, y es transcrito por la ARN-Polimerasa Il en

levaduras.

En los mutantes »pll19bACT se observa a 28°C una ligera acumulacién del precursor 7S de
los ARNr 5,8S y cantidades similares a las de la cepa RPL19B,; de los ARNr maduros 5,8S
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(5,85, + 5,8Ss) y 5S. A 18°C, las cantidades de 7S no varian significativamente, pero los ARNr
maduros 5,8S y 5S disminuyen un 20-35% en los mutantes rpl19bACT (Figura 55 y Tabla 14).
Los cocientes entre las cantidades de 7S y las de los ARNr 5,8Ss + 5,8S, son por tanto mayores
en los mutantes que en el WT, especialmente a 18°C, lo que sugiere un defecto en los Gltimos
pasos de la rama “60S” de la ruta de procesamiento de precursores de los ARNr en mutantes

rpl19bACT.

28°C 18°C
& ,\'\-/ p\l\ v & ,:\/ f\'\ ’\I
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5,85, i

ssss | ER & - - - '
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Figura 55. Especies moleculares de ARNr de pequefio tamafio en mutantes rpl19bACT. Los mutantes
Arpll9a Arpll9b [rpl19bACT] (422, 427 y 432) y la cepa isogénica silvestre (drpli9a Arpll9b
[RPL19B,]) se cultivaron en YEPD a 28°C y durante 5 h a 18°C. A la derecha del panel de 18°C se
representan esquematicamente los diversos transcritos analizados. La hibridacion se realizd
secuencialmente con los oligonucleétidos 5, 6 y 5S, indicados como cuadrados negros y alineados con la

secuencia especifica con la que hibridan. La carga se normaliz6 en relacion a la cantidad del ARN U4.
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Temperatura 28°C 18°C

Alelos pGAL::rpl19b WT | 422 427 432 WT 422 427 432

Especie molecular de ARN:

7S 100 135 135 125 100 100 110 110
5,85 100 120 115 115 100 65 80 85
5S 100 110 115 115 100 65 80 80

Proporcidn relativa de especies
moleculares de ARNTr:

7S /5,88 1,0 1,1 1,2 11 1,0 15 14 1,3

Tabla 14. Cantidad y proporciones relativas de especies moleculares de ARNr de pequefio tamafio
en mutantes rpl19bACT (Figura 55).

1.2. Mutantes pGAL::rpl19bACT

Se analizd si las cepas Arpll9a Arpll9b que portan alelos pGAL::rpl19bACT de
sobreexpresion tienen defectos en el procesamiento de los precursores de los ARN ribosémicos
similares o diferentes a los de cepas que expresan los mismos alelos rpl19bACT clonados con
su promotor natural, cuyos resultados se acaban de describir. La razén de usar alelos para
sobreexpresar las proteinas mutantes L19eACT fue determinar si los defectos en procesamiento
se debian exclusivamente a las mutaciones ACT y no a una posible pseudo-haploinsuficiencia

de L19e al expresar uno sélo de los genes paralogos en cepas Arpl19a Arpl19b.

Para ello, se obtuvieron muestras de ARN total de 3 mutantes pGAL::rpl19bACT (A22, A27
y A32) y de la cepa isogénica pGAL::RPL19B,; (Hm670) cultivadas en YEPG. Por otra parte,
células de la cepa Hm670 pGAL::RPL19B,; se cultivaron a 28°C en YEPG y se transfirieron
durante 2, 4, 8 y 16 h a 28°C a medio con glucosa YEPD para reprimir progresivamente la

expresion de los alelos pGAL.

En los 3 mutantes haploides Arpl19a Arpl19b [pGAL::rpl19bACT] se observa una reduccion
que oscila entre ~5-30% de la cantidad de los ARNr maduros 25S y 18S en relacion al WT,
tanto a 28°C como a 18°C, siendo estas reducciones algo mayores que en el caso de cepas que
expresan los mismos alelos mutantes con su promotor natural (Figura 56 A). Sin embargo, el
cociente 25S/18S es también muy similar en los mutantes en relacion al de la cepa WT
(Tabla 15).
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Se observa también en algunos de los mutantes una acumulacion de hasta 2,5 veces del
precursor 35S a las dos temperaturas (hibridacion con el oligonucledtido 4) (Figura 56 Ay
Tabla 15), y de 27SA, Yy los 27S a 28°C, pero no a 18°C (hibridacién con el oligonucledtido 6),
menos acusadas que en los mutantes rpl19bACT. Ademas, también se detecta en los mutantes
PpGAL::rpl19bACT una disminucién de ~10-35% de la cantidad del precursor 7S del ARNr 5,8S
respecto al WT, tanto a 28°C como a 18°C (oligonucleétido 6) (Figura 56 A y Tabla 15), con el
correspondiente incremento del cociente 27S/7S en los mutantes (Tabla 15).

También se acumula en mutantes pGAL::rpl19bACT a 28°C el precursor 20S del ARNr 18S
e incrementan los cocientes 20S/18S en relacion a la cepa WT pGAL::RPL19B,; (Tabla 15); sin
embargo, a diferencia de lo observado en mutantes rpl19bACT (Figura 54), 20S no se acumula
a 18°C, y a 28°C la acumulacién es menor (oligonucleédtido 3, Figura 56 A y Tabla 15). Este
resultado indica que el procesamiento en el sitio D del precursor 20S del ARNr 18S —

componente de la subunidad 40S — es defectivo en mutantes pGAL::rpl19bACT a 28°C.

Ademas, se detecta a) una ligera acumulacion del precursor minoritario 24S en los mutantes
pGAL::rpl19b422 (2X) y pGAL::rpl19b432 (1,4X) respecto a la cepa WT a 28°C, pero no a
18°C; b) de 23S a 18°C en A22 (1,8X) y en A27 a 28°C (1,3X) y a 18°C (3,4X), pero no en A32;
c) 21S, que aparece en los mutantes »p/19bACT a 18°C, no se detecta en los analisis de northern

de estos mutantes (Figura 56 Ay Tabla 15).

Por tanto, algunos defectos son similares y otros diferentes, cualitativa (21S, 20S 'y 7S no se
acumulan a 18°C en los pGAL) o cuantitativamente (en general, menos afectado el
procesamiento en la sobreexpresion con pGAL) entre los mutantes rplI9bACT 'y
pGAL::rpl19bACT, lo que podria atribuirse a que los dltimos solamente crecen en medio con
galactosa como fuente de carbono y/o a diferencias debidas a la sobreexpresién de los genes

correspondientes.

1.3. Reduccion de dosis de L19e

Se decidi6 investigar los requerimientos de funcién de L19e en el procesamiento de
precursores de los ARNr utilizando el alelo condicional pGAL::RPL19B,;, con el fin de
determinar si los efectos producidos por carencia de L19e eran similares a los descritos en la
literatura (Poll et al., 2009; Ohmayer et al., 2013) y si el efecto de la insuficiencia de la proteina

sobre este proceso diferia de los observados en nuestros dos tipos de mutantes »pl/1 9bACT .

Para ello, se analizaron muestras de ARN total obtenidas de células de la cepa HM670
(Arpll9a Arpl19b [pGAL::RPL19B,]) durante el crecimiento a 28°C en YEPG (con
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galactosa/rafinosa para inducir la sintesis de L19e por galactosa) y tras transferirlas durante
varias horas a YEPD (represion por glucosa de la expresion del alelo condicional
pGAL::RPL19B,;).

El analisis de northern blot con sondas moleculares (oligonucle6tidos 1-8, Figura 52) revela
que la reduccidn progresiva de la sintesis de L19e causa una disminucion también progresiva de
las cantidades de los ARNr 25S y 18S, siendo mas acusada la de 25S (Figura 56 B y Tabla 16).

En la hibridacion con el oligonucledtido 4 se detecta una notable acumulacion del precursor
35S, especialmente tras 2 (19X) y 4 horas (20X) de la transferencia de las células a YEPD; una
acumulacion del precursor 27SA; a las 2 h, y una acumulacion de todos los precursores 278,
que se detectan con el oligonucleétido 6 (Figura 56 B, Tabla 16) también a las 2 y 4 h de
represion de la sintesis de L19e. Estos resultados indican que no se puede producir de forma
eficaz el procesamiento temprano en Ag A A A; del transcrito primario 35S, ni el
procesamiento en C,. Un impedimento del corte endonucleolitico en C, concuerda con la
reduccidn progresiva en la cantidad del precursor 7S del ARNr 5,8S (Figura 56 B). Por lo tanto,
una reduccién progresiva del contenido intracelular de L19e — probablemente en el nucléolo o
en el nacleo (Gamalinda et al., 2014) — resulta en la reduccidn del cociente 27SA,/27S y en un
incremento del cociente 27S/7S (Tabla 16).

El precursor 24S disminuye también durante el crecimiento en YEPD y no se detecta 21S.
Por lo tanto, 21S parece producirse como consecuencia de las mutaciones rpl19bACT pero no se
sintetiza cuando se reduce la cantidad de L19e. Por el contrario, 23S se acumula en las células
transferidas a YEPD, indicando que al reprimir la sintesis de L19e también se inhiben los cortes

tempranos en Ao, A1 Y A, y se favorece el procesamiento en A; (Figura 56 B).

Finalmente, a diferencia de lo que se observa en los mutantes rpl19bACT, el precursor 20S
del ARNr 18S disminuye al reducir la dosis de L19e de forma progresiva, probablemente como
consecuencia de una inhibicion de los cortes tempranos del precursor 35S (Figura 56 B, Tabla
16). Estos resultados sugieren que o bien L19e es una proteina de ensamblaje temprano en el
pre-ribosoma 90S, o bien de ensamblaje temprano-medio en la ruta de maduracion de los pre-

ribosomas 66S, como se discutird posteriormente.
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Figura 56. Defectos en el procesamiento de precursores y en la acumulacion de ARN ribosomicos
maduros A) en mutantes pGAL::rpl19bACT y B) al reprimir la sintesis de L19%. A) Las cepas
mutantes 422, 427 y A32 (drpli19a Arpl19b [pGAL::1pl19bACT]) y la cepa isogénica silvestre HmM670
(drpl19a Arpl19b [pGAL::RPL19B,]) se cultivaron en YEPG a 28°C y durante 5 h a 18°C. B) Represion
progresiva de la sintesis de L19e al transferir células de la cepa silvestre HM670 (drpli9a Arpll9b
[PGAL::RPL19B,]) de YEPG a YEPD durante 2, 4, 8 y 16 h. A la derecha del panel B se representan
esquematicamente los diversos transcritos precursores y maduros de los ARN ribosémicos. La
hibridacién se realiz6 secuencialmente con los oligonucleétidos 4, 6, 7, 3y 2, en este orden que se indica,
los cuales estan representados como cuadrados negros y alineados con la secuencia especifica con la que
hibridan.

119



Resultados: CAPITULO IlI

Temperatura 28°C 18°C
Alelos pGAL::rpl19b WT | 422 A27  A32 WT 422 427  A32
Especie molecular de ARN:
35S 100 150 215 115 100 105 255 105
27SA, 100 180 105 120 100 70 85 50
27S 100 120 110 90 100 105 90 80
25S 100 90 95 75 100 90 80 70
24S 100 205 100 140 100 90 105 110
23S 100 100 130 95 100 180 340 110
20S 100 180 110 145 100 80 60 50
18S 100 95 75 70 100 80 65 70
7S 100 95 65 80 100 85 60 70
Proporcidn relativa de especies
moleculares de ARNTr:
355/ 27SA; 1,0 0,8 2,0 1,0 1,0 15 3,0 2,1
35S1/27S 1,0 1,3 2,0 1,3 1,0 1,0 2,8 1,3
35S /20S 1,0 0,8 2,0 0,8 1,0 1,3 4.3 2,1
27SA;, 1 27S 1,0 15 1,0 1,3 1,0 0,7 0,9 0,6
27S17S 1,0 1,3 1,7 1,1 1,0 1,2 15 1,1
24S /23S 1,0 2,1 0,8 15 1,0 0,5 0,3 1,0
20S/18S 1,0 1,9 1,5 21 1,0 1,0 0,9 0,7
255/18S 1,0 0,9 1,3 11 1,0 11 1,2 1,0

Tabla 15. Cantidad y proporciones relativas de especies moleculares de ARNr en mutantes
PGAL::rpl19bACT (Figura 56). Cepas isogénicas mutantes y silvestre se cultivaron en YEPG a 28°C y 5
h a 18°C. Las sefiales de hibridacion obtenidas se cuantificaron, se normalizaron y se expresan como ya se

ha descrito anteriormente.

120



Resultados: CAPITULO IlI

Gluc(h): o 2 4 8 16 Gluc (h): 0 2 4 8 16
Especies Proporcion entre
moleculares especies
de ARNr: moleculares de
ARNr:

35S 100 1900 2050 380 600

27SA; 100 140 60 20 20 35S/27SA, 10 14 34 19 30
27S 100 285 155 60 55 35S/27S 1,0 7 13 6 11
258 100 45 20 10 3 35S5/20S 1,0 55 137 38 60
24S 100 45 40 20 5 27SA/27s 10 05 04 03 04
23S 100 675 1200 650 350 27SI7S 10 41 39 12 18
20S 100 35 15 10 10 24S/23S 1,0 | 0,07 0,03 0,03 0,01
18S 100 85 80 30 15 20S/18S 10| 04 02 03 07

7S 100 70 40 50 30 25S/18S 1,0 05 03 03 02

Tabla 16. Cuantificacién y proporciones de especies moleculares de ARNr en condiciones de
induccién y represion de la expresion del alelo pGAL::RPL19B;. La cepa HM670 (drpli9a Arpll19b
[PGAL::RPL19B,;]) se cultivd en YEPG hasta fase exponencial (induccién) y se transfirieron células a
YEPD durante 2, 4, 8 y 16 h (represion). Las sefiales de hibridacion obtenidas se cuantificaron, se

normalizaron y se expresan como ya se ha descrito anteriormente.

1.4. Mutantes Arpl19ay Arpl19b

Finalmente, se analizé el fenotipo de procesamiento de precursores y acumulacion de ARNr
maduros en cepas de S.cerevisiae que carecen de uno de los dos genes pardlogos que codifican
L19e, RPL19A o RPL19B, para investigar las consecuencias sobre ese proceso de la
disminucion parcial de dosis de L19e (pseudo-haploinsuficiencia) y también si hay diferencias
significativas con los fenotipos de otros mutantes rpl19 ya analizados. Las cepas de la coleccién
de Euroscarf BY4741 (WT), Y07156 (Arpl19a), Y03053 (Arpl19b) se cultivaron en SD* a
28°C hasta fase exponencial y se transfirieron 2 h a 37°C. Los andlisis de northern se realizaron

como se ha descrito anteriormente (Figura 57).

Tanto la delecién Arpl19a como Arpl19b causan reducciones significativas y de distinta

magnitud en las cantidades de los ARNr 25S y 18S maduros, lo que indica que también las
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cantidades de subunidades 60S y 40S y de ribosomas maduros se reducen en similar proporcion
(Figura 57y Tabla 17).

Se acumulan los precursores 35S, 27SA, (oligonucleétido 4) y las distintas especies de 27S
(27SA;, 27SBs y 27SB., oligonucledtido 6) en el mutante Arpl19b, pero no en el mutante
Arpll9a. El precursor 7S disminuye en ambos mutantes de deleciéon y el cociente 27S/7S
aumenta, indicando que el procesamiento en C, esta parcialmente impedido como consecuencia

de la pseudo-haploinsuficiencia de L19e (Figura 57 y Tabla 17).

No se detecta el precursor anémalo 21S en ninguno de los dos mutantes de delecion, y las
cantidades de 24S y 23S no varian significativamente en el mutante Arpl19a; sin embargo, en
Arpl19b, ambos precursores se acumulan a 28°C y 37°C en relacion a las cantidades de la cepa
silvestre isogénica, siendo la acumulacion de 23S mayor a 37°C (4,6X) (Figura 57 y Tabla 17).
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Figura 57. Procesamiento de precursores y acumulacion de ARNr maduros en mutantes Arpl19ay
Arpl19b. Las cepas BY4741 (WT), Y07156 (drpl19a), Y03053 (drpl19b), se cultivaron en SD* a 28°C
hasta fase exponencial y se transfirieron durante 2 h a 37°C. La hibridacion se realiz6 secuencialmente
con las sondas 4, 6, 7 'y 2, que hibridan con las secuencias con las que aparecen alineadas en el esquema

de la derecha. Las cuantificaciones de las sefiales radiactivas se recogen en la Tabla 17.

122



Resultados: CAPITULO IlI

28°C 37°C
(Eifgzczpf()z Egﬂgg‘ Arpll9%a  Arpl19b EEHSQ Arpll9%  Arpll9b
Especies moleculares
de ARNr:
35S 100 100 300 100 110 790
33+32S 100 90 230 100 110 200
27SA, 100 120 250 100 90 370
27S 100 120 310 100 90 280
25S 100 50 60 100 40 60
24S 100 110 300 100 80 270
23S 100 90 290 100 130 460
18S 100 80 70 100 80 70
7S 100 60 70 100 90 90
Proporcidn relativa de especies
moleculares de ARNTr:
35S /33+32S 1,0 1,1 1,3 1,0 1,0 4,0
35S/ 27SA, 1,0 0,8 1,2 1,0 1,2 2,1
35S51/27S 1,0 0,8 1,0 1,0 1,2 2,8
27SA;, 1 27S 1,0 1,0 0,8 1,0 1,0 1,3
27S17S 1,0 2,0 4.4 1,0 1,0 31
245 /23S 1,0 1,2 1,0 1,0 0,6 0,6
255/18S 1,0 0,6 0,9 1,0 0,5 0,9

Tabla 17. Cuantificacion y proporciones relativas de las especies moleculares de ARNr en mutantes
de delecion Arpll19a y Arpll19b (Figura 57). Las cepas BY4741 (WT), YO07156 (4rpll9a), Y03053
(drpl19b), se cultivaron en SD* a 28°C y 2 h a 37°C. Las sefiales de hibridacion obtenidas se

cuantificaron, se normalizaron y se expresaron como ya se ha descrito anteriormente.
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2. CUANTIFICACION DE 25Sy 18S EN MUTANTES rpl19

Las cantidades de los ARNr maduros 25S y 18S provienen de subunidades 60S y 40S
maduras, respectivamente, que son muy abundantes en el citoplasma celular. Se estima que
existen unos 200.000 ribosomas por célula haploide de levadura y que se sintetizan ~ 2000/min
(Warner, 1999). La hibridacién con las sondas moleculares que los detectan (oligonucleétidos 2
y 7) no permite detectar reducciones de pequefia magnitud en 25S y 18S. Para tener una medida
mas precisa de la cantidad de los dos transcritos maduros, alicuotas de ARN total de las mismas
muestras y cepas empleadas en los distintos andlisis de northern blot se sometieron a
electroforesis capilar (~100 ng) y se cuantificaron con un Bioanalizador (Materiales y
Métodos). Se empled ARN de cepas Arpli9a Arpli9b [rpl19bACT, CEN6 URA3] cultivadas
como se indica en la Figura 54. Como se muestra en la Figura 58 A, el cociente 25S/18S en
todos los casos es muy similar al de la cepa WT, excepto en el mutante »p/19bA27 a 28°C que se
reduce un 12% y en rpl/9bA22 que disminuye un 20% a 18°C, por lo que se producird una
reduccion de magnitud similar en las cantidades de subunidades 60S maduras en esos mutantes

y en esas condiciones.

Al analizar los ARN de las cepas de Euroscarf (Figura 57) se observa que el cociente
255/18S en los mutantes Arpl19a y Arpl19b se reduce notablemente en relacion al de la cepa
WT de referencia BY4741, un 50% en Arpl19a y un 25% en Arpl19b a 28°C, llegando a una
reduccion del 60% a 37°C en Arpl19b (Figura 58 B). Estos datos indican que la reduccién
parcial de dosis de L19e causa una grave reduccion del cociente 25S/18S vy, por lo tanto, de

subunidades 60S respecto a las 40S maduras (véase mas adelante).
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A) Cepas Arpl19a Arpl19b [rpl19b ACT)
28°C 18°C WT 422 A27 432
WT 422 427 432 WT 422 427 432 188
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Figura 58. Analisis de la cantidad e integridad de 25S y 18S en muestras de ARNr de mutantes
rpl19. Se utilizaron ~100 ng de ARN total A) de cepas Arpll9a Arpl19b [rpll9bACT, CEN6 URA3]
cultivadas en YEPD a 28°C y 5 h a 18°C, y B) de cepas BY4741 WT, Arpl19a y Arpl19b cultivadas en
SD" a 28°C y 2 h a 37°C. A la izquierda se muestran los geles capilares y se indican las especies
moleculares que se resuelven; a la derecha, los picos correspondientes a 25S y 18S, y se indican los

cocientes 25S/18S en cada cepa.

3. CUANTIFICACION DE SUBUNIDADES MADURAS 60S Y 40S
EN MUTANTES rpl19

Se cuantifico el contenido intracelular total de subunidades ribosémicas maduras 60S y 40S
en distintas cepas de S. cerevisiae, tanto de subunidades libres como las involucradas en
traduccion y unidas a ARN mensajeros. Para ello, todas las subunidades se separaron en

gradientes de sacarosa del 7% al 47% sin cicloheximida y con baja concentracion de Mg**
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(Materiales y Métodos). Mediante este procedimiento se cuantifican todas las subunidades, ya
que las que realizan la traduccion como ribosomas 80S en polisomas se disocian de los
mensajeros. Asi, se estim6 que las mutaciones rpl19bACT afectan ligeramente a la cantidad
final de subunidades 60S maduras, ya que el cociente 60S/40S se reduce un 3-8% a 28°C en los
mutantes rpl19bACT respecto al de la cepa WT isogénica de referencia (Figura 59 A). A 18°C
el cociente 60S/40S disminuye hasta un 10-12%, lo que sugiere que quiza como consecuencia
de los defectos en el procesamiento de ARNr, la produccion, y con ello, cantidades netas de
subunidades ribosomicas, se enlentece, y ain méas a baja temperatura, debido a la falta del
extremo C-terminal de L19e. En los mutantes BY Arpl19a y Arpl19b, el cociente 60S/40S se
reduce ya un 10-15% a 28°C respecto a su cepa isogénica WT (Figura 59 B).

Cepas Arpl19a Arpl19b
A) WT A22 A27 A32 A39
60S
408
28°C
60S/40S 1,71 1,61 1,57 1,57 1,67
(%) (100%) (94%) (92%) (92%) (97%)
60S
40S
- M
P - > > -
605/408 1,92 1,69 1,85 1,76 1,74
(%) (100%) (88%) (96%) (92%) (90%)
Cepas BY 4741
B)
WT Arpl19a Arpl19b
603
28°C
605/405 1,74 1,50 1,55
(%) (100%) (86%) (89%)

Figura 59. Cuantificacion de subunidades ribosémicas 60S y 40S en mutantes rpl19b. Se prepararon
extractos celulares y las subunidades ribosémicas maduras se separaron mediante centrifugacion en
gradientes de sacarosa del 7% al 47%, sin cicloheximida y con baja concentracion de Mg?*. A) Cepas
Arpl19a Arpl19b [rpl19bACT, CEN6 URA3] cultivadas en YEPD a 28°C hasta y 5h a 18°C; B) Cepas BY
WT, Arpl19a y Arpl19b cultivadas en YEPD a 28°C. Los resultados son repetitivos y reproducibles en al

menos 3 replicados bioldgicos independientes.
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4. ENSAMBLAJE DE L19E EN PRE-RIBOSOMAS

Para investigar cuando se ensambla L19e en particulas pre- ribosémicas 66S precursoras de
las 60S maduras, se analiz6 qué especies moleculares de precursores de ARNr estan presentes
en pre-ribosomas en los que ya se encuentra asociada L19e. Para ello, se purificaron por
afinidad pre-ribosomas de la cepa Hm695 Arpll9a Arpl19b que expresa un alelo de fusion de
RPL19B con el epitopo TAP [RPL19B::TAP::URA3] integrado en el genoma en sustitucion del
gen RPL19B WT, y se realizaron anélisis de extension de un cebador o primer extensién (en
colaboracion con el Dr. John Woolford, Carnegie Mellon University, Pittsburgh, EEUU). Se
comprobd que el alelo de fusién RPL19B::TAP::URA3 no confiere en principio ningin fenotipo
observable y la cepa HmM695 (Arpl19a Arpl19b [RPL19B::TAP::URA3]) crece con un tiempo de
generacién similar a Hm566, que expresa el alelo RPL19B sin el epitopo TAP. La cepa Hm695
se cultivé en YEPD a 28°C y se purificaron pre-ribosomas asociados a L19B::TAP con el
epitopo en su extremo C-terminal (Materiales y Métodos). Se extrajo el ARN de los
inmunoprecipitados y se usé un oligonucleétido marcado radiactivamente complementario a la
region E-C, en el ITS2 (6, Figura 52), para realizar la reaccion de extensién con una
polimerasa dependiente de ARN, o retrotranscriptasa, que permite amplificar moléculas
complementarias al 35S y a todos los 27S, pero no los ARNr maduros presentes en la subunidad
60S.

En paralelo, se realiz6 un ensayo de purificacion de pre-ribosomas en una cepa con el
epitopo TAP unido a NOP7, Hm694 (Arpl19a Arpl19b nop7::NOP7::TAP::URA3 [RPL19B
CEN6 URA3]). NOP7 es un factor que se ensambla tempranamente en el pre-ribosoma
nucleolar primario o 90S de S. cerevisiae (Harnpicharnchai et al., 2001; Adams et al., 2002;
Miles et al., 2005; Sahasranaman et al., 2011).

El resultado de estos ensayos indica que L19e no se ensamblaria en el pre-ribosoma 90S
que contiene el precursor 35S, pues no se amplifican moléculas de ARN complementarias al
mismo de pre-ribosomas asociados a L19B::TAP, pero si a partir de inmunoprecipitados de pre-
ribosomas asociados a NOP7::TAP (Figura 60). Se detecta una pequefiisima cantidad de
moléculas correspondientes a 27SA,, presente en pre-ribosomas nucleolares 66SA; (Staley and
Woolford, 2009; Gamalinda et al., 2013); Sin embargo, las moléculas mas abundantes, en la
extension de E-C, en direccion 3> 5" hacia el 5°-ETS en las muestras de la cepa L19B::TAP
corresponden a fragmentos con secuencias complementarias a 27SBs y 27SB,, precursores
presentes en pre-ribosomas nucleolares 66SB (Staley and Woolford, 2009; Gamalinda et al.,
2013). Estos resultados sugieren que L19e seria una proteina de ensamblaje “intermedio” que
se asociaria a pre-ribosomas 66SA, minoritariamente o labilmente, pero se encuentra asociada

establemente con pre-ribosomas 66SB que contienen el precursor 27SB (Figura 60).
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Figura 60. Incorporacion de L19e a pre-ribosomas en la ruta de ensamblaje de la subunidad 60S de
S. cerevisiae. Ensayos de extension del cebador “E-C,” (oligonucledtido 6 marcado radiactivamente)
usando como molde muestras de ARN (~5pg) extraidas de pre-ribosomas asociados a NOP7::TAP (cepa
Hm694) o a L19B::TAP (cepa HmM695). En A) se muestran las especies moleculares marcadas y se
indican a la izquierda los precursores de ARNr a los que corresponden. B) Esquema en el que se indican
los pre-ribosomas en los que se ensamblan NOP7 o L19e y el compartimento celular en el que se

encuentran (Modificado de Gamalinda et al., 2013).

4.1. Ensamblaje de pre-ribosomas en mutantes rpl19bACT

Se investigo qué efectos provoca el ensamblaje de proteinas L19e truncadas en su extremo
C-terminal en pre-ribosomas, pues, como se ha indicado, cepas Arpl19a Arpl19b que expresan
uno de los cuatro alelos rpl19bACT generados en este trabajo son viables (A22, A27, A32 'y A39)

y las correspondientes proteinas se deben ensamblar en subunidades 60S maduras.

Para ello, se integr6 la construccion [nop7::NOP7-TAP::URA3] en el locus NOP7
genémico (cromosoma VII) de (i) tres de los mutantes A22, A27 y A32 (Arpl19a Arpl19b
[rpl19bACT, CEN6 LEU2)); (ii) la cepa HmM568 (Arpll9a Arpl19b [RPL19B,;,CEN6 URA3]) y
de la cepa TY1099 (Arpll9a Arpll9b [pGAL::RPL19B,;,CEN4 LEUZ2]). A partir de dichas
cepas se purificaron por cromatografia de afinidad particulas pre-ribosdmicas que llevan la

proteina NOP7::TAP (Materiales y Métodos). De estas muestras, se obtuvieron extractos de
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proteinas totales y se analizd con anticuerpos policlonales especificos la presencia de proteinas
ribosémicas y de factores no ribosémicos que se asocian a las distintas pre-particulas
(Jakovljevic et al., 2012; Talkish et al., 2012; Gamalinda et al., 2013). La proteina NOP7 est4
presente en pre-ribosomas 90S nucleolares y en todos los intermediarios 66S nucleolares o
nucleares de la subunidad 60S. Los mutantes rpl19bACT y la cepa isogénica WT [RPL19B,;] se
cultivaron en YEPD a 28°C, mientras que la cepa TY1099 (Arpl19a Arpl19b [pGAL::RPL19B,;,
CEN4 LEUZ2]) con la construccion [nop7::NOP7-TAP::URA3] se cultivo en YEPG a 28°C y
16 h en YEPD para reprimir la sintesis de L19e.

Alicuotas de proteinas presentes en extractos celulares totales de todas las cepas se
sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida, se tifieron con nitrato de plata para
analizar su integridad y se realizaron ensayos de western blot con anticuerpos policlonales
especificos frente a cada uno de los factores no ribosémicos y RP que se usan habitualmente en
este tipo de andlisis (Babiano et al., 2012; Gamalinda et al., 2013). En la tincion de plata se
observa que tanto en los mutantes rpl/I19bACT como cuando disminuye la cantidad de la
proteina L19e a lo largo del tiempo en glucosa, el perfil de proteinas totales es indistinguible a
ese nivel del perfil de las de la cepa WT (Figura 61 By 61 C).

Se analiz6 la presencia de factores no ribosémicos que se ensamblan en pre-90S, entre ellos
NOP7 y la DEAD-BOX-ATPasa HAS1 (Adams et al., 2002; Dembowski et al., 2013); la
proteina ribosémica L17, que se requiere para el procesamiento del precursor 27SA,, y otras RP
que se requieren para el procesamiento de 27SB, como L3 y L5 (Rosado et al., 2007b; Zhang et
al., 2007). Ademas, también se analizaron algunos de los factores no ribosémicos que se
requieren para el procesamiento de 27SB, como son los factores de unién al ARNr TIF6,
RLP24 y NSAZ2, el factor de andamiaje NIP7, o las GTPasas NOG1 y NOG2 (Talkish et al.,
2012) (Figura 61 A).

En los extractos proteicos de los mutantes rpl19bACT (A22, A27, A32) estan presentes
todas las proteinas investigadas, igual que en los de la cepa WT de referencia Hm694, lo que
sugiere que las truncaciones C-terminales de L19e no impiden ni afectan detectablemente a
su ensamblaje en pre-ribosomas, aunque podria ser menos eficiente o rapido el proceso que
en presencia de la proteina silvestre L19e (Figura 61 B). Sin embargo, la presencia o
incorporacion a pre-ribosomas de la GTPasa NOG2, que se une tras el procesamiento del
precursor 27SB, disminuye al reprimir la sintesis de L19e (Figura 61 C), indicando que seria
necesaria para la asociacion estable de factores de ensamblaje que se requieren para la
eliminacion del ITS2 en el pre-ARNr 27SB, como se propone y se ha observado al reprimir la
expresion de L17, L35y L37 (Gamalinda et al., 2013).
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Figura 61. Ensamblaje de pre-ribosomas en mutantes rpl19bACT. A) El factor de ensamblaje NOP7
marcado con el epitopo TAP (presente en pre-90S y en todas las pre-particulas ribosémicas 66S) se usd
para purificar por afinidad los pre-ribosomas, conteniendo algunos factores no ribosémicos definidos que
estan asociados temporalmente y proteinas ribosomicas incorporadas establemente (Modificado de
Gamalinda et al., 2013). B) Muestras obtenidas de cepas con genotipo Arpll9a Arpl19b nop7::NOP7-
TAP::URAS3, crecidas en YEPD, portadoras de plasmidos [rpl19bACT, CEN6 LEU2], o C) de cepas
[PGAL::RPL19B,;, CEN4 LEUZ2], crecidas en YEPG o durante 16h en YEPD para reprimir la sintesis de
L19e, se analizaron en geles de acrilamida y se tifieron con nitrato de plata. Se analizaron también por

western blot mediante el uso de anticuerpos especificos frente a varios factores de ensamblaje y RPs.
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5. TRANSPORTE INTRACELULAR DE SUBUNIDADES 60S EN
MUTANTES rpl19bACT

Para investigar si las mutaciones rpl19bACT afectan al transporte hacia el citoplasma de
subunidades 60S que incorporan cada una de las 4 proteinas truncadas, se transformaron los
mutantes Arpl19a Arpl19b [rpl19bACT, CEN6 LEU2] y la cepa TY1099 que sobreexpresa un
alelo silvestre (Arpl19a Arpl19b [pGAL::RPL19B,;, CEN4 LEUZ2], con el plasmido p1877
(CEN4 URAB3) que contiene el alelo RPL25::eGFP. La proteina L25 se ensambla en el nucléolo
de modo que se puede monitorizar el viaje a través de los diversos compartimentos celulares de
los pre-ribosomas 66S y de la subunidad 60S fluorescente (Tschochner and Hurt, 2003).
Mutaciones que alteran la exportacion de esas particulas ribosémicas, provocan retenciones del
trafico y de la fluorescencia en el nucléolo y el nicleo, como se ha observado en otros mutantes
rpl (Rosado et al., 2007b; Fernandez-Pevida et al., 2012; Jakovljevic et al., 2012; Gamalinda et
al., 2013), o bien defectos en la entrada a esos compartimentos de proteinas mutadas que se
sintetizan en el citoplasma (Underwood and Fried, 1990). Para identificar la posicién de los
nucleos, se tifieron las células con DAPI (4',6-diamino-2-fenilindol), compuesto se une

especificamente al ADN (Materiales y Métodos).

Para analizar el efecto de las truncaciones L19eACT en dicho proceso, se incubaron
cultivos de transformantes Arpll9a Arpll9b [RPL25::eGFP, CEN4 URA3], mutantes
[rpl19bACT, CEN6 LEU2] y WT [RPL19B,;, CEN6 LEUZ2], en SD* a 28°C y 5 h a 18°C. Como
se observa en la Figura 62, la localizacion de L25 es principalmente citoplasmatica en la cepa
WT, mientras que en los mutantes rpl19bA27 y rpl19bA39 se observa en un 10-15% de las
células fluorescencia en el compartimento nuclear/nucleolar, posiblemente debida a un retraso
en la salida de las subunidades 60S con L19eACT al citoplasma respecto a la cepa WT cuyas
60S llevan ensamblada L19e.

Estudiamos también el posible efecto que causa la disminucion de dosis de L19e en el
transporte de los pre-ribosomas al citoplasma, para lo que incubamos la cepa TY1099 (Arpl19a
Arpl19b [pGAL::RPL19B,; CEN4 LEU2] con el plasmido p1877 (CEN4 URA3) en medio con
galactosa y rafinosa YEPG, y se transfirieron los cultivos durante 2, 4, 8, 10 y 16 horas a un
medio fresco con glucosa YEPD, reprimiendo asi la sintesis de L19e. A medida que se
disminuye la dosis de L19e, se observa un incremento progresivo de la fluorescencia en el
nucleo/nucléolo, en mas de un 50% de las células ya a las 2 h de transferencia a glucosa, y en
un 95% de las células a las 16 h en glucosa, ya que los pre-ribosomas que dejan de ensamblar
una proteina L19e son incompletos o aberrantes y quedan retenidos en el nucléolo

aparentemente en algunos casos (forma de media luna, Figura 63) y en el ndcleo en general.

131



Resultados: CAPITULO llI

L19
CEPAS Arpl19a Arpl19b
[rpl19bACT] [RPL25::eGFP]

18°C

R :
o & 7\ &ﬂw e CEPA\T®
Pro-405
i Nucleo / Nucleo /
Nucléol P p

e\ WM & .|
YA . " HEEENEE
\ . | WT ‘ 99,9 A 0,1 ‘ 98,6 1.4

) — o MO
\27 89,3 10,7 846 154
408 Expont L
st A39 I 85,2 14,8 86,4 13,5
(Tschochner and Hurt, 2003) ow
Rp2s
DIC DAPI GFP DAPI +GFP

WT
28°C
A27
A39
WT
18°C
A27
A39

Figura 62. Transporte intracelular de pre-ribosomas y subunidades 60S en mutantes rpl19bACT. En
la figura se indica con flechas blancas la localizaciéon de L25::eGFP en las células. Para calcular el
porcentaje de células que acumulan L25::eGFP en nucleo/citoplasma se analiz6 la co-localizacién de la

fluorescencia verde emitida con la sefial de DAPI de los ndcleos de 150-250 células en cada caso.
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Figura 63. La disminucion de dosis de L19e impide el transporte ndcleo-citoplasmatico de las pre-
particulas 66S. En la figura se muestra la localizacion de L25::eGFP en células crecidas en YEPG a 28°C
y tras ser transferidas durante 2, 4, 8, 10 y 16 h a medio con glucosa YEPD. Para calcular el porcentaje de
células que acumulan L25::eGFP en nucleo/citoplasma se analizd la co-localizacion de la fluorescencia

verde emitida con la sefial de DAPI de los niicleos de 50-150 células en cada caso.
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Numerosas evidencias experimentales indican que el ribosoma 80S desempefia un papel
regulador de la eficiencia y/o la especificidad de la traduccion en eucariotas, ademéas de las
funciones béasicas de descodificacion del mensaje genético que comparte con el ribosoma
bacteriano (Jackson et al., 2010; Ben-Shem et al., 2011; Rhodin et al., 2011; Jenner et al., 2012;
Melnikov et al., 2012). Entre otras razones, las funciones reguladoras se pueden atribuir a la
heterogeneidad en la composicién de las subunidades ribosdmicas, como variaciones en las
modificaciones de las bases de los ARNr (Decatur and Fournier, 2002; Badis et al., 2003) o
debidas al ensamblaje de proteinas ribosomicas paralogas no siempre idénticas cuya cantidad
puede estar regulada diferencialmente en diferentes situaciones de crecimiento en levaduras
(Komili et al., 2007; Gilbert, 2011; Xue and Barna, 2012; Bauer et al., 2013). Ademas,
interacciones de las subunidades ribosémicas y sus componentes — RP, ARNr — con otros
elementos de la maquinaria traduccional, como los ARNm, los ARNt o factores solubles de la
traduccion (elFs, eEFs, eRFs), o bien con proteinas que regulan la expresion de ARNm
especificos, pueden contribuir a la regulacion de la traduccion, tanto en levaduras (Spahn et al.,
2001; Ben-Shem et al., 2011; Rhodin et al., 2011) como en organismos pluricelulares (Anger et
al., 2013; Lomakin and Steitz, 2013; VVoorhees et al., 2014). Alteraciones de la biogénesis de los
ribosomas o de la integridad estructural de algunas RP aparecen asociadas o contribuyen a la
etiologia de algunas enfermedades humanas, como la anemia Diamond-Blackfan (DBA), el
sindrome de Shwachman-Diamond (SDS) o varios tipos de cancer (Mauro and Edelman, 2007;
Xue and Barna, 2012).

Mediante la obtencién de mutantes rpl19b de S. cerevisiae y el analisis de sus fenotipos
traduccionales, se ha investigado el papel que desempefia L19e en la traduccion global de los

ARNmM y en la regulacidn traduccional del ARNm especifico de GCN4.

1. DEFECTOS TRADUCCIONALES DE MUTANTES rpl194cT

1.1. Analisis de defectos en el inicio de la traduccién general de los
ARNmM

La iniciacion de la traduccion es la etapa de la sintesis de proteinas en la que intervienen la
mayoria de mecanismos reguladores del proceso, lo que permite un control rapido y reversible
de la expresion génica ante condiciones fisiologicas y ambientales cambiantes (Sonenberg and
Hinnebusch, 2009; Jackson et al., 2010).
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Esta etapa de la traduccién se puede dividir en 3 pasos:

1) Formacion del complejo ternario (CT) de ARNt™®

‘GTP-elF2 y su asociacion a la
subunidad ribosémica 40S, formando el complejo de pre-iniciacién (PIC) 43S.

2) Union del PIC 43S al ARNm formando el PIC 48S y localizacién por éste del codon de
inicio de la traduccion correcto en el ARNm.

3) Unidn de la subunidad ribosémica 60S a la 40S en el AUG, formandose los monosomas

80S.

Para investigar qué defectos en traduccidon causan las mutaciones rpl19bACT, se obtuvieron
perfiles de polisomas de los mutantes correspondientes. Para ello, se obtuvieron extractos
celulares totales (ECT) de cada mutante (4rpl19a Arpl19b [rpl19b4CT CEN6 URA3]) y de la
correspondiente cepa isogénica silvestre (4rpll9a Arpll9b [RPL19B,; CEN6 URA3]), tras
cultivar células en medio liquido YEPD a 28°C y 250 rpm hasta fase exponencial, y después de
transferirlas durante 5 horas a 18°C. Los ECT se obtuvieron utilizando un buffer de lisis con
Mg?®* para impedir que los ribosomas unidos al ARNm se disocien, y altas concentraciones de
cicloheximida (125 pg/ml), para inhibir tanto la iniciacién como la elongacion de la traduccion,
por lo que se obtiene una “imagen fija” del estado de la maquinaria traduccional in vivo en el

momento en el que se preparan los extractos (Helser et al., 1981; Melamed et al., 2009).

Cantidades de los ECT correspondientes a 10 unidades de DOygnm de extracto se
fraccionaron por centrifugacion a alta velocidad en gradientes continuos del 7% al 47% de
sacarosa para separar las subunidades ribosémicas 40S y 60S, los monosomas y los polisomas
en funcién de su coeficiente de sedimentacion en el gradiente (Materiales y Métodos). Se
obtienen los perfiles del gradiente, monitorizando los ARN (los ribosémicos y los mensajeros a
los que estarian unidos) con una lampara de UV (254 nm) acoplada a un registrador en papel. El
primer pico del perfil que aparece en la zona del gradiente del 10-15% de sacarosa corresponde
a las subunidades 40S (ARNr 18S), el segundo las subunidades 60S (ARNTr 25S, 5,8Sy 5S) y el
tercero los monosomas (subunidades 80S unidas al ARN mensajero que contienen todos los
ARNr maduros). Los siguientes picos son los polisomas: disomas (dos ribosomas unidos al
ARNmM), trisomas (tres ribosomas unidos al ARNm), tetrasomas, etc. En nuestros gréaficos se
llegan a resolver en los polisomas, generalmente, hasta 8 o 9 picos que corresponden a 8-9

ribosomas unidos a los ARNm.

Cuando un mutante de S.cerevisiae tiene graves defectos en el inicio de la traduccion,
aumenta la cantidad de los monosomas y se reduce la de los polisomas en el perfil, por lo que
también se reduce el cociente polisomas/monosomas (P/M) respecto al de una cepa silvestre.
Ademas, en algunos mutantes, el tamafio medio de los polisomas también disminuye (Hartwell
and McLaughlin, 1969; Garcia-Barrio et al., 1995; Calvo et al., 1999). Una reduccion de
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subunidades 60S, o de su funcionalidad en la union a las 40S, determina la aparicién de una
especie de hombros, adyacentes a la derecha de los de los monosomas y/o de polisomas de
distinto tamafio en el perfil, que se denominan en inglés halfmers y que corresponden a PICs
43S unidos a los ARNm a los que no se ha unido aun una subunidad 60S, bien antes de llegar al
AUG o bien detenidos en el mismo (Helser et al., 1981).

En los perfiles de los mutantes rpl19bACT se observa una ligera reduccion de la cantidad de
polisomas respecto a la cepa que expresa el alelo WT RPL19B,;, aunque en este caso no es
concomitante con un aumento detectable de los monosomas, como ocurre en otros mutantes con
defectos en la iniciacion de la traduccion (Dorris et al., 1995; Calvo et al., 1999; Cheung et al.,
2007; Szamecz et al., 2008; Deplazes et al., 2009; Brina et al., 2011). El cociente P/M, sin
embargo, si se reduce en los mutantes rpl19b4CT respecto al calculado para la cepa isogénica
silvestre (RPL19B,;), tanto a 28°C como a 18°C (Figura 64).

Ademas, en los perfiles de los mutantes rpl19b4CT se observa una notable acumulacion de
lo que podrian ser subunidades 60S, tanto a 28°C como a 18°C, lo que sugiere que las
subunidades 60S mutantes (L19eACT) podrian tener defectos en unirse a complejos de pre-
iniciacion 43S. Sin embargo, no se observan halfmers en ninguno de los perfiles de las cepas
mutantes (PICs 43S que no han accedido al AUG, o bien estan ya posicionados en el mismo sin
unirse a una 60S, en los ARNm que ya estan siendo traducidos por uno o mas ribosomas 80S

funcionales).

Para investigar la identidad del pico que aparece incrementado en los perfiles de polisomas
de los mutantes rpl19bACT (la mayoria estan tipificados en funcién de las fracciones con
determinado porcentaje de sacarosa en las que sedimentan en los gradientes), se purificaron
algunas fracciones de los gradientes y se analizo la presencia de ARN ribosémicos maduros
presentes en las mas ligeras (10% al 20%). Para esto, se extrajeron los ARN de las fracciones y
~5 ug se anailzaron mediante ensayos de northern blot con sondas moleculares de
oligonucleétidos marcados radiactivamente complementarios a los ARNr 25S y 18S (Tabla IV
de los Anexos). En las fracciones correspondientes a la zona de sedimentacion del primer pico
(10-15% sacarosa) se detecta el ARNr 18S, siendo por tanto subunidades 40S. Las siguientes 2
fracciones (15-20% sacarosa) contienen solo el ARNr 25S y no el 18S, por lo que el pico que
incrementa en los mutantes y que aparece en esta zona del gradiente corresponderia, en

principio, a subunidades 60S maduras (Figura 65).

Ademés, se hibridaron las mismas membranas con un oligonucle6tido cuya secuencia es
complementaria a la secuencia D-A, del ITS1 del pre-ARN 35S, detectandose con él la
presencia del precursor 20S del ARNr 18S, tanto en fracciones del WT como de los mutantes.

Al hibridar las membranas con el oligonucleétido E-C, complementario a la region del ITS2 del
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pre-ARNr 35S, se obtuvo una sefial que indicaria la presencia de precursores 27Ss en las
fracciones del gradiente correspondientes al 15-20% de sacarosa, en mayor cantidad en el
mutante rpl19bA22 que en el WT. Se detecta ademds la presencia del precursor 24S, méas
abundante en las fracciones del mutante rp/19bA22 que en el WT y que en el mutante
rpl1956427. Estos datos sugieren que, ademas de subunidades maduras, existirian subunidades
inmaduras pre-40S (20S) y pre-60S (27Ss) en las fracciones del gradiente, quiza presentes como
contaminantes y no asociados a ARNm. Sin embargo, si se han detectado en polisomas —
involucradas o comprometidas en traduccion — subunidades inmaduras pre-40S que contienen el
pre-ARNr 20S en algunos mutantes de levadura (Soudet et al., 2010; Garcia-Gomez et al.,
2014), pero no subunidades inmaduras pre-60S que contengan alguno de los pre-ARNr 27S.

137



Resultados: CAPITULO IV

Agsy

WT
" gos Polisomas
<
28°C

7% a7%

P/M = 4,17 + 0,43
422 A27

603 = 60S

Assy

P/M = 4,07 £ 0,38

ot

P/M =295+ 0,29

JUU\M

Agsq

B)

Agsy

P/M=235+0,26 P/M=3,84+ 0,46

18°C

W1T

80S  Polisomas

Agsq

60S
408

7% 47%

P/M =389+ 0,09

TN

PM=3,05+ 0,19 P/M=325= 0,23

Assy

432 439

603 60S

Agsy

P/M=294+ 0,32

P/M=238+ 0,29

Figura 64. Perfiles de polisomas de los 4 mutantes rpl19bACT. Células de cada uno de los mutantes

Arpl19a Arpl19b [rpl19bACT, CEN6 URA3] se cultivaron a 28°C (A) y se transfirieron durante 5 horas a
8°C (B). Los picos corresponden (de izquierda a derecha) a subunidades 40S, 60S, a los ribosomas 80S y
los polisomas (disomas, trisomas, etc.). Los valores son la media de 2-3 experimentos realizados de

manera independiente (replicados biologicos). Bajo cada perfil se indica el valor del cociente

polisomas/monosomas (P/M) de cada cepa y el error estandar de la media de los experimentos
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Figura 65. Los mutantes Arpl19a Arpl19b [rpl19bACT, CEN6 URA3] acumulan subunidades 60S. Se
recogieron 4 fracciones de cada uno de los gradientes de polisomas que se representan en la parte superior
de la figura, en concreto, en la zona del gradiente continuo que contiene ~10-20% de sacarosa, Yy se
extrajo el ARN total de cada una y se analizaron ~5 pg por northern blot usando como sondas
oligonucledtidos marcados radiactivamente que son complementarios al ITS1 (D-A,) y al ITS2 (E-C,) del

pre-ARNr 35S. Los resultados se muestran en la parte inferior de lafigura.

1.2. Defectos en elongacion de la traduccién general de los ARNm

La elongacién es el proceso por el que se forma la cadena polipeptidica de la proteina
codificada en el ARNm. Es un proceso ciclico que ocurre en 3 etapas:

1) Unidén del ARNt cargado con el amino&cido correspondiente en el sitio A del ribosoma.

2) Formacion del enlace peptidico con el aminoécido anterior.

3) Translocacion al sitio P del ribosoma, al que esta unido el ARNtM

—en el primer paso
de la elongacién — o a la cadena polipeptidica creciente, y salida del ARNt descargado

por el sitio E del ribosoma.

Para evaluar la existencia de un posible defecto de los mutantes rpl/l19bACT en la
elongacidn de la traduccion, se obtuvieron perfiles de polisomas totales de las 4 cepas mutantes
Arpll9a Arpll9b [rpl19b4ACT, CEN6 URAZ]. Las células se cultivaron a 28°C en YEPD hasta
alcanzar la fase exponencial y se obtuvieron los ECT en ese momento (t = 0 min) y tras

privarlas durante 2 y 5 minutos de glucosa justo antes de obtener los extractos celulares
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(Materiales y Métodos). Se ha descrito que la iniciacién de la traduccién en levaduras es
inhibida rapidamente por la eliminacion breve de la glucosa del medio de crecimiento, por lo
que no inician nuevos ribosomas la traduccion. De este modo, es posible detectar un defecto en
elongacion, en ausencia de nuevos eventos de iniciacion, valorando la velocidad con la que
ocurre un “polysomal run off”’, o desensamblaje de los ribosomas involucrados en la traduccion
global de los ARNm. La inhibicion de la traduccion es répida, reversible y especifica para la
eliminacion de glucosa o fructosa en S. cerevisiae y no afecta de forma detectable a la
transcripcion de los ARNm por la ARN-Polimerasa Il (Ashe et al., 2000). Los ECT se obtienen
en ausencia de cicloheximida, por lo que, en esta situacion, queda inhibida la iniciacién por la
privacion de glucosa, pero no la elongacion. Por tanto, en estas condiciones, se puede observar
el “run off” de los polisomas, el cual se produce mas lentamente en mutantes de elongacion que
en las cepas WT, y es concomitante con un aumento en la fraccion de monosomas 80S (Ashe et
al., 2000; Iglesias-Gato et al., 2011). Por lo tanto, la fraccion observable de polisomas
residuales tras el run off en una cepa WT seria menor que en cepas mutantes con defectos en

elongacion.

En las condiciones indicadas, se observa siempre que la cantidad residual de polisomas se
reduce respecto a la fraccion libre de los monosomas que aumenta notablemente (se reduce
drasticamente el cociente P/M) e incrementan las cantidades de 60S y 40S al estar impedida la
iniciacion (Figura 66). El cociente o cantidad relativa de polisomas/monosomas P/M seria
mayor en los mutantes que en el WT cuando defectos en elongacion, independientemente de
gue el contenido total o neto de monosomas y polisomas sea menor en los mutantes que en un
WT. Los resultados obtenidos en estos experimentos indican que no esta alterada la cinética de
elongacion de la traduccion en los mutantes »pl19bACT (Figura 66). No obstante, en el mutante
rpl19bA22 el cociente P/M es ligeramente mayor (0,63) que el de la cepa WT tras 2 minutos sin
glucosa (0,55). En estos experimentos se observa ademas que la privacion de glucosa 2 min es

suficiente para inhibir completamente la iniciacion en las cepas empleadas (Figura 66).
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Figura 66. Perfiles de polisomas de los 4 mutantes rpl19bACT. Se obtuvieron ECT de los 4 mutantes
Arpll9a Arpll19b [rpl19bACT, CEN6 URA3] y de la cepa isogénica silvestre (RPL19B,;) tras cultivar
células de cada una de las cepas en YEPD a 28°C hasta fase exponencial (t = 0 min) y después de inhibir
la iniciacion de la traduccién 2 6 5 minutos mediante la privacion de glucosa. Bajo cada perfil se indica el
cociente P/M y el error estandar de la media. Los valores son la media de 2-3 experimentos realizados de

manera independiente.
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2. DEFECTOS TRADUCCIONALES DE MUTANTES CON
INSUFICIENCIA DE L19e

2.1. Disminucion progresiva de la dosis de L19e

Para investigar como afecta a la traduccidn la reduccion progresiva de la dosis de L19e, se
obtuvieron perfiles de polisomas de la cepa Hm670 (Arpl19a Arpl19b [pGAL::RPL19B,; CEN4
URAZ3]). Para ello, células de esta cepa se cultivaron en dos condiciones, primero en YEPG
(para inducir la sintesis de la proteina L19e en cantidad elevada) hasta fase exponencial
(DOsoonm ~0,8), y después se transferirlas a YEPD durante 8 y 16 horas a 28°C para reprimir la
sintesis de L19e (Figura 67). Antes de transferir las células a YEPD (0 horas) el perfil de
polisomas obtenido es el tipico de una cepa silvestre. Sin embargo, después de 8 horas, se
observa en el perfil una acumulacion de subunidades 40S libres acompafiada de una
disminucién de subunidades 60S. Se observa también, una reduccion notable de monosomas
80S y aparecen numerosos halfmers asociados a monosomas, disomas y trisomas, es decir,
PICs 43S unidos a los ARNm. Finalmente, tras 16 horas en YEPD, se observa que ya no se
sostiene la traduccion, no se detectan subunidades 40S y muy pocas 60S, solamente quedan

monosomas Yy desaparecen los polisomas del gradiente casi en su totalidad.

B 80S . 80S
Yoy i
60S |
'
Horas en Oh Sh 16 h
glucosa:

Figura 67. Perfiles de polisomas de la cepa que expresa un alelo condicional pGAL::RPL19B,; en
condiciones de induccién y de represion de la sintesis de L19e. Células de la cepa Hm670 (4rpli9a
Arpl19b [pGAL::RPL19B,;, CEN4 URA3] se cultivaron en YEPG y se transfirieron a YEPD a 28°C
tomando muestras a las 8 y 16h. Se procedié como se indica en la Figura 64 para la obtencion de los ECT

y el fraccionamiento de los gradientes de sacarosa. Los halfmers se indican con flechas rojas.
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2.2.Pseudo-haploinsuficiencia de L19e

Para investigar los efectos sobre la traduccion debidos a la pseudo-haploinsuficiencia de
L19e, se obtuvieron perfiles de polisomas de la cepa silvestre BY4741 (RPL19A RPL19B) y de
los mutantes Y07156 (Arpl19a) e Y03053 (Arpl19b), tras cultivar células en YEPD a 28°C hasta

fase exponencial, DOgonm ~ 0,8.

La reduccidn parcial de la dosis de L19e causada por la delecion de RPL19A o de RPL19B,
conduce a una dréstica reduccién de la cantidad de subunidades 60S y de monosomas,
acompafiadas por una ligera acumulacidon de subunidades 40S libres y por la aparicién de
numerosos halfmers asociados a monosomas, disomas y trisomas. Ademas, se observa en los
perfiles una disminucion de la cantidad neta de polisomas en las cepas mutantes de delecion
sencilla Arpl19a y Arpl19b (del 35% en Arpl19a y del 40% en Arpl19b), por lo que el cociente
P/M (3,2 en Arpll9a y 3,0 en Arpl19b) en es menor que el de la cepa WT (3,7). También se
observa en ambos mutantes una reduccién del tamafio medio de los polisomas en relacién al

perfil obtenido para la cepa isogénica silvestre (Figura 68).

CEPAS BY4741
b 805 Polisomas 4 80S ““ 80¢S
| "] o r\
. | WUM | | | ﬁ . ’\
408 UU | 1 60s ||y k \ I }W f\J\} W,
L J AN NIV \
WT Arpl19a Arpl19b
P/M=3,7210,22 P/M=3,16%0,16 P/M=2,98%020

Figura 68. Perfiles de polisomas de cepas pseudo-haploinsuficientes de L19e. Se cultivaron las células
en YEPD a 28°C y se obtuvieron los perfiles como ya se ha indicado anteriormente. Bajo cada perfil se
indica el cociente polisomas/monosomas (P/M) vy el error estandar de la media. Los resultados son

consistentes en al menos 2-3 replicados biolégicos independientes.
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3. DEFECTOS CONCRETOS EN INICIACION DE LA
TRADUCCION DE MUTANTES rpl19bACT

3.1. Union de subunidades ribosomicas 60S a 40S

Los perfiles de polisomas de los mutantes rpl19bACT sugieren que podrian tener defectos
en la union de la subunidad 60S al PIC 43S en la fase final de la iniciacion de la traduccion. En
S. cerevisiae, FUN12 codifica el factor de iniciacién elF5B, una GTPasa esencial para que se
produzca la union entre ambas subunidades ribosomicas en el evento final de la fase de
iniciacion (Pestova et al., 2000). Ademas, se ha descrito que la proteina FUN12 (elF5B)
también promueve la actividad GTPasa de la endonucleasa NOB1, que produce en el corte en el
sitio D del pre-ARNr 20S para su procesamiento al ARNr 18S maduro (Lebaron et al., 2012).
Como se observa en la Figura 54, en los mutantes rpl19bACT se observa una importante

acumulacién de este precursor.

Puesto que defectos en el procesamiento del precursor 20S a ARNr 18S podrian contribuir
al fenotipo slg de los mutantes rpl19bACT, investigamos si la sobreexpresion de FUN12 seria
capaz de corregir ese fenotipo, es decir, de favorecer la union de subunidades 60S a 40S en los
mutantes y/o bien el procesamiento del pre-ARNr 20S, facilitando asi la formacién de
subunidades 40S maduras disponibles para su unién al ARNm. Se transformaron las cepas
Arpll9a Arpl19b [rpl19bACT, CEN6 LEUZ2] con el plasmido multicopia episémico pC477
(hcFUN12, URA3) (Tabla Il de los Anexos). El fenotipo de crecimiento de los transformantes
se analizo en relacién al de las respectivas cepas WT portadoras de un alelo silvestre RPL19B,;,
como control positivo, o del vector vacio pRS316, como control negativo. Se obtuvieron
colonias aisladas de todas las cepasmediante estria en placas de SD que se incubaron a 28°C,
18°C y 37°C. Como se observa en la Figura 69, la sobreexpresion de FUN12 corrige

parcialmente el fenotipo slg de los mutantes rpl19bACT a todas las temperaturas ensayadas.

Por otra parte, los mutantes Arpl19a Arpl19b [rpl19bACT, CEN6 LEUZ2] se transformaron
también con el plasmido multicopia episémico pAS425 (hcPAB1, URA3). PABL es un gen
esencial que codifica la proteina de unién a las colas de poli (A) en los extremos 3"de los
ARNmM, participando en su estabilizacion (Jacobson and Peltz, 1996). PABLlinteracciona con el
factor de iniciacion elFAG, el cual forma parte del complejo elF4F que se une al extremo 5 cap
de los ARNm, y facilita la aproximacion de los extremos 3"y 5°de los mismos estimulando la
iniciacion de la traduccion (Wells et al., 1998; Marcotrigiano et al., 2001; Sonenberg and
Dever, 2003; Marintchev et al., 2009; Rajagopal et al., 2012). Ademas, también se habia
propuesto un modelo en el que PAB1 promueve la unidn de las subunidades ribosémicas 60S y
40S inhibiendo la accion de las ARN-Helicasas SKI2 y SLH1, que a su vez inhibirian a los

factores de iniciacion elF5 y elF5B (Searfoss et al., 2001). Sin embargo, la sobreexpresion de
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PAB1 en los mutantes rpl19bACT, no sélo no corrige sus fenotipos slg, sino que los exacerba
(Figura 69). Por el contrario, la sobreexpresion de PAB1 en mutantes rpl33a-G76R corrige
parcialmente su fenotipo slg, y se ha demostrado que causa un incremento sustancial de las
cantidades netas del pre-ARNr 35S y de los ARN maduros 25S y 18S (Martin-Marcos et al.,
2007).

Fragmento
D-A,
+ elF5, SKI2
— v < eiFse SLH1
"Sopp AUG PAB1
* FUN12
[~
408 maduro NOB1

Arpi19a Arpl19b [rpl19bACT, CEN6 LEUZ]

28°C Alelos rp/T19bACT :

RPL19B RPL19B,, A22 A27 A32 A39

Figura 69. Supresién parcial del fenotipo slg de los mutantes rpl19bACT por hcFUN12 (elF5B) y no
por hcPAB1. A) Modelo de procesamiento del precursor 20S del ARNr 18S promovido por FUN12
(Modificado de Lebaron et al., 2012). B) Modelo de actuacion de PAB1 y FUN12 (elF5B) en el inicio de
la traduccion propuesto por (Searfoss et al., 2001). C) Fenotipo de mutantes Arpli9a Arpll9b
[rpl19bACT, CEN6 LEU2] transformados con vector vacio pRS316, o con plasmidos pAJl (L19B),
pC477 (hcFUN12) y pAS425 (hcPABL) en placas de SD incubadas a 28°C 2-3 dias, 37°C 2 dias 2 0 a
18°C durante 5 dias (excepto el mutante rpll19bA27 que se fotografid 1 dia mas tarde a todas las
temperaturas). La imagen corresponde a secciones ampliadas de cada placa para poder observar y

comparar mejor el tamafio de las colonias.
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Arpl19a Arpl19b [rpI19bACT, CEN6 LEU2]
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Continuacion Figura 69 C) Supresion parcial del fenotipo slg de los mutantes rpl19bACT por
hcFUN12 (elF5B) y no por hcPAB1.
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3.2. Defectos en la Fidelidad de la Traduccién

a) Andlisis de sensibilidad a antibidticos gue afectan a la traduccion:

Para investigar si alguno de los mutantes de rpl19bACT podria tener defectos en la
eficiencia o en fidelidad de la traduccion, se analizé su resistencia o sensibilidad a distintos
antibioticos que inhiben la traduccion en eucariotas afectando a sus ribosomas, tanto a la
funcion descodificadora del ARNm, como a la actividad peptidil-transferasa (Véase Materiales
y Métodos).

Las cepas del fondo genético BY4741 de la delecion sistematica de genes individuales
utilizadas en este trabajo tienen integrado un gen que produce en levaduras resistencia a
Geneticina (G-418) (Arpl19b::KanMX4). Para evitar posibles fendmenos de resistencia cruzada
con los antibidticos a utilizar, se realiz6 la delecién del gen RPL19B en un fondo genético
diferente derivado de la cepa S288C (Mortimer and Johnston, 1986), la cepa H96, procedente
del laboratorio del Dr. A. G. Hinnebusch (Harashima and Hinnebusch, 1986). Se obtuvo la cepa
Hm586 (cepa H96 Arpll9b::HISG) (Materiales y Métodos), que se transformd con los
diferentes plasmidos [rpll19bACT, CEN6 URA3] para analizar la sensibilidad o resistencia de
los mutantes rpl19bACT a estos antibidticos. En esta cepa esta presente el alelo WT de
RPL19A, por lo que las mutaciones rpl19bACT deberian ser semi-dominantes para poder

detectar algun tipo de efecto cuando estan clonadas en plasmidos.

Se realizaron ensayos de goteo sobre placas de medio SD* suplementadas con diferentes
concentraciones de cada uno de los antibidticos, para lo que se hicieron diluciones seriadas de
células en cultivo crecidas a 28°C en medio liquido SD* hasta fase exponencial. Las placas se
incubaron durante 2-3 dias a 28°C. Como se observa en la Figura 70, las células de los
transformantes de la cepa Hm586 gcn2-101 gen3-101 Arpl19b::HisG con plasmidos que portan
alelos mutantes [rpl19b4CT, CEN6 URAZ] presentan una ligera sensibilidad respecto a la cepa
WT frente a anisomicina, un antibiético que inhibe la actividad peptidil-transferasa de la

subunidad 60S del ribosoma.

El mutante Arpl19b::HisG [rpl19bA27, CEN6 URAZ3] es algo més sensible que la cepa
isogénica silvestre a antibidticos que afectan a la funcion descodificadora de la subunidad 40S
del ribosoma, como son higromicina B, neomicina, y la paromomicina, lo que sugiere que en

este mutante podria estar ligeramente afectada la fidelidad de la traduccion (Figura 70).
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CEPAS H96 Arpl19b::HISG

SD/Gluc Anisomicina Higromicina B Neomicina Paromomicina

+pRS316
+ RPL19B,
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87 +a27
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104 103 102 10 104 10° 102 10 104 10 102 10 104 10° 102 10 104 10 102 10
28°C 15 pg/ml 100 pg/ml 0,5 mg/mi 0,5 mg/mi

Figura 70. Sensibilidad de los mutantes rplI9bACT a antibioticos inhibidores de la traduccion.
Células de cepas mutantes HI6Arpl19b::HisG [rpl19bACT, CEN6 URAZ3] se cultivaron en YEPD hasta
fase exponencial, se diluyeron hasta una DOgq de 0,02 y se hicieron diluciones seriadas en placas de SD*
suplementadas con distintas concentraciones de antibi6ticos: anisomicina (15 pg/ml), higromicina B (100
pg/ml), neomicina (0,5 mg/ml) y paromomicina (0,5 mg/ml). Las placas se incubaron a 28°C durante 2 6
3 dias. Con un asterisco rojo se indican las cepas que parecen presentar mayor sensibilidad a cada

compuesto. Con un asterisco amarillo se marca un exceso de células por dilucion de esa cepa.

b) Anélisis del mantenimiento del virus Killer:

Defectos en la fidelidad de la traduccién o en la biogénesis de subunidades 60S afectan
a la capacidad de las levaduras para mantener el virus M1 del sistema Killer, lo que resulta en
una reduccion o pérdida de ese fenotipo Killer [K17] (Killer *) (Wickner, 1996; Rhodin and
Dinman, 2010; Rhodin et al., 2011). El fenotipo Killer requiere la presencia de los siguientes
ARNSs de doble cadena:

e ds RNA L-A Helper Virus - Codifica una proteina de la capsida del virus (GAG) y una

ARN-polimerasa (pol), que se sintetizan como la proteina de fusion GAG-pol producida
por un cambio de fase programado (Dinman et al., 1991), por lo que si existen defectos
en la fidelidad de la traduccion, estas proteinas GAG-pol no se sintetizan.

e ds RNA M1 Satellite Virus - Este virus esta encapsidado en las particulas virales GAG

codificadas por el virus L-A. EIl ARN M1 codifica la toxina Killer K1, que actla
directamente sobre KRE1, una proteina de ensamblaje de la pared celular unida a la
membrana plasmatica por su GPI de anclaje C-terminal. Esta toxina es letal para otras
células de levadura al alterar la funcién de su membrana plasmatica. La inhibicion del
crecimiento se observa como un “halo” cuando células [K1] (Killer’) se ubican y

crecen sobre o cerca de células [K1] (Killer?) (Breinig et al., 2002).
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Defectos en la fidelidad de la traduccion pueden alterar la sintesis de las proteinas hibridas
GAG-pol, e inhibir la capacidad de las células de levadura para mantener el virus M1, perdiendo
el fenotipo Killer (Dinman and Wickner, 1992). Se investigd por tanto si alguno de los mutantes
rpl19b4CT podria tener defectos en el mantenimiento del virus M1.

En primer lugar, se analizé si las cepas Hm568 (Arpl19a Arpll9b [rpll9bACT CENG6
URA3]), H96Arpl19b y HM498Arpl19b, asi como BY4741 (WT), Y07156 (Arpl19a) e Y03053
(Arpl19b); H96, H96Arpl19a; Hm498 y Hm498Arpll9a, tenian o no fenotipo Killer. Para ello,
se aislaron colonias y con 10 clones de cada cepa se hizo una placa master en SD* que se
incubo a 28°C. Por otra parte, se prepard un césped de células de la cepa diploide 5X47 [K17] en
varias placas de medio MB 4.7 (Materiales y Métodos). Sobre la impresion en terciopelo de
cada placa con el césped de la cepa K17, se replico una placa master con los clones aislados que
se incubaron durante 48 horas a 28°C. Como control negativo, se utilizé la cepa 37-4C [K17], y
como control positivo la cepa 1101 con fenotipo Killer [K1*] (Materiales y Métodos). Después
de 2 dias, se observé qué clones creaban un halo de inhibicion del crecimiento sobre la cepa [K
], y se concluy6 que Gnicamente las cepas H96, Hm498 y Hm498Arpl19b tienen fenotipo Killer
[K+] (Figura 71). Por lo tanto, la Unica cepa del grupo que es Killer en ausencia de L19B es
HmMA498Arpl19B. A continuacion, transformé esta cepa con los 4 plasmidos [rpl19bACT, CENG
URA3] portadores de las distintas mutaciones de parada temprana de lectura que predicen
proteinas L19eACT y se realizd nuevamente el experimento. Se observd que todos los
transformantes crean un halo de inhibicidn del crecimiento similar al de la cepa WT (RPL19B,)
sobre la cepa [K17]. Este resultado indica que los mutantes RPL19A rpl19bACT mantienen el
fenotipo Killer, por lo que las correspondientes mutaciones no causan su pérdida en presencia
del pardlogo RPL19A (Figura 71).

HmM498 ArpL19B
[rpl19bACT, CEN6 URA3]

BY4741
V]
C+ WT B‘ 1
(1101) ; [K1+]
c- ¥ : Arpl19a
(37-4C) P‘: L

Arpl19b

Figura 71. Ensayo de mantenimiento del fenotipo Killer en cepas con deleciones Arpl19a 0 Arpl19b en
diferentes fondos genéticos, y de las cepas mutantes Hm4984rpl19b [rpl19bACT, CEN6 URA3]. Las
cepas Killer [K1"], producen un halo de inhibicién del crecimiento de la cepa [K17, que no desarrollan

las cepas no Killer [K17].
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¢) Reconocimiento del codon 6ptimo del inicio de la traduccion:

Utilizado herramientas de genética de levaduras se han identificado mutaciones que afectan
a la fidelidad en la seleccién del coddn de inicio de la traducciéon (Donahue and Cigan, 1988;
Yoon and Donahue, 1992; Martin-Marcos et al., 2011). Una cepa silvestre crece en un medio
sin histidina (His"), pero si se muta el codén AUG del gen HIS4 (mutacion his4-301), la cepa no
es capaz de crecer en un medio sin histidina (His"). Este fenotipo se puede suprimir por
mutaciones sui, que disminuyen la fidelidad en la seleccién del codon de iniciacion y pueden
iniciar la traduccién en codones UUG, causando fenotipo His® en mutantes que portan la
mutacién his4-301. Existe una segunda clase de mutaciones, denominadas ssu (supresores de
sui) que suprimen la iniciacion en UUG, por lo que no pueden traducir la ORF de HIS4 mutante
con este codén y no crecen en ausencia de histidina (His’). Estos mutantes se pueden
caracterizar ademas cuantitativamente valorando la expresion de transcritos de fusion
HIS4::LacZ con diferente codon de inicio (AUG o UUG). En mutantes sui, el cociente
UUG/AUG aumenta (disminuye la fidelidad en el inicio de la traduccién); en mutantes ssu, que
se valora en presencia de mutanciones sui, el cociente UUG/AUG disminuye (aumenta la

fidelidad en el inicio de la traduccion) (Figura 72).

No His
AUG UUG His*
HIS4 : (X3
ACG UUG His-
his4-301 -
ACG UUG His*, sui- [[JLg fTuuciaue
his4-301  sui ———,
ACG UKG - ;
his4-301  sui X His*, Ssu" [l ¥ vueiauc
SsU 000000 e >
s UUG HIS4-lucZ —_
| AUG HISd-lacZ —

Figura 72. Reconocimiento del coddn de inicio de la traduccion en mutantes sui 0 ssu. Una mutacion
en el AUG del gen HIS4 hace que la cepa no sea capaz de crecer en un medio sin histidina (His"). Este
fenotipo se puede suprimir por los mutantes sui, produciendo un fenotipo His®. Sin embargo, los mutantes
ssu no crecen en ausencia de histidina. Ademds, midiendo la expresion de transcritos de fusion
HIS4::LacZ con diferente coddn de inicio (AUG o UUG), si el ratio UUG/AUG aumenta, la fidelidad de

la traduccion seria menor, y a la inversa.
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En S. cerevisiae existen mutaciones que afectan a factores de inicio de la traduccion elF1,
elF1A, elF2, elF3 o elF5, que provocan la estabilizacion de los PIC 43S en codones UUG,
disminuyendo la fidelidad en la seleccion del coddn de inicio de la traduccion, por lo que
presentan fenotipo Sui” (para revision ver Hinnebusch, 2014). En el caso de la subunidad 40S,
mutaciones en los genes RPS5 y RPS16, que codifican las proteinas ribosémicas S5 y S16,
también causan fenotipo Sui’. La proteina S5 interacciona con S16, y ésta a su vez contacta con
el ARNt™" en el sitio P, de modo que las proteinas alteradas impiden la correcta formacion de
los PIC 48S y reducen la fidelidad en el inicio de la traduccion (Ghosh et al., 2014). Del mismo
modo, mutaciones en el ARNr 18S en zonas cercanas al sitio P producen fenotipo Sui” (Dong et
al., 2008). Sin embargo, se ha descrito que el mal funcionamiento de subunidades 60S, debido a
alteraciones de su conformacién estructural causadas por mutaciones en el ARNr 25S, puede
impedir la unién correcta de las mismas con los PIC 48S, causando (i) leaky scanning de
codones candnicos AUG o (ii) disociacion de los PIC del ARNm en ese punto; en ambos casos,
disminuye la iniciacién en codones AUG, pero también en codones UUG, causando fenotipo
Ssu’ (Hiraishi et al., 2013).

En los mutantes »pl/19bACT se acumula el pre-ARNr 20S, lo que sugiere que quiza
contengan una alta proporcién de subunidades pre-40S inmaduras que podrian tener alterada su
funcidn en el reconocimiento del codén de inicio de la traduccién. Asi, para investigar si las
cepas mutantes rpl19b4CT muestran defectos en la fidelidad de seleccion del codon de inicio
de la traduccion, se hicieron ensayos de actividad de B-galactosidasica para cuantificar la
expresion in vivo de varios transcritos de fusion HIS4::LacZ que tienen (i) o bien un cod6n
canonico AUG en contexto favorable para la iniciacién (ii) o un codén UUG al que los PICs

43S no reconocen o lo hacen con baja eficiencia.

Para ello, se analizaron, en ensayos realizados por triplicado, 4 transformantes de cada uno
de los mutantes Arpl19a Arpl19b [rpl/19bACT, CEN6 LEUZ2] transformados con los plasmidos
p367 (HIS4::LacZ [AUG]) o p391 (HIS4::LacZ [UUG]). Para realizar estos ensayos, las células
se cultivaron en medio liquido SD* a 28°C hasta fase exponencial. Como control se utilizé un
mutante del gen SUIL1 (suil-1), que codifica el factor elF1 (cepa TD301-4D), en el que la
iniciacion de la traduccion ocurre con mayor frecuencia de lo normal en codones UUG en
relacion a la de inicio en codones AUG (Yoon and Donahue, 1992). No se observé ningln
aumento significativo de la expresion del ARNm HIS4 con un coddn de inicio UUG respecto al
que lleva el AUG en ninguno de los mutantes »p/19bACT respecto a la cepa WT, como si
ocurre en mutantes suil-1, en los que la expresion desde un UUG incrementa hasta ~35 veces

respecto a los valores obtenidos para una cepa WT RPL19B,, (Figura 73).
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A) oL AUG HIS4dacZ — +—UUG HiSsdacZ ~
UUG/AUG
CEPA AUG UuG
(U.pgal)
WT 620 + 40 10,5+ 2,0 0,017 = 0,003
A22 900 + 45 145+2,0 0,016 £ 0,002
A27 825 + 50 155+1,0 0,019 + 0,004
A32 670 £ 50 145+1,0 0,022 £ 0,005
439 935 + 65 225+15 0,023 + 0,005
suil-1 (C+) 140+5 83,5+3,0 0,592 £ 0,071
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Figura 73. Expresion de transcritos de fusion His4::LacZ con codones de inicio AUG o UUG en
mutantes Arpl19a Arpl19b [rpll19bACT, CEN6 LEU2]. Se cuantificd la actividad (B-galactosidasica
como se indica en Materiales y Métodos y las unidades se expresan como nanomoles de o-nitrofenol
liberados del sustrato cromogénico artificial o-nitrofenil-p-1,6-D-galactopiranésido por minuto y por
miligramo de proteina total. Los datos corresponden a la media de 3 experimentos realizados con 4 clones
diferentes de cada una de las cepas. Se muestran también los errores estandar. A) Cuantificaciones de la
actividad b-galactosidasica de los transcritos His4::LacZ. B) Representacion grafica de la expresion de
His4::LacZ. C) Representacion del cociente de los valores de actividad que indican la expresion de HIS4
cuando posee el codon de inicio UUG frente a la expresion cuando posee AUG. La proporcion del
incremento del cociente UUG/AUG en cada una de las cepas respecto al WT (1,0) se indica encima de la

barra correspondiente.
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4. TRADUCCION DEL ARNm GCN4 EN MUTANTES rpl19

Ademas de investigar como afectan las mutaciones rpl79b4CT a la traduccion global de
los ARN mensajeros, se investigd como afectarian a la regulacion traduccional del ARNm
GCN4 (Hinnebusch, 2005). En el laboratorio, la privacion de aminoacidos se causa a la
levadura de forma controlada, afiadiendo al medio analogos que inhiben la biosintesis de un
aminoécido concreto. Uno de los mas empleados por la falta de efectos secundarios es el 3-
amino-1,2,4-triazol (3-AT), un analogo de la histidina que inhibe competitivamente la
actividad de la enzima histidinol-deshidrogenasa, codificada por el gen HIS3 (Lucchini et al.,
1984). Asi, cuando se afiade 3-AT e histidina conjuntamente, se contrarrestan completamente
los efectos del compuesto sobre el crecimiento celular (Hinnebusch, 2005). Para células de
levadura que son ya per se auxotrofas de histidina por alguna mutacion, se suplementa el medio
con histidina y se usa para causar desprepresién del CGBA el compuesto 5-metil-DL-
triptéfano (5-MT), un analogo de triptéfano que inhibe por un mecanismo de feed-back la

actividad de la enzima antranilato-sintasa, codificada por el gen TRP2 (Miozzari et al., 1977).

La traduccion del ARNm de GCN4 y el CGBA estan reprimidos constitutivamente en
mutantes gcn, por lo que cepas gcn GCD no pueden desreprimir la traduccién de GCN4 y no
crecen en 3-AT (3-AT?, fenotipo Gen’). Mutaciones espontaneas ged suprimen el efecto de las
mutaciones gcn y causan la desrepresion contitutiva de la traduccion de GCN4, de modo que los
dobles mutantes gcn ged tienen constitutivamente desreprimido el CGBA y si crecen en 3-AT

(3-ATR, fenotipo Ged)). Lo mismo ocurre en el caso del 5-MT.

Se investigo6 si las mutaciones Arpl19a o Arpl19b desreprimen la traduccién del ARNm
GCN4, como hacen las mutaciones Arplll (Foiani et al.,, 1991) o Arpl33a y rpl33-G76R
(Martin-Marcos et al., 2007). Para ello, en primer lugar se llevé a cabo la delecion de cada uno
de los genes paralogos RPL19A o RPL19B en la cepa Gen™ H96 (gen2-101 gen3-101)
(Harashima and Hinnebusch, 1986) con objeto de valorar su efecto en la expresion del gen
HIS4::LacZ como medida indirecta de la desrepresion o represion traduccional del ARNm
GCN4 en cada mutante (Véase méas adelante). Para ello, se transformaron células de dicha cepa
H96 (MATa gcn2-101 gen3-101 hisl-29 ura3-52 [HIS4::LacZ ura3-52]) con un alelo nulo
rpll9a::KanMX4 construido in vitro para reemplazar al alelo WT por doble recombinacion
homdloga; también se construyé un alelo nulo rpl19b::KanMX4 (Figura 74A y 74B). Se
seleccionaron transformantes resistentes a Geneticina (G-418) y se obtuvieron dos cepas
isogénicas, HmM624 Arpl19a::KanMX4 y Hm585 Arpll19h::KanMX4 (Materiales y Métodos).
En segundo lugar, se analiz6 el fenotipo de crecimiento de esas dos cepas en relacion al de H96

(RPL19A, RPL19B) en placas que se incubaron a diferentes temperaturas, y se comprob6 que
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dichos mutantes de delecion exhiben fenotipos de crecimiento lento (slg) similares a los de las
cepas Y07156 (4rpl19a) e Y03053 (4rpl19b) (Figura 75 A).

A) BamHI ATG TAA Spel
2627bp
J PromL19A ORF KanMX4 2TL19A
| 4
! T I L . ,
936 bp 1500 bp 191bp
Sall ATG TAA Sacll

Prom L19B ORF KanMX4 Term L19B

L4 2383 bp
L JL JL )

Y T T

432bp 1500bp 452 bp

Figura 74. Construccidon de alelos nulos de RPL19A y RPL19B.

También se hicieron deleciones independientes de RPL19A o de RPL19B en la cepa
Hm498 (MATa gcn2-101 gen3-101 hisl-29 inol ura3-52 leu2::HisG). Se usaron los alelos
nulos ya indicados, y se obtuvieron dos cepas isogénicas a Hm498, Hm625 Arpl19a::KanMX4
y HmM583 Arpll9b::KanMX4 (Materiales y Métodos), que exhiben fenotipo slg, mayor en el
caso de HmM625 Arpl19a::KanMX4 (Figura 75 B).

CEPAS H96

A)

Arpl19a

Arpl19b

YEPD, 18°C YEPD, 28°C

B) CEPAS Hm498

Arpl19a

Arpl19b

YEPD, 18°C YEPD, 28°C

Figura 75. Fenotipo slg causado por las mutaciones Arpl19a 'y Arpl19b en mutantes Gen'. A) En H96;
B) En Hm498. Las placas de YEPD se incubaron durante 3 dias a 28°C y 5 dias a 18°C.

Para investigar si el fenotipo slg de las deleciones sencillas se debe Unicamente a la
delecion de estos genes — comprobada por PCR —y no a alguna mutacion espontanea adicional
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de algun otro gen esencial, se transformaron las cepas mutantes con los plasmidos
centroméricos pAJ8 (RPL19A), pAJ2 (RPL19B) o el vector vacio pRS315 (LEU2). Se analizd
el tamafio de las colonias de los distintos transformantes en placas de SD*, que se incubaron
durante 2-3 dias a 28°C. En todos los casos se observo que cada gen pardlogo RPL19A y
RPL19B complementaba totalmente el fenotipo slg causado por la delecion respectiva de cada
uno de ellos (dato no mostrado).

4.1. Andlisis del caracter recesivo o dominante de las mutaciones
rpl19bACT

En algunos casos se ha descrito que proteinas ribosémicas mutantes cuando estan
ensambladas en ribosomas maduros pueden causar fenotipos dominantes o semidominantes, al
interferir o impedir las funciones en traduccién — inicio, elongacién o terminacién — de los
ribosomas silvestres (Martin-Marcos et al., 2007). Se analiz6, por ese motivo, si alguna de las
mutaciones rpl19bACT causa fenotipo slg dominante, semidominante o recesivo cuando los
alelos mutantes estan clonados en plasmidos centroméricos y en las cepas estan presentes
también proteinas L19e WT. Para ello, se transformaron dos cepas Gen', H96 (gen2-101 gen3-
101 RPL19A y RPL19B) y Hm 585 (gcn2-101 gen3-101 Arpl19b RPL19A), con los diferentes
plasmidos centroméricos portadores de alelos mutantes [rpl19b4CT, CEN6 URA3] que
codifican proteinas truncadas L19A22, L19A27, L19A32 y L19A39 (Tabla | de los Anexos).
Ademas, se transformaron las mismas cepas con el vector vacio pRS316 [CEN6 URA3], o con
el plasmido que porta el gen WT pAJ1 [RPL19B CEN6 URA3]. Se analizé el tamafio de las
colonias de los transformantes en placas de SD* que se incubaron durante varios dias a
diferentes temperaturas (18°C, 28°C y 37°C) (Figura 76).

A 18°C, los transformantes con alelos mutantes rpl19bACT [CEN6 URA3] de la cepa
“pseudo-haploide” Hm585 Arpl19b RPL19A tienen fenotipo slg, lo que sugiere que es
“semidominante” o dominante en presencia del pardlogo RPL19A. Una excepcion es el caso de
los transformantes con rpl19b432, que exhiben un menor slg que el resto de mutantes (Figura
76 B). A 28°C, los transformantes de las dos cepas tienen un fenotipo slg menos severo que a
18°C, y el mas exacerbado es el del mutante rpl19b427. A 37°C, los transformantes de Hm585

con el alelo mutante rpl19b427 son los que exhiben un slg mas marcado.

Transformantes con los mismos plasmidos [rpl19b4CT, CEN6 URA3] de la cepa H96 —
que es WT para los genes que codifican L19e (gcn2-101 gen3-101 RPL19A RPL19B) — exhiben
también fenotipo slg a 18°C, lo que indica claramente una dominancia de este caracter a esta
temperatura (Figura 76 A). A 28°C, solamente se observa slg en transformantes de H96 con los

genes mutantes rpl19b427 y rpl19b422; Sin embargo, a 37°C, todos los transformantes con
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genes mutantes crecen igual que aquellos que portan el plasmido con el gen RPL19B WT, por lo

que el fenotipo slg es recesivo a esta temperatura.

H96 [rpl19bACT, CEN6 URA3]

A)

(C+)

A39

B)

(CH)

Figura 76. Fenotipo slg de mutantes rpl19bACT. A) Alelos rpl19bACT [CEN6 URA3] expresados en el
fondo genético H96 (RPL19A RPL19B). B) Los mismos alelos expresados en el fondo genético Hm585
(RPL19A rpl19bACT). Se muestran colonias crecidas en placas de SD* incubadas a 18°C, 28°C y 37°C.

En ambas figuras se indican con un asterisco las cepas mutantes con slg méas acentuado.
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4.2.Regulacion traduccional del ARNm GCN4 en mutantes rpl19

Para investigar como afectan las mutaciones rpll19bACT a la traduccion especifica del
ARNmM GCN4, se analizo si los mutantes descritos anteriormente tienen fenotipo Gen™ o Ged'.

a) Andlisis cualitativo del posible fenotipo Ged™ de mutantes rpl19:

Se investigd si los diferentes alelos rpl19 de los que disponemos confieren un fenotipo
Gced™ en cepas mutantes gen, es decir, causan desrepresion constitutiva de la traduccion del
ARNmM GCN4.

Para ello, se analiz6 el crecimiento en andlogos de aminoacidos de cepas mutantes en dos
genes GCN reguladores positivos de la traduccion de GCN4, gcn2-101, gcn3-101, pero
silvestres en los genes reguladores negativos GCD. A estas cepas gcn GCD se les elimind
ademas RPL19B, generando el triple mutante Hm585 (gcn2-101 gen3-101 Arpl19b). Esta cepa
se transformd con plasmidos que portan los alelos mutantes rpl19bACT (CEN6 URA3), el gen
WT RPL19B o el vector pRS316 para investigar un potencial fenotipo Ged™. Aln en la presencia
del gen RPL19A en su estado WT en este fondo genético, al ser mutaciones semidominantes
tanto a 28°C como a 18°C, en caso de que los mutantes confieran fenotipo Ged', éste deberia
observarse, como se demostrd en nuestro laboratorio con el mutante rpl33a-G76R (Martin-
Marcos et al., 2007).

Las cepas Ged™ crecen en medios con analogos de aminoacidos igual que una cepa WT,
pues tienen desreprimida la traduccion de GCN4 y el CGBA constitutivamente. Si las
mutaciones de interés rpl19 no confieren fenotipo Ged™ en el fondo genético gen2-101 gen3-
101, las cepas seran sensibles al 3-AT y 5-MT, ya que los mutantes Gen™ no desreprimen el
sistema GCN4/CGBA y mueren en ausencia de histidina (3-AT) o de triptéfano (5-MT).

Se analizaron colonias aisladas de los transformantes obtenidos mediante réplica de placas
maestras en SC a placas con 3-AT. Como controles de sensibilidad al 3-AT se usaron la cepa
H96 (gcn2-101 gen3-101 GCD), de la que derivan los transformantes Hm585 (gen2-101 gen3-
101 Arpl19b), y la cepa H117 (gcn2-101 gen3-101) (Harashima and Hinnebusch, 1986), que es
una cepa isogenica a la cepa Ged™ H275 (gen2-101 gen3-101 ged17-1/rpl33a-G76R) que se

utilizé como control de resistencia al 3-AT (Martin-Marcos et al., 2007).

Como se observa en la Figura 79, los transformantes de la cepa Hm585 con plasmidos que
portan los alelos mutantes rpl19bACT [CENG6, URA3] no crecen en las placas de 3-AT a
ninguna de las concentraciones ensayadas (3-AT®), lo que sugiere que no tienen fenotipo Ged,

al menos en presencia del gen pardlogo WT RPL19A. Las cepas pseudo-haploinsuficientes para
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L19e derivadas de H96, HmM624 (gcn2-101 gcn3-101Arpll9a) y HmM585 (gen2-101 gen3-
101Arpl19b), tampoco exhiben fenotipo Ged™en placa (3-AT®).

Para comprobar si la delecion de RPL19A y/o RPL19B confiere fenotipo Gcd’, se
transformaron las cepas de EUROSCARF BY4741 (WT), Y07156 (Arpll9a) y Y03053
(Arpl19b) con el alelo nulo [gen2::HIS3] para generar la delecion del gen GCN2, y se verifico la
sustitucion correcta del gen por PCR (Materiales y Métodos). Se obtuvieron asi tres cepas
gen::HIS3 GCD, HmM696 (Agcen2::His3), Hm697 (Arpl19a Agen2::His3) y Hm698 (Arpl19b
Agcn2::His3), en las que se complementa con el marcador HIS3 del alelo de delecion la
auxotrofia de histidina debida a la mutacion Ais3A1. Asi, los posibles fenotipos Ged™ de estas
cepas se pueden analizar en placas de 3-AT ademas de 5-MT.

La cepa Hm697 (Arpl19a Agcn2::His3) si crece en 3-AT (es 3-ATF), pero la isogénica
Hm698 (Arpl19b Agen2::His3) no lo hace (3-AT®) (Figura 80). Se investigd entonces si estas
defierencias en el fenotipo se debian a las respectivas deleciones de cada gen pardlogo RPL19 o
bien a alguna mutacion gcd espontanea presente en la cepa Arpl19a en otro gen GCD. Para ello,
se transformo la cepa HM697 (Arpl19a Agen2::His3) con el plasmido vacio (pRS316) y con el
plasmido pAJ9 (RPL19A). Los transformantes se ensayaron en placas de 3-AT y se observé que
la presencia de RPL19A no corrige la resistencia al 3-AT de Hm 697, por lo que su fenotipo
Gced se deberia a otra mutacién no identificada, pero no a la pseudo-haploinsuficiencia que
causa Arpll9a (Figura 77). Estos datos ilustran la importancia de manejar varios fondos
genéticos de S. cerevisiae para estudiar y concluir el fenotipo de determinadas mutaciones de

interés.

gcn GCD

CEPAS Agcn2::HIS3

3-AT
10 mM

sC

HM696 +
PRS316

HmMG97 (Arpl19a)
+pRS316

HmM697 (Arp/19a) -
+ RPL19A

Figura 77. Andlisis del fenotipo de sensibilidad a analogos de aminoacidos de las cepas Hm696 y

Hm697. Se hicieron réplicas de placas maestras de clones transformantes cultivados en placas de SC a
28°C 2 dias a placas de 3-AT 10 mM, que se incubaron durante 3 dias a 28°C.
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b) Analisis cualitativo del posible fenotipo Gen” de mutantes rpl19:

Para investigar si la expresion de GCN4 esta traduccionalmente reprimida en los mutantes
rpl19bACT (fenotipo Gen), se analizd el crecimiento de las cuatro cepas mutantes Arpll9a
Arpl19b [rpl19s4CT CEN6 URA3] — silvestres para los genes reguladores GCN — mediante
ensayos de goteo directo en placas conteniendo el inhibidor 3-AT a diferentes concentraciones
(10 mM, 20 mM y 30 mM) (Materiales y Métodos). Todos los mutantes rpl1964CT crecen
ligeramente peor en 3-AT que la cepa transformada con el gen WT RPL19B, siendo el mutante
rpl19bA22 el que peor crece (Figura 78 A). Estos datos sugieren que las cepas mutantes no
pueden desreprimir eficazmente el CGBA (control general de la biosintesis de aminoécidos), o
lo que es lo mismo, la traduccion del ARNm GCN4 en ausencia de histidina impuesta por el
3-AT, por lo que podrian tener fenotipo Gcn'. Para corroborarlo, se hicieron ensayos
cuantitativos (Figura 81).

Del mismo modo, se analiz6 el crecimiento de los mutantes pseudo-haploinsuficientes
Y07156 (Arpll9a) e YO03053 (Arpll9b) en presencia del analogo del triptéfano 5-metil-
triptéfano (5-MT), ya que estas cepas derivan de BY4741 (WT) y son auxétrofas de histidina

(his3A1). Los ensayos de réplica en placas y de goteo se muestran, respectivamente, en las
Figuras 82 y 78 B. La cepa Y03053 (Arpl19b) crece de manera similar en 5-MT y en SC, y la
cepa Y07156 (Arpll9a) crece mejor en 5-MT, lo que sugiere que no presentan fenotipo Gen
(Figura 78 B). Ademas, se transformaron las cepas con el plasmido p437 [CEN6 URA3 HIS3]
para suplementar la auxotrofia de histidina, y se analizaron las colonias aisladas también
mediante réplicas en placas de 3-AT 10 mM, observandose el mismo resultado que en 5-MT
(Figura 82).
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Resultados: CAPITULO IV

CEPAS Arpl/19a Arpl19b [rpl19bACT, CEN6 URA3]  (GCN GCD)

A)
SC, 28°C 3-AT 20 mM
105 104 10% 102 10 105 104 10 102 10
WT WT
A22 A22
A27 A27
A32 A32
A39 A39
WT WT
B) CEPAS BY 4741 (GCN GCD)
SC, 28°C 5-MT 0,5 mM
105 104 103 102 10 105 104 10% 102 10

BYWT BY WT

BY Arpl19a BY Arpl19a

BY Arpl19b

BY Arpl19b

Figura 78. Analisis del fenotipo de sensibilidad a anédlogos de aminoacidos de mutantes rpl19b4CT,
Arpl19a y Arpl19b. Las células de los mutantes se cultivaron en todos los casos en SC a 28°C hasta fase
exponencial y se hicieron diluciones seriadas. A) Crecimiento de cepas isogénicas Arpll9a Arpll19b
[rpl19bACT, CEN6 URA3] en 3-AT (20 mM). B) Crecimiento de mutantes Arpl19a y Arpl19b en 5-MT
(0,5 mM). Las placas de 3-AT y de 5-MT se incubaron a 28°C durante 3 y 5 dias, respectivamente.

c) Andlisis cuantitativo de la represion o desrepresion traduccional de
GCN4 en mutantes rpl19:

Se investigd en qué medida las mutaciones rpl19 afectan al proceso de traduccion del
ARNmM GCN4.

e Analisis cuantitativo del posible fenotipo Ged” de mutantes rpl19:

Se analizd la traduccion del ARNm GCN4 en triples mutantes rpl19b gcn2-101 gen3-101
(silvestres para los genes GCD) con el fin de determinar si en estas cepas, constitutivamente
reprimidas para el CGBA, las mutaciones que alteran la proteina ribosémica L19e o las que
reducen su dosis podrian causar algo de desrepresion traduccional de GCN4. Como ya se ha
mencionado, la existencia de subunidades 60S mutantes o una reduccion de las mismas, pueden
provocar una desrepresion mas o menos leve del sistema, que seria observable solamente

cuando esta totalmente reprimido (mutaciones gcn presentes) (Foiani et al., 1991).
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Resultados: CAPITULO IV

Para ello, se valor¢ la actividad B-galactosidasica, en este caso, procedente del transcrito
de fusion His4::LacZ que esta integrado en el locus URA3 en H96 y en todas las cepas que
derivan de ella (véase genotipo de H96 en la Tabla | de los Anexos). Se trata de una medida
indirecta y proporcional de la traduccion del ARNm GCN4, pues el factor GCN4 activa la
transcripcion de His4::LacZ y la ruta de la histidina no estad sometida a regulacién por producto
final o feed back (Lucchini et al., 1984).

Ninguno de los mutantes rpl19bACT desreprime la traduccion de GCN4 a los niveles del

mutante Ged” H275 (gen ged), por 1o no presentan fenotipo Ged™ (Figura 79).

Se observa también que, en el caso del mutante Hm698 Agcn2 Arpl19b, se obtienen unos
valores similares a los de la cepa WT Hm696 Agcn2 (Figura 80), por lo que tampoco son Ged',
a diferencia de lo que ocurre con la cepa HM697 Agcn2 Arpll19a, que tiene fenotipo Ged™ debido

a alguna mutacion no identificada, como acabamos de describir (Figura 77).
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Resultados: CAPITULO IV

(gcn GCD) His4::LacZ
3AT
SC  JomM CEPA R
H117 H117 (C') 1230 + 160
H275 H275 (C*) 3800 + 270
H96 H96 (C') 560 +40
Hm624 (Arpl19a) Hm624 (Arpl19a) 520 +70
Hme624 (Arpl19a
Hm624 (Arpi19a) [RPL19A] e [RP,(J;;] ) 530 £50
3AT
SC  JomM CEPA R
[bRS316 pRS316 570 + 20
CEPAS WT WT 690 + 30
[rpl19bACT,
CEN6 URA3 A27 A27 770 £ 60
A32 A32 820 + 120
| A% A39 1050 + 90
4500
IH117(C-)
4000 T B H275 (C+)
M H96
3000 I Hm624 (Arpl19a)
- 5} Hm624 (Arp/19a) [RPL19A]
® 2500
ke
-
B 00 M pRS316 ]
; 1500 WT
I m 422 CEPAS
1000 M A27 "Hm585 (Arpl19b)
500
H A39

Figura 79. Traduccion de transcritos de fusion His4::LacZ en cepas gcn GCD H96, HmM624 y
HmM585 Arpl19b [rpl19bACT, CEN6 URAZ]. Las células se cultivaron en medio sélido (parte superior de
la figura) o en medio liquido SC (R) (parte inferior). Las unidades de actividad B-galactosidasica se
expresan en nanomoles de o-nitrofenol liberados de o-nitrofenil-B-D-galactopiranésido por minuto y por
miligramo de proteina. Se muestran las medias de 3 replicados bioldgicos y los errores estandar de la

media se recogen en la tabla y se representan en el gréafico inferior.
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Resultados: CAPITULO IV

gen GCD

CEPAS Agen2:HIS3 nen -
p180

3-AT
10mM CEPAS Agcn2 R

SC
HM696 (WT) .
HM696 (WT) 314+ 20
Hmeea(ArpHsb) . HM08 (Arpi19b) | 342+ 14

HmB97 (Arpl19a) n HmMG697 (Arpl19a) 758 =34

900

800 T

700

o B Hm696 (WT)
E 500
S b HmM698 (Arpi19b)
'ﬁ 400
< I M Hm697 (Arpl19a)
= 300

200

100

0
R
—
p180

Figura 80. Traduccién de transcritos de fusion GCN4::LacZ con diferentes uORFs en la secuencia
lider en cepas HmM696 Agcn2 WT y Hm698 Agcn2 Arpll9b. Se valor6 la actividad B-galactosidasica
sintetizada en dichas cepas transformadas con el pladsmido p180. En la figura de este plasmido, los
rectangulos representan UORFs del ARNm de GCN4. Las células se cultivaron en medio sélido (en la
parte superior de la figura) o en medio liquido SC (R). Las medidas de la actividad pB-galactosidasica se

realizaron como se indica en la Figura 79.

e Analisis cuantitativo del posible fenotipo Gen” de mutantes rpl19:

Se investigo si las mutaciones rpl19 causan represion traduccional de GCN4. Para ello, se
emplearon los cuatro mutantes Arpl19a Arpl19b [rpl19bACT, CEN6 URAZ]. Estas cepas tienen
alelos silvestres de los genes reguladores positivos (GCN) y negativos (GCD), por lo que en
situaciones de carencia de aminoacidos desreprimirian la traduccion del ARNm de GCN4 y el

CGBA, excepto si los alelos mutantes indicados les confieren un fenotipo Gen'.
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Resultados: CAPITULO IV

Se cuantificd la actividad pB-galactosidasica procedente de transcritos de fusion
GCN4::LacZ clonados en plasmidos centroméricos. Los plasmidos empleados portan alelos de
GCN4 que codifican mensajeros con diferentes secuencias lider: p180, GCN4::LacZ WT con
las 4 uORFs que regulan la expresion de GCN4; p227, GCN4::LacZ sin ninguna UORFs
(equivale a fenotipo Ged"), con el que se obtendran niveles de expresion de GCN4 sin que exista
regulacion por ninguna de las UORFs; p226, GCN4::LacZ con la uORF 4, que tiene efectos
negativos sobre la expresién de GCN4 (equivale a fenotipo Gen’), por lo que a penas llegan
ribosomas hasta la ORF de GCN4 y su expresion se encuentra disminuida; y pM226,
GCN4::LacZ con una UORF 1 que tiene mutado el coddn de terminacion por la insercion de un
resido de T entre las dos A, de TAA a TATA, por lo que la uORF 1 se alarga y se solapa con la
ORF de GCN4 130 nt. Se valoro la actividad p-galactosidasica de varios transformantes de cada
cepa con los diferentes plasmidos, y se obtuvo la media y el error estdndar. Las cepas se
cultivaron a 28°C en condiciones de represién (R) en medio SC; y de desrepresién (DR), en

medio SC hasta una DOggonm ~ 0,4, Y tras transferirlas 6 horas a 3-AT 10 mM.

En los mutantes Arpl19a Arpl19b [rp/19bACT, CEN6 URA3], en condiciones de represion
(R), la expresion de los transcritos GCN4::LacZ en los plasmidos p180, p227 y p226 es similar
en los mutantes y en la cepa WT. Sin embargo, en condiciones de desrepresion en 3-AT 10 mM
(DR) con el plasmido p180, la expresion de GCN4::LacZ es significativamente mas baja en las
cepas mutantes que en la cepa WT (RPL19B,;). Estos resultados corroboran los resultados del
andlisis de resistencia a andlogos en placas, ya que todos los mutantes rp/19bACT tienen

fenotipo Gcen', mas acusado en el caso del mutante rpl19bA22 (Figura 81).

Una reduccion en la actividad o de la cantidad de subunidades ribosémicas 60S en los
mutantes permitiria que algunos PICs 43S no se uniesen a 60S en el AUG del uORF1 y
continuasen el rastreo en direccion 3"del ARNm (leaky scan del uORF1), llegando a traducir la
UORF4, por lo que la mayoria de ribosomas se disociarian del ARNm, no alcanzando la ORF de
GCN4. Este hecho podria explicar el fenotipo Gcn™ observado. Por ello, se analiz6 la
construccion pM226 que porta el transcrito GCN4::LacZ con un UORF1 extendida donde, si los
ribosomas no traducen el AUG de la uORF1, aumentarian las posibilidades de que se formasen
los monosomas (60/40S) y se iniciase la traduccion en el AUG de GCN4, aumentando su
expresion. Al analizar la actividad B-galactosidasica en estos transformantes, se observa un
pequefio aumento en los mutantes »p/19bACT respecto a la cepa WT, lo que sugiere que en los

mutantes se esta produciendo leaky scan del uORF1 (Figura 81).
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Resultados: CAPITULO IV

CEPAS Arpl19a Arpi19b [rpl19bACT, CEN6 URA3] (GCN GCD)
uORF1
Eenes - ool ool
pl18o p227 p226 pM226
CEPAS GCN2 R DR R R R
WT 2413 490+ 50 2010+ 60 5+0,7 18+ 20
A22 22+ 4 50+ 10 2220+ 40 5+0,2 30+ 40
A27 213 90+ 20 2090+ 20 5+04 24+ 10
A32 202 70+ 20 2270+ 60 5+0,6 26+20
A39 17+3 180+ 30 233060 - 42 + 40
2500
2000
B WT
1500 v Az2
- m A27
(1]
ke A32
= 1000
3 | A39
=
500
0 L ——— -l - e =
R DR R R R
L . J L T J L T J L ! J
p180 p227 p226 pM226

Figura 81. Traduccién de transcritos de fusion GCN4::LacZ con diferentes uUORFs en la secuencia
lider en mutantes Arpl19a Arpl19b [rpl19bACT CEN6 URAZ]. Se valord la actividad B-galactosidasica
sintetizada en dichas cepas transformadas con los plasmidos p180, p227, p226 y pM226. En la figura de
estos plasmidos, los rectdngulos representan UORFs y las “X” indican mutaciones que eliminan los
codones de iniciacion de las mismas. Las células se cultivaron en medio sélido (en la parte superior de la
figura) o en medio liquido SC (R) o en el mismo medio conteniendo 3-AT (DR). Las medidas de la

actividad B-galactosidasica se realizaron como se indica en la Figura 79.
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Resultados: CAPITULO IV

En el caso de los mutantes pseudo-haploinsuficientes, la expresidn del transcrito de fusion
GCN4::LacZ en los mutantes Y07156 (Arpl19a) e Y03053 (Arpl19b) en relacién a la cepa
BY4741 (WT) es similar, tanto en condiciones de represion (R) como de desrepresion (DR),

indicando que no tienen fenotipo Gen™ (Figura 82).

-.HJ—.I-J-
CEPAS BY4741 (GCN GCD) o150
5MT  3-AT
SC osmM 10mMm | CEPASGCN2 R DR
BY4741(WT) o BY4741 4146 452 + 21
Y07156 : Q WD)
(Arpl192) I ] & (If;} 32, 38+ 4 430 £ 28
Y03053 S &
(ArpH9b) (103123:3;} 36+ 4 426 + 16
+p437 P
&00
500 T
s ° M BY4741 (WT)
[3-]
z Y07156 (Arpl19a)
< M Y03053 (Arpl19b)
=
200
100
0
l R DR J
T
p180

Figura 82. Traduccién de transcritos de fusion GCN4::LacZ con diferentes uORFs en cepas
isogénicas WT, Arpll9a y Arpl19b. La actividad B-galactosidasica se valord en transformantes de las
cepas BY4741 (WT), Y07156 (Arpll9a) y Y03053 (Arpl19b) con el plasmido p180. En la figura del
plasmido se representan con rectangulos las uORFs del ARNm de GCN4. Las células se cultivaron en
medio solido (parte superior) o liquido, SC (R) o en el mismo medio conteniendo 5-MT (DR). Las

medidas de la actividad B-galactosidasica se realizaron como se indica en la Figura 79.
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Resultados: CAPITULO IV

4.3.Regulacion traduccional del ARNm GCN4 cuando se sobreexpresa
L19e

Se ha descrito que, en células humanas de cancer de mama de la linea celular MCF7, L19%
se encuentra sobreexpresada como consecuencia del estrés en el reticulo endoplasmatico, e
induce la fosforilacion del factor de iniciacion elF2a, por lo que disminuye la cantidad de CT, y
por ello, aumentaria la expresion de ATF4 (factor de transcripcion equivalente a GCN4 en
humanos). Para investigar si ocurre este mismo efecto en células de levadura, se sobreexpreso
L19B en la cepa de S. cerevisiae HmM498 (MATa gcn2-101 gen3-101 hisl1-29 inol ura3-52
leu2::HisG). Para ello, se transform6 dicha cepa con el plasmido pAJ46 (pS28::FLAG::
RPL19B,,;, 2 uM LEU2), y con los plasmidos pRS315, pAJ4 (RPL19B,,, CEN6 LEU2) y pAJ56
(pS28::FLAG:: RPL19B,, CEN4 LEU2) como controles negativos. Se analizaron colonias
aisladas de los transformantes obtenidos mediante réplica de placas master de SC a placas con
los andlogos de aminoacidos 3-AT y 5-MT. Como controles de sensibilidad se uso la cepa H96
(gcn2-101 gen3-101) (Harashima and Hinnebusch, 1986) y como control de resistencia se
utilizé la cepa Ged™ H275 (gen2-101 gen3-101 ged17-1/rpl33a-G76R) (Martin-Marcos et al.,
2007).

Como se observa en la Figura 83, ninguno de los transformantes de la cepa Hm498 es
capaz de crecen en las placas de 3-AT ni de 5-MT (3-AT® 0 5-MT®), lo que sugiere que en
S. cerevisiae la sobreexpresion de L19e no produce fenotipo Ged'.

CEPAS gcn GCD SC 3-AT 5-MT
28°C 10 mM 0,5 mM

H275

H96

pRS315

CENG::L19B,

HmA38+1 £ AG::CEN4::L19B,,
FLAG::2uM::L19B,;

Figura 83. Andlisis del fenotipo de sensibilidad a andlogos de aminoacidos de mutantes Hm498
CENG6::RPL19B4i, CEN4::RPL19BAi y 2uM::RPL19B4i. Se hicieron réplicas de placas maestras de
clones transformantes cultivados en placas de SC a 28°C 2 dias a placas de 3-AT 10 mM y 5-MT 0,5 mM,

gue se incubaron durante 3 y 5 dias, respectivamente, a 28°C.
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1. FUNCION DE L19e EN EL RIBOSOMA EUCARIOTICO

1.1. Estado del conocimiento

En este trabajo se han investigado las funciones primarias de la proteina ribosémica
esencial L19e en la biogénesis de las subunidades ribosémicas y en la traduccion por el
ribosoma maduro. El interés cientifico del grupo en el que se ha realizado se centra en desvelar
algunos de los factores proteicos y de los mecanismos moleculares que regulan la iniciacién de
la traduccion en eucariotas, usando como organismo modelo la levadura Saccharomyces

cerevisiae.
Las razones gue determinaron el inicio de este trabajo de investigacion fueron:

(i)No existia ningin dato en la literatura cientifica sobre las funciones de L19e, una
proteina ribosomica que aparece en el ribosoma de arqueobacterias, adquiere una extension
C-terminal de diferente tamario en los diversos organismos eucariotas y facilita el contacto entre
las subunidades ribosémicas en ambos grupos de organismos. (ii) Ni los ribosomas de
eucariotas ni sus subunidades se habian cristalizado todavia con calidad suficiente para obtener
sus estructuras con alta resolucién atémica mediante difraccion de rayos X, lo que constituia el
objetivo de prestigiosos laboratorios tras la resolucion de la estructura del ribosoma bacteriano a
~3,0 Amstrong (Ban et al., 2000; Schluenzen et al., 2000; Wimberly et al., 2000). Sin embargo,
ya se habian publicado algunos trabajos en los que, usando técnicas de rayos X, crio-
microscopia electronica (cryo-EM) y modelado sobre la estructura del ribosoma bacteriano, se
predecia la posicién de L19e en el ribosoma eucariota; ademas, los datos obtenidos permitian
predecir algunas de las interacciones moleculares en las que participa, asi como especular acerca
de una posible funcién reguladora de L19e en traduccion (Klein et al., 2004; Chandramouli et
al., 2008; Taylor et al., 2009; Ben-Shem et al., 2010). La estructura del ribosoma 80S
proporcionaria el marco molecular imprescindible para comenzar a entender el significado
funcional de sus nuevos elementos estructurales, ausentes del ribosoma bacteriano y/o del de
arqueobacterias, las nuevas que establecen entre ellos y con factores de traduccion y el papel
que desempefia el ribosoma 80S en la regulacién de la traduccién. (iii) Existian numerosas
evidencias sobre la composicion heterogénea y la existencia en las células eucariotas de
diferentes poblaciones de ribosomas (Mauro and Edelman, 2002; Mauro and Edelman, 2007;
Gilbert, 2011; Xue and Barna, 2012; Bauer et al., 2013). Resultados de un estudio sistematico
en S. cerevisiae sugerian que podria existir un “Codigo Ribosomico” para la traduccion
especifica, o preferente, de determinados ARNm y/o en diferentes situaciones fisiologicas o de
estrés (Komili et al., 2007). (iv) Acababan de publicarse algunos datos relevantes sobre la

sobreexpresion de L19e en algunos tumores humanos concretos, y L19e se perfilaba como una
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proteina de interés para su diagndstico y pronostico (Dressman et al., 2003; Bee et al., 2006;
Huang et al., 2008; Kuroda et al., 2010; Yang et al., 2010; Bee et al., 2011; Gazda et al., 2012;
Hong et al., 2014). (v) La levadura S. cerevisiae, constituia el mejor de los organismos modelo
para abordar el estudio genético-molecular de las funciones primarias de L19e y el grupo
disponia de conocimientos cientificos y metodoldgicos para caracterizar defectos traduccionales
y analizar la regulacion traduccional de GCN4 en S. cerevisiae (Garcia-Barrio et al., 1995;
Cuesta et al., 1998; Calvo et al., 1999; Martin-Marcos et al., 2007; Iglesias-Gato et al., 2011,
Martin-Marcos et al., 2011).

Por todo lo expuesto, nos decidimos realizar un analisis genético-molecular en S. cerevisiae
que nos permitiese correlacionar los rasgos fenotipicos de mutantes de pérdida parcial de
funcion de L19e con las alteraciones que provocan las mutaciones correspondientes en la
secuencia o en la estructura de la proteina, asi como con las interacciones que podrian modificar
o romper en la subunidad 60S y en el ribosoma 80S (ARNr o proteinas ribosdmicas). Se
disponia de datos de cryo-EM 'y de las estructuras de baja resoluciéon de subunidades y
ribosomas 80S (Spahn et al., 2001; Spahn et al., 2004; Chandramouli et al., 2008; Taylor et al.,
2009). Finalmente, las estructuras de alta resolucién atémica del ribosoma de S. cerevisiae y de
otros organismos, se publicaron durante el desarrollo de esta investigacion (Ben-Shem et al.,
2011; Klinge et al., 2011; Rabl et al., 2011; Anger et al., 2013; Lomakin and Steitz, 2013;
Weisser et al., 2013; VVoorhees et al., 2014).

1.2. Interpretacion de las consecuencias de las mutaciones rpl19

Se ha postulado que algunas extensiones N- o C- terminales afiadidas durante la evolucién a
algunas RP pre-existentes en ribosomas 70S de bacterias y/o arqueobacterias podrian contribuir
al ensamblaje de otras RP y/o la regulacién de la traduccién en eucariotas (Melnikov et al.,
2012; Gamalinda and Woolford, 2014). Resultados recientes revelan que un nuevo dominio
N-terminal en S5 de 55 aminoacidos se requiere para el inicio de la traduccién y para la
viabilidad celular en S. cerevisiae (Ghosh et al., 2014). La nueva extension C-terminal de S14
es necesaria para el procesamiento del pre-ARNr 20S que da lugar al ARNr 18S maduro
(Jakovljevic et al., 2004). Ademas, también se ha descrito que nuevos elementos estructurales
de L4 contribuyen diferencialmente al procesamiento del pre-ARNm y al crecimiento celular.
Asi, mientras que una reduccién de dosis de L4 afecta a pasos tempranos del procesamiento del
pre-ARNT, la eliminacion de un bucle interno de ~70 amino&cidos, de los que ~10 son nuevos
en eucariotas, afecta a los pasos finales del procesamiento, ya que se acumulan los precursores
27SB, 7S y 6S, afectando al ensamblaje en las Ultimas etapas y quiza a la funcionalidad de las

subunidades ribosémicas maduras. Por el contrario, la eliminacién de la extensiéon C-terminal de
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~100 aminoéacidos de L4 no afecta al procesamiento de los ARNr (Gamalinda and Woolford,
2014).

Los mutantes rpl19bACT fueron seleccionados y caracterizados en este trabajo por ser los
gue exhiben un fenotipo slg mas exacerbado entre todos los mutantes rpl19b obtenidos (Figura
35). Por lo tanto, serian los que tienen una mayor pérdida de funcion de una proteina esencial.
Los ARNm rpl19bACT tienen codones de terminacion de la traduccién prematuros (PTCs) y
codifican proteinas L19B truncadas en su dominio C-terminal (Figura 44), constituida por una
a-hélice de 64 aminoacidos que es exclusivamente eucariota (L19BA22, L19BA27, L19BA32,
L19BA39) (Figura 84). La longitud del dominio a-helicoidal varia entre los diferentes
organismos eucariotas y parece ser especifica de especie (Figura 11). Destaca especialmente en
plantas, como A. thaliana, que tiene 20 aminoédcidos mas que en S. cerevisiae, 0 en
D. melanogaster, con 14 aminoécidos mas, pero se desconoce su funcionalidad en la traduccion
en todos los organismos. Sin embargo, L19e ya estd ensamblada en la subunidad 60S con su
extremo N-terminal orientado hacia la zona del tinel de salida del polipéptido (una regién de
estructura conservada en el ribosoma a lo largo de la evolucién, probablemente por su
funcionalidad), y con el dominio C-terminal hacia la zona de contacto entre subunidades, tanto
en la estructura de 60S de T.thermophila como en la de S. cerevisiae (Ben-Shem et al., 2011;
Klinge et al., 2011). Por lo tanto, no parece probable (i) que la conformacion de esta parte de
L19e varie entre la subunidad 60S aislada y formando parte del ribosoma maduro, ni (ii) que las
mutaciones rpl19bACT alteren la conformacion natural de la subunidad 60S, sino mas bien que
afecten a su interaccién o unidn a los PIC 43S en todo caso. Las predicciones realizadas usando
las coordenadas de la estructura del ribosoma de S. cerevisiae propuesta por Ben-Shem et al., en
2011 (con la ayuda de un experto en cristalografia de complejos macromoleculares) permiten
proponer que la eliminacion progresiva hacia el extremo N-terminal de la o-hélice de L19e
alteraria sus interacciones con residuos de la hélice E del segmento de expansion eES6 del
ARNr 18S. Ademas, se alteraria la orientacion del eES6 en la subunidad 40S, ya que dependeria
de la red de interacciones que establecen con su hélice E las argininas R162, R163, R167, R170,
R172, R173 y R176 en el extremo C-terminal de L19e. A pesar de que la proteina mutante
L19A27 no es la que tiene truncada la mayor parte de la a-hélice C-terminal (que es L19A39),
los mutantes rpl19b427 son, entre todos los de delecién parcial seleccionados, los que presentan
un fenotipo slg mas acusado (Figura 30). Una posibilidad seria que la proteina L19A27 se
pliegue incorrectamente y no de forma igual que el resto de las truncadas, pues la eliminacion
de los ultimos 27 aminoacidos, igual que en el caso de L19A32 y L19A39, causa la pérdida de 3
argininas (R162, R163 y R167) implicadas en la formacion del puente eucaridtico eB12
(AEARRLKNRA). Sin embargo, en el caso de L19A27 quedan expuestos en el extremo

C-terminal 2 residuos de acido glutdmico (E157 y E158) con cargas negativas (Figura 32). Un
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extremo de estas caracteristicas provocaria una repulsion electrostética con cargas negativas del
ARNr 18S, creando cambios en la conformacién estructural del ribosoma 80S y, quiza,
provocando impedimentos estéricos para la union de 60S con 40S. En el resto de proteinas
mutantes L19eACT, estas cargas negativas bien se habrian eliminado (en L19A32 o0 L19A39), o
bien se contrarrestarian con las argininas del extremo C-terminal aln presentes en la proteina
(en L19A22).

L19A39 119432
L19e

Figura 84. Representacién esquemdtica de la estructura tridimensional de las proteinas L19e
silvestre y las truncadas en su extremo C-terminal (predicciones realizadas con el Programa Discovery
Studio).

Por otra parte, la inestabilidad de los ARNm codificados por algunos alelos mutantes de
expresion condicional cuando se sobreexpresan en medio YEPG (pGAL.::rpl19bACT) como se
muestran en la Figura 43 podrian contribuir al fenotipo de crecimiento lento de los mismos.
Asi, se ha descrito que la presencia de codones de terminacion tempranos en los ARNm de
S. cerevisiae determina que sean reconocidos y eliminados por la ruta denominada NMD
(nonsense-mediated RNAm decay) (Peltz et al., 1994). Se trata de un mecanismo de vigilancia
muy conservado evolutivamente en eucariotas en el que intervienen 3 factores UPF (upstream
frameshift) denominados en S. cerevisiae UPF1, con actividad ATPasa y Helicasa (Czaplinski et
al., 1995), UPF2 y UPF3, que actian como plataforma para UFP1 (Chamieh et al., 2008;
Takahashi et al., 2008; Chakrabarti et al., 2011). El NMD degrada los ARNm con PTCs para
evitar que se generen proteinas truncadas perjudiciales para la célula (Baker and Parker, 2004;
Behm-Ansmant et al., 2007; Chang et al., 2007; Nicholson and Muhlemann, 2010). Se ha
propuesto un modelo que postula que UPF1 interactia directamente con el extremo 3"-UTR,
favoreciéndose el anclaje al mismo al ser méas largo que cuando existe un codén de terminacion
canodnico (Hogg and Goff, 2010), promoviendo la degradacion de los ARNm (Figura 85 A).

Esta degradacion serd llevada a cabo, al igual que cuando existe una secuencia canénica, por la
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exonucleasa XRN1 en direccion 5> 3" (Hsu and Stevens, 1993), y por el exosoma y el
complejo SKI en direccion 3" >5" (Anderson and Parker, 1998) (Figura 85 B); Sin embargo, el
NMD acelera la degradacion en ambas direcciones (Muhlrad and Parker, 1994; Mitchell and
Tollervey, 2003). Por otra parte, al existir un extremo 3"-UTR maés largo, la distancia desde el
codon de parada hasta la cola de poli (A) es mayor, por lo que ademas se interrumpe la
interaccion entre PAB1 y eRF3 (Shoemaker and Green, 2012). El factor eRF3 reconoce los
codones de parada canonicos junto a eRF1, y cuando existen PTCs, interactia con UPF1
(Czaplinski et al., 1998). Cuando los ARNm son normales, PAB1 compite con UPF1 por la
interaccion con eRF3 (Singh et al., 2008; Kervestin et al., 2012; Muhlemann and Jensen, 2012),
y junto a elF4G en el ARNm circular, PABL1 inhibe al NMD (Fatscher et al., 2014; Joncourt et
al., 2014). Ademas, PAB1 participa en la estabilizacién de los transcritos (Jacobson and Peltz,
1996), por lo que los ARNm portadores de PTCs serian mas inestables al establecerse una unién
menos eficaz entre PAB1 y eRF3 (Figura 85 A).

A)

‘ Secuencia canodnica ‘

m "Gppp‘ul\_l = ’....

PTC en la secuencia
(Modelo 3"-UTR)

m ‘Gpp;‘kp
- elF4G

TO Exosoma

Figura 85. A) Terminacion de la traduccidn candnica y cuando existe un PTC en la secuencia del
ARNmM. En el segundo caso, la terminacién se modifica por la presencia de factores del NMD y se
interrumpe la interaccion entre eRF3 y PAB1. B) Degradacién del ARNm con PTCs en su secuencia.
Tras la eliminacion de la secuencia CAP y de la cola de poliA, se produce una rapida degradacion del

ARNmM promovida por el NMD por XRNL1 en direccion 5" =>3" y por el Exosoma en direccion 3" >5".
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Tanto en las cepas mutantes rpl19bACT (Figura 38) como en las cepas de delecién de uno
de los dos genes paradlogos RPL19A o RPL19B (Figura 48 A), ademas del fenotipo slg,
aparecen grupos de 3 0 mas células vegetativas, lo que sugiere que las dos células hijas no han
conseguido separarse de la célula madre haploide y que podria estar retrasada la citocinesis. Se
ha descrito que la limitacion de nucle6tidos de guanina en S. cerevisiae ralentiza la progresion
del ciclo celular, especialmente en telofase. A nivel celular, esta limitacion provoca la aparicion
de células con dos células hijas que no se han separado. Tanto por ensayos de fluorescencia
como de microscopia electronica, se ha demostrado que este fenotipo se debe a defectos en la
separacion de la pared celular entre las células hija y la célula madre, pero no a alteraciones de
la citocinesis. Estos defectos en la separacion de la pared también se han observado en una
poblacién de células WT cuando éstas entran en quiescencia, lo que corrobora la hip6tesis de
que los nucleétidos de guanina contribuyen a la sefial de regulacion de la proliferacion celular
(Sagot et al., 2005). En el caso de los mutantes Arpll9a o Arpll9b, se ha detectado con
calcofluor que no se produce eficazmente la formacion del septo primario para la separacién de
la yema, por lo que los defectos observados se deberian a defectos en la separacion de la pared
que divide las células madre e hija. La tincién de nucleos con DAPI indica que la division

nuclear y transmision a las células hijas no estaria impedida en los mutantes rpl19b4CT.

Todos los mutantes obtenidos en este trabajo se generaron in vitro usando como sustrato de
la mutagénesis un alelo RPL19B,; carente de intron. Los intrones de los genes de las proteinas
ribosémicas tienen un importante papel en la regulacion transcripcional de dichos genes,
especialmente los de algunas de ellas y en ciertas condiciones de estrés (Pleiss et al., 2007;
Meyer and Vilardell, 2009; Hu et al., 2010; Bergkessel et al., 2011; Parenteau et al., 2011;
Plocik and Guthrie, 2012; Garre et al., 2013). Los distintos intrones en tamafio y secuencia de
los RPG paralogos de S. cerevisiae regulan a veces la expresion del propio gen y/o la del otro
parélogo. En concreto, para el intron de RPL19B, se ha descrito que ejerce una regulacion
positiva tanto intragénica como intergénica, ya que su eliminacion reduce la expresiéon de
RPL19A y de RPL19B (Parenteau et al., 2011). Sin embargo, nuestros datos indican lo contrario
en el caso de la eliminacion del intrén de RPL19B, ya que el transcrito de RPL19B,; es un 25%
mas abundante que el del ARNm de RPL19B (Figura 26). Estas diferencias podrian ser debidas
al distinto fondo genético de las cepas utilizadas en nuestro laboratorio y/o a que el alelo
RPL19B,; se expresa desde un plasmido centromérico y no integrado en el genoma, como en el
trabajo de Parenteau et al., 2011. Sin embargo, en este trabajo se comparan los datos de los
mutantes rpl19b,; con los obtenidos para la cepa WT de referencia RPL19B,;, que es isogénica,
estando los genes clonados en un vector idéntico y flanqueados por secuencias también

idénticas en ambos extremos de las ORF. Por tanto, la ausencia del intron no contribuye en
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modo alguno a las diferencias fenotipicas observadas entre cepas mutantes rpl19bACT y
silvestres RPL19B,,..

Las cantidades netas (steady state) de los transcritos de RPL19A o de RPL19B son mayores
cuando s6lo se expresa desde plasmidos centroméricos uno de los dos genes paralogos, como
en las cepas HM573 (RPL19A) y HmM566 (RPL19B), que cuando se expresan ambos paralogos
en la cepa HM570 (RPL19A RPL19B) (Figura 26). Esto también ocurre en las cepas BY4741
(WT), Y07156 (Arpll9a) y Y03053 (Arpl19b) (Figura 49), donde se encuentran en el genoma
el paralogo A y/o B. Este resultado sugiere que, al existir una sola molécula de cada RP en cada
ribosoma (Pearson et al., 1982) — a excepcidn de RP dispensables que pueden no estar presentes
en todos los ribosomas, como L24, L39 y L41 (Dresios et al., 2003) — cuando falta uno de los
parélogos, la expresion del otro pardlogo puede aumentar para compensar su carencia. No
obstante, y en todo caso, la expresion desde un plasmido centromérico de bajo nimero de copias
de cualquiera de los genes paralogos RPL19A o RPL19B, como del gen RPLI9BAi,
complementa aparentemente igual el fenotipo de letalidad de la doble delecion Arpl19a Arpl19b
y tienen un crecimiento similar todas las cepas analizadas (Figura 24). Este resultado esta de
acuerdo con estudios previos que indican que la levadura regula la cantidad de las proteinas
ribosémicas a nivel de su sintesis y/o de su degradacion, o de la regulacién de la cantidad y
estabilidad de su ARNm, como en el caso de L2, L7, L9, L30, L32, S13 y S14 (Dabeva and
Warner, 1993; Malygin et al., 2007; Gudipati et al., 2012; de Las Heras-Rubio et al., 2013),
para ajustar las cantidades de todas ellas, ya que el exceso de una proteina ribosémica podria ser
deletéreo para la célula (Pearson et al., 1982; Warner, 1999). La degradacion del exceso del
ARNM podria contribuir también a la inestabilidad o reduccién de la cantidad de los transcritos
mutantes pGAL::rpl19bACT que poseen una regién promotora 5 heterdloga. Es decir, la
sobreexpresion, la naturaleza y secuencia del promotor y, por tanto, de la secuencia lider 5 del
ARNmM junto con la presencia de PTCs, contribuirian quiza de forma sinérgica a la inestabilidad

de los transcritos mutantes en relacién a los del alelo silvestre RPL19B,;

2. L19% Y LA BIOGENESIS DE RIBOSOMAS

El estudio del procesamiento de los ARNr mediante analisis de northern blot, revela que
existen diferencias significativas entre la falta de la proteina L19e y la presencia de proteinas
L19¢ACT en las células de S. cerevisiae (Figura 86). Cuando se sintetizan Unicamente
proteinas L19e truncadas en su extremo C-terminal — mutantes rpll19bACT (A22, A27, A32) —

se acumulan, tanto a 28°C como a 18°C, los precursores 35S, 20S y 7S.
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A 28°C se observa que en todos los mutantes rpl19bACT se acumulan, ademas del precursor
primario 35S, el precursor 27SA, y los demés precursores 27S del ARNr 25S. Como demuestra
el anélisis de PE que se muestra en la Figura 60, L19e se requiere para el procesamiento
especifico del precursor 27SB y se incorpora de manera estable en los pre-ribosomas 66SB.
Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos por Ohmayer et al., 2013 y Gamalinda et
al., 2014. Por lo tanto, la acumulacion de “todos los precursores 27S” que se observa en el
analisis de northern por hibridacion con la sonda 4 (Figura 54), se deberia fundamentalmente a
la acumulacion de este precursor concreto 27SB en los mutantes rpl19bACT. También se
observa que se acumula mas ligeramente el precursor minoritario 24S en dichos mutantes, asi
como el precursor 23S que se puede procesar a ARNr 18S (Granneman and Baserga, 2004).
También parece existir un defecto en los ultimos pasos del procesamiento del ARNr maduro
5,8S, ya que se acumula ligeramente el precursor 7S en todos los mutantes rpl19bACT (Figura
55). Sin embargo, las cantidades relativas de los ARNr maduros 25S y 18S no disminuyen en
los mutantes rpl19bACT respecto a la cepa WT a 28°C. Este resultado concuerda con que el
cociente 60S/40S tampoco se reduzca significativamente a 28°C en los mutantes rpl19bACT
respecto a la cepa WT. Por lo tanto, mas que un impedimento, se podria tratar de retrasos o
anomalias leves en la ruta de procesamiento de los ARNr en los mutantes. Aungue no se puede
determinar con exactitud si las cantidades totales de subunidades ribosémicas y de ribosomas
maduros son menores en los mutantes rpl19bACT que en la cepa silvestre isogénica, los perfiles

de polisomas sugieren que no es el caso (véase mas adelante).

A 18°C se observa una notable disminucién del pre-ARNr 27SA,. Esto podria ser debido a
gue a 18°C el procesamiento ocurriria mas lentamente o con mayor dificultad en los mutantes,
pues la biogénesis de ribosomas requiere un gran gasto energético (Warner, 1999), por lo que
los defectos se agravarian a bajas temperaturas. La también mayor acumulacion a 18°C del
precursor 35S conduciria a una reduccion de la cantidad neta de los precursores 27S. Ademas,
en todos los mutantes se observa a 18°C la aparicién de un precursor minoritario y anémalo
identificado como 21S, que se produciria como consecuencia de un procesamiento alternativo
en Apy A; pero no en A, y si en A; (Figura 53). Como se indic6 en los resultados de esta
Memoria, la inhibicion del procesamiento endonucleolitico temprano del precursor 35S en Ay y
A impide el procesamiento subsiguiente en A,, y conduce en determinadas cepas 0 mutantes a
que se produzca el procesamiento en Asen lugar de en A, (Venema and Tollervey, 1999;
Granneman and Baserga, 2004; Garcia-Gomez et al., 2011a). Este transcrito 21S se ha
detectado también en cepas mutantes en las que se ha reducido la expresion de las proteinas L3,
S0, S2, S3, S18, S19 y S20 (Venema and Tollervey, 1999; Ferreira-Cerca et al., 2005; Rosado
et al., 2007b). Ademas, el procesamiento en A; produciria el precursor 23S, pero la hibridacion

diferencial con varios oligonucle6tidos permitié identificar al precursor como 21S (Figura 54).
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Se ha descrito que los transcritos aberrantes de los ARNr pueden ser degradados a través del
complejo TRAMP (LaCava et al., 2005; Houseley and Tollervey, 2006). Sin embargo, aunque
21S es un transcrito minoritario, es caracteristico de los mutantes rpl19bACT, ya que no aparece
al reducir progresivamente la sintesis de L19e ni tampoco en los mutantes de delecion sencilla
de un parélogo, o pseudo-haploinsuficientes (Figuras 56 y 57).

Por otra parte, también se observa a 18°C en los mutantes rpl19bACT una disminucion de
hasta un 10-20% de las cantidades de los ARNr maduros 25S y 18S. A esta temperatura se
encuentran afectadas las tanto la ruta de procesamiento de la subunidad mayor como de la
subunidad menor, por lo que el cociente 25S/18S no varia significativamente respecto a la cepa
WT. Ademas, se observa una notable disminucion de las cantidades del ARNr maduro 5S, un
transcrito independiente que sintetiza la ARN-polimerasa Il (Figura 55). EI ARNr 5S se
requiere para el procesamiento en C, del precursor 27SB junto con las proteinas eucaridticas
L19, L9, L17, L23, L27, L31, L34, L35y L37 (Dechampesme et al., 1999; Gamalinda et al.,
2014). En las cepas mutantes rp/19bACT, que sintetizan proteinas truncadas L19eACT, podria
estar alterado el reclutamiento del ARNr 5S en los pre-ribosomas 66S y, dado que tiene una
vida media corta (excepto si se encuentra en complejo con L5) (Deshmukh et al., 1993), podria
no ensamblarse eficazmente y una fraccion del mismo se degradaria. EI complejo formado por
el ARNr 5Sy las proteinas L5y L11 se requiere para el procesamiento efectivo del precursor 7S
al ARNr maduro 5,8S (Zhang et al., 2007; Poll et al., 2009). Por lo tanto, es posible que de esta
forma se ajusten fisiolégicamente las cantidades de ambos ARNr de pequefio tamafio, 5,8S y
5S, en las cepas mutantes. Por otra parte, se ha descrito que en varios mutantes de la ARN-
polimerasa Ill disminuyen, ademas de las cantidades del ARNr 5S, las cantidades de los ARNr
maduros 18S, 25S y 5,8S, sintetizados por la ARN-polimerasa | (Briand et al., 2001). Se ha
propuesto a partir de esa observacion que existiria en S. cerevisiae un fenomeno de “cross-talk”
0 acoplamiento fisiolégico entre la sintesis de todos los ARNr y/o degradacion del exceso de
alguno de ellos. Ademas, en los mutantes »p/19bACT las cantidades netas del ARNr maduro
5,8S se reducen en la misma proporcion que las del ARNr 5S, por lo que también se podria

atribuir este resultado a ese tipo de acoplamiento fisioldgico.

Finalmente, el precursor 20S del 18S ARNr se acumula también en los mutantes
rpl19bACT, el cual se procesa en el sitio D del ITS1 para dar lugar en el citoplasma al transcrito
maduro de la subunidad 40S (Figura 14). El factor de traduccion FUN12 (elF5B) promueve la
actividad GTPasa de la endonucleasa NOB1, que es la enzima que produce el corte
endonucleolitico en el sitio D para el procesamiento del pre-ARNr 20S (Lebaron et al., 2012).
Como se observa en la Figura 69, la sobreexpresion de FUN12 usando un plasmido de alto
numero de copias, suprime parcialmente el fenotipo slg de los mutantes rpl19bACT a todas las

temperaturas ensayadas. Este resultado sugiere que el ensamblaje de FUN12 en las pre-
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particulas ribosémicas o su funcion podrian encontrarse comprometidas en estos mutantes,
como se ha descrito que ocurre en el mutante rpl3[W255C] de S. cerevisiae, que acumula
subunidades pre-40S inmaduras con el pre-ARNr 20S (Garcia-Gomez et al., 2014). Sin
embargo, falta por demostrar si el supresor de dosis FUN12 promueve en los mutantes
rpl19bACT el procesamiento del pre-ARNr 20S a ARNr 18S vy, con ello, un aumento de las
cantidades de subunidades 40S maduras. Por otra parte, FUN12 promueve la union de
subunidades ribosdmicas 60S a 40S (véase més adelante).

Por tanto, los pasos del procesamiento mas afectados en los mutantes rpl19bACT, que
podrian estar mas retrasados o parcialmente impedidos, son los cortes A, Az, C, vy D, y también
estarian ligeramente retrasados A, y A; (Figuras 54 y 55, y Tablas 12, 13 y 14). Al encontrarse
afectadas las 2 rutas del procesamiento, la cantidad final de subunidades 60S y 40S estaria
compensada, por lo que el cociente 60S/40S no disminuye significativamente.

En mutantes que portan alelos pGAL::rpl19bACT de sobreexpresion, la mayoria de los
defectos de procesamiento de precursores de los ARNr son similares a los que presentan los
mutantes portadores de alelos rpl/9bACT clonados con su promotor natural. Los defectos son
en general menos acusados en los mutantes pGAL::rpll19bACT, lo que sugiere que podria haber
cierta haploinsuficiencia afadida al efecto de las mutaciones ACT cuando los alelos
correspondientes estan clonados en plasmidos centroméricos de bajo nimero de copias y se
expresan en un fondo genético de doble delecion, Arpll9a Arpl19b. En los mutantes
PGAL::rpl19bACT los precursores 20S y 7S no se acumulan a 18°C. Este resultado de defectos
menos acusado no concordaria con la inestabilidad de los transcritos mutantes con un promotor
heterdlogo (Figura 43); Sin embargo, la cantidad del transcrito de fusion pGAL::RPL19B,; es
~5 veces mayor que la del transcrito natural del gen RPL19B (Figura 26 A), por lo que, aunque
en los mutantes pGAL::rp/19bACT los ARNm sean mas inestables, habria cantidad suficiente

en la célula para compensar la posible haploinsuficiencia de los mutantes rpl/9bACT

La carencia de L19e causada al reprimir progresivamente la expresion del alelo condicional
pGAL::RPL19B,; en glucosa, causa una importante acumulacion de los precursores 35S y 23S,
mucho mayor que la debida a proteinas truncadas L19e, y no se observa acumulacion del
precursor 21S. La cantidad de los precursores 27SA, y de los demés 27S en conjunto aumenta,
pero tanto la cantidad de los ARNr maduros 25S y 18S, como la de los precursores 24S, 20S y
7S disminuye. En este caso, el procesamiento en los sitios que estarian parcialmente impedidos
son Ag, A;, Asy C,. La acumulacion del pre-ARNr 35S y del precursor 23S cuando se reduce la
cantidad de proteina L19e indica que se requiere para el procesamiento temprano en A,, A1y
A,. La inhibicién de los primeros cortes endonucleoliticos podria deberse a un efecto secundario

causado por el defecto en el procesamiento en pasos tardios, que podrian provocar una sefial de
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bloqueo de la ruta (Venema and Tollervey, 1999), quiza por una liberacion mas lenta de los
factores de ensamblaje, provocando un retraso en su reciclaje y con ello, una menor
disponibilidad para ensamblarse de nuevo al inicio de la ruta de procesamiento. El precursor
23S procedente del corte del pre-ARNr 35S en A; sin que se hayan producido los cortes
tempranos Ao, A; Y Ay, se ha detectado en frecuentes ocasiones en andlisis de northern de cepas
silvestres de S. cerevisiae (Dunbar et al., 1997; Lee and Baserga, 1997; Granneman and
Baserga, 2004; Garcia-Gomez et al., 2011a), y se ha descrito que puede procesarse normalmente
dando lugar al ARNr 18S (Granneman and Baserga, 2004), por lo que podria tratarse de un
precursor alternativo més que de una molécula anémala. Sin embargo, otros autores indican que
en la mayoria de los casos podria ser degradado rapidamente por el exosoma (Venema and
Tollervey, 1999; Allmang et al., 2000). La molécula 24S, por el contrario, no se ha detectado
en cepas silvestres, por lo que cuando este precursor se sintetiza estaria indicando una anomalia

en el procesamiento de los ARNT.

Cuando falta la proteina L19e, se observa también una acumulacion de los precursores 27S
en conjunto y una disminucion del ARNr 7S, sugiriendo un retraso en el corte en C,. Este
resultado esta de acuerdo con los datos obtenidos en el laboratorio del Dr. Philipp Milkereit y
del Dr. John Woolford, donde realizan un analisis comparativo del procesamiento del pre-ARNr
en la misma cepa Arpl19a Arpl19b [pGAL::RPL19B,;]. Estos autores demostraron que para el
procesamiento del pre-ARNr 27SB, junto a L19, se requieren ademas las RPL de ensamblaje
intermedio L9, L17, L23, L25, L26, L27, L31, L34, L35y L37, estando la mayor parte de ellas
interaccionando con el Dominio Il del ARNr 25S, al igual que L19, por lo que ademas podrian
ser necesarias para el correcto plegamiento de este Dominio (Poll et al., 2009; Ohmayer et al.,
2013; Gamalinda et al., 2014). Por otro lado, la cantidad de los precursores 24S y 20S
disminuye cuando se reduce la cantidad de proteina L19e, lo que sugiere que la ruta mas
afectada en este caso es la que va a procesar los ARNr maduros de la subunidad 60S del
ribosoma. Ademas, las cantidades totales de los ARNr maduros 18S y mas especialmente de
25S, también disminuyen con la carencia de L19e. Estos defectos posiblemente sean

consecuencia ademas del impedimento que ocurre en los cortes tempranos del procesamiento.

También se han observado algunas diferencias especificas en los mutantes de delecion
sencilla. En el mutante Arpl19a, los mayores defectos se observan en las cantidades totales de
los ARNr maduros 25S y 18S, que en ambos casos disminuyen tanto a 28°C como a 37°C. En
este mutante no se observa acumulacion de ninguno de los precursores, y tan sélo una pequefia
disminucién del precursor 7S. En el mutante Arpl19b, se observan defectos en procesamiento de
precursores de los ARNr similares a los obtenidos cuando se reprime la sintesis de la proteina
L19e (Figura 56), especialmente en la acumulacion de los precursores 35S y 23S; no obstante,

se observa una mayor acumulacién en este mutante de los precursores 27SA, y de 24S que
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cuando disminuye la dosis de L19e, por lo que el procesamiento en A;, ademas de en Ag, A1 A,

y C,, también estaria parcialmente impedido.

Todos los datos indican que las truncaciones C-terminales de L19e no causarian una
disminucién apreciable de subunidades 60S ni de 40S maduras, aunque afectarian
principalmente a la funcionalidad de la 60S. Por lo tanto, aunque no haya un impedimento grave
en la biogénesis ni en la acumulacion de subunidades, existiria un retraso en su formacién, pues
se observa acumulacion de precursores a lo largo de la ruta de las dos ramas del procesamiento
para dar lugar a los ARNr maduros, lo que concuerda con que los mutantes »pll9bACT
(Arpl19a Arpl19b [rpl19bACT, CEN6 URAZ3]) sean viables y tengan un slg muy acusado a baja
temperatura (18°C).
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2.1.L.19e en el ensamblaje y transporte de los pre-ribosomas 66SB

La union de las proteinas ribosdmicas componentes de la subunidad mayor 60S, RPL o L, a
las subunidades pre-ribosémicas esta estrechamente conectada con el plegamiento de los ARNr
para el ensamblaje de subunidades maduras estructuralmente estables. El resultado de nuestros
analisis indica que L19e es una proteina de ensamblaje intermedio que empezaria a asociarse a
pre-ribosomas 66SA,, pero que se encuentra ya asociada establemente o mayoritariamente con
pre-ribosomas 66SB que contienen el precursor 27SB. Este resultado concuerda con los
defectos detectados en el procesamiento de los ARNr en todos los mutantes rpl19 analizados en
este trabajo, incluidos los rpl19sACT, especialmente con el defecto en el corte endonucleolitico
en C,, para el que se requiere L19e (Figura 87). Nuestros datos también concuerdan con los
obtenidos utilizando una técnica de espectrometria de masas semi-cuantitativa para analizar los
componentes de las diferentes particulas pre-ribosémicas (iTRAQ) (Jakob et al., 2012) en los
que se demuestra la asociacion de L19e con el precursor 27SB de los ARNr 25S y 18S en S.
cerevisiae (Ohmayer et al., 2013; Gamalinda et al., 2014).

La mayoria de las proteinas ribosémicas eucaridticas que se ensamblan en pre-particulas
66SB (L17, L25, L26, L31, L35 y L37), se localizan alrededor del tunel de salida del
polipéptido, al igual que L19 (Ben-Shem et al., 2011; Gamalinda et al., 2014). Cuando se priva
a S. cerevisiae de L25, se afecta la asociacion de las RPL L2, L19, L31, L39 y L43 a los pre-
ribosomas. Todas ellas interaccionan con el Dominio Il del ARNr 25S, por lo que podrian ser
necesarias para su plegamiento (Ohmayer et al., 2013). En las cepas mutantes rp//9bACT, no se
observaron diferencias significativas en el ensamblaje de las proteinas L3, L5 y L17 ni demas
factores de ensamblaje analizados en relacion a la cepa WT (Figura 61). Sin embargo, la
incorporacion a los pre-ribosomas 66SB del factor NOG2 se reduce al reprimir la sintesis de
L19e, indicando que esta proteina se requiere para la asociacion estable de la GTPasa y la
eliminacion del 1TS2 del pre-ARNr 27SB (Talkish et al., 2012). También se ha observado un
defecto en la incorporacion de NOG2 al reprimir la sintesis de L17, L35 y L37, que forman
parte del tanel de salida del polipéptido en la subunidad 60S (Gamalinda et al., 2013). Los
factores denominados “B” que se asocian temporalmente con los pre-ribosomas 66S, que
conteienen el precursor 27SB y el complejo 5S-L5-L11, son necesarios para reclutar a NOG2
(Zhang et al., 2007; Talkish et al., 2012).

En los mutantes rpl/9bACT la incorporacion de algunos factores de ensamblaje como
NOP7, HAS1, TIF6, RLP24, NSA2, NIP7 o NOGL1 (Figura 61) no estd impedida, pues su
cantidad no disminuye sensiblemente en pre-ribosomas purificados por afinidad de mutantes
rpl19bACT NOPT::TAP en relacion a una cepa isogénica RPL19BA; NOP7::TAP. Este resultado

indica que el dominio C-terminal de L19e es dispensable para la incorporacion de L19e a los

181



Discusion

pre-ribosomas 66SB y que la incorporacion de proteinas truncadas L19eACT no afecta
gravemente al ensamblaje de pre-ribosomas y de las subunidades 60S. Finalmente, en un
estudio realizado con la técnica de iTRAQ se observo que, en ausencia de NOG2 o de NOP53,
la cantidad de L19e que se incorpora en pre-ribosomas 66SB se reduce. NOP53 es un factor
necesario para el transporte ndcleo-citoplasmatico de la subunidad pre-60S y para los Gltimos
pasos del procesamiento de los ARNr 25S y 5,8S (Thomson and Tollervey, 2005; Granato et al.,
2008). Todos estos datos apoyan la idea de un papel esencial de L19e en el ensamblaje de las
particulas pre-ribosémicas intermedias 66SB en el nlcleo de S. cerevisiae.

La biogénesis de ribosomas comienza en el nucléolo, continda en el nucleoplasma, y
finaliza con el transporte de las particulas pre-40S y pre-60S al citoplasma, donde ocurren los
Gltimos pasos del procesamiento de los ARNr. Las particulas pre-40S, a diferencia de las pre-
60S, carecen de GTPasas y ATPasas, por lo que es posible que requieran un menor nimero de
reordenamientos estructurales durante su formacion en relacion con las particulas pre-60S, lo
que permite que puedan ser transportadas con mayor rapidez al citoplasma. Sin embargo, en el
caso de las particulas pre-60S, estas deben sufrir numerosos reordenamientos estructurales.
Estos procesos podrian constituir puntos de control estructural para garantizar que sélo salen al
citoplasma particulas pre-60S que se asemejen en gran medida en su composicién y estructura a
subunidades 60S maduras (Tschochner and Hurt, 2003; Kressler et al., 2010; Panse and
Johnson, 2010). Cuando en la célula existen proteinas L19e truncadas (mutantes rpl19bACT) vy,
en mayor grado, cuando se reduce progresivamente la cantidad de L19e, el transporte desde el
nucleo/nucléolo al citoplasma de las particulas pre-60S esta impedido en distinto grado (Figura
87). Asi, el defecto leve en transporte nlcleo-citoplasmatico de particulas pre-60S de los
mutantes »p/19bACT (observable en un 10-15% de las células, Figura 62) podria ser debido a
un retraso en el procesamiento de los pre-ARNr 27S. Sin embargo, la carencia progresiva de
L19e generaré pre-ribosomas 66SB defectuosos, sin todos los componentes necesarios y quiza
con estructura atipica, que no salen del ndcleo y podian ser degradados por el exosoma y
proteasoma. L19e podria servir como soporte para la maquinaria de transporte, ya que se ha
descrito que el factor ARX1, un receptor nuclear con un papel regulador en la translocacion
nlcleo-citoplasma de los pre-ribosomas 60S, interacciona directamente con L19e, ademas de
con las RPL L25, L26 y L35, en el tunel de salida del polipéptido (Nissan et al., 2002; Hung
and Johnson, 2006; Bradatsch et al., 2007; Hung et al., 2008; Bradatsch et al., 2012; Greber et
al., 2012). Defectos en el transporte de las particulas pre-60S se han observado también en
mutantes que afectan a la biogénesis de la subunidad 60S, incluyendo mutantes de proteinas
ribosémicas, como L3, L7, L8, L10, L17, L35, L37, L40 y PO (Gadal et al., 2001; Rosado et al.,
2007; Rodriguez-Mateos et al., 2009; Babiano and de la Cruz, 2010; Fernandez-Pevida et al.,
2012; Jakovljevic et al., 2012; Gamalinda et al., 2013).
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Figura 87. Modelo para el ensamblaje y transporte de la subunidad 60S en ausencia de L19e. En la
parte superior se representa el transporte en una cepa WT de S. cerevisiae. En la parte inferior, el
impedimento del transporte por la reduccion progresiva de dosis de L19e y, méas leve, en mutantes
rpl19bACT. En verde se representan las RPL de ensamblaje temprano, en morado las de ensamblaje
intermedio, entre las que se encuentra L19e, en naranja las de ensamblaje tardio, y en gris el ARNr.
(Modificado de Gamalinda et al., 2014).

3. L19%e EN EL INICIO GLOBAL DE LA TRADUCCION

Los modelos estructurales del ribosoma 80S (Ben-Shem et al., 2011; Jenner et al., 2012)
sugieren que L19e, por su localizacion en el ribosoma, podria desempefiar funciones
importantes en el inicio y final de la traduccion o su regulacién. El andlisis de los perfiles de
polisomas de cepas que portan alelos mutantes rpl19bACT revela defectos en el inicio general
de la traduccion, tanto a 28°C como a 18°C. Se observa en los perfiles de polisomas que se
acumulan subunidades 60S, mas acusado a 18°C, lo que sugiere que las subunidades 60S
mutantes tendrian dificultades para asociarse al PIC 43S e iniciar la traduccién con la misma
eficacia que subunidades ensambladas con una L19e WT. Sin embargo, la proporcion de
subunidades 60S libres representa s6lo un 10-15% del total de los polisomas, a pesar de lo
aparentemente grande que es el pico de 60S observable en el perfil (Figura 64). Es posible que
en los mutantes rp/19bACT exista también una cierta reduccion de subunidades 40S maduras —
0 que su formacion esté retrasada — ya que acumulan el precursor 20S del ARNr 18S (Figura
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54), y esto es indicativo de una acumulacion de pre-ribosomas 40S en el citoplasma (Kressler
et al., 1997; Garcia-Gomez et al., 2014). En menor medida, un retraso en la produccion del
ARNr 18S y de subunidades 40S puede verse acentuado por la formacién del transcrito inusual
21S que ocurre a 18°C. Estos datos concuerdan ademas con que no se observen halfmers en los
perfiles de ninguno de los mutantes »p/19bACT, es decir, PICs 43S unidos al ARNm sin que se
hayan unido a ellos subunidades 60S para comenzar la traduccion (Figura 64).

Cuando se reduce la dosis de L19e se sintetizan menos subunidades 60S, lo que conlleva a
que las cantidades de monosomas (80S) y de polisomas también disminuyan y que aparezcan
halfmers. Estos perfiles se han obtenido también cuando faltan otras proteinas ribosémicas de la
subunidad 60S, como son L3, L7, L8, L11, L17, L26, L29, L33, L35, L37 y L40 (DeLabre et
al., 2002; Martin-Marcos et al., 2007; Rosado et al., 2007; Babiano and de la Cruz, 2010;
Rhodin and Dinman, 2010; Fernandez-Pevida et al., 2012; Jakovljevic et al., 2012; Gamalinda
etal., 2013).

En el procesamiento del 20S pre-ARNr interviene FUN12/elF5B, una GTPasa que
promueve la maduracion final de las subunidades pre-40S en el citoplasma (Soudet et al., 2010;
Lebaron et al., 2012). Se ha demostrado que cuando el pre-ARNr 20S no se procesa
adecuadamente en un mutante rpl3[W255C] de S. cerevisiae, las subunidades pre-40S presentes
en el citoplasma pueden iniciar la traduccion y entrar en elongacién (Soudet et al., 2010;
Lebaron et al.,, 2012), como se ha descrito que ocurre (Garcia-Gomez et al., 2014).
FUN12/elF5B es un factor de traduccién que contacta con dominio IV del ARNr 25S e
interacciona con el loop A, que forma parte del centro peptidil-transferasa, contribuyendo a la
fidelidad de la traduccién (Asano et al., 2000; Lebaron et al., 2012; Strunk et al., 2012; Hiraishi
et al., 2013); también se ha descrito que puede promover la unién 60S/40S (Pestova et al.,
2000). Durante la elaboracién de esta Memoria, se encontr6 que FUN12/elF5B es un supresor
de dosis que suprime parcialmente el fenotipo slg de los mutantes »p/19bACT a todas las
temperaturas ensayadas (Figura 69). En general, los factores de inicio de la traduccion (elFs) se
sintetizan en bajas cantidades y los ARNm competirian por ellos para su traduccién, de hecho,
la sobredosis o hiperactividad de algunos de ellos, como elF4E, es oncogénica en mamiferos
(Bitterman and Polunovsky, 2014; Pettersson et al., 2014), y la hiperactividad de elF2 reduce
drasticamente la traduccion y desrreprime constitutivamente la del ARNm GCN4 en S.
cerevisiae (Vazquez de Aldana et al., 1993). Un exceso de FUN12/elF5B podria pues favorecer
la iniciacion de la traduccién en mutantes rpll19bACT ylo promover la unién de subunidades
60S andémalas a los PIC 43S. No se ha investigado adn si la sobreexpersion de FUN12/elF5B (i)
promueve la maduracion del precursor 20S al ARNr 18S en los mutantes rpll19bACT, (ii) ni si
se detecta 20S en las subunidades 40S que forman ribosomas 80S o en la fraccion de polisomas

de los mutantes, (iii) ni si se reduce la fraccioén de subunidades 60S en favor de un aumento de
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la de los polisomas, lo que demostraria que la sobredosis de FUN12/elF5B promueve la unién
de las dos subunidades ribosémicas 60S/40S. Cualquiera de estos mecanismos de accién de
FUN12/elF5B podria explicar la supresion parcial del fenotipo slg de los mutantes »pl/19bACT.

Los perfiles de polisomas en los mutantes rpl19bACT indican que tienen defectos en la
etapa final del inicio de la traduccion en la unién de subunidades 60S/40S, que marca el inicio
de la elongacidn; se reduce ligeramente el contenido total de polisomas, y los cocientes P/M
también se reducen a las dos temperaturas. En el caso de los mutantes rpl19bA427 Yy rpl19bA39,
se observa ademas una disminucion del contenido de monosomas (80S). En las estructuras de
los ribosomas de eucariotas, los dominios C-terminales de L19e y L24e estan involucrados en
la formacion de dos de los puentes de unién mas aparentes entre las subunidades 60S y 40S
(eukaryotic bridges, eEB), el eB12 y eB13, respectivamente (Figura 8) (Ben-Shem et al., 2011,
Melnikov et al., 2012), facilitando los contactos entre las dos subunidades ribosémicas. Los
mutantes rpl/19bACT tienen defectos en el inicio de la traduccion, que contribuyen a sus
defectos de crecimiento.

Es posible que una vez que las subunidades 60S L19eACT se unen a 40S, formen
monosomas 80S defectivos 0 méas lentos en elongacion. Sin embargo, como se observa en los
perfiles de polisomas tras privar a las células de glucosa para inhibir la iniciacion, no se observa
un run-off de polisomas més lento que en el WT en los mutantes rpl19bACT, por lo que no
parece ser mas lenta la elongacion de la traduccion (Figura 66). Este resultado concuerda con
las predicciones de que el puente eB12 sea importante en la fase de iniciacion, pero
“desaparezca” de la fase de elongacion en la estructura de baja resolucion en los ribosomas 80S
en complejo con eEF2 y en presencia de sordarina, que inhibe a eEF2, deteniendo el ribosoma
en elongacién (Spahn et al., 2004). Por tanto, el dominio C-terminal de L19e — 0 una parte de él,
al menos 39 aminoéacidos — seria dispensable para la elongacion de la traduccion, pero necesario
para que la iniciacion proceda normalmente en S. cerevisiae. No se ha investigado cual es la
maxima truncacion del dominio C-terminal de L19e permisible para la viabilidad en
S. cerevisiae, pero mutaciones que eliminan 63 aminoacidos aparecen en algunos alelos
mutantes letales identificados en este trabajo. Tampoco si proteinas quiméricas, con una

a-hélice C-terminal de otro organismo, serian funcionales en esta levadura.

Los mutantes rpll19bACT son algo mas sensibles que una cepa WT a antibidticos que
afectan a la actividad descodificadora o a la actividad peptidil-transferasa del ribosoma.
Mutantes de S. cerevisiae con defectos en la biogénesis de ribosomas, tanto en el procesamiento
de los ARNr como en el ensamblaje de subunidades, presentan cierta sensibilidad a antibioticos
aminoglucésidos, como la higromicina B, neomicina y paromomicina (Kressler et al., 1997; Ho
and Johnson, 1999; Zabetakis, 2000; Loar et al., 2004; VVos et al., 2004; Martin-Marcos et al.,
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2007; Rhodin et al., 2011), lo que sugiere que el fenotipo de sensibilidad frente a estos

antibidticos es comun en cepas mutantes con un déficit en subunidades ribosémicas.

En los mutantes p/19bACT no hemos detectado defectos de fidelidad en el inicio de la
traduccion (Capitulo 1V). Mutantes de pseudo-heterozigosis RPL19A rpl19bACT son capaces de
mantener el fenotipo Killer ([K1']), aunque no se ha investigado si éste seria el caso en
mutantes dobles de deleccion Arpli9a Arpl19b que sOlo sintetizan proteinas truncadas
L19eACT. Por otra parte, al cuantificar en los mutantes Arpli9a Arpli9b [rpli9bACT] la
expresion in vivo de varios transcritos de fusion HIS4::LacZ con distintos codones de inicio
(AUG o UUG), no se observa un aumento significativo en la expresion del ARNm HIS4 con un
codon de inicio UUG respecto al que lleva el AUG respecto a la cepa WT. Esto indica que los
mutantes analizados no tienen problemas en discriminar los codones no canénicos (UUG) de los
que si lo son (AUG) y por ello no tienen fenotipo Sui”. Sin embargo, se ha descrito
recientemente que mutaciones en el ARNr 25S que cambian bases en la superficie de contacto
de las subunidades en el ribosoma — como G1735A, que se localiza cerca del nuevo puente
eucaridtico eB12, en el que participa L19e — alteran la fidelidad de la traduccién en S.
cerevisiae, ya que, en presencia de una mutacion sui, los ribosomas mutantes “pasan de largo” o
se saltan con cierta frecuencia tanto codones AUG como de los no canénicos UUG (Hiraishi et
al., 2013). En este caso, los mutantes del 25S tienen el fenotipo contrario, Ssu’, o supresores del
Sui’. Por ello, se prevé construir cepas mutantes rpll9bACT adecuadas portadoras de una
mutacién sui dominante, como sui3-2 o sui5, para investigar si las mutaciones rpl19bACT son

capaces de suprimirlo y tienen fenotipo Ssu'.

3.1.L19e en la regulacion traduccional del ARNm GCN4

La traduccion del ARNm GCN4 estd reprimida en los mutantes rp/19bACT (GCN2).
Puesto que no se desreprime eficazmente el CGBA en ausencia de algiin aminoacido, como la
histidina, tienen un fenotipo Gcn’, més acusado en el caso de los mutantes rpl19bA22 y
rpl19bA27. Ademas, en ausencia de reguladores negativos como GCN2, o en cepas triples
mutantes rpl19bACT gcn2-101 gen3-101 (silvestres para los genes GCD), los mutantes
rpl19bACT no son capaces de desreprimir la traduccion del ARNm GCN4, por lo que no tienen

fenotipo Ged'.

El fenotipo Gen™ de los mutantes podria interpretarse de esta forma (Figura 88):

1) Defectos en la unién de subunidades 60S a las 40S en la fase de iniciacién: la
reduccidn o disfuncionalidad de las 60S provocarian un leaky scanning o rastreo sin lectura del

UORF1 por el PIC 43S sin que se una 60S. La traduccion del uORF1 genera con alta frecuencia
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ribosomas 40S reiniciadores y es un requisito imprescindible para la desrepresion traduccional
del ARNm GCN4 (Hinnebusch, 2005). Si la iniciacion ya estd gravemente afectada en el
UORF1, como en los AUG Unicos de otros mensajeros celulares, la falta de subunidades 60S lo
perjudicaria en la misma medida que a los demas y el sistema del CGBA no se desreprime. El
complejo 43S, liberado tras traducirse el uUORF1 por algunos ribosomas 80S, sin embargo,
continuaria el rastreo hacia los demés AUGs de los otros uORFs 2, 3 0 4, pudiendo unirse una
subunidad 60S a tiempo cuando alcanza la uORF4. Tras este evento, ~50% de los ribosomas
que alli lleguen se disocian del ARNm y muy pocos 40S llegan a la meta final para poder unir
otra 60S y traducir la ORF de GCN4 (Hinnebusch, 2005; Hinnebusch, 2014).

2) Defectos en la reiniciacién de la traduccion: Otra posibilidad es que las mutaciones
rpl19bACT produzcan defectos en la reiniciacion de la traduccién en cualquier uUORF. En ese
caso, las subunidades 40S que se liberen tras traducir la UORF1 tendrian problemas para
reiniciar en otros UORFs con otras caracteristicas estructurales o secuencias contexto del AUG,
incluida la de GCN4, por lo que también disminuye su traduccion. L24e y L19e establecen
contactos entre las subunidades 60S/40S (Melnikov et al., 2012). Se ha descrito un papel de
L24e en la reiniciacion de la traduccion en el caso del virus del mosaico de la coliflor
(Nishimura et al., 2004; Thiebeauld et al., 2009). Varios factores de inicio de la traduccion
(elFs) influyen en la eficiencia de reiniciacion de la traduccion: elF3, elF4F y elF4A (Kim et
al., 2004; Poyry et al., 2004; Hinnebusch, 2006; Szamecz et al., 2008). En S. cerevisiae, elF3
proporciona un vinculo entre el ARNm vy la subunidad 40S para que ésta se mantenga unida al
ARNmM de GCN4 tras traducir la uUORF1 (Szamecz et al., 2008). En plantas, para llevar a cabo la
traduccion de ARNm policistrénicos del virus de la coliflor, el factor de transcripcion viral TAV
interactta con elF3 y con la subunidad 60S a través de L24e (Park et al., 2001), por lo que se ha
propuesto un modelo que establece que el factor TAV impediria la disociacion de elF3 del
ribosoma tras traducir las uUORFs de los ARNm policistronicos, y a través de la interaccién de
L24 con TAV favorecer el reclutamiento de las subunidades 60S para reiniciar la traduccion
(Park et al., 2001; Nishimura et al., 2004; Park et al., 2004; Thiebeauld et al., 2009). Un
mecanismo similar podria ocurrir en el caso de L19e, por lo que podria tener un importante

papel en la reiniciacién de la traduccion.
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Figura 88. Modelo de regulacion traduccional de GCN4 y fenotipo Gen™ en mutantes rpll9bACT.
A) Fenotipo Gen™ debido al defecto en la unién de subunidades 60S mutadas con 40S que producen leaky
scanning de la uUORF1, llegando a traducir la uUORF4 y provocando la separacion de la mayoria de los
ribosomas de la hebra del ARNm, no alcanzando la ORF de GCN4. B) Fenotipo Gen™ debido a que las
mutaciones rpl19b reducen la capacidad para reanudar la traduccion, y se produciria una liberacion de
subunidades 40S tras traducir las primeras UORFs, con lo que la mayoria no alcanzarian la ORF de
GCN4.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

Las mutaciones L19eACT alterarian — segun las predicciones de la estructura cristalina
— interacciones con el eES6 del 18S ARNr y /o con las proteinas S7 y S17 de la
subunidad 40S.

L19e se ensambla en los pre-ribosomas en pasos intermedios de la maduracion de 66SB
y se requiere para el procesamiento de los precursores de los ARN ribosomicos.

Las truncaciones C-terminales de L19e afectan al procesamiento de los pre-ARNr (en
los sitios Ag, Ay, A, C,y D), apareciendo ademas un transcrito aberrante 218S, sin alterar

apreciablemente la proporcion de subunidades maduras 60S/40S.

Las mutaciones rpl19bACT no parecen afectar a la incorporacion de otras rpL en los
pre-ribosomas 66S, ni la de factores de ensamblaje. Sin embargo, L19e se requiere para

el ensamblaje de la GTPasa NOG2 en los pre-ribosomas.

Las subunidades 60S en las que se ensamblan proteinas L19B truncadas (A22, A27, A32
y A39) son defectivas para la iniciacion de la traduccion, e impiden la desrepresion

traduccional de GCN4 (fenotipo Gen-).
Alteraciones que afectan al dominio N-terminal (N27D, S37A, G48R) o mutaciones

puntuales en el dominio C-terminal de L19 (A168T, L185A, D188R) no causan

fenotipo observable ni afectan a la traduccion.
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1. MICROORGANISMOS UTILIZADOS

1.1. Levaduras

Las cepas de levadura utilizadas en este trabajo pertenecen a la especie Saccharomyces
cerevisiae, y en la Tabla | de los Anexos se indican los genotipos relevantes y su procedencia.
A continuacidn, se detalla como se han obtenido algunos mutantes de delecion y los alelos nulos

empleados:

a) Obtencién de cepas derivadas de H96 y Hm498 carentes de RPL19A o
RPL19B:

- Construccién de un alelo nulo rpl19a::KanMX4: Utilizando como molde ADN
genomico de la cepa Y07156 Arpll9a::KanMX4, se amplifico por PCR con una ADN-
polimerasa de alta fidelidad y con los oligonucle6tidos F2L19A(BamHI) y R1L19A(Spel)
(Tabla 11 de los Anexos) un fragmento lineal de ~2100 bp
[PromRPL19A::KanMX4::TermRPL19A] (Figura 49 A). Se utiliz6 esta construccién en
transformacion y se seleccionaron transformantes de las cepas indicadas resistentes a Geneticina
en placas de YEPD (200 pg/ml G-418). Se seleccionaron unos 15-20 transformantes de cada
cepa y se realizaron PCR diagnésticas para verificar el reemplazamiento del gen diana con la
construccién por doble recombinacién homéloga, usando los oligonucle6tidos complementarios
al extremo 5” de la ORF de RPL19A y a secuencias internas del marcador KanMX4 (R6L19A y
F1KanMX4). Se seleccionaron 4 clones para los que se corrobord que el cassette con el alelo
nulo se habia integrado correctamente en el locus RPL19A, y dichas cepas se denominaron
HmM624 (H96 Arpli9a::KanMX4) y Hm625 (HM498 Arpll9a.::KanMX4).

- Construccion de un alelo nulo rpl19b::KanMX4: Sobre el plasmido pAJ2 [RPL19B,
CENG6 LEU2] se realizaron cortes con las enzimas de restriccion Bglll y SnaBl, eliminando toda
la ORF de RPL19B y parte de sus regiones flanqueantes. Por otra parte, a partir del plasmido
pFA6a::KanMX4, se obtuvo el cassette [KanMX4] mediante cortes con las enzimas de
restriccion Bglll y EcoRV, que se clond en los mismos sitios de restriccion en el plasmido
anterior, obteniendo el plasmido pAJ6. Este plasmido contiene la construccion integrativa
[PromRPL19B::KanMX4::TermRPL19B] de ~2380 bp (Figura 49 B). Mediante el uso de las
enzimas Sall y Sacll — presentes en el MCS del pldsmido — se recupera el alelo nulo completo
con el que se transformaron las cepas H96 y Hm498. Al igual que en el caso anterior, se utilizd
esta construccion en transformacion y se seleccionaron transformantes resistentes a Geneticina
en placas de YEPD (200 pg/ml G-418). Se seleccionaron unos 10-15 transformantes de cada

cepa y se realizaron PCR diagnosticas para verificar el reemplazamiento del gen diana con la
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construccién por doble recombinacién homéloga, usando los oligonucle6tidos complementarios
al extremo 5" y 3" de la ORF de RPL19B (F6L19B y R6L19B) y a secuencias internas del
marcador KanMX4 (F1KanMX4 y R1KanMX4). Se seleccionaron 3 clones para los que se
corroboré que el cassette con el alelo nulo se habia integrado correctamente en el locus
RPL19B, y estas cepas se denominaron HmM585 (H96 Arpli9bh::KanMX4) y Hm583 (HmM498
Arpl19b::KanMX4).

- Construccion de un alelo nulo rpl19b::HISG::URA3::HISG: En los vectores pAJl
[RPL19B, CEN6 URA3] y pAJ2 [RPL19B, CEN6 LEUZ2] se realizaron cortes con las enzimas de
restriccion Bglll y SnaBI obteniéndose los vectores pRS316/pRS315 que contienen secuencias
flanqueantes de la ORF de RPL19B de 432 bp y 452 bp. A partir del plasmido pDO
[pRS315::HISG::URA3::HISG], se obtuvo la construccién lineal de 3864 bp mediante cortes
con las enzimas de restriccién Sall y BamHI, que se subclond en cada uno de los dos vectores
indicados, obteniéndose los plasmidos pAJ20 [pRPL19B::HISG::URA3::HISG::tRPL19B,
CEN6 URA3] y pAJ21 [pRPL19B::HISG::URA3::HISG::tRPL19B, CEN6 LEUZ2], de los que se
recupera mediante cortes con las enzimas Sall y Sacll el alelo nulo
[PRPL19B::HISG::URA3::HISG::tRPL19B] de ~4,8 Kbp. En este caso, se utiliz6 esta
construccion en transformacion de la cepa H96, se seleccionaron transformantes protétrofos
para Uracilo en placas de SD his ino y se analizaron por PCR diagndsticas unas 20-25 colonias
para verificar el reemplazamiento del gen diana con la construccion por doble recombinacién
homdloga, usando como cebadores los oligonucle6tidos complementarios al extremo 5" y 3" de
la ORF de RPL19B en el genoma (F6L19B y R6L19B), asi como con oligonucledtidos
complementarios a secuencias del gen bacteriano HISG (LHISG y RHISG). En 6 clones se
comprobé el reemplazamiento de RPL19B por el alelo nulo. Para obtener auxdtrofos de
Uracilo, se crecieron células de cada cepa en medio rico (YEPD), se plaguearon en medio
5-FOA y se seleccionaron clones en los que se produce la eviccion del marcador URA3 por
recombinacion entre las secuencias repetidas directas de HISG con alta frecuencia (Alani et al.,
1987), como se comprobd por PCR utilizando los oligonucle6tidos F6L19B y R6L19B. Se
selecciond uno de ellos y se denomind a la cepa Hm586 (H96 Arpl19b.:HISG).

Construccion de wun alelo nulo de GCN2: EI plasmido p436
(pBR322::GCN2::HIS3::GCN2) se digiri6 con BamHI para recuperar el alelo nulo
GCN2::HIS3::GCN2 con el que se transformaron las cepas BY4741, Y07156 y Y03053. Se
seleccionaron transformantes protétrofos para Histidina en placas de SD leu met ile val ura. Se
seleccionaron unos 15-20 transformantes de cada cepa y se realizaron PCR diagndsticas para
verificar el reemplazamiento de los genes diana con la construccion por doble recombinacion
homdloga, usando los oligonucleétidos complementarios a los extremos 5 y 3" de la ORF de

GCN2 en el genoma (LIFGCN2 y 1IRGCNZ2), asi como con oligonucleétidos internos a la ORF de
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HIS3 (HIS3iF y HIS3iR). Se seleccionaron 3 clones para los que se corrobord que el cassette
con el alelo nulo se habia integrado correctamente en el locus GCN2, obteniendo las cepas
HmM696 Agcn2::HIS3, HM697 Arpl19a Agcn2::HIS3 y HM698 Arpl19b Agcn2::HIS3.

1.2. Bacterias

Para amplificar los pldsmidos se emple6 rutinariamente la cepa de Escherichia coli DH5a.
(F, $80dlacZAM15, A (lacZYA-arg F), U169, deoR, recAl, endAl, hsdR17 (rx’ mg’), SUPE44,
A, thi-1, gyrA96, relAl) (Hanahan, 1983).

Para amplificar las plasmotecas generadas tras la mutagénesis in vitro dirigida o al azar, se

utilizaron las cepas de E. coli de alta eficiencia de transformacién proporcionadas por Agilent®:
XL10-GOLD (endAl, supE44, recAl, thi-1, gyrA96, relAl, lacHte A(mcrA)183, A(mcrCB-
hsdSMR-mrr)173, [F" proAB lacZAM15 Tnl10 (Tet® Amy Cam)] ), y XL1-BLUE (recAl,
endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, [F" proAB lacZAM15 Tnl0 (Tet")] ).

Para la mutagénesis al azar in vivo se usé ademas la cepa de E.coli de Agilent® XL1- RED
(F, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, mutS, mutT, mutD5, Tnl0), ya que esta cepa

tiene las rutas de reparacion del ADN dafiadas, por lo que se cometen errores en la replicacion

del ADN con alta frecuencia.

2. MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO
DE LOS MICROORGANISMOS EMPELADOQOS

2.1.Para Saccharomyces cerevisiae

Los medios de cultivo utilizados para el crecimiento de las cepas y para la selecciéon de
transformantes o el analisis de algin fenotipo de interés, y la composicion de los mismos, se

describe a continuacion:

a) Medios ricos:
- YEPD: Extracto de levadura (BD Bacto)1%, bactopeptona (Difco) 2%, glucosa 2%.

- YEP: Igual pero sin glucosa, para causar privacion de glucosa por breves periodos de

tiempo.

- YEPG: Igual al YEP con galactosa 2% y rafinosa 2% como fuentes de carbono.
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- YPG: Igual al YEP con glicerol al 3% como fuente de carbono.

- MB 4.7 (Andlisis del fenotipo Killer): YEPD conteniendo 50 ml/L de una solucion stock
de Na Citrato 2M pH= 4,7 y azul de metileno al 0,6%.

b) Medios minimos definidos:

- SD (Standard Dextrose): Base nitrogenada de levadura sin aminoacidos y sin sulfato
amonico (YNB-AA-AS) (DB Difco) 0,145%, sulfato de amonio al 0,5%, glucosa al 2%.

- SG (Standard Galactose): Igual al anterior, excepto que lleva galactosa al 2% y rafinosa al
2% como fuentes de carbono en lugar de glucosa. La galactosa se emplea como inductor de
la expresion de genes con promotores GALL1 o GAL10 y la rafinosa como fuente de carbono
adicional, en ausencia de glucosa, para evitar el agotamiento del inductor durante el

crecimiento de las levaduras.

- SC (Standard Complete): Su composicion es la del SD vy lleva, ademas, una mezcla de
suplementos nutricionales al 0,2%, como los L-aminoacidos proteindgenos y algunas bases
nitrogenadas, en su caso. Algunas mezclas se preparan sin ciertos suplementos para
garantizar el mantenimiento de plasmidos con diferentes marcadores y seleccionar los
correspondientes transformantes prototrofos o para seleccionar algunos diploides con

auxotrofias complementarias (Tabla 18).

En la Memoria, cuando se afiade el simbolo (%) a los medios (ej: SD*) significa que lleva
todos los suplementos nutricionales necesarios para el crecimiento de una cepas con varias
auxotrofias y carece de aquel cuya auxotrofia complementa el correspondiente marcador de

seleccion presente en un plasmido o construccién integrativa.
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Adenina 0549 Leucina 10,09
Alanina 2049 Lisina 2049
Arginina 2049 Metionina 2049
Asparragina 209 Acido para-aminobenzoico 0,2¢g
Acido aspartico 2,09 Fenilalanina 209
Cisteina 209 Prolina 20g
Glutamina 2,09 Serina 209
Acido glutamico 2049 Treonina 209
Glicina 209 Triptéfano 2,09
Histidina 2049 Tirosina 204¢
Inositol 2049 Uracilo 20g
Isoleucina 209¢ Valina 2,09

Tabla 18. Suplementos nutricionales empleados para medios definidos y sus concentraciones por

litro de medio.

Los medios que contienen componentes adicionales para el analisis fenotipico de levaduras

fueron:

- 3-AT (3-amino-triazol): YNB-AA-AS (BD Difco) 0,145%, sulfato de amonio 0,5%,
mezcla de suplementos (-Histidina) 0,2%, leucina 0,525%, 3-amino-1,2,4-triazole (Sigma-
Aldrich) 0,252%, glucosa 2%.

- 5-MT (5-metil-tript6fano): YNB-AA-AS (BD Difco) 0,145%, prolina 0,1%, glucosa 2%,
5-methyl-DL-tryptophan (Sigma-Aldrich) 0,0109%.

- 5-FOA: YNB-AA-AS (BD Difco) 0,145%, sulfato de amonio 0,5%, glucosa 2%, 10 ml/L
uracilo de una solucién stock 20mM, suplementado con 0,1% de 5-fluoroorotic acid

monohydrate (Apollo scientific).

- X-GAL: YNB-AA-AS (BD Difco) 0,145%, sulfato de amonio 0,5%, glucosa 0,1%, M63 al
1% (compuesto por KH,PO, 0,1M, sulfato de amonio 1,5 pM, sulfato de hierro
heptahidratado 1,7 uM, sulfado de magnesio heptahidratado 0,1M) y suplementado con

5ml/L de una solucion stock de X-GAL 4 mg / ml (disuelto en N-N-dimetil formamida).

Todos estos medios se preparar con Agua milliRO, se autoclavan y se conservan a

temperatura ambiente.
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¢) Medios soélidos:

La composicion de los medios sélidos es idéntica a la descrita mas arriba, pero se les afiade

agar-agar (DIFCO) al 2% antes de ser autoclavados. Las placas se conservaron siempre a 4°C.

d) Suplementos y aditivos:

Los mas habituales y sus concentraciones son:

- Histidina 100 mM: 3 ml/L é 0,1 ml/ placa.

- Isoleucina/Valina 50 mM: 10 ml /L ¢ 0,2 ml/ placa.
- Leucina 100 mM: 20 ml/ L 6 0,2 ml / placa.

- Metionina 100 mM: 10 ml /L 6 0,15 ml/ placa.

- Uracilo20 mM: 10 ml/L 6 0,25 ml/ placa.

- Inositol 200mM: 1 ml/L 6 0,1 ml/ placa.

- Geneticina: 100 mg/ml (G-418 sulphate).

Antibidticos que afectan a la actividad peptidil-transferasa de la subunidad 60S del

ribosoma:

- Anisomicina: 15 pg /ml (disuelta en Agua MiliQ). Se une al ARNr 25S y compite con
el extremo 3"aceptor del aa-ARNTt, por lo que disminuye su afinidad para unirse al
sitio A del ribosoma, inhibiendo la actividad peptidil-transferasa (Grollman, 1967;
Hansen et al., 2003; Rhodin et al., 2011).

Antibidticos que afectan a la funcion descodificadora en el sitio A de la subunidad 40S

del ribosomay causan defectos en la fidelidad de la traduccion:

- Higromicina B: 100 ug /ml (disuelta en Agua MiliQ). Es un aminoglicésido que
induce a errores de lectura del mensaje genético al distorsionar el centro
descodificador de la 40S. Ademas, inhibe la translocacion del aminoacil-ARNt (aa-
ARNL) en el sitio A durante la elongacion (Cabafias et al., 1978; Gonzélez et al., 1978;
Hausner et al., 1988).

- Neomicina: 500 pg /ml (disuelta en Agua MiliQ). Antibiético aminoglicdsido que
produce errores de lectura en el centro de descodificacion y modifica los puentes

entre subunidades que permiten el movimiento de rotacion durante la elongacion, por
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lo que también impide la translocacién. Por tanto, inhibe tanto la iniciacién como la

elongacion de la traduccion (Zhao et al., 2005; Wang et al., 2012).

- Paromomicina: 500 ug /ml (disuelta en Agua MiliQ). Aminoglicésido que estabiliza
la union de ARNLt erréneos en el centro descodificador, produciendo defectos tanto
en iniciacion como en elongacion de la traduccion (Carter et al., 2000; Ogle et al.,
2001; Lynch et al., 2003; Rhodin et al., 2011).

Todos estos compuestos se esterilizaron por filtracion utilizando filtros de fibra de vidrio
combinados con filtros de membrana de 0,45 um de didmetro de poro. Se conservaron a 4°C los

aminoacidos y a -20°C los antibioticos.

e) Condiciones de crecimiento:

Para realizar los diferentes experimentos, tanto en medio liquido como en medio sélido, se
incubaron las cepas a diferentes temperaturas, concretamente a 16°C, 18°C, 25°C, 28°C, 32°C y
37°C. Ademas, los cultivos en medio liquido, se incubaron con agitacion orbital constante de
250 rpm. Para valorar el crecimiento de las cepas, se midi6 la turbidez de alicuotas de los
cultivos a 600 nm con un espectrofotdmetro monocromador. Se trabaj6 siempre con células de
cultivos en fase exponencial temprana (DO 600nm ~ 0,6-0,8), salvo que se especifique lo

contrario.

2.2. Para Escherichia coli

Los medios utilizados en el caso de E. coli fueron:

- 2XYT: Bactopeptona (Difco) 1,6%, extracto de levadura (BD Bacto) 1%, NaCl 1%, pH
7.2- 7.4 (se ajusta con NaOH).

- LB (Luria-Bertani): Bactotriptona (Difco) 2%, extracto de levadura 1%, NaCl 1%.

- SOC: Triptona (Difco) 2%, extracto de levadura (BD Bacto) 0,5%, NaCl 10mM, KCI 2.5
mM, Mg,Cl 10 mM, MgSO, 10 mM, glucosa 20mM.

Todos estos medios se prepararon con agua MilliRO. Se autoclavan y se conservan a

temperatura ambiente.
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Para seleccionar clones bacterianos transformados con plasmidos con el marcador de
resistencia a ampicilina (Amp®) se emple6 ampicilina sodica a una concentracion de entre 50-
100 pg/ml.

Para la clonacion de fragmentos de ADN en vectores cuyo sitio maltiple de clonacién
(MCS) esta dentro de la secuencia de la B-galactosidasa de E.coli (en fase), para diferenciar
plasmidos con inserto que rompen la fase de lectura, se afiadio a las placas de LB/Amp 20 pl de
IPTG (isopropil B-D-tiogalactopirandsido) al 20% disuelto en agua y 100 pl de una solucion de
X-GAL al 2% (5-bromo-4-cloro-3-indol B-D-galactopiranésido) disuelto en N-N-
dimetilformamida (Sambrook and Russell, 2001).

a) Condiciones de crecimiento:

Los cultivos de E.coli se incubaron siempre a 37°C y los cultivos en medio liquido se
incubaron en un agitador orbital a 250 rpm.

3. MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS GENERALES DE
BIOLOGIA MOLECULAR
3.1. Vectores empleados

Para la clonacidon de secuencias especificas de ADN se emplearon vectores bacterianos
(origen de replicacion relajada colE1) y vectores shuttle con capacidad de replicacién en E.coli

y en S. cerevisiae (contienen secuencias de replicacion autbnoma, ARS).

a) Vectores bacterianos:

- pBR322: vector bacteriano de 4,3 Kbp con marcadores de resistencia a ampicilina (AmpF)

y a tetraciclina (Tet"), y el origen de replicacion relajada colE1 (Balbas et al., 1986).

- pUC19: vector bacteriano de 2,7 Kbp con los marcadores anteriores y un fragmento del

operon LacZ de E.coli que codifica la enzima B-galactosidasa (Norrander et al., 1983).

- Bluescript SK+: vector bacteriano de 3,0 Kbp con las caracteristicas del anterior

(comercializado por Stratagene®).
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- pPGEM-T: ADN plasmidico preparado por digestion con EcCoRV y con timidinas afiadidas
en los extremos 3"terminales utilizado para clonar productos obtenidos de reacciones de
PCR con una Tag-ADN-polimerasa (comercializado por Promega).

b) Vectores bifuncionales en bacteria y levadura o shuttle vectors:

- YCp50: deriva de pBR322 y contiene el marcador selectivo URAS3, el origen de
replicacién ARS1 y el centrdmero del cromosoma IV (CEN4) de S. cerevisiae, lo que le
confiere capacidad de replicacién autobnoma y estabilidad mitética y meidtica en bajo

namero de copias (Johnston and Davis, 1984).

- Ycplac: es una serie de vectores que derivan de pUC19 y contienen el origen de
replicacion ARS1 y el centromero del cromosoma IV (CEN4) de S. cerevisiae (Gietz and
Sugino, 1988). En este trabajo se han utilizado YCplac33 e YCplac111 con URA3 y LEU2

como marcadores de seleccidn en levaduras, respectivamente.

YEplac195: vector autorreplicativo multicopia que no porta secuencias centroméricas
(Gietz and Sugino, 1988). Deriva de pUC19. Contiene el marcador de selecciéon URA3 y
una secuencia de replicacion procedente del plasmido de 2 micras (2 um) de S. cerevisiae.

- Serie pRS: son vectores que derivan del Bluescript SK* y contienen el centrémero del
cromosoma VI (CENG) de S. cerevisiae (Sikorski and Hieter, 1989). En este trabajo se han
utilizado pRS316 (CEN6 URA3) y pRS315 (CEN6 LEU2).

3.2. Plasmidos

En la Tabla Il de los Anexos se detallan los plasmidos construidos en este trabajo y a

continuacion se describe la estrategia seguida en cada caso:

a) Clonacidn de alelos de RPL19 en plasmidos centroméricos:

1) Amplificacion y clonacion de un alelo WT funcional de RPL19B: Este gen se
amplific6 por PCR wusando como molde ADN genémico de la cepa YO07156
(4rpl19a::KanMX4), una ADN-polimerasa de alta fidelidad y como cebadores los
oligonucleétidos F1L19B-Sall y R1L19B-Sacll (Tabla Il de los Anexos). La construccion
lineal de 1929 bp [PromRPL19B::RPL19B::TermRPL19B], amplificada de esta forma,
contiene la ORF completa de RPL19B junto a secuencias adyacentes en 5°suficientes para la
promocién de la transcripcion (Prom, desde la posicion -430 en 5” hasta el ATG de RPL19B) asi
como a secuencias en 3" que contienen la secuencia de poli-adenilacion del ARNm (TATATA)

y que promueven o facilitan la terminacion de la transcripcion (Term, desde el codén de
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terminacion TAA de RPL19B hasta la posicion +450 desde el mismo). La construccion contiene
secuencias en sus extremos para las endonucleasas de restriccion Sall y Sacll para su clonacion
en los mismos sitios de los vectores pRS315 (CEN6 LEU2) y pRS316 (CEN6 URA3),
obteniendo los plasmidos pAJ1 (RPL19B, CEN6 URA3) y pAJ2 (RPL19B, CEN6 LEU2)
(Figura 21 A).

2) Amplificacién y clonacién de un alelo WT funcional de RPL19B sin intrén
(RPL19B,): Se amplific6 por PCR una secuencia lineal de 670 Dbp
[PromRPL19B::RPL19B;::TermRPL19B] con los oligonucledtidos F1L19B(Clon-Int) vy
R1L19B(Clon-Int) que contienen en sus extremos secuencias diana para las enzimas de
restriccion Bglll y SnaBl. Esta construccion contiene: (i) la secuencia codificante de RPL19B u
ORF, (ii) parte del promotor en 5" (desde la posicion -39 hasta el ATG, +1), (iii) parte de la
secuencia de terminacion (hasta +52 desde el codon de terminacion TAA). Para la reaccion de
PCR se us6 una ADN-polimerasa de alta fidelidad, como molde la secuencia de RPL19B
clonada en el plasmido pAJ1l [RPL19B, CEN6 URA3] y como cebadores los oligonucleétidos
F1L19B(Clon-Int) y R1L19B(Clon-Int). EIl oligonucledtido F1L19B(Clon-Int) posee la
secuencia diana de la enzima Bglll en su extremo 57, seguida de 47 nt (que van desde Bglll
hasta el ATG) + el Ex6n 1 (AT) y + 30 nt del extremo 5™ del Ex6n 2 (Tabla 111 de los Anexos).
Este oligonucledtido permite el inicio de la sintesis del ADN desde el Exdén 2 sin que se
amplifique el intrén (ya que en RPL19B el exdn 1 tan s6lo posee 2 nt y el intrén se encuentra a
partir del nt 3). Por otra parte, el oligonucle6tido R1L19B(Clon-Int) posee en 5 las secuencias
diana para la enzima SnaBl (esto permite clonar la secuencia amplificada sin ningun nucleétido
adicional para regenerar Prom y Term completos, véase mas adelante). Los plasmidos
centroméricos pAJl (URA3) y pAJ2 (LEU2) se digirieron con las enzimas de restriccion Bglll y
SnaBl (eliminandose asi la ORF de RPL19B y las secuencias adyacentes de 39 nt, desde el ATG
hasta Bglll, y de 52 nt desde el TAA hasta SnaBl). El alelo RPL19B,; se clond en estas
posiciones, obteniéndose los plasmidos centroméricos pAJ3 (RPL19B,; CEN6 URA3) y pAJ4
(RPL19B,;, CEN6 LEU?) (Figura 21 B).

3) Amplificacion y clonacion de un alelo WT funcional de RPL19A: Se amplifico por
PCR un alelo funcional de RPL19A usando una ADN-polimerasa de alta fidelidad, como molde
ADN gendmico de la cepa Y03053 (4rpl19b::KanMX4) y como cebadores los oligonucleotidos
F1L19A-BamHI y R1L19A-Spel. Se amplifico asi un fragmento de ADN de 2200 bp
[PromRPL19A::RPL19A::TermRPL19A] que contiene la ORF completa de RPL19A ademas de
secuencias adyacentes en 5’suficientes para la promocion de la transcripcion (Prom, desde la
posicién -936 en 5™ hasta el ATG de RPL19A) asi como a secuencias en 3" que contienen la
secuencia de poli-adenilacion del ARNm (TATATA) y que promueven o facilitan la

terminacion de la transcripcion (Term, desde el codon de terminacion TAA de RPL19B hasta la
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posicién +191 desde el mismo). La construccion contiene secuencias en sus extremos para las
enzimas de restriccion BamHI y Spel para su clonacion en los mismos sitios de los vectores
centroméricos pRS315 y pRS316, obteniéndose respectivamente los plasmidos pAJ8 (RPL19A,
CEN6 LEU2) y pAJ9 (RPL19A, CEN6 URA3) (Figura 22).

4) Amplificacion y clonacion de alelos mutantes de expresion condicional
PGAL::rpl19bACT: Se amplificaron por PCR alelos funcionales de rpli9bACT usando una
ADN-polimerasa de alta fidelidad, como molde los plasmidos pAJ3 (RPL19B,; ), pAJ10
(rpl19b432), pAJ1L (rpl19bA427), pAJ12 (rpl19b422) y pAJ26 (rpll19b439), que contienen las
secuencias de interés, y como cebadores los oligonucledtidos 01432-BamHI (que posee la
secuencia diana de la enzima BamHI en su extremo 57, seguida del Exén 1 (AT) y 17 nt del
Exdn 2 de RPL19B) y 01397-Pstl (posee la secuencia diana de la enzima Pstl en su extremo 5
seguida del Term desde el cod6n de terminacién TAA de RPL19B hasta la posicion +280 desde
el mismo) (Tabla 11l de los Anexos). Por otra parte, los pldsmidos centroméricos TK884
[PGAL::RPL19B, CEN4 LEU2] y TK891 [pGAL::RPL19B,; CEN4 URA3] se digirieron con las
mismas enzimas de restriccion BamHI y Pstl (eliminandose asi las ORF de RPL19B y RPL19B;
y las secuencias adyacentes de 280 nt desde el TAA hasta Pstl), donde se clonaron los alelos
anteriores, obteniéndose los plasmidos centroméricos [pGAL::RPL19B,;, CEN4 LEU2?] y
[PGAL::RPL19B,; CEN4 URA3] (Figura 39).

5) Amplificacion y clonacion de alelos mutantes pS28:: FLAG::rpl19bACT: Se clonaron
los alelos mutantes de truncacion rpl19bACT en fase unidos a un epitopo FLAG en el extremo
N-terminal de RPL19B,. Para ello, primero se utilizd6 el wvector TK349
[YEplac195::pS28::short-FLAG::RPL16B, URA3], y como insertos los fragmentos de ADN de
850 bp [rpl19bACT::TermRPLI19B] obtenidos al digerir los plasmidos [pGAL.:rpll19bACT,
CEN4 LEUZ2] con las enzimas de restriccion BamHI y Pstl. Se obtuvieron asi los pldsmidos
[pS28::FLAG::rpl19bACT, 2uM LEU2]. Después, estos plasmidos se digirieron con las
enzimas EcoRI y Pstl, obteniendo los insertos pS28::FLAG::rpl19bACT que posteriormente se
subclonaron en el vector TK884 [pGAL::RPL19B,;, CEN4 LEUZ2] digerido con las mismas
enzimas, obteniendo finalmente los plasmidos [pS28::FLAG::rpl19bACT, CEN4 LEU2]
(Figura 89).
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pAJ57, pAJ5S,
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Figura 89. Esquema de la construccion de pldsmidos con alelos de sobreexpresion marcados con un
epitopo antigénico pS28:: FLAG::rpl19bACT. Esquema de amplificacion de las ORF de alelos mutantes
rpl19bACT; mapa de los vectores TK349 (2uM URA3) y TK891(CEN4URAZ); pladsmidos resultantes que
contienen alelos de los mutantes indicados: pAJ46 (RPL19B,,), pAJ47 (rpl19b 439), pAJA8 (rpl19b A32),
pAJ49 (rpl19b A27) y pAIS0 (rpll19b A22) (pS28::FLAG::rplI9bACT, 2uM URA3); y pAlS6
(RPL19B;), pAJST7 (rpli9b 439), pAJS8 (rpl19b A32), pAIS9 (rpll9b A27) y pAJ60 (rpli9b A422)
(pS28::FLAG::rpl19bACT, CEN4 URA3).
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3.3. Técnicas de transformacion de levaduras y de recuperacion y

purificacién de plasmidos

a) Transformacion de S. cerevisiae:

La transformacion de S. cerevisiae se llevo a cabo segun el procedimiento descrito por
(Gietz et al., 1995), que emplea acetato de litio para permeabilizar células intactas y hacerlas
competentes para la transformacion genética con ADN clonado, y permite obtener eficiencias de

transformacion de hasta 22 millones de transformantes por pg de DNA plasmidico.

Para obtener células competentes de levadura, se recogieron muestras de cultivos en fase
exponencial (DOgyonm de 0-6-0,8) en medio minimo definido (SD) suplementado con los
aminoacidos necesarios, 0 en medio rico (YEPD). Las cantidades de ADN clonado utilizadas
para la transformacion oscilaban entre 500 ng y 1 pg si se trataba de ADN plasmidico, y entre
200 y 500 ng si se trataba de un fragmento lineal de ADN. Para la seleccion de los
transformantes las células se plaquearon en medio SD suplementado con los requerimientos
nutricionales de cada cepa excepto los de la auxotrofia que complementa el marcador de cada
plasmido. En el caso de la seleccion para la resistencia a Geneticina, las células se incubaron 3
horas en YEPD a 28°C en agitacion, previamente a extenderlas en medio YEPD con el

antibiotico. Las células transformadas se incubaron a 28°C durante 2-3 dias.

b) Recuperacién de plasmidos de transformantes de levadura:

Para recuperar los plasmidos o las genotecas mutantes (plasmotecas) que portaban los
distintos transformantes de S. cerevisiae se utilizo la técnica de Yeast Plasmid Release descrita
por (Filetici et al., 1985). La purificacion del ADN total de S. cerevisiae se llevd a cabo segun
el procedimiento descrito por (Philippsen et al., 1991) o por (Hoffman and Winston, 1987), y se
transformaron células competentes de la cepa de E. coli DH5a, siguiendo el protocolo
disefiado por (Hanahan, 1983). Para recuperar las colecciones de plasmidos o plasmotecas,
donde la eficiencia de transformacion es mas critica, se emplearon células células de E.coli
XL10-GOLD de alta eficiencia (108 colonias por pg de ADN).

c) Extraccion de ADN plasmidico de E.coli:

Las preparaciones rapidas a pequefia escala de ADN plasmidico a partir de células de
E.coli se realizaron mediante el procedimiento descrito por (Holmes and Quigley, 1981). Para

obtener preparaciones de ADN plasmidico sin ARN ni proteinas se emplearon las columnas
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comerciales Nucleospin® Plasmid de Macherey-Nagel, siguiendo las instrucciones del

fabricante.

3.4. Técnicas de manipulacion del ADN

a) Reacciones enzimaticas:

Los diversos tratamientos enzimaticos a los que se sometié el ADN se realizaron segun los

procedimientos generales descritos por (Sambrook and Russell, 2001) y teniendo en cuenta en

cada caso las recomendaciones de las diferentes casas que los comercializan. Entre las

modificaciones enzimaticas realizadas se encuentran:

Digestion _con _enzimas de restriccién: Se realiza de forma rutinaria para la

caracterizacion fisica de los fragmentos de ADN, asi como para la construccion de
moléculas recombinantes. En la mayoria de los casos, las enzimas utilizadas
pertenecen a la casa comercial Fermentas o Promega. Las soluciones tampdn
empleadas y la temperatura a la que se realizaron las digestiones fueron en cada caso

las recomendadas por el fabricante.

Ligacion: Se utiliz6 la ligasa del fago T4 de Fermentas para la insercion de

fragmentos de ADN en diferentes vectores.

Reacciones de Desfosforilacién: La eliminacion del grupo fosfato en 5° se llevo a

cabo mediante la fosfatasa alcalina de gamba Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP), de
Fermentas, en los casos en los que el vector poseia extremos compatibles o romos,

para evitar la autoligacion.

Extremos romos: Para la creacién de extremos romos a partir de extremos

protuberantes en 57, se empled el fragmento largo de la ADN polimerasa de E. coli

Klenow Fragment, de Fermentas.

b) Analisis y purificacion de fragmentos de ADN en geles de agarosa:

El andlisis de los fragmentos de ADN obtenidos por tratamiento con endonucleasas de

restriccion o purificados por diversos medios, se realiz6 mediante electroforesis en geles de

agarosa (Agarosa D-1, Pronadisa) cuya concentracion variaba entre el 0,5% y el 1,5% (p/v),

segun el tamafio de los fragmentos de ADN esperados. Los geles se prepararon con tampon
TAE 1X (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5-7,8) y se afiadid el agente intercalante
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bromuro de etidio a una concentracion de 0,5 pg/ml. A las muestras se les afiadié tampdn de
carga 6X (Azul de bromofenol 0,25% (p/v), xilen-cianol 0,25% (p/v), glicerol 30% (v/v)). El
mismo tampon TAE 1X se empled para el desarrollo de la electroforesis, que se realiz6 a un
voltaje constante de 50-120V. Para la visualizacion del ADN se utilizé el equipo Gel Doc XR
(Bio-Rad).

La purificacion de fragmentos de ADN de interés para posteriores técnicas
(subclonacién, transformacion, marcaje de sondas, etc.) se realizo, después de su separacion en
geles de agarosa de bajo punto de fusién (Gibco BRL/ Life technologies), utilizando las

soluciones y columnas del sistema Nucleospin® Gel & PCR Clean up de Macherey-Nagel.

En algunos casos posteriormente se precipité el ADN afiadiendo a la solucion de partida
1/10 del volumen de muestra de NaCl 2.5 M y 2 volumenes de etanol 96% a - 20° C. Se
centrifuga y se afiade 1 mL de etanol 70%. Nuevamente se centrifuga y se retira el etanol. Se
deja secar el precipitado y se resuspende en el volumen deseado de agua o TE.

c) Amplificacién de secuencias_de ADN por PCR (Polymerase Chain

Reaction):

Durante el desarrollo de este trabajo se realizaron PCR para:

- Amplificacion de las ORFs de RPL19A, RPL19B, RPL19B,; y rpl19b*,;, asi como del

alelo nulo rpl19a::KanMX4, para su posterior clonacién en plasmidos centroméricos.

- Comprobacién de que las distintas inserciones o integraciones de fragmentos de ADN
habian tenido lugar en los loci adecuados del genoma de S. cerevisiae: disrupciones génicas de
los loci RPL19A, RPL19B y GCN2 en distintas cepas.

- Generacion del alelo nulo rpl19a::KanMX4.
- Ensayos de mutagénesis al azar y dirigida.

Para llevar a cabo la amplificacion de fragmentos de ADN se utilizé un termociclador T
(Biometra) y se siguid el protocolo general descrito por (Sambrook and Russell, 2001), pero
teniendo en cuenta las recomendaciones hechas por cada fabricante, en funcién de la ADN-
polimerasa utilizada en cada caso. Ademas, dependiendo de la temperatura de anillamiento
(Tm) de los oligonucleotidos empleados asi como de los reactivos utilizados y del tamafio del
producto esperado, se realizaron modificaciones sobre el protocolo estandar de reaccion para

obtener una mayor eficiencia en la amplificacion del sustrato:
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¢ Desnaturalizacion inicial: 10 minutos a 94 °C.
e 20-30 ciclos de:
- Desnaturalizacion del ADN: 1 minuto a 94°C
- Anillamiento: 1 minuto a 55°C (3-4°C por debajo de la Tm de los
oligonucledtidos)
- Extension: 1 a 7 minutos a 72°C

e Extension final: 10 minutos a 72°C

Las enzimas utilizadas fueron Tag-DNA Polymerase (Biotools) de manera rutinaria,
Expand High Fidelity PCR System (Roche) para la amplificacion de alta fidelidad cuando el
producto obtenido por PCR iba a ser secuenciado o utilizado con posterioridad y PfuUltra Hi-Fi
DNA polymerase (Agilent®), en los ensayos de mutagénesis al azar y dirigida.

Se realizaron reacciones de PCR utilizando como molde plasmidos (10-50 ng), fragmentos
lineales de ADN (10-20 ng), ADN gendmico (1-10 ng) o colonias aisladas de S. cerevisiae
resuspendidas en 10 pl de agua MilliQ estéril y 50 pl de NaOH 20mM, y calentando la mezcla a

94°C durante 10 minutos, antes de preparar la reaccion.

Se utilizaron parejas de oligonucle6tidos en una concentracion final de 50 uM y se us6 una
mezcla de los 4 dideoxinucle6tidos trifosfato (ANTPs) dATP, dCTP, dGTP, dTTP (Roche) en

una concentracion final 50 uM cada uno.

Para purificar los fragmentos de ADN resultantes se utilizaron los reactivos y columnas
proporcionados en el Kit Nucleospin® Gel & PCR Clean up de Macherey-Nagel.

d) Mutageénesis al azar:

Para obtener alelos mutantes de RPL19B, se llevaron a cabo dos procedimientos diferentes

de mutagénesis al azar, in vivo e in vitro.

- Mutagénesis al azar in vitro:

Para realizar la mutagénesis al azar in vitro, se utiliz6 el sistema “GeneMorph II EZ-
Clone Domain Mutagenesis Kit” de Agilent®, que permite generar transiciones y
transversiones de las diferentes bases nitrogenadas con una frecuencia similar. Para ello, se
utilizaron las enzimas, reactivos y células competentes suministradas por el Kit y se siguié el

protocolo descrito en el manual de instrucciones del Kit:
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- Mediante una PCR con la enzima de baja fidelidad (Mutazyme Il ADN-
polimerasa) se obtiene un conjunto de moléculas mutantes, las cuales se utilizan como cebador
para amplificar un plasmido completo mediante PCR con una ADN-polimerasa de alta fidelidad
(PfuUltra Hi-Fi DNA polymerase). Para eliminar el ADN molde se trata el producto de PCR
con la enzima de restriccion Dpnl, una endonucleasa cuya secuencia diana es 5'-Gm°ATC-3',
por lo que digiere especificamente el ADN metilado y hemimetilado. Tras eso, con los vectores
resultantes, se tranforman las células competentes de E.coli XL10-GOLD, obteniendo asi una

genoteca de plasmidos mutados.

- Para purificar el ADN de la genoteca, se recogieron colonias de las células
obtenidas tras la transformacién de E.coli con un raspador y afiadiendo medio LB/Amp a las
placas, y se extrajo el ADN plasmidico, obteniendo una plasmoteca con la que se transforma la
cepa hospedadora de S. cerevisiae.

Para optimizar la frecuencia de mutacion, se vario la cantidad de ADN molde (cuanto
mayor cantidad de ADN molde se utilice, mayor nimero de mutaciones) y el nimero de ciclos
de amplificacion por PCR (cuantos mayor sea el nimero de ciclos, mayor sera el nimero de

mutaciones) con la enzima de baja fidelidad del Kit (Mutazyme Il ADN-polimerasa).

- Mutagénesis al azar in vivo:

Para la mutagénesis in vivo, se transformaron con el plasmido pAJ3 (que usamos como
molde) células competentes de E.coli XL1-RED proporcionadas por Agilent®, que tienen una
tasa de mutacion unas 5000 veces mayor que una cepa WT, ya que tienen dafiadas tres rutas de
reparacion del ADN al portar las mutaciones mutS, que produce un déficit en la reparacion de
errores en la amplificacion del ADN, mutD, que conlleva una disminucion de la actividad 3"- 5
exonucleasa de la ADN polimerasa Ill, y mutT, que hace que la célula sea incapaz de hidrolizar
el 8-0x0-dGTP, un producto resultante de la modificacion oxidativa del dGTP, y causaria
cambios de AT por CG.

Para optimizar la frecuencia de mutacion, se varié el nimero de duplicaciones que sufria el

ADN (numero de generaciones) variando el tiempo de incubacién de las cepas XL1-RED.

Tras la transformacion, se recogen las colonias con 10° células cada una obtenidas de E.coli
con un raspador y afiadiendo medio LB/Amp a las placas, y se extrae el ADN plasmidico,
obteniendo una genoteca de plasmidos con la que se transforma la cepa hospedadora de
S.cerevisiae. Estos pldsmidos ademéas de portar el alelo de interés mutado, pueden albergar

mutaciones en diferentes zonas de su secuencia, por lo que tras seleccionar los plasmidos
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mutados mas interesantes, se realiza la subclonacion del alelo mutado en un vector WT, con el
que finalmente se re-transforma la cepa hospedadora de S. cerevisiae para comprobar si el
fenotipo que produce es idéntico al del plasmido original.

e) Mutagénesis Dirigida:

Para poder generar mutaciones puntuales Unicas en la ORF de RPL19B, se llevaron a cabo
varios ensayos de mutagénesis dirigida in vitro. Para ello se utilizaron las enzimas, reactivos y
células competentes suministrados por el Kit “QuickChange Lighting” de Agilent®,
siguiéndose el protocolo descrito en el manual de instrucciones del Kit:

- Mediante una PCR con una enzima ADN-polimerasa de alta fidelidad (PfuUltra
Hi-Fi DNA polymerase), usando un plasmido molde y parejas de oligonucleétidos que
sustituyan los nucleétidos correspondientes en cada caso para generar los cambios en la
secuencia de aminoacidos (Tabla I11 de los Anexos), se obtiene un plasmido con un alelo que

portara la mutacion de interés.

- Al igual que en el caso de la mutagénesis al azar in vitro, el producto de PCR
se traté con la enzima de restriccion Dpnl, obteniendo asi Gnicamente los plasmidos mutados
[rpl19b*,; CEN6 URAZ]. Tras esto, se purificaron los plasmidos con los que se transformaron
células competentes de E.coli XL10-GOLD. Las células se plaquearon en medio selectivo con
ampicilina y se obtuvieron plasmidos CEN6 URA3 que portaban el alelo rpl19b*,; con la

mutacion deseada, y con los que se transformé la cepa hospedadora adecuada.

f) Secuenciacién de ADN:

La determinacién de la secuencia nucleotidica de los distintos fragmentos de ADN fue
llevada a cabo por el Servicio de Secuenciacién automatica de ADN de la Universidad de
Salamanca mediante el uso del secuenciador ABI 377 (Applied Biosystems), para lo que se
proporciond 8 pl de mezcla compuesta por 50-150 ng del ADN de interés y 3 pmoles del

oligonucledtido adecuado en cada caso.

Entre otros, se secuenciaron (los oligonucle6tidos utilizados se especifican en la Tabla 111

de los Anexos):

-Los plasmidos pAJ portadores de alelos RPL19A, RPL19B y RPL19B,; generados por
PCR para determinar su correcta amplificacion mediante la comparacion de las secuencias con
las bases de datos del genoma de S. cerevisiae. Se utilizaron los oligonucle6tidos
complementarios a sus secuencias F1L19A, F2L19A, F3L19A, FAL19A, R1L19A, R2L19A,
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R3L19A y RAL19A (para RPL19A), F1L19B, F2L19B, F3L19B, F4L19B, R1L19B, R2L19B,
R3L19B y R4L19B (para RPL19B), y F3L19B, F5L19B, R1L19B, R2L19B, R5L19B (para
RPL19B,,).

- Los alelos rpl19b*,; de los plasmidos obtenidos por mutagénesis al azar para
comprobar qué mutaciones portaban los alelos RPL19B,;. Se utilizaron los oligonucleétidos
F5L19B y R5L19B.

- Los alelos rpl19b*,; contenidos en plasmidos obtenidos por mutagénesis dirigida,
para verificar qué, efectivamente, se habian producido las mutaciones deseadas en RPL19B,;.
Para ello, se utilizaron los oligonucleétidos F5L19B y R5L19B.

-Los nuevos plasmidos pAJ generados portadores de alelos mutantes
PGAL::rpl19bACT y pS28::FLAG::RPLI9BACT para asegurarnos de su correcta clonacion.
Se utilizaron los oligonucle6tidos F5L19B y R5L19B.

-Los alelos nulos de RPL19A y RPL19B generados por PCR para corroborar su correcta
amplificacién, para lo que se utilizaron los oligonucleétidos R6L19A y F1KanMX4 (para
verificar rpll9a::KanMX4), F6L19B, R6L19B, FlKanMX4 vy Ri1KanMX4 (para
rpl19b::KanMX4), F6L19B, R6L19B, LHISG y RHISG (para rpl19b::HISG), y 1FGCNZ2,
1RGCN2, HIS3iF y HIS3iR (para gcn2::HIS3).

g) Oligonucledtidos _empleados en distintas _reacciones _de PCR vy

secuenciacion del ADN:

En la Figura 90 (y Tabla Ill de los Anexos) se especifican los oligonucle6tidos
empleados asi como su secuencia en direccion 5> 3", su posicién con respecto al primer
nucledtido de la secuencia codificadora y se subrayan los sitios de corte para diversas enzimas

de restriccion que se afiadieron en algunos casos.

208



Materiales y Métodos

A) M Oligos para clonacién
FIL19A (BamH1) F2L19A (BamH) (X Oligos para secuenciacion
=
FiL19B F2L19B F3L19B F4L19B
5 ATG TAA
INTRON L19A ORF RPL19A
L T
2201bp
=
R4L19B R3L19B R2L19B R1L19B | R6L19B
B) R1L19A (Spel)

F1L19B (Sall) F1L19B (Clon-Int)

FG6L19B |F1L19B

F5L19B F2L19B F3L19B F4L19B

ATG TAA

Bgll
|

(SnaBl)

Prom L19B ORFRPL19B 198

T

1929 bp

R4L19B R3L19B R2L19B R5L19B R1L198 R6L19B

RIL19B (Clon-Int) R1L19B (Sacll)

Figura 90. Esquema de la posicion de los oligonucleétidos a lo largo de la secuencia de A) RPL19A y
B) RPL19B. En color morado se representan los oligonucle6tidos utilizados para clonacion, y en verde

los utilizados para secuenciacion.

3.5. Técnicas de manipulacion y analisis de ARN

a) Extraccion de ARN total de células de S. cerevisiae:

El ARN total de S. cerevisiae se preparé siguiendo el protocolo descrito por (Hinnebusch,
1985) para analizar preferentemente las cantidades netas de diferentes ARNm, o siguiendo el
protocolo fenol-acido (Schmitt et al., 1990), para analizar los niveles de los ARNr. La
estimacion de la concentracion del ARN de cada muestra se determiné por espectrofotometria
en un equipo Nanodrop que mide la absorbancia de las soluciones a 260 nm, considerando que
Azs=1 equivale a una concentracion de 40 pg/ml en el caso del ARN (Sambrook and Russell,
2001). Tanto los medios de cultivo de las células como las condiciones de crecimiento, se

describen en el apartado correspondiente de Resultados y Discusion.

b) Electroforesis de ARN en geles de agarosa:

La integridad del ARN se comprobd por electroforesis en geles de agarosa (Agarosa D-1,
Pronadisa) del 0,8% (p/v) en condiciones nativas, preparados con tampon TAE 1X (Tris-
acetato 40 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5-7,8), y tefiidos con bromuro de etidio (BrEt) a una
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concentracion de 0,5pg/ml. Se cargaron 2 pg de ARN extraido, a los que se afiadié tampon de
carga 6X (Azul de bromofenol 0,25% (p/v), glicerol 30% (v/v)). El tampon TAE 1X también se
empled para el desarrollo de la electroforesis, que se realizé a un voltaje constante de 80-90V.
Para la visualizacion del ARN se utilizo el equipo Gel Doc XR (Bio-Rad).

c) Electroforesis de ARN en geles capilares:

La calidad y cantidad de los ARNr maduros se valoré sometiendo ~100 ng del ARN total
disueltos en agua MiliQ a electroforesis capilar en gel utilizando chips de ARN, lo que se llevd
a cabo por el Servicio de Protedmica del Centro de Investigacion del Cancer (CIC) de

Salamanca mediante el uso de un Bioanalizador (Agilent Bioanalyzer®).

d) Hibridacion de ARN:

e Deteccion de secuencias de ARN especificas (“northern-blot”):

Los analisis de northern-blot se llevaron a cabo siguiendo las técnicas descritas por

(Sambrook and Russell, 2001) con algunas modificaciones.

- Para analizar los ARNs (tanto ARNr como ARNm), 10-12 pg de ARN total o un
volumen fijo de muestra (10 pl), se precipitaron y se desnaturalizaron por calentamiento a 65°C
durante 10 minutos en 10 pl de tampon de carga para ARN (formamida desionizada al 50%,
formaldehido al 16,2% (de una solucién stock al 37%) y MOPS 0,02 M). Después, se afiadieron
2 ul de tampdn de electroforesis 6X (Azul de bromofenol 0,25% (p/v), glicerol 30% (v/v), agua
DEPC 0,1%) y 1pl de bromuro de etidio (1 mg/ml preparado con agua DEPC) por cada 10 pg
de ARN. Los ARN se resolvieron en funcion de su tamafio sometiéndolos a electroforesis
durante 6-7 horas a 100-110 V en geles de agarosa del 1,1-1,2% con formaldehido al 4% y 1X
MOPS, usando tampon 1X MOPS pH = 7 para la electroforesis, y en condiciones de
recircularizacion del mismo entre los dos electrodos para evitar la acidificacion. El agua
destilada y todas las soluciones acuosas utilizadas fueron previamente tratadas con agua DEPC
al 0,1%, y las cubetas de electroforesis con SDS al 1%. Para la visualizacion del ARN se utilizé
el equipo Gel Doc XR (Bio-Rad).

Para analizar los ARNm, los geles se incubaron 30 minutos en una solucién NaOH 0,01M,
30 minutos en Tris-HCI 0,1M y 20 minutos en 10X SSC, y se transfirieron durante 14 horas en
la solucion salina 10X SSC a membranas de nylon cargadas positivamente (Roche). Después se
lavan las membranas en 6X SSC durante 5 minutos, se dejan secar a temperatura ambiente y se
fijan los ARNs con un UV-Stratalinker 2400.
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Para analizar los ARNr, después de la electroforesis los geles se sumergieron durante 20
minutos en solucion alcalina (NaOH 0,01 M, NaCl 3M), y se transfirieron durante 4-5 horas a
membranas de nylon cargadas positivamente en la misma solucion alcalina segun el
procedimiento descrito por (Sambrook and Russell, 2001). Después de lavar las membranas en
6X SSC durante 5 minutos y dejarlas secar a temperatura ambiente, se fijan los ARNs utilizando
también un UV-Stratalinker 2400.

- Para analizar los ARNr de bajo peso molecular, las muestras que contenian ~5 pg de

ARN total, se precipitaron y se desnaturalizaron por calentamiento a 65°C durante 10 minutos
en 15 pl de tampon de carga (formamida al 90%, EDTA 1mM pH = 8, azul de bromofenol 0,1%
y xilencianol 0,1%). Se afadieron 2 pl de tampon de electroforesis 6X (Azul de bromofenol
0,25% (p/v), glicerol 30% (v/v), agua DEPC 0,1%), y los ARN se separaron por electroforesis
durante ~5 horas a 220 V en geles del 6-8% de acrilamida:bisacrilamida (19:1), urea 8M,
TEMED al 0,037%, APS al 0,07%, preparados en TBE 1X. Los ARN se electro-transfirieron a
membranas de nylon cargadas positivamente utilizando una Trans-blot cell (Bio-Rad) a 220 mA
constantes durante ~3 horas y 30 minutos con un tampén TBE 0,5X. Finalmente, se fijaron los

ARN a las membranas con un UV-Stratalinker 2400.

e Tincion de las membranas con Azul de Metileno:

Antes de proceder a la hibridacién de las membranas, éstas se tifieron con azul de metileno,
para comprobar el estado de los ARN ribosémicos 25S y 18S y la eficiencia de las
transferencias. Para ello las membranas se sumergen en una solucion con acido acético al 5% vy
azul de metileno, que se deja actuar 5 minutos antes de lavar con agua MilliQ estéril para retirar

el exceso de colorante.

e Preparacion de sondas marcadas radiactivamente:

La deteccion de secuencias homoélogas en preparaciones de ARN se realizd mediante

hibridacion con sondas especificas de ADN marcadas radiactivamente.

- El marcado radiactivo de los fragmentos de ADN de doble cadena utilizados como
sondas se realizd por el método Random primer labeling (o de cebadores al azar) desarrollado
por (Feinberg and Vogelstein, 1983; Feinberg and Vogelstein, 1984), en el que se utiliza una
mezcla de hexanucleotidos de secuencias aleatorias como cebadores de la sintesis de ADN in
vitro. Las reacciones se llevaron a cabo de acuerdo con las recomendaciones del fabricante de

las distintos componentes (Roche), utilizindose como molécula radiactiva [a-*2P]-dCTP
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(Amersham Biosciences) con una actividad especifica de 3000 Ci/mmol. Para purificar las
moléculas de ADN marcadas se utilizaron columnas MicroSpin™ G-25 (Amersham
Biosciences).

- El marcado radiactivo de oligonucleétidos en el extremo 5° se realiz0, utilizando la
polinucledtido kinasa del fago T4 (Fermentas), con 50 pCi de [y-PJATP (6000 Ci/mmol)

(Amersham Biosciences). Para retirar los oligonucle6tidos marcados no incorporados, se

utilizaron columnas MicroSpin™ G-25 (Amersham Biosciences).

Los oligonucle6tidos utilizados en este trabajo para el ensayo de northern-blot se muestran
en la Tabla IV de los Anexos.

e Hibridacion vy lavado de las membranas:

- Hibridaciones ADN (sondas genémicas de doble cadena) — ARN:

Las membranas se pre-hibridaron durante 1 hora 0 méas, a 65°C en 10 ml del tampo6n Church
and Gilbert, que contiene 0,25M tampdn fosfato pH 7,1-7,2, BSA al 1%, EDTA 10mM y SDS
al 7% (Church and Gilbert, 1984), y 150 pg/ml de ADN Fish desnaturalizado. Las
hibridaciones se llevaron a cabo a 65°C, durante aproximadamente 16 horas en 5ml del mismo
tampén Church and Gilbert al que se le afadié la sonda correspondiente desnaturalizada
marcada radiactivamente, junto con 150 ug/ml de ADN Fish. Los lavados de las membranas se
realizaron con una soluciéon que contenia 2X SSC y SDS al 0,1% durante 20 minutos a
temperatura ambiente, y 0,5X SSC y SDS al 0,05% durante 30 minutos a 65°C.

- Hibridaciones de ADN (oligonucle6tidos) — ARN:
Se pre-hibridaron las membranas durante 1-2 horas a 52°C en 10 ml de tamp6n Church and
Gilbert (0,25 M tampon fosfato pH 7,1-7,2, BSA al 1%, EDTA 10mM, SDS al 7%) (Church

and Gilbert, 1984) y después se hibridaron en 5 ml del mismo tampon Church and Gilbert

junto con las sondas correspondientes desnaturalizadas y marcadas radiactivamente durante 16
horas a 52°C. Las membranas se lavaron con una solucién de 2X SSC y SDS al 0,5% y con

0,5X SSC y SDS al 0,5%, ambas durante 30 minutos a temperatura ambiente.

- Reutilizacion de membranas (Stripping):

Para hibridar las membranas con diferentes sondas, en los casos donde existia sefial residual de
la sonda anterior, ésta se eliminaba antes de afiadir la siguiente sonda tratando las membranas
con SDS al 1% a 100°C durante 5-10 minutos.
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e Deteccidn de la radiacién emitida:

Las membranas se expusieron en pantallas BAS-IlIs, en tiempos que oscilaron entre 1
minuto y 48 horas (dependiendo del experimento), y se analizaron en un Phosphorimager
(Personal Molecular Imager, Bio-Rad), pudiéndose cuantificar la radiacion emitida utilizando el
programa Quantity One®. Posteriormente las membranas se expusieron en peliculas de
autorradiografia (Kodak Biomax MR o Hyperfilm® MP Amersham Biosciences) durante
tiempos que oscilaron entre 10 minutos y 15 dias a -80°C, y se revelaron en un revelador
automatico (M35 X-OMAT Processor, Kodak).

e) Ensayos de Primer Extension:

Estos ensayos se llevaron a cabo siguiendo los procedimientos descritos en (Venema et al.,

1998) con algunas modificaciones:

- De cultivos crecidos hasta fase exponencial (DOgyonm = 0,6), se purificaron las pre-
particulas que contenian L19B o NOP7 marcadas por el epitopo TAP por afinidad mediante el
uso de bolitas magnéticas (Dynabeads, Invitrogen) como se describe en (Oeffinger et al., 2007),
con algunas modificaciones. Se centrifugaron los cultivos y los sedimentos celulares se
resuspendieron en tampoén de RNP (HEPES 20 mM (pH = 7,4), AcOK 100 mM, 0,5% de Triton
X-100, 0,1% de Tween 20, 40 mM de NaCl y 0,006% de Antifoam B), y se sometieron a vortex
para lisar las células. Se afiadieron las Dynabeads recubiertas con IgG a 4°C durante 30 min, y
se lavaron tres veces con tampon de RNP para eliminar las proteinas unidas no especificamente.
Los pre-ribosomas unidos a las bolitas se eluyeron mediante la escision del sitio de la proteasa
TEV dentro del TAP-tag con 10U de la proteasa TEV (Invitrogen). Después, se trataron con
5ml de Proteinasa K (Roche) durante 30 min a 37°C para degradar las proteinas asociadas, y se

extrajo el ARN total por el método del fenol &cido (Schmitt et al., 1990).

- Con cantidades equivalentes a ~Sug de cada ARN total purificado, se amplificaron los
pre-ARNr que se encontrasen asociados a L19B::TAP o NOP7::TAP en los pre-ribosomas
utilizando una transcriptasa reversa (Superscript ® Il Reverse Transcriptase, Invitrogen) y un
oligonucledtido E-C, (Tabla IV de los Anexos) complementario a una region inmediatamente
cadena arriba del sitio de escision en ITS2 — por lo que permite amplificar fragmentos definidos
de los pre-ARNr 35S y 27S — y se marco radiactivamente con 50 uCi de [y-**P]JATP (6000
Ci/mmol) (Amersham Biosciences), utilizando la polinucleétido kinasa del fago T4

(Fermentas).
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Después, se cargaron las muestras en geles del 6% de acrilamida/bisacrilamida (19:1), urea
8M, TEMED al 0,06%, APS al 0,1%, preparados en 1X TBE, Yy se separaron por electroforesis
durante 4 horas y media a 50V. El gel se colocd sobre un papel Whatman™ (3MM) y se expuso
en pantallas BAS-IlIs (Fuji) durante 12-24 horas. Después se analizaron en un Phosphorimager
(Personal Molecular Imager, Bio-Rad).

f) Eraccionamiento vy obtencién de perfiles de polisomas:

Estos experimentos se llevaron a cabo siguiendo los procedimientos descritos por (Foiani et
al., 1991; Pospisek and Valasek, 2013):

Se obtuvieron extractos celulares utilizando el tampdn de lisis (Tris HCI 10mM
(pH = 7,5), NaCl 100mM, MgCl, 30mM, 2% de Heparina, 10% de cicloheximida, agua
DEPC) y cicloheximida (125 pg/ml). Después, se cargaron 10 DO de cada extracto en
gradientes de sacarosa (7% - 47%) preparados con el tampén de gradientes (Tris HCI 50mM
(pH = 7,5), NH,ClI 50mM, MgCl, 12mM, DTT 1mM, agua DEPC) para separar las
particulas ribosomicas por centrifugacion diferencial a 39.000 rpm con un rotor Sw40ti,
durante 2 horas 45 minutos, a 4°C, en una ultracentrifuga Beckman. Tras esto, con una
continua monitorizacion de A,s, se obtuvo el perfil utilizando un equipo ISCO UA-6, con

los parametros:

- Velocidad del lapiz: 5 - Absorbancia: 0,5
- Velocidad del papel: 2 cm/min - Flujo: 0,750 ml
- Linea base: 9 - Cero: @)

En algunos casos, se recogieron fracciones, de las que se extrajo el ARN total por el
método de fenol-&cido (Schmitt et al., 1990) y que se analizaron por northern-blot utilizando los
oligonucledtidos 25S, 18S, A,-Az E-C, y D-A;, (Tabla 1V de los Anexos).

- Los perfiles de elongacion se realizaron en las mismas condiciones, a excepcion de que

los extractos se obtuvieron sin la adicién de cicloheximida, y de la diferente composicion del
tampon de lisis (HEPES 20mM (pH = 7,4), AcOMg 2mM, AcOK 100mM, DTT 0,5mM, 10%
de cicloheximida, agua DEPC) (Ashe et al., 2000). Para la obtenciéon de ECT, se recogié el
mismo numero de células de cultivos en YEPD en fase exponencial, se lavaron con medio rico
sin glucosa (YEP) y se mantuvieron en agitacion en el mismo medio a 28°C durante 2 y 5
minutos para inhibir la iniciacién de la traduccion. A continuacion, se afiadieron justo en ese

momento 100 pg/ml de cicloheximida y 2mM Mg durante 5 minutos en hielo, se centrifugaron
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y se resuspendieron en tampdn de lisis con el fin de estabilizar los ribosomas que permaneciesen
unidos aun a los ARNm. De esta forma, se puede analizar lo que ya ha ocurrido previamente en
YEP, obteniendo una “imagen fija” del estado de la maquinaria traduccional tras la privacion
breve de glucosa. La cantidad de extracto correspondiente a 8 unidades de DOg0nm S€ Centrifugd
en gradientes continuos de sacarosa del 7 al 47%.

- Para la separacién de las subunidades ribosémicas 40S y 60S, se emplearon tampones

con bajas cantidades de Mg?* y en ausencia de cicloheximida (Foiani et al., 1991). Para la
obtencion de los extractos celulares se empled el tampon de lisis (Tris HCI 50mM (pH = 7,5),
NaCl 50mM, DTT 1mM, agua DEPC) y acida sodica 1M (NaNs). Después, se cargaron 10 DO
de cada extracto en gradientes de sacarosa (7% - 50%) preparados con el mismo tampdn de lisis
para separar las subunidades ribosémicas por centrifugacion a 39.000 rpm con un rotor Sw40ti,
durante 4 horas 30 minutos, a 4°C, en una ultracentrifuga Beckman. Después se obtiene el perfil
con una continua monitorizacion de A,s, usando el equipo ISCO UA-6, con los parametros:

- Velocidad del lapiz: 5 - Absorbancia: 1
- Velocidad del papel: 2 cm/min - Flujo: 0,750 ml
- Linea base: 9 - Cero: @)

3.6. Técnicas de manipulacién y analisis de proteinas

a) Obtencidn de extractos proteicos:

Las extractos totales de proteinas de S. cerevisiae se prepararon por extraccion con acido
tricloroacético (TCA) como se describe en (Reid and Schatz, 1982), donde tras recoger las
células se resuspenden en 1ml de TCA al 20% , se rompen con Ballotini utilizando la FastPrep
FP120 (Bio101 Savant), se lavan con 200 pl de TCA al 5%, y se recoge el lisado de células, se
pesa la biomasa del precipitado y se resuspende en funcién del peso de cada muestra en un
volumen proporcional de tampon de Laemmli 2X (Tris-HCI 100 mM (pH = 6,8), glicerol al
20%, SDS al 4%, DTT 200mM vy trazas de azul de bromofenol) para tratar de igualar la cantidad
de proteina presente en todas las muestras. Se afiade la mitad del volumen afiadido de tampdn de
Laemmli 2X de Tris-Base 2M y se hierven las muestras durante 5 minutos. Después, se

congelan a -80°C hasta su uso.
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b) Precipitacién con TAP:

Los factores o componentes pre-ribosémicos y los factores asociados a NOP7-TAP se
purificaron por afinidad mediante el uso de bolitas magnéticas (Dynabeads, Invitrogen) como se

describe en (Oeffinger et al., 2007), con algunas modificaciones.

Cultivos crecidos hasta fase exponencial (DOgynm = 0,6), se recogieron y centrifugaron, y
los sedimentos celulares se resuspendieron en tampon de RNP (HEPES 20 mM (pH = 7,4),
AcOK 100 mM, 0,5% de Triton X-100, Tween 20 0,1%, 40 mM de NaCl y Antifoam B
0,006%). Se sometieron a vortex para lisar las células con bolitas de vidrio utilizando una
FastPrep FP120 (Biol01 Savant). Las bolitas de vidrio, paredes y restos celulares se retiraron
mediante centrifugacion. Todo el proceso se realizé a 4°C para evitar la degradacion de las
proteinas. Se afiadieron las Dynabeads recubiertas con IgG a 4°C durante 30-60 min, y se
lavaron tres veces con tampon de RNP para eliminar las proteinas unidas no especificamente.
Las particulas unidas a las bolitas se eluyeron mediante la escision del sitio de la proteasa TEV
dentro del TAP-tag afladiendo10U de la proteasa TEV (Invitrogen) que actla durante lhora a
temperatura ambiente. Se eliminan las bolitas magnéticas afiadiendo tampén de corte TEV
(Tris-HCI (pH = 8) 10mM, NaCl 150 mM, NP-40 al 0,1%, EDTA 0,5 mM, DTT 1mM) y se
precipitan las proteinas afiadiendo TCA al 10%. Se centrifuga y se lava el precipitado con
acetona, se vuelve a centrifugar, y se resuspende el precipitado con tamp6n A (Tris 0,5M (pH =
11,5), SDS 6%) y tamp6n B (glicerol 75%, DTT 250 mM, trazas de azul de bromofenol) en
proporcion 3:1. Finalmente, se desnaturalizan las muestras durante 15 minutos a 65°C y se

cargan en el gel de poliacrilamida para su analisis.

c) Determinacion de la cantidad de proteina:

La determinacion de la concentracion total de proteinas se realizd siguiendo la técnica de
Bradford (Bradford, 1976), utilizando un espectrofotometro para medir la DO a 750 nm. Como
referencia, se utilizd una recta patron realizada con alblmina pura de suero bovino (de vaca)

BSA a diferentes concentraciones.

d) Electroforesis de proteinas:

Antes de analizar los extractos celulares, se desnaturalizaron por calor a 100°C y se
centrifugaron durante 2 minutos. Después, las proteinas solubles presentes en el sobrenadante se
separaron segun su tamafio mediante electroforesis en geles del 10-15% de poliacrilamida

(acrilamida/bisacrilamida) durante ~lhora a una intensidad de corriente de 30 mA/gel, en
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condiciones desnaturalizantes utilizando como tampén de carrera SDS-PAGE 1X, como se
describe en (Laemmli, 1970).

Una vez terminada la electroforesis, bien se procede al analisis de los geles tifiéndolos con
un reactivo de plata para observar las proteinas totales, o bien se transfieren a membranas de
PVDF (Polifluoruro de Vinildeno) para posteriormente detectar una proteina especifica

mediante anticuerpos en un ensayo de western-blot.

e) Tincidn de proteinas con nitrato de plata:

Este tipo de tincion permite detectar desde 0,3 a 10 ng de proteina gracias a la unién de los
iones plata a las cadenas laterales de los aminoacidos 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
s6lo de la cantidad de proteina, sino de la cantidad de grupos sulfato que tenga cada proteina de

la muestra (Switzer et al., 1979).

La tincién con nitrato de plata se realizé con el Kit Silver Stain Plus (Bio-Rad) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Una vez terminada la electroforesis, se fijaron los geles
manteniéndolos en la solucién fijadora (Metanol 50 % (v/v), Acido acético 10 % (v/v), Fixative
Enhancer concentrate 10 % (v/v), en agua destilada) con suave agitacion durante 30 minutos. A
continuacion, se aclararon 2 veces con agua destilada durante 20 minutos cada una, también con
agitacion, y se introdujeron en la solucion de tincion (Silver Complex Solution 5 % (v/v),
Reduction Moderador Solution 5 % (v/v), Image Development Reagent 5 % (v/v), Development
Accelerator Solution 50 % (v/v), en agua destilada) durante aproximadamente 30 minutos o
hasta que se alcanzé la intensidad de color deseada. Después se pard la tincién con una
disolucion de &cido acético 5 % (v/v) durante 15 minutos. Los geles se aclararon con agua

destilada, se fotografiaron digitalmente y se secaron entre papel celofan para su conservacion.

f) Electrotransferencia de proteinas:

Las proteinas de los geles se electrotransfieren a membranas de PVDF (Immun-Blot®
PVDF Membrane, Bio-Rad) utilizando el sistema “Mini-Trans-Blot®” (Bio-Rad) con tampén
CAPS (Acido N-ciclohexil-3-aminopropansulfénico) 10mM (pH = 11) en frio durante 1 hora a
300mA. Para comprobar si la transferencia ha ocurrido correctamente, en ocasiones se tifiieron

las membranas con Rojo Ponceau (Sigma).
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g) Inmunodeteccion de proteinas (western-blot):

Las membranas se incubaron con una solucion de bloqueo TBST (Tris-HCI 20mM, (pH =
7,6), NaCl 137 mM, Tween 20 0,1%) con BSA 1% durante 1 hora a temperatura ambiente (0
mas de 1 horas a 4°C). Posteriormente, las membranas se incubaron con el anticuerpo primario a
la dilucion apropiada en TBST durante 1 hora. Después de lavar 3 veces durante 5 minutos con
abundante TBST, las membranas se incuban con el anticuerpo secundario (dilucién 1:5000)
unido a la peroxidasa de rabano (HRP, horseradish peroxidase) durante 45 minutos a
temperatura ambiente. Las membranas se vuelven a lavar con TBST vy se afiade el sustrato para
la deteccion de la actividad peroxidasica por quimioluminiscencia. Para ello, se empled el Kit
Pierce® ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific). Las proteinas reconocidas por los
anticuerpos se detectan exponiendo la membrana a peliculas CP-BU NEW (Agfa) que se
revelaron en un revelador automéatico (M35 X-OMAT Processor, Kodak).

Los anticuerpos utilizados fueron:

- Anticuerpo monoclonal anti- FLAG (Sigma), a una dilucion 1:10000.

- Anticuerpos monoclonales especificos frente a factores de ensamblaje (Nog2, Nop7,
etc.) a una dilucién 1:10000.

- Anticuerpo monoclonal anti-tubulina (Sigma) a una dilucién de 1:10000.

- Anticuerpo monoclonal anti-lIgG de raton unido a peroxidasa de rabano (HRP) (Santa
Cruz®), a una dilucién 1:5000.

Para reutilizar algunas de las membranas e incubarlas con nuevos anticuerpos, se hicieron
lavados de 15 minutos con Glicina 0,1M (pH = 2,5), agua MilliQ, SDS 1% y TBST 1%.

h) Medida de la actividad f-galactosidasica de proteinas de fusion
reporteras (GCN4::LacZ o HIS4::LacZ):

La actividad B-galactosidasica se cuantific6 mediante dos procedimientos:

- A partir del mismo ndmero de células en cultivo: Por andlisis enzimaticos segun el
protocolo descrito por (Lucchini et al., 1984) después de crecer las cepas a 28°C hasta DO ~0,6
en medio minimo definido SD conteniendo los suplementos necesarios, se recogen células y se
resuspenden en tampon Z (Na,HPO,-7H,0 60mM, NaH,PO,-H,O 40mM, KCI 10mM,
MgSO,-7H,O 1mM, pH final = 7) (Miller, 1972), cloroformo y SDS al 0,1%. Se incuban las
muestras con ONPG (orto-nitrofenil-p-D-galactopirandsido) y se para la reaccion cuando el
color se torna a amarillo con Na,COs. A continuacién, se eliminan los restos celulares por

centrifugacién y se mide la DO con el sobrenadante a 420nm.
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- A partir de la misma cantidad de proteina total: De cultivos celulares crecidos hasta fase

exponencial (DO ~0,6) se prepararon extractos proteicos segun el protocolo descrito por (Burke,
2000), utilizando tampdn de rotura (Tris-HCl 0,1M, glicerol al 20%, B-mercaptoetanol al
0,007%), el inhibidor de proteasas PMSF y bolitas de vidrio. Después se mide la cantidad de
proteina por Bradford (Ver apartado 3.6.c), y a 200-400 pg de proteina total se afiade el mismo
tampon Z (Miller, 1972) y se incuba con ONPG. Finalmente, se procede al igual que en el caso
anterior, parando la reaccion cuando el color de las muestras se torna a amarillo con Na,CO3 y

se mide la DO con el sobrenadante a 420nm.

Para establecer las condiciones de represion del CGBA, los cultivos se incubaban a 28°C
en SD hasta fase exponencial (DOgoonm = 0,6-0,8). Para las condiciones de des-represion del
CGBA, los cultivos se incubaron como en el caso anterior a 28°C hasta alcanzar una DOggonm =
0,4 y posteriormente se afiadié 3-AT a una concentracién de 10mM y se continud la incubacién
durante 6 horas.

La actividad B-galactosidasica se expresa en Unidades definidas como los nanomoles de
o-nitrofenil-B-D-galactopirandsido hidrolizado por minuto y por miligramo de proteina.

3.7. Técnicas de tincion y microscopia de levaduras

a) Microscopia de contraste de fases y contraste interferencial (DIC):

Las muestras se tomaron directamente de cultivos incubados en medio liquido hasta fase
exponencial y se observé su morfologia celular en un microscopio éptico Leica DM RXA,
equipado con sistema de iluminacién haldgena, filtros para microscopia de contraste de fases y

de contraste interferencial (DIC), y un equipo de fotografia digital.

b) Microscopia de fluorescencia:

Para muestras fluorescentes se usaron los filtros adecuados que dejan pasar la luz UV de
una determinada longitud de onda segln los espectros de excitacion-emision propios de los

fluorocromos o proteinas fluorescentes utilizadas.

- Tincién con Calcofltor:

Para realizar tinciones con calcoflior, que tifie especificamente la quitina de la pared celular
de las levaduras. Las células de S. cerevisiae incubadas en cultivos liquidos hasta fase
exponencial se fijaron en el porta con formaldehido al 4%. Posteriormente, se les afiadio

calcofluor (Blancophor BBH, Bayer Corporation), a una concentracion de 1 mg/ml, dejandolo
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actuar durante 5 minutos a temperatura ambiente. Después de lavar las células varias veces con
PBS 1X, las muestras se observaron con el microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse 90i con
el filtro DAPI, ya que el calcofltor se excita al recibir luz de 372 nm de longitud de onda y

emite fluorescencia azul.

- Tincién con DAPI:

En la tincion con DAPI (4"-6"-diamindin-2-fenilindol), un compuesto que se une
especificamente a zonas ricas en Ay T del ADN, por lo que tifie preferentemente los nucleos,
celulas crecidas en medio liquido hasta fase exponencial se fijan en el porta y se afiade a la
muestra DAPI a una concentraciéon de 1mg/ml y se incuba durante 2 minutos. Posteriormente,
las células se observan con el microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse 90i con el filtro
DAPI.

- Tincidn con Calcofldor y DAPI:

Se sigue el mismo procedimiento llevado a cabo en los procesos anterior, afiadiendo a la

muestra, ademas de calcofliior Img/ml, DAPI muestra a una concentracién de 1mg/ml.

- Fluorescencia directa con GFP:

Para analizar el transporte nucleo-citoplasmatico de pre-particulas ribosémicas 60S, se
examind la localizacion de la proteina ribosomica L25 fusionada con la proteina verde
fluorescente (GFP). Las cepas portadoras de esta fusion RPL25-eGFP se incubaron hasta fase
exponencial en medio minimo definido SD. Se recogieron por centrifugacion y se afiadié un
volumen de 50 pl etanol al 70% para fijar las células y crear poros. Despues, se observaron con
el microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse 90i con el filtro GFP, ya que la proteina GFP es

capaz de emitir luz verde cuando se excita con luz UV de longitud de onda de 395 nm.

- Inmunofluorescencia para la tincién de microttbulos:

Para analizar el estado de los microtUbulos en las células mutantes de S. cerevisiae, se hizo
un ensayo de inmunofluorescencia. Primero, células de cultivos crecidos hasta fase exponencial
se fijaron con formaldehido al 3,7%. Se tratan con PEMS 1X (Pipes 100mM, EGTA 1mM,
MgSO, 1mM, Sorbitol 1,2M, pH = 6,9), b-mercaptoetanol al 0,1%, Glusulasa al 0,02% vy
zymoliasa 20T (25ug/ml). Se permeabilizan las células con PEMS 1X y Triton al 1% y se
incuban con un anticuerpo primario anti-tubulina (dilucion 1:100). Se hacen lavados con
PEMBAL 1X (Pipes 100mM, EGTA 1mM, MgSO, 1mM, BSA 1%, acida sodica 0,1%, lisina

hydrocloride 100mM, pH = 6,9) y Triton al 0,1% y se incuban con un anticuerpo secundario
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conjugado con el fluor6foro CY3 (dilucion 1:500). Se vuelven a lavar las células con PEMBAL
1Xy Tritén 0,1% 'y se resuspenden en PEMBAL para observarlas al microscopio. El fluor6foro
CY3 emite sefial de fluorescencia roja, por lo que es posible observar las fibras de tubulina con
un filtro de RODAMINA en el microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse 90i. Ademas, se
tifiieron las células con DAPI para observar los nlcleos.

3.8. Analisis bioinformaticos

Para el andlisis informatico de las secuencias de ADN y proteinas, asi como el disefio de

plasmidos, se utiliz6 el programa DNAStar™,

Para el alineamiento de secuencias se utilizo el programa ClustalW2

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).

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

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

Las busquedas bibliogréficas se realizaron principalmente a través de las bases de datos de

MedLine (http://www.nchi.nlm.nih.gov/pubmed).

Para la visualizacién del ADN y ARN tefiido con BrEt, asi como para realizar las
cuantificaciones de la radiacién emitida en los ensayos de northern-blot, se utilizé el programa
QuantityOne®.

Las prediciones bioinformaticas de la estructura del ribosoma y de L19e se realizaron
utilizando los programas UCSF- Chimera y Discovery Studio, y para ello se utilizaron las

coordenadas depositadas en (Ben-Shem et al., 2011).

Todas las imagenes de microscopia, tanto las obtenidas con el microscopio Optico Leica
DM RXA como con el microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse 90i, se procesaron con el

programa Metamorhp® y con Image J (Nathional Institutes of Health, USA).
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Abreviaturas

A: delecion

°C 0 °: grados centigrados

pg: microgramo

pl: microlitro

pM: micromolar

3-AT: 3-amino-1,2,4-triazol
5-FOA: Acido 5-fluoroorético
5-MT: 5-metil-DL-triptéfano

A: Amstrong

A: Adenina

A: Absorbancia

ad: Aminoacidos

ADN: Acido desoxirribonucléico
ADN-pol: ADN polimerasa
ADP: Adenosin bifosfato

ARN: Acido ribonucléico
ARNmM: ARN mensajero
ARN-pol: ARN polimerasa
ARNTr: ARN ribosémico

ARNt: ARN de transferencia
ARNtM:: ARNt iniciador metiona
ARS: Origen de autorreplicacion autdbnomo
ATP: Adenosin trifosfato

bp: Base pairs (Pares de bases)
BrEt: Bromuro de Etidio

BSA: Albdmina de suero bovino
C: Citosina

CGBA: Control General de la biosintesis
de aminoacidos
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CMF: Complejo multifactorial
cpm: cuentas por millén

Cr: Cromosoma

CT: Complejo ternario

Da: Dalton

DAPI: Diclorohidrato de 4°,6-diamidino-2-
fenilindol

DEPC: Dietilpirocarbonato

DIC: contraste de interferencia diferencial
DMSO: Dimetil sulfoxido

DO: Densidad éptica

ds RNA: Double-stranded RNA (ARN
bicaterario)

DTT: Ditiotreitol

EB: Eukaryotic bridge (puente eucariético
entre subunidades ribosémicas)

ECT: Extractos celulares totales
E. coli: Escherichia coli
EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

elF: Factor de inicio de la traduccién
eucariotico

ES: Expansion segment (segmento de
expansion de ARNr)

g: gramo
G: Guanina

GCD: General control Derepressed
(Efector negativo de la traduccion de
GCN4)

Gcd: Fenotipo de desrepresion constitutiva
de GCN4

GCN: General Control Non-derepressible
(Efector positivo de la traduccién de GCN4)



Abreviaturas

Gcn: Fenotipo de represidn constitutiva de
GCN4

G-418: Geneticina
h: horas
hc: high copy (alto nimero de copias)

HEPES: Acido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazina etanosulfénico

IPTG: Isopropil-p-D-tiogalactopirandsido
Kbp: Kilo pares de bases

KDa: KiloDaltons

LB: Luria Bertani

LOF: Loss of function (pérdida de funcién)

LSU: Large subunit (subunidad mayor del
ribosoma)

M: Molar
M: Monosomas
mA: miliamperios

MCS: multiple cloning site (sitio maltiple
de clonacion)

MDa: millones de Dalton

MFC: Multi Factor Complex (Complejo de
multiples factores)

min o (" ): minutos

Mg?*: Magnesio

mg: miligramo

ml: Mililitro

mM: milimolar

NLS: Sefal de Localizacion Nuclear
ng: nanogramo

nm: nanémetros
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NMD: nonsense-mediated RNAmM decay
(degradacion mediada por ARNmM sin
sentido)

nt: nucledtido (s)

ONPG: Orto-nitrofenil-p-D-
galactopiranosido

ORF: Open Reading Frame (Secuencia
Abierta de Lectura)

PAGE: Electroforesis en gel de
poliacrilamida

PCR: Polymerase Chain  Reaction
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa)

PBS: Solucién Buffer de fosfatos
PEG: Polietilenglicol

PIC: pre-initiation complex (Complejo de
pre-iniciacion)

pLOF: Partial loss of function (pérdida
parcial de funcion)

PM: Polisomas
PMSF: Fenilmetilsulfonil fluoruro

PTC: Premature termination codon (Codon
de terminacién prematuro)

p/v: peso/volumen
RNP: Ribonucleoparticulas

RPs:  Ribosomal
ribosémicas)

proteins  (proteinas

RPG: Ribosomal protein genes (genes de
proteinas ribosdmicas)

RPL: Ribosomal protein of large subunit
(proteina ribosémica de la subunidad
mayor)

rpm: Revoluciones por minuto

RPS: Ribosomal protein of small subunit
(proteina ribosémica de la subunidad
menor)



Abreviaturas

S: Svedberg

S. cerevisiae: Saccharomyces cerevisiae
SD: Medio minimo definido con glucosa
SDS: Dodecilsulfado sddico

s: segundos

Slg: Slow grow (crecimiento lento)

SnRNA: Small nuclear RNA (ARN
pequefio nuclear)

SnoRNA: Small nucleolar RNA (ARN
pequefio nucleolar)

SSC: Sodio Salino Citrato

SSU: Small subunit (subunidad menor del
ribosoma)

T. thermophila: Tetrahymena thermophila
TAE: Tampon tris-acetato EDTA

TAP: Tandem Affinity Purification
(Purificacidn de afinidad en tandem)

TBE: Tris/Borato/EDTA

TBS: Tampon tris- salino

TCA: Acido tricloroacético

TE: Tamp6n trissEDTA

TEMED: N,N,N",N"- tetrametilendiamina
Tm: Temperatura de anillamiento

TRIS: Tris-(hidoximetil)-aminometano
U: Uracilo

UTR: Untranslated Region (Region no
traducida)

V: Volumen
v/v: volumen/volumen
wt: Wild type (cepa Silvestre)

X-Gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-D-
galactopiranosido

YEPD: Medio rico con glucosa

YNB: Yeast Nitrogen Base (Base de
nitrogeno de levaduras)

YPG: Medio rico con galactosa y rafinosa

- AMINOACIDOS:

A: Alanina

C: Cisteina

D: Acido Aspartico
E: Acido Glutamico
F: Fenilalanina

G: Glicina

H: Histidina

I: Isoleucina

K: Lisina

L: Leucina

M: Metionina
N: Asparragina
P: Prolina

Q: Glutamina
R: Arginina

S: Serina

T: Treonina

V: Valina

W: Triptéfano

Y: Tirosina

-NOTA: Los anglicismos se escriben en cursiva en la Memoria.
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Tabla I. Cepas de Saccharomyces cerevisiae empleadas y generadas en este trabajo.

CEPA GENOTIPO PROCEDENCIA
) Brachmann et al.,
BY4741 MATa his3A1 leu2AO met15A0 ura3A0 1998
Y07156 MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 rpll9a::KanMX4 Euroscarf
Y03053 MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 rpl19b::KanMX4 Euroscarf
HmM696 MATa his3A1 leu2A0 metl 5A0 ura3A0 gen2::HIS3 Este estudio
MATa his3A1 leu2A0 metl SAO ura3A0 .
Hm697 E
me9 rpl19a::KanMX4 gcn2::HIS3 ste estudio
MATa his3A1 leu2A0 metl SAO ura3A0
Hm 698 Este estudi
m rpl19b::KanMX4 gen2::HIS3 Ste estudio
MATa his3A1 leu2A0 ura3A0 met1 SDO/METI5DO
TY1099 rpl19a::His3MX4 rpl19b::KanMX4 Poll et al., 2009

[Yeplacl1l::pGAL::RPL19B,]

Cepas con genotipo comun

MATa his3A1 leu2A0 ura3A0 met1 SDO/METI5DO
rpl19a::His3MX4 rpl19b::KanMX4 (4rpl19a Arpl19b)

1. Con alelos silvestres RPL19B

Hm670 pGAL::RPL19B,; (CEN4 URA3) Este estudio
HmM566 RPL19B (CEN6 URA3) Este estudio
HmM567 RPL19B (CEN6 LEU2) Este estudio
Hm568 RPL19B,; (CEN6 URA3) Este estudio
Hm569 RPL19B,; (CEN6 LEU2) Este estudio
Hm570 RPL19B (CEN6 URA3); RPL19A (CEN6 LEU2) Este estudio
Hm571 RPL19A (CEN6 LEU2) Este estudio
Hm572 RPL19A (CEN6 URA3) Este estudio

2. Con alelos mutantes rpl19b,*

HmM573 rpl19b432 (CEN6 URA3) Este estudio
Hm574 rpl19b427 (CEN6 URA3) Este estudio
Hm575 rpl19b422 (CEN6 URA3) Este estudio
HmM576 rpl19b D148A, K153R, 434 (CEN6 URA3) Este estudio
Hm577 rpl19b N27D, 196T, 434 (CEN6 URA3) Este estudio
Hm578 Este estudio

rpl19b S61F, 1142M, 42 (CEN6 URA3)
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Hm581 rpl19b N27D, A65T (CEN6 URA3) Este estudio
HmM582 rpl19b A168T (CEN6 URA3) Este estudio
HmM618 rpl19bA432 (CEN6 LEU2) Este estudio
HmM619 rpl19b427 (CENG LEU2) Este estudio
HmMG620 rpl19b422 (CENG LEU2) Este estudio
Hm621 rpl19b D148A, K153R, 434 (CENG LEU2) Este estudio
Hm622 rpl19b N27D, 196T, 434 (CEN6 LEU2) Este estudio
Hm623 rpl19b S61F, 1142M, 42 (CEN6 LEU2) Este estudio
HmM579 rpl19b N27D, A65T (CEN6 LEU2) Este estudio
HmS580 rpl19b A168T (CEN6 LEU2) Este estudio
HmMG656 rpl19b N27D (CEN6 URA3) Este estudio
Hm657 rpl19b S37A (CEN6 URA3) Este estudio
HmM658 rpl19b G48R (CEN6 URA3) Este estudio
HmM659 rpl19b L185A (CEN6 URA3) Este estudio
HmM660 rpl19b D188R (CEN6 URA3) Este estudio
Hm661 rpl19b439 (CEN6 URA3) Este estudio
Hm662 rpl19b439+i (CEN6 URA3) Este estudio
HmM663 rpl19b N27D (CEN6 LEU2) Este estudio
Hm664 rpl19b S27A (CEN6 LEU2) Este estudio
HmM665 rpl19b G48R (CEN6 LEU2) Este estudio
Hm666 rpl19b L185A (CEN6 LEU2) Este estudio
HmMG67 rpl19b D188R (CEN6 LEU2) Este estudio
HmMG68 rpl19b439 (CENG LEU2) Este estudio
Hm669 Este estudio

rpl19b439+i (CEN6 LEU2)

3. Con alelos mutantes pGAL::rpl19bACT

HmM670 pGAL::RPL19B,; (CEN4 URA3) Este estudio
Hm671 pGAL::rpl19bA39 (CEN4 URA3) Este estudio
HmM672 pGAL::rpl19bA432 (CEN4 URA3) Este estudio
Hm673 pGAL::rpl19bA127 (CEN4 URA3) Este estudio
Hm674 pGAL::rpl19bA22 (CEN4 URA3) Este estudio
HmM675 pGAL::RPL19B,; (CEN4 LEU2) Este estudio
HmMG76 Este estudio

pGAL::rpl19b439 (CEN4 LEU2)
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HmMG77 pGAL::rpl/19b432 (CEN4 LEU2) Este estudio
HmM678 pGAL::rpl19bA27 (CEN4 LEU2) Este estudio
HmMG79 pGAL::1pl19bA22 (CEN4 LEU2) Este estudio

4. Con alelos mutantes pS28::FLAG::rpl19bACT

HmMG80 pS28::FLAG::RPL19A (2uM LEU?) Este estudio
Hm631 pS28::FLAG::RPL19B (2uM LEU2) Este estudio
Hm682 pS28::FLAG::RPL19B,; (2uM LEU2) Este estudio
HmM633 pS28::FLAG::rpl19b439 (2uM LEU2) Este estudio
Hm684 pS28::FLAG::rpl19b432 (2uM LEU2) Este estudio
HmMG85 pS28::FLAG::rpl19b427 (2uM LEU2) Este estudio
HmM686 pS28::FLAG::rpl19b422 (2uM LEU2) Este estudio
Hm687 pS28::FLAG::RPL19A (CEN4 LEU2) Este estudio
Hm688 pS28::FLAG::RPL19B (CEN4 LEU2) Este estudio
Hm689 pS28::FLAG::RPL19B,; (CEN4 LEU2) Este estudio
HmM690 pS28::FLAG::rpl19b439 (CEN4 LEU2) Este estudio
Hm691 pS28::FLAG::rpl19b432 (CEN4 LEU2) Este estudio
HmMG92 pS28::FLAG::rpl19b427 (CEN4 LEU2) Este estudio
Hm693 pS28::FLAG::rpl19b422 (CEN4 LEU2) Este estudio
Otras Cepas
HmB24 MATa gcn2-101 gen3-101 his1-29 ura3-52 Este estudio
[HIS4::LacZ ura3-52] rpl19a::KanMX4
s v o, | oo
HME86 MATa gcn2-101 gen3-101 his1-29 ura3-52 Este estudio
[HIS4::LacZ ura3-5] rpl19b::HISG
Hm498 MATa gcn2-101 gen3-101 hisl-29 inol ura3-52 leu2::HisG R.Baldosa
HME25 MATa gcn2-101 gcn?’plltl);arjl:siaisla\ﬂl?((zl ura3-52 leu2::HisG Este estudio
Hm583 MATa gcn2-101 gcn?pllgébrjl:sliaigw:;arl ura3-52 leu2::HisG Este estudio
H117 MATa gcn2 1([)|_1”%(;n3l_i(():; TJlsRlAé;) inol ura3-52 AG. Hinnebusch
H2T75 MATa gcn2-101 gen3-101 his1-29 inol ura3-52 Martin-Marcos et

[HIS4::LacZ URA3] gcdl17

al., 2007
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F35 MATao ura3-52 inol canl [HIS4::LacZ URA3] G. Luccini
MATa His4-303 ura3-52 leu2-3 leu2-112
TD301-4D Suil-1 [AUU/Phe]::LacZ T.F. Donahue
MATa his3AI leu2A0 met1 SA0 ura3A0
Hm694 rpL19a::His3MX4 rpL19b::KanMX4 J. Woolford
[RPL19B, CEN6 LEU2] nop7::NOP7::TAP::URA3
MATa his3AI leu2A0 met1 SA0 ura3A0
HmG95 rpL19a::His3MX4 RPL19B:: TAP::URA3 3. Woolford
5X47 [K1] MATa/MATa his1/HIS1, trpl/TRP1, ura3/URA3 L-0 R. Esteban
37-4C [K1] MATa karl-I leulAO clo- L-0, T, W R. Esteban
1101 [K1%] MATa karl-1 his4-1 L-A L-BC M1 [K1+] R. Esteban

228



Anexos

Tabla Il. Plasmidos utilizados, descripcion y procedencia.

PLASMIDO DESCRIPCION PROCEDENCIA
Con alelos rpl19, CEN6

pAJl pRS316::RPL19B Este estudio
pAJ2 pRS315::RPL19B Este estudio
pAJ3 pRS316::RPL19B,; Este estudio
pAJ4 pRS315::RPL19B,; Este estudio
PAJY (clonEdRaSc::;r11E:::;(thePnlw_ols9 Qmos) Este estudio
pAJ8 pRS315::RPL19A Este estudio
pAJ9 pRS316::RPL19A Este estudio
pAJ10 pRS316::7pl19b432 Este estudio
pAJ1l PRS316::rpl19b427 Este estudio
pAJ12 PRS316::7pl19b422 Este estudio
pAJ13 PRS316::rpl19b D148A, K153R, 434 Este estudio
pAJl4 pRS316::rpl19b N27D, 196T, 42 Este estudio
pAJ15 pRS316::rpl19b S61F, 1142M, 434 Este estudio
pAJ16 pRS315::rpl19b N27D, AG5T Este estudio
pAJ17 pRS315::rpl19b A168T Este estudio
pAJ18 pRS316::rpl19b N27D, A65T Este estudio
pAJ19 pRS316::rpL19b A168T Este estudio
pMJ10 pRS316::rpl19b432 Este estudio
pMJ11 PRS316::rpl19b427 Este estudio
pMJ12 PRS316::7pl19b422 Este estudio
pMJ13 pRS316::rpl19b D148A, K153R, 434 Este estudio
pMJ14 pRS316::rpl19b N27D, 196T, 42 Este estudio
pMJ15 pRS316::rpl19b S61F, 1142M, 434 Este estudio
pAJ22 pRS316::rpl19b S13A Este estudio
pAJ23 pRS316::rpl19b N27D Este estudio
pAJ24 pRS316::rpl19b S37A Este estudio
pAJ25 pRS316::rpl19b G48R Este estudio
pAJ26 pRS316:: rpl19b439 Este estudio
pAJ27 pRS315::rpl19b S13A Este estudio
pAJ28 pRS315::rpl19b N27D Este estudio
pAJ29 pRS315::rpl19b S37A Este estudio
pAJ30 pRS315::rpl19b G48R Este estudio
pAJ31 pRS315::rpl19bA439 Este estudio
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pAJ42 PRS316::rpl19b;) 439 Este estudio
pAJ43 PRS315::rpl19b) 439 Este estudio
pAJ44 pRS316::rpl19b L185A Este estudio
pAJ45 pRS316::rpl19b D188R Este estudio
pAJ46 pRS315::rpl19b L185A Este estudio
pAJ47 pRS315::rpl19b D188R Este estudio
Con alelos pGAL:: rpl19bACT, CEN4
( :p'¢|J<323§34) YCplac111::;pGAL:: RPL19B,; Este estudio
pAJ33 YCplacl1l:: pGAL::rpl19b439 Este estudio
pAJ34 YCplacl11::pGAL::rpl19b432 Este estudio
pAJ35 YCplacl11l::pGAL::rpl19bA27 Este estudio
pAJ36 YCplacl11::pGAL::rpl19b422 Este estudio
( =p¢IJ<3%;791) YCplac33::pGAL::RPL19B,; Este estudio
pAJ38 YCplac33:: pGAL::rpl19b439 Este estudio
pAJ39 YCplac33::pGAL::rpl19b432 Este estudio
pAJ40 YCplac33::pGAL::rpl19b427 Este estudio
pAJ4l YCplac33::pGAL::rpl19bA22 Este estudio
Con alelos pRPS28::FLAG:: rpl19bACT, 2um
pAJ48 YEplac195::pRPS28::FLAG::RPL19A Este estudio
pAJ49 YEplac195:: pRPS28::FLAG::RPL19B Este estudio
pAJ50 YEplac195:: pRPS28::FLAG::RPL19B,; Este estudio
pAJ51 YEplac195:: pRPS28::FLAG::rpl19b439 Este estudio
pAJ52 YEplac195:: pRPS28::FLAG::rpl19b432 Este estudio
pAJ53 YEplac195:: pRPS28::FLAG::rpl19b427 Este estudio
pAJ54 YEplacl95:: pRPS28::FLAG:: rpl19b422 Este estudio
pAJ55 YEplac195:: pRPS28::FLAG:: rpl19b;439 Este estudio
Con alelos pRPS28::FLAG::rpL19ACT, CEN4
pAJ56 YCplac111::pRPS28::FLAG::RPL19A Este estudio
pAJ57 YCplac111:: pRPS28::FLAG::RPL19B Este estudio
pAJ58 YCplac111:: pRPS28::FLAG::RPL19B,; Este estudio
pAJ59 YCplac111:: pRPS28::FLAG::rpl19b439 Este estudio
pAJ60 YCplaclll:: pRPS28::FLAG::rpl19b432 Este estudio
pAJ61 YCplaclll:: pRPS28::FLAG::rpl19b427 Este estudio
pAJ62 YCplaclll:: pRPS28::FLAG::rpl19b422 Este estudio
pAJ63 YCplac111:: pRPS28::FLAG:: rpl19b;439 Este estudio
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Plasmidos portadores de alelos nulos para rpL19

PAJS pRS316::pRPL19B::KanMX4::tRPL19B Este estudio
pAJ6 pRS315:: pRPL19B::KanMX4::tRPL19B Este estudio
pAJ20 pRS316::pRPL19B::HisG::URA3::HisG::tRPL19B Este estudio
pAJ21 pRS315::pRPL19B::HisG::URA3::HisG::tRPL19B Este estudio
Otros plasmidos
TK230 YCplac111::pGAL LEU2 Fe"e"aégg;ca etal,
TK884 YCplacl11::pGAL::RPL19B,; Poll et at., 2009
TK891 YCplac33::pGAL::RPL19B,; Poll et at., 2009
TK349 YEplac195::pRPS28::short-FLAG::RPL16B, URA3 P. Milketeit
pDO pRS315::HISG::URA3::HISG D. Iglesias-Gato
pFAGa-KanMX4 pFAGa::KanMX4 Wach et al., 1994
pl877 pRS316::RPL25::eGFP, URA3 Gadal et al., 2001
p436 pBR322::GCN2::HIS3::GCN2 R. Barrera
p437 pRS316::HIS3 R. Barrera
p180 YCp50::GCN4::LacZ (con las 4 uORFs) Hinnebusch, 1985
. Mueller and
p226 YCp50::GCN4::LacZ (s6lo con la uORF 4) Hinnebusch. 1986
3 - - Mueller and
p227 YCp50::GCN4::LacZ (sin ninguna uORF) Hinnebusch. 1986
YCp50::GCN4::LacZ
pM226 (La UORF 1 se introduce en GCN4 130 nt) Grant etal., 1994
pBR322::HIS4::lacZ (con ATG como codon de inicio), .
p367 CEN4 URA3 Ciganetal., 1988
pBR322::HIS4::lacZ con UUG como coddn de inicio, .
p391 CEN4 URA3 Ciganetal., 1988
pC4a77 FUNI2::2um::URA3 T. Dever
pAS425 PABI::2um::URA3 A. Sachs
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Tabla I11. Oligonucleotidos utilizados para clonacién, amplificacion y secuenciacion. Se
indica la secuencia y posicion respecto al ATG de la secuencia codificadora de cada gen. Se
subrayan los sitios de corte para diversas enzimas de restriccion que se afiadieron en algunos

casos. En verde se destacan los nucleotidos que han sido mutados en la secuencia de rpl19b.

NOMBRE SECUENCIA POSICION

Oligonucledtidos usados para las AMPLIFICACIONES de los alelos RPL19B y rpl19b,;

F1L19B-Sall 5- ACGCGTCGACTAGAGCCTCATCGCTCTGTCTC - 3° -474
R1L19B-Sacll 5- TCCCCGCGGAATCGGCCAGTGGGTATACGAC - 3 +2435
('(::}()Lnl_?:t) 5- CTTGATAGATCTTTTCACCAAATCGAATAAAAAGTCAC
CAATAAATTAGAGGAAAATGGCTAACTTGCGTACTCAAA +1388
(Bglll-ATG- AGAGACTTGC -3’
Ex2-RPL19B)
R1L19B ,
(Clon-nt) 5- CATATATAGAACAATGAGAAGGTACGTAATTTCTTAG
CTAATTATTTGTAATCAATTAAGCGTCTTCCTTTAGCAAAG +2009
(SnaBI-Term CGTCTCTC -3
RPL19B)
01432-BamHlI 5-TTTTTTGGATCCATGGCTAACTTGCGTACTC - 3 +1388
01397-Pstl 5-TTTTTTCTGCAGACCAATTTTACACGATGCC - 3° + 2242

Oligonucledtidos usados para la AMPLIFICACION del alelo RPL19A

FBlaLnigH’T' 5- CGCGGATCCGTCCCTCTTGCTTTGCAGTTC -3 - 934

F2L19A- . ,

BamH] 5- CGCGGATCCCCAGACATTACGCATTTTCCG - 3 -413
R1L19A-Spel 5- GGACTAGTAATGGCATCAATTCGACCTCG - 3 + 2063

Oligonucledtidos usados para la AMPLIFICACION de alelos rpl19b*,;
(por mutagénesis dirigida)

F-N27D 5 - GGTTTGGTTAGACCCAGACGAAACTTCTGAAATTGC-3 +1447

R-N27D 5- GCAATTTCAGAAGTTTCGTCTGGGTCTAACCAAACC- 3’ +1482

F-S37A 5 - GCCCAAGCCAACGCTAGAAATGCCATTAG - 3 +1481

R-S37A 5- CTAATGGCATTTCTAGCGTTGGCTTGGGC - 3 + 1509

F-G48R 5- GAAAATTGGTCAAGAACCGAACCATCGTCAAGAAG + 1509

GC-3

R-G48R 5- GCCTTCTTGACGATGGTTCGGTTCTTGACCAATTTTC-3 +1545

F-HALO 5- GCTAAGGCTGATGCTTAACGTGAAAAGGCTTTG - 3 +1817

R-HALO 5- CAAAGCCTTTTCACGTTAAGCATCAGCCTTAGC - 3 +1849

F-L185A 5'- GAAAAGAGAGACGCTTTGGCAAAGGAAGACGCT +1918

TAATTG - 3
R-L185A 5- CAATTAAGCGTCTTCCTTTGCCAAAGCGTCTCTCTTT + 1960
TC-3
F-D188R 5- GAGAGACGCTTTGCTAAAGGAACGCGCTTAATTGATT +1923
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AC-3
R-D188R 5- GTAATCAATTAAGCGCGTTCCTTTAGCAAAGCGTCTC +1962
TC-%
Oligonucleétidos usados para la SECUENCIACION del alelo RPL19A
F1L19A 5-GTCCCTCTTGCTTTGCAGTTC - 3’ -934
F2L19A 5- CCAGACATTACGCATTTTCCG - 3’ -413
F3L19A 5- ACTCCCTCTTGAGGAATGCG - 3 + 1069
F4L19A 5- ACCTCTGAAATTGCTCAAGCC - 37 + 1590
R1L19A 5- TAATGGCATCAATTCGACCTCG -3’ + 2063
R2L19A 5-TCAGCTTCTTCGTTCAAAGCC - 3’ + 1985
R3L19A 5-GTCTATTCGCGTCGAAAGATAG - 37 + 1463
R4L19A 5-GTATTCTCTGTTGATCACTGTC -3 +941
R6L19A 5- GTAGAAGTCGACGACGACGG - 3° + 2309

Oligonucledtidos usados para la SECUENCIACION de los alelos RPL19B y rpl19b,;

F1L19B 5- TAGAGCCTCATCGCTCTGTCTC - 3° - 474
F2L19B 5- CGCATAGTTGGTAGCAACATCC - 3’ +1127
F3L19B 5- CTCGTTTACCATCCCAAGTCG - 3’ +1644
FAL19B 5-GTCGTAGTCATCGCTAATGTAC - 3’ +2141
F5L19B 5- CGCTATGGGAATTGGGCAGG - 3 - 189
F6L19B 5-CTTTGTTCACGTGCATCTACTGC - 3’ - 679
R1L19B 5- AATCGGCCAGTGGGTATACGAC - 3’ +2435
R2L19B 5- TCTTCTGTCACGAGCAGCTCTG - 3’ +1881
R3L19B 5- GTACGCAAGTTAGCCCTGTG - 3’ +1401
R4L19B 5- CTACCGATGTGGAATGTGTAG - 3 -126
R5L19B 5- CTACGAACAGTCTCCTTCACC - 3’ +2084
R6L19B 5- TACGATAAAAAGGTCACCTTTCGC - 3 + 2626
OTROS oligonucledtidos usados para SECUENCIACION
F1KanMX4 5- CATCCTATGGAACTGCCTCG - 3 +702/KanMX4
R1KanMXx4 5- AGTTTAGTCTGACCATCTCATCTG - 3° + 189/KanMx4
1FGCN2 5- CCCTCCAGCAGCTATCATAT -3’ +397 / GCN2
1RGCN2 5- GACGATTCAGATGTCACCCT - 3’ -589 / GCN2
LHISG 5- CGCTCTTATTGACCACACCTCTACCG - 3 +915/ HISG
RHISG 5- CGTTCCTCTTTATCCTGTCTGAACC -3 + 62/ HISG
HIS3iF 5- GTAGTGAGAGTGCGTTCAAG - 3’ +585 / HIS3
HIS3IR 5- GAAGATCGAGTGCTCTATCG - 3’ +86/ HIS3
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Tabla 1V. Oligonucleétidos utilizados en los ensayos de northern-blot y su secuencia

correspondiente.

5°ETS ITS1 ITS2 3'ETS
Ao Ay D AjA;  ECyCq B,B,
Py FRNT :
NOMBRE SECUENCIA
1. 35S-ETS 5- TCAGGTCTCTCTGCTGC - 3
2. 185 5- AGCCATTCGAGTTTCACTG - 3’
3. D-A; 5 - TTAAGCGCAGGCCCGGCTGG - 3
4. ArA; 5-TGTTACCTCTGGGCCC - 3
5. 58S 5- TGCGTTCTTCATCGATGCGAGAACC - 3
6. E-C, 5- GGCCAGCAAGTTA -3
7. 258 5- CTCCGCTTATTGATATGC - 3
8. AcA; 5- CACCTATTCCCTCTTGCTAGAAG - 3
9. C-C, 5- CGCCTAGACGCTCTCTTCTTA -3
SCR1 5- GAGGGAAGCGCCACAATGTG - 3
U4 5- CACCGAATTGACCATGAGGAGAGCGTCTGG - 3°
1-ARNm-A 5- GATCCAAATGAAACCTCTGAAATTGCTCAAGCCAAC - 3
1-ARNm-B 5 - GACCCAAACGAAACTTCTGAAATTGCCCAAGC- 3
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Tabla V. Factores de ensamblaje que participan en el procesamiento y maduracion de las

subunidades ribosomicas 40S y 60S en S. cerevisiae.

ETAPA EN
LA QUE
INTERVIENE

Procesamiento
de pre-
particulas 43S

PROTEINA

BMS1

COMENTARIOS

GTPasa. Interviene también en el
procesamiento de pre-66S

ESENCIAL

Si

REFERENCIA
BIBLIOGRAFICA
(Karbstein et al.,

2005)

DBP4 DEAD-Box ARN Helicasa Si (Liang et al., 1997)
DBP8 DEAD-Box ARN Helicasa si (Granneman et al.,
2006)
DHR1 DEAD-Box ARN Helicasa Si (Colley et al., 2000)
DHR2 DEAD-Box ARN Helicasa Si (Colley et al., 2000)
DIM1 Dimetilasa que metila el ARNr 20S Si (Lafontaine et al.,
antes de su salida al citoplasma 1994)
FAL1 DEAD-Box ARN Helicasa Si (Kressler et al., 1997)
Proteina de unién al ARNTr que facilita . .
GAR1
la pseudo-uridilacién del pre-ARNr Si (Girard et al., 1992)
DEAD-box ARN-Helicasa que
HAS1 participa también en el procesamiento Si (Emery et al., 2004)
de pre-66S
IMP3 RLP que guarda el sitio a S9 Si (Lee and Baserga,
1999)
LTV1 Partlc?lpa en el transporte ndcleo- No (Seiser et al., 2006)
citoplasma de la pre-43S
NHP2 Proteina de union al ARNTr que facilita s (Watkins and
la pseudo-uridilacion del pre-ARNr Bohnsack, 2012)
NOB1 Endonucleasa Si (Fatica et al., 2003a)
NOP1 Subunidad catalitica de snoRNP s (Tollervey et al.,
C/D Box con funcién metil-transferasa 1991)
NOP56 Proteina de _uni(_ﬁn al ARNr que facilita s (Lafontaine and
la metilacion del pre-ARNr Tollervey, 2000)
Proteina de unién al ARNr que facilita
NOP58 i
la metilacion del pre-ARNr Si (Wuetal., 1998)
PNO1/ _Part|C|pa en el transporte nucle_o- (Vanrobays et al.,
DIM2 citoplasma del pre-43S. Interacciona No 2008)
ademas con NOB1
DEAD-box ARN-Helicasa que también
PRP43 participa en el procesamiento de pre- .
66S. Ademas, esta implicada en el Si (Combs et al., 2006)
proceso de eliminacion de intrones
ROK1 DEAD-Box ARN Helicasa si (Garcia and
Uhlenbeck, 2008)
RRP3 DEAD-Box ARN Helicasa s (Garcia and
Uhlenbeck, 2008)
snoRNP de la familia A/ACA Box. .
- . (Watkins and
SNR10 Participa ademas en la No Bohnsack, 2012)
pseudoruridilacion del pre-ARNr '
SNR30 snoRNP de la familia A/ACA Box Si (Watkins and
Bohnsack, 2012)
. Dragon et al., 2002)
UTP1-17 (
Forman parte del Procesoma de 40S Si (Krogan et al., 2004)
u3 snoRNP de la familia C/D Box Si (Watkins and
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Bohnsack, 2012)

snoRNP de la familia C/D Box.

(Watkins and

ul4 Participa ademas en la Si
2"-O-metilacion del pre-ARNr Bohnsack, 2012)
Procesamiento de
pre-particulas 66S
BMS1 GTPasa. Interviene también en el si (Karbstein et al.,
procesamiento de pre-43S 2005)
BRX1 Proteina de Lljzr:;r;?LARNr. Es un si (Shimoji et al., 2012)
3
Subunidad catalitica de los snoRNP Lafontaine et al
CBF5 H/ACA con funcion Si (La orlgg;e) etal,
pseudouridina-sintasa
CIC1/NSA3 Participa en el reordenamiento del si (Fatica et al., 2003b)
pre-ARNTr. Factores A;
DBP2 DEAD-Box ARN Helicasa No (Bond et al., 2001)
DBP3 DEAD-Box ARN Helicasa No (Weaver et al., 1997)
DBP6 DEAD-Box ARN Helicasa Si (Kressler et al., 1998)
DBP7 DEAD-Box ARN Helicasa NO (Daugeron and
Linder, 1998)
DBP9 DEAD-Box ARN Helicasa si (Daugeron etal,
2001)
DRS1 DEAD-Box ARN Helicasa. Si (Merl et al., 2010)
Factor Az y Factor B
EBP2 Factor A Si (Shimoji et al., 2012)
ERB1 Factor Az Si (Pestov et al., 2001)
Cortes DEAD-box ARN-Helicasa que también (Dembowski et al
Ao As Agy A HAS1 participa en el procesamiento de Si 2013) K
I pre-43S. Factor Ay Factor B
MAKS DEAD-Box ARN Helicasa Si Zagulski et al., 2003
(etapa
temprana) MRP Endonucleasa Si (Lygerou et al., 1996)
NOC1 Participa en el transporte intranuclear Sf (Milkereit et al.,
2001)
NOC2 Participa en el transporte intranuclear Si (Milkereit et al,
2001)
NOC3 Participa en el transporte intranuclear Sf (Milkereit et al,
2001)
NOP7 Posee un df)mlnlo de union proteina- s (Adams et al., 2002)
proteina. Es un Factor Az
NOPS s (Zanchin and
Goldfarb, 1999)
NOP12 Proteina de unién a ARNr. Esun NO (Granneman et al.,
Factor Az 2011)
NOP15 Participa en el reordenamiento del S (Oeffinger and
pre-ARNr. Es un Factor A; Tollervey, 2003)
NPAL Factor de ensamblaje muy temprano Si (Dez et al., 2004)
NPA2 Si (Rosado et al., 2007a)
NUG1 GTPasa Si (Bassler et al., 2001)
DEAD-hox ARN-Helicasa que también
PRP43 participa en el procesamiento de pre- .
43S. Ademas, estd implicada en el Si (Combs et al., 2006)
proceso de eliminacion de intrones
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(Sahasranaman et al.,

PWP1 i
Factor Az Si 2011)
RAT1 5> 3" ARN Exonucleasa No (Oeffinger et al,
2009)
RLP que guarda el sitio a L7 en el pre- . .
RLP7
ribosoma 60S. Es un Factor A, Si (Babiano et al., 2013)
RNT1 Endonucleasa No (Kufel et al., 1999)
Metiltransferasa que metila el ARNr
RRP8 25S y participa en el procesamiento en No (Peifer et al., 2013)
A,y de pre-43S
RRP17 5> 3" ARN Exonucleasa. Interviene s (Oeffinger et al.,
ademas en el procesamiento de 25,5 S 2009)
RSA3 NO (de la Cruz et al.,
2004)
XRN1 RNasa No (Henry et al., 1994)
YTM1 Es un Factor A Si (Miles et al., 2005)
DBP10 DEAD-box ARN-Helicasa. Es un si (Burger et al., 2000)
Factor B
MAK11 Proteina de andamiaje. Es un Factor B Si (Saveanu et al., 2007)
NIP7 Proteina de unién al ARNr. Es un Si (Zanchin et al., 1997)
Factor B
, (Kallstrom et al.,
NOG1 GTPasa. Es un Factor B Si 2003)
NOG2 GTPasa. Es un Factor B Si (Saveanu et al., 2001)
c c NOP2 ARN Metil-transferasa. Es un Factor B Si (Hong et al., 1997)
orte
2 NSA2 Proteina de unién al ARNr. Es un S (Lebreton et al.,
etapa Factor B 2006a)
. ( pd' RLP que guarda el sitio a L24 en el pre-
intermedia) RLP24 ribosoma 60S. Ademés, es una proteina Si (Saveanu et al., 2003)
de unién al ARNr. Es un Factor B
RPF2 Proteina de union al ARNr. Es un Si (Zhang et al., 2007)
Factor B
RRS1 Pa.rt|C|pa ademas en el transporte Si (Zhang et al., 2007)
intranuclear. Es un Factor B
SPB4 DEAD-box ARN-Helicasa. Es un s (Garcia-Gomez et al.,
Factor B 2011b)
TIE6 Proteina de unién al ARNr. Es un Si (Basu et al., 2001)
Factor B
RIX7 AAA-ATPasa i
Estabilidad I - Si (Kressler et al., 2008)
27SB NSA1 Favorece la li _eracmn e RIX7 de los s (Kressler et al., 2008)
pre-ribosomas 60S
AAA-ATPasa. Favorece la liberacion
. REAL -ri 1
Procesamiento de YTM1 y RSA4 de los pre-ribosoma Si (Bassler et al., 2010)
. ., 60S
7Sy liberacién - —
RSA4 Interviene también en el transporte . (de laCruzetal.,
de factores Si
| nuclear 2005)
nucleares
MTR4 DEAD-Box ARN-Helicasa Si (dela Cruzetal,
1998)
ALB1 No (Bradatsch et al.,
T ; 2012)
ransporte Receptor nuclear con papel regulador (Bradatsch et al
- nuclear,y' ARX1 en la translocacién ndcleo-citoplasma No 2012) B
citoplasmatico de los pre-ribosomas 60S
BUD20 No (Bassler et al., 2012)
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CRM1 Receptor de salida nuclear Si (Ho et al., 2000)
Se une a los pre-ribosomas y a las
ECM1 nucleoportinas para facilitar el No (Yao et al., 2010)
transporte
Forma interacciones con las
MEX67 . No (Yao et al., 2007)
nucleoporinas
Actla como adaptador y dirige los pre- .
NMD3
ribosomas hacia el receptor CRM1 Si (Hedges et al., 2005)
NOP53 Si (Granato et al., 2008)
NGL2 Nucleasa Si (Faber et al., 2002)
Procesamiento REX1 3> 5 Exoribonucleasa No (van Hoof et al.,
6S 2000)
REX2 3" 5"Exoribonucleasa No van Hoof et al., 2000)
AAA-ATPasa. Favorece la liberacion
DRG1 de NOG1 y RLP24 del pre-ribosoma Si (Pertschy et al., 2007)
60S
EFL1L/RIAL | GTPasaque favorecen la liberacion de s (Senger et al., 2001)
TIF6
Favorece la liberacion de ARX1y
JJ1
ALBL1 del pre-ribosoma 60S No (Greber etal., 2012)
LSG1/ GTPasa que favorece la liberacién de .
KRE35 NMD3 del pre-ribosoma 60S Si (Hedges et al., 2005)
MRT4 RPL que guar_da el sitio a PO en el pre- NO (Rodriguez-Mateos et
ribosoma 60S al., 2009)
Maduracion REIL Favorece la liberacion de ALB1, ARX1 No (Parnell and Bass,
citoplasmatica y TIF6 del pre-ribosoma 60S 2009)
RRP6 Componente del Exosoma Si (Briggs et al., 1998)
SDO1 Participa en la liberacién de TIF6 (Senger et al., 2001)
ATPasas que participan en la liberacion (Lebreton et al.,
SSALISSA2 de ALB1y ARX1 2006b)
YVH1 (Kemmler et al.,
Fosfatasa No 2009)
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Tabla VI. Reguladores positivos y negativos de la traduccion de GCN4

REGULADORES FUNCION
POSITIVOS

GCN1 Regulador positivo de GCN2 formando complejo con GCN20

GCN2 Quinasa especifica de elF2a

GCN3 Subunidad a de eIF2B

GCN20 Regulador positivo de GCN2 formando complejo con GCN1
REGULADORES FUNCION

NEGATIVOS

GCD1 Subunidad y de eIF2B

GCD2 Subunidad ¢ de elF2B

GCD5 Lisil-ARN sintetasa

GCD6 Subunidad ¢ de eIlF2B

GCD7 Subunidad 3 de eIF2B

GCD10 Junto a GCD14 metilacion de la A58 de los ARNt

GCD11 Subunidad y de elF2

GCD13 Subunidad C160 de la ARN Polimerasa Il

GCD14 Junto a GCD10 metilacion de la A58 de los ARNt

GCD15 Subunidad C128 de la ARN Polimerasa I11

GCD16 Subunidad C34 de la ARN Polimerasa Il

GCD17 Proteina ribosémica L33A de subunidad 60S del ribosoma

GCD18 Gen GUA1perteneciente a la ruta de biosintesis de nucleétidos de guanina

SuUIl elF1

SUI2 Subunidad a de eIF2

SUI3 Subunidad B de eIF2
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