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RESUMEN

El objetivo principal de este trabajo ha sido llevar a cabo, mediante genética molecular,
el andlisis estructural y funcional de la proteina ribosémica eucariota L16 en Saccharomyces
cerevisiae, para desvelar qué papel juega en la biogénesis de ribosomas y en la traduccion de
mRNAs. La proteina L16 se encuentra conservada en los ribosomas de los organismos
en los tres dominios de la vida: bacterias, arqueobacterias y eucariotas. Sin embargo, su
version eucariota ha adquirido con la evolucion una larga hélice en el extremo C-
terminal. Las caracteristicas estructurales y la localizaciéon de L16 en la subunidad 60S de S.
cerevisiae, sugieren que esta proteina podria desempefiar nuevas funciones en la biogénesis de

los ribosomas y en la traduccion eucarioticas.

Para investigar las funciones primarias de L16 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 L16 se requieren para sus funciones en el procesamiento
correcto de los RNAs ribosémicos, la traduccién global de los RNA mensajeros y la regulacion
traduccional del mMRNA GCN4.

Esta Tesis Doctoral se ha realizado en el marco de los Proyectos de Investigacion
TRACE 2008-0283-0, CSI007A10-2 e INNPACTO IPT-2012-060000, cuyo Investigador
Principal es la Dra. Mercedes Tamame Gonzélez. El Licenciado Alvaro Gil Hernandez agradece
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1. EL RIBOSOMA

Los ribosomas son los organulos celulares que realizan la sintesis de proteinas en todos
los organismos, traduciendo los RNA mensajeros (MRNAS) en los que se transmite la
informacidn contenida en el codigo genético. La traduccion de los mMRNAS constituye una de las
Gltimas etapas de la expresion génica y su regulacion determina en gran medida el crecimiento,

desarrollo y la diferenciacion celular en las diferentes especies.

En todos los organismos, los ribosomas estan compuestos por dos subunidades; grande
(large subunit, LSU) y pequefia (small subunit, SSU), presentando la mayor un tamafio dos
veces superior a la menor. Las subunidades ribosémicas se designan por sus coeficientes de
sedimentacidn: en procariotas, se denominan subunidad 50S y 30S respectivamente, y juntas
forman el ribosoma 70S, y en eucariotas 60S y 40S respectivamente, y al unirse conforman el
ribosoma maduro 80S. En todos los casos, los ribosomas estan compuestos por RNAs
ribosomicos (rRNAs) y por proteinas ribosomicas (RPs). En la levadura Saccharomyce
cerevisiae, el organismo empleado para nuestro estudio, los ribosomas tienen la siguiente

composicion:

- La subunidad LSU o 60S esta constituida por tres rRNA, 25S (3.396 nucledtidos),
5.8S (158 nucledtidos) y 5S (121 nucledtidos); 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 se compone del rRNA 18S (1.800 nucleétidos) y de 33
proteinas ribosémicas (RPS). En esta subunidad reside la funcién descodificadora del mensaje
genético transmitido en el mMRNA y mediada por los RNAs de transferencia (tRNAS)
aminoacilados (aminoacil-tRNAS). En eucariotas, la subunidad 40S se une a varios factores de
inicio de la traduccion (elF1, elF1A, elF3, elF4, elF5) formando junto con el complejo ternario

(compuesto por elF2, GTP y el tRNA iniciador de metionina [tRNAM*]

) el complejo de
preiniciacion 43S, que se une al extremo 5° de los mRNAs y es capaz de rastrear y de reconocer

los codones de inicio de la traduccion.

Ademas, en los ribosomas maduros existen tres ‘“sitios” 0 centros funcionales
constituidos por regiones de las dos subunidades y que interaccionan con los tRNAs: el sitio A,
0 aceptor, al que se unen las moléculas de aminoacil-tRNA, portadoras del aminoacido entrante
durante la sintesis de proteinas; el sitio P, o donador, que es el que ocupa el tRNA;"y al que se
trasloca la cadena polipéptidica naciente (peptidil-tRNA); y el sitio E, o de salida de los tRNAs
una vez han descargado el aminoacido correspondiente en el péptido en formacion. También se

considera la existencia de otros centros funcionales en las dos subunidades, en la SSU el centro
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de descodificacion y el tunel de entrada y de salida del mMRNA y en la LSU el centro peptidil
transferasa, el tinel de salida del polipéptido y el sitio de union a GTPasas y factores de
traduccion (Melnikov et al., 2012; Woolford y Baserga 2013).

Recientemente, se han obtenido tanto reconstrucciones de crio-microscopia electronica
como estructuras cristalograficas de alta resolucién a nivel atémico del ribosoma de S.
cerevisiae (3A) (Fig.1) y de otros organismos, como el del protozoo Tetrahymena thermophila o
del ribosoma humano (Ben-Shem et al., 2010; Klinge et al., 2011; Anger et al., 2014). Estas
estructuras aportan abundante informacion sobre las nuevas interacciones moleculares que se
establecen entre proteinas y/o con el rRNA en eucariotas y que no existen en el ribosoma de
procariotas. De esta manera, permiten aumentar la capacidad para disefiar e interpretar los
experimentos, para comprender el ensamblaje y la funcion de los ribosoma eucariotas. Las
estructuras proporcionan un marco molecular idéneo para predecir qué efectos moleculares
pueden tener determinadas mutaciones sobre la integridad del ribosoma o sobre la actividad
bioquimica de algunos de sus centros funcionales. Ademas, las estructuras contribuyen al
disefio y obtencidén de mutaciones concretas en organismos modelo eucariéticos, que afecten
bien a proteinas ribosémicas o0 a los rRNA para estudiar sus efectos fenotipicos en la biogénesis

de los ribosomas o en la traduccion de distintos mMRNAs.
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Figura 1. Estructura de las subunidades 40S y 60S del ribosoma de S. cerevisiae vistas desde la zona de contacto
entre ambas. Se indican las regiones caracteristicas de ambas subunidades y la posicion de varias proteinas de 40S
(S) y de 60S (L). Con un circulo blanco se indican los sitios que ocupan los tRNA. de elongacidn (A), de iniciacion
tRNAi'VIEt (P) y el sitio de salida de cada tRNA descargado del aminoacido (E) (Modificado de Ben-Shem et al., 2011).
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En la siguiente figura se representan los cuatro dominios estructurales del rRNA 18S
que estan conservados filogenéticamente: 5°, central, 3> mayor y 3’ menor. Estos dominios se
pliegan en estrucutras terciarias junto con las proteinas ribosémicas (RPS) y forman las
regiones caracteristicas de la SSU denominadas cuerpo, hombro, plataforma y pico (Ben-Shem
et al.; 2011; Melnikow et al., 2012 (Fig. 1). De forma similar, los rRNAs 5.8S y 25S de la LSU
se organizan en seis dominios conservados de estructura secundaria (I1-V1), que al plegarse con
las RPL y el rRNA 5S conforman las estructuras terciarias caracteristicas de la LSU:
protuberancia central, tallo acido (tallo P) y tallo L1 (Ben-Shem et al.; 2011; Melnikow et al.,
2012; Woolford y Baserga, 2013) (Fig. 1). Se ha propuesto recientemente que, en S. cerevisiae,
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 rRNA,
comenzando por la regién gque se orienta hacia el lado del solvente, seguida por la formacion del
tunel de salida del polipéptido, la zona de contacto entre subunidades y, finalmente, la

protuberancia central (Gamalinda et al., 2014).

3" ' mayor

Figura 2. Estructuras secundaria y terciaria de los rRNAs maduros de S. cerevisiae 18S, 5.8S y 25S. A) En el panel de
la izquierda se muestra la estructura secundaria del rRNA 18S con sus dominios indicados con diferentes colores y
en la derecha la estructura secundaria del rRNA 25S con sus seis dominios (I-VI) y el rRNA 5.8S en negro emparejado
con el dominio I. B) Imagen de las estructuras terciarias de los rRNAs 18S (izquierda) y 25S junto con el 5.85
(derecha), siguiendo el esquema de colores de la parte superior (Woolford y Baserga, 2013).
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Cuando se comparan las estructuras del ribosoma eucariota con el bacteriano o el de
arquebacterias, se observa un nucleo estructural universalmente conservado que comprende los
sitios funcionales del ribosoma como el centro de descodificacion, el sitio peptidil transferasa o
los sitios de union a tRNA. Sobre este ndcleo, en el ribosoma eucariota se han producido
modificaciones en la longitud y la secuencia de los componentes ribosémicos, afiadiéndose
segmentos de expansion del rRNA y extensiones amino o carboxi-terminales en muchas

proteinas ribosomicas (Fig. 3).

La mayoria de estos nuevos residuos de rRNA y de proteinas se sitGan alrededor del
nacleo conservado hacia el lado del solvente, de manera que van a ser accesibles para
potenciales interacciones moleculares con chaperonas, factores implicados en la biogénesis de
ribosomas o factores de traduccidn, procesos que presentan bastantes diferencias en bacterias,

arquebacterias y eucariotas (Dinman JD, 2009).

Ademads, se ha propuesto que estos nuevos elementos eucariotas servirian para
transmitir sefiales alostéricas desde el citoplasma al nucleo conservado del ribosoma,
provocando cambios que permitirian regular la traduccion en diferentes condiciones fisolégicas,
ambientales o tipos celulares (Ben-Shem et al., 2011; Jenner et al., 2012). Por tanto, estas
diferencias en la estructura del ribosoma 80S frente al bacteriano, se pueden correlacionar con el
aumento en la complejidad de la traduccion eucaridtica y de su regulacién (Menikov et al.,
2012).
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Bacteria Eucariotasinferiores Eucariotas superiores

Nucleo comun

(T. termophilus o E. coli) S. cerevisiae Homo sapiens

2.3 MDa 2.0 MDa 3.3 MDa 4.3 MDa

54 proteinas 34 proteinas 79 proteinas 80 proteinas

3rRNA 3rRNA 4rRNA 4rRNA

Subunidad mayor (505) Subunidad mayor Subunidad mayor (60S) Subunidad mayor (60S)

33 proteinas 19 proteinas 46 protefnas 47 proteinas

235 rRNA-2,904 bases 235 IRNA--2,843 bases 585158 bases 585156 bases

55 rRNA--121 bases 56 rRNA--121 bases 25SrRNA--3,396 bases 28SrRNA—5,034 bases
5SrRNA--121 bases 5S rRNA--121 bases

Subunidad menor (305} Subunidad menor Subunidad menor (405) Subunidad menor (405)

21 proteinas 15 proteinas 33 proteinas 33 proteinas

165 rRNA--1542 bases 16S rRNA--1458 bases 18S rRNA--1800 bases 18S rRNA--1870 bases

Figura 3. Composicion de los ribosomas bacteriano y eucariota y del nticleo comtin a ambos. El nicleo conservado
estda compuesto por rRNA (azul claro) y RPs (rojo claro). Los elementos especificos de eucariotas y procariotas se
muestran en rojo y las extensiones del rRNA en azul, las lineas de puntos corresponden a los tallos flexibles y a las
expansiones del rRNA de eucariotas superiores (Adaptada de Melnikov et al., 2012).

Tradicionalmente se ha considerado al ribosoma como un organulo celular invariable y
solo recientemente se ha empezado a investigar el papel regulador que desempefia durante la
traduccion en eucariotas. Un nimero creciente de evidencias experimentales indican que el
ribosoma eucariota media interacciones especificas entre mRNAs particulares y algunos
componentes de la maquinaria traduccional regulando diferencialmente la sintesis de proteinas
en distintos tipos celulares o en diversas situaciones fisioldgicas y patolégicas (Mauro y
Edelman, 2002; 2007). Ademas, las células producen subpoblaciones de ribosomas distintas en
su composicién bajo diferentes condiciones de crecimiento y estrés; de manera que se postula
que estas subpoblaciones traducirian diferencialmente varios subconjuntos de mRNAs. Se ha
demostrado que en células silvestres tanto de levadura como en fibroblastos de ratdn, existen
ribosomas con diferente composicion de RPs y funcion fisiologica (Slavlov et al., 2015). Esta
heterogeneidad en los ribosomas surge principalmente de variaciones en el rRNA, en la
composicion de las proteinas ribosdmicas o de cambios en las interacciones con varios factores
de traduccion asociados (Gilbert, 2011; Xue y Barna, 2012; Bauer et al., 2013; Wang et al.,
2015).
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1.1 Caracteristicas de los rRNAs de S. cerevisiae

Los rRNAs de S. cerevisiae estan codificados en aproximadamente 150 repeticiones en
tdndem de rDNA localizadas en el cromosoma XII (Petes y Botstein, 1977). Estas repeticiones
representan un 10% del genoma de esta levadura, constituyendo el rRNA el 80% del total
celular (siendo el 15% el tRNA y el 5% el mRNA). De las 150 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
rDNA al favorecer su reparacion por recombinacion homéloga (lde et al., 2010). Cada unidad
transcripcional codifica el precursor 35S y el rRNA maduro 5S. El primero es transcrito por la
RNA polimerasa | en el nucléolo y es procesado para dar lugar a los rRNAs maduros de la LSU
(25S y 5.8S) y de la SSU (18S). EI rRNA 5S es transcrito por la RNA polimerasa Ill en una

forma casi madura y se incorpora a la subunidad 60S durante su biogénesis (Zhang et al., 2007)
(Fig. 4).

Los rRNAs maduros 18S-5.85-25S codificados en el precursor 35S (6.6 Kb) estan
separados por secuencias espaciadoras de rRNA gue se transcriben pero que no forman parte de
los transcritos maduros, sino que se eliminan por procesamiento endo y exonucleolitico,
denominadas ITS1 e ITS2 (Internal transcribed spacer). Ademas, existen dos regiones externas
en los extremos de cada precursor 35S denominadas 5° ETS y 3” ETS (External transcribed
spacer) que también son eliminadas por procesamiento endo y exonucleolitico. Se ha descrito
gue estas secuencias espaciadoras podrian evitar un plegamiento incorrecto o prematuro del pre-
rRNA tras su sintesis y durante su procesamiento (Van Nues et al., 1995; Lamanna y Karbstein,
2011). Asimismo, existen otras dos regiones que no se transcriben denominadass NTS1y NTS2
(Non transcribed spacer), que se encuentran entre las secuencias que codifican el precursor 35S
y las que codifican el rRNA 5S (Fig. 4).

Tan pronto como el precursor 35S es transcrito, sufre la modificacion de varios
nucledtidos especificos, principalmente la conversion de uridinas en pseudo-uridinas (y) y la
metilacion de grupos 2’ hidroxilos de las ribosas de las bases nitrogenadas (Kiss et al., 2010;
Watkins y Bohnsack, 2012). Estas modificaciones son esenciales para la funcién del ribosoma,
de manera que su ausencia en humanos esta ligada a varias enfermedades (Decatur y Fournier

2002; ver ribosomopatias).
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Cromosoma Xll de S. cerevisiae

rDNA rDNA rDNA rDNA
~ 150 copias

RNA-Pol il RNA-Pol | Pre-tRNA 35S RNA-Pol il

Ag A, D A,A; EC.C, B, By Terminador
Q | ) ']

Promotor

BWLBW‘S
NTS2 5°ETS ITS1 ITS2 3'ETS NTS1

rDNA 9.1 Kbp

Figura 4. Organizacion de los loci del rDNA en S.cerevisiae. Existen sobre 150 repeticiones en tdndem en el
cromosoma Xll. Cada unidad contiene la secuencia del pre-rRNA 35S, que codifica los rRNAs 18S, 5.8S y 25S y es
transcrito por la RNA Pol | y la secuencia del precursor del rRNA 5S, transcrito por la RNA Pol Ill. En el precursor 35S
los rRNAs maduros estan flanqueados en 5’ y 3’ por los espaciadores externos (5’-ETS y 3’ETS) y separados por los
espaciadores internos 1y 2 (ITS1 e ITS2).

1.2 Caracteristicas de las proteinas ribosomicas de S. cerevisiae

En el ribosoma de S. cerevisiae existen 79 proteinas ribosémicas (RPs) codificadas por
138 genes (Ribosomal Protein Genes, RPG) que se transcriben muy activamente, requiriendo
aproximadamente el 50% de la actividad transcripcional de la RNA polimerasa Il, ya que un
tercio de los MRNAs totales de la célula codifican las RPs (Wang et al., 2002). Los 138 RPG
representan el 2% del genoma de S. cerevisiae y 102 de ellos contienen un intrén. Teniendo en
cuenta que s6lo 280 de sus 6.600 genes contienen intrones, la mayor parte del “splicing” en S.

cerevisiae se dedica al procesamiendo de los mMRNAs de las RPs (Warner, 1999).

Tanto la transcripcion de los RPG como la sintesis de las RPs estan reguladas de manera
coordinada, de modo que todas las RPs se sintetizan en cantidades estequiométricas, ya que se
ensambla una proteina de cada tipo por cada ribosoma maduro (Pearson et al., 1982; Gomez-
Herreros et al., 2013).

Las proteinas ribosémicas son pequefias y basicas, por lo que tienen la capacidad de
interaccionar con los rRNAs cargados negativamente (con la excepcion de las proteinas acidas
del tallo ribosomico Pla, P13, P2a, P2B) (Spahn et al.,2004; Cardenas et al., 2012). En cuanto a
su estructura, muchas RPs constan de un dominio globular que suele localizarse hacia el exterior
del ribosoma, partiendo de él una serie de prolongaciones que se introducen entre los rRNAs.

De esta manera, se piensa que durante las primeras etapas de la biogénesis de ribosomas, las
7
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RPs usan los dominios globulares para reconocer regiones especificas del rRNA, mientras que
las prolongaciones permiten el plegamiento del rRNA neutralizando la carga negativa de los
fosfatos del RNA y mediando interacciones RNA-RNA (Klein et al., 2004). Al afectar al
plegamiento tanto proximal como distal del rRNA, las RPs podrian ayudar a crear sitios de
unién para otras proteinas o a desencadenar cambios conformacionales en el pre-rRNA
necesarios para eliminar las secuencias espaciadoras (Spahn et al., 2001; Taylor et al., 2009;
Armache et al., 2010; Ben-Shem et al., 2011; Klinge et al., 2012; Rabl et al., 2011). Ademas,
como muchas RPs estan expuestas en la superficie del ribosoma, pueden servir como sitios de

union directa para factores de ensamblaje o interaccionar con factores de traduccion.

Las distintas RPs son consideradas factores de biogénesis de ribosomas porque
intervienen en el procesamiento, plegamiento y maduracion del rRNA (Ferreira-Cerca et
al.,2005; Ferreira-Cerca et al., 2007; Poll et al., 2009), participan en el correcto ensamblaje de
los pre-ribosomas (Martin-Marcos et al., 2007; Babiano y de la Cruz, 2010; Fernandez-Pevida
et al., 2012; Jakovljevic et al., 2012; Gamalinda et al., 2013; Ohmayer et al., 2013), median en
las interacciones de los pre-ribosomas con factores de biogénesis (Granneman et al., 2011;
Dembowski et al., 2013; Stelter et al., 2015; Wan et al., 2015), facilitan el exporte de las
subunidades durante su maduracién del nucléolo al nlcleo y al citoplasma (Bassler et al., 2001;
Gadal et al., 2001; Tschoschner y Hurt, 2003) y estan implicadas en la unién entre las
subunidades 60S y 40S durante la sintesis de proteinas o en la interaccién con factores de
traduccion (Eisinger et al., 1997; Spahn et al., 2001; DeLabre et al., 2002; Ben-Shem et al.,
2011; Rhodin et al., 2011). Asimismo, al formar parte del ribosoma maduro, pueden
desempefiar funciones esenciales o especificas en el proceso de traduccion. Se ha descrito que
algunas RPs se requieren para mantener la fidelidad traduccional, como L5, L11 y L39 (Dresios
et al., 2000; Meskauskas y Dinman, 2001; Rhodin et al., 2010); también algunas estan
implicadas en la cinética de la traduccion, ya que mutaciones en algunas RPs pueden causar
defectos en la actividad peptidil transferasa de la subunidad 60S (Dresios et al., 2003). También
se ha descrito que determinadas RPs son indispensables para traducir especificamente ciertos
mRNAs en momentos concretos del desarrollo celular o bajo circunstancias de estrés
(Kondrashov et al., 2011; Lee et al., 2013). Por tanto, es predecible que alteraciones en la
integridad de algunas RPs o de su cantidad, puedan afectar a la biogénesis de las subunidades
ribosdmicas de forma méas o menos grave y también influir en los patrones de sintesis de

proteinas globales o particulares.

En S. cerevisiae, 59 de las 79 RPs estan codificadas por dos genes paralogos,
posiblemente debido a una antigua duplicacion del genoma precedida de la hibridacion de dos
especies de levadura (Marcet-Houben y Gabaldon, 2015). En algunos casos estas RPs paralogas

son idénticas y en otros presentan ligeras diferencias en su secuencia aminoacidica. En cambio,
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las secuencias reguladoras como los intrones, promotores y terminadores son completamente
diferentes entre los genes pardlogos, de manera que determinan cambios en la expresion génica
de los distintos paralogos bajo mdaltiples condiciones fisioldgicas (Bergkessel et al., 2011;
Parenteau et al., 2011; Garre et al., 2013). El estudio sistematico de mutantes de delecion
simple de uno de los dos genes pardlogos en S. cerevisiae ha puesto de manifiesto que, aunque
en muchos casos ambos comparten rasgos fenotipicos, no siempre las dos proteinas son
funcionalmente equivalentes. Asi, el perfil transcripcional de células que carecen de uno u otro
paralogo es en muchos casos muy diferente (Komili et al., 2007). Ademas, se han observado
diferencias en el tamafio celular y en la seleccion del sitio de gemacion (Ni y Snyder, 2001), en
la organizacion de la actina (Haarer et al., 2007), en la esporulacién (Enyenihi y Saunders,
2003) y en la sensibilidad a drogas (Komili et al., 2007; Parenteau et al., 2011). La presencia de
RPs paralogas favorece la existencia de subpoblaciones de ribosomas diferentes en su
composicion, ayudando a su especializacién en la traduccion de distintos mMRNAS en
determinadas condiciones fisioldgicas (Garcia-Marcos et al., 2008; Filipovska et al., 2013;
Sauert et al., 2015). A esta heterogeneidad en la composicién de los ribosomas, contribuyen
ademas tanto las modificaciones post-trasncripcionales del rRNA, como las modificaciones
post-traduccionales que pueden sufrir las RPs, como la fosforilacién, metilacién, acetilacién o
ubiquitinacion, las cuales ademas, pueden afectar diferencialmente a las dos proteinas paralogas
(Kruiswijk et al., 1978; Chow et al., 2007; Panasenko et al., 2011).

También se ha descrito que algunas RPs desempefian funciones adicionales extra-
ribosémicas, principalmente en organismos pluricelulares pero también en levaduras (Wool,
1996; Warner y Moclntosh, 2009; Lindstrom, 2009). En general, estas funciones estan
relacionadas con el control del equilibrio entre elementos de la maquinaria ribosémica y el
estrés nucleolar o la sintesis aberrante de ribosomas que lleva a la parada del ciclo celular y a
apoptosis en organismos pluricelulares. Asi, por ejemplo L2, L9, L30, S13 o S14 participan en
la regulacion de su propia expresion (Eng y Warner, 1991; Dabeva y Warner, 1993; Fewell y
Woolford; 1999; Mitrovich y Anderson 2000; Malygin et al., 2007). Proteinas como, L23, L26
0 L11 pueden interactuar con la E3 ubiquitina-ligasa MDM2 impidiendo la degradacién del
supresor tumoral p53, dando lugar a una parada en el ciclo celular (Jin et al., 2004; Ofir-
Rosenfeld et al., 2008; Goudarzi et al., 2014). Sin embargo, se han descrito otros casos en el
gue RPs participan en otros procesos no relacionados con la maquinaria ribosémica. Asi, S3 en
mamiferos interviene en la reparacion del DNA e interacciona con el factor de transcripcion
NFkB, o L10 en Arabidopsis thaliana, que participa en la defensa frente a infecciones viricas
(Wan et al., 2007; Carvalho et al., 2008).
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Cada vez se estan descubriendo mas casos de enfermedades humanas asociadas con
defectos en la biogénesis de ribosomas, lo cual refleja la importancia de producir ribosomas
correctamente competentes para la traduccion. Dentro de estas enfermedades que se denominan
ribosomopatias, destaca la anemia Diamond-Blackfan (DBA), una enfermedad congénita rara
que produce aplasia de células rojas. Méas del 50% de los casos de DBA se producen por
mutaciones en genes RPG, originando haploinsuficiencia de algunas RPs (Ball et al., 2011,
Gazda et al., 2012; Horos y von Lindern, 2012; Aspesi et al., 2014). Otras ribosomopatias cada
vez mejor caracterizadas son el sindrome de Shwachman-Diamond que se origina por defectos
en la liberacion de Tif6é (Burroughs et al., 2009; Finch et al., 2011), la disqueratosis congénita
en la que esté afectada a la enzima Dkcl, encargada de la pseudouridilacion del rRNA (Heiss et
al., 1998; Ruggero et al., 2003), el sindrome de Treacher-Collins que se debe a mutaciones que
afectan a la transcripcion del rRDNA (Dauwerse et al., 2011) y la hipoplasia de pelo congénita
que se produce por mutaciones que afectan a la RNAasa MRP, encargada de un paso concreto
del procesamiento del pre-rRNA (Thiel y Rauch, 2011). Ademas, un aumento 0 una
disminucidn en la cantidad de determinadas RPs esta relacionado con la susceptibilidad a varios
tipos de cancer, como el cancer hepatico, de colon o gastrointestinal (Kondoh et al., 2001;
Wang et al., 2006; Li et al., 2012; de Las Heras-Rubio et al., 2013).

2. LAPROTEINA RIBOSOMICA L16

L16 es una proteina ribosémica de la subunidad mayor del ribosoma que se encuentra
conservada tanto en la subunidad 50S de bacterias y arqueobacterias como en la 60S eucariota.
Sin embargo, la proteina eucariota tiene dos largas a-hélices en su extremo C-terminal que no
aparecen ni en bacterias ni en arqueobacterias. De acuerdo con la nueva nomenclatura
establecida para las proteinas ribosémicas en Ban et al., 2014, L16 se designa como uL13, sin
embargo, a lo largo de toda la memoria se le denominard como L16, de acuerdo a la

nomenclatura anterior.

En S. cerevisiae L16 es esencial y como la mayoria de proteinas ribosémicas esta
codificada por dos genes paralogos, RPL16A (YIL133c) y RPL16B (YNL069c), que tienen una
similitud del 87% en su secuencia de nucledtidos. Ambos difieren tanto en la secuencia como en

el tamafio de sus intrones y de las secuencias promotora y terminadora.

El gen RPL16A se localiza en el cromosoma 1X y tiene una ORF codificadora de
proteina L16A de 600 bp y un intron de 290 bp; mientras que el gen RPL16B esta localizado en
el cromosoma XIV y su secuencia tiene 1046 bp, de las cuales 597 bp corresponden a la
secuencia ORF codificadora de L16B y 449 bp al intron (Fig. 5).
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Aunque se ha descrito que algunos intrones de los RPG pueden intervenir en la
regulacion de la expresion del propio gen y del pardlogo, parece que en el caso de los genes
RPL16A y RPL16B, sus intrones no tienen un papel regulador en su transcripcion (Parenteau et
al., 2011).

Los genes RPL16A y RPL16B de S. cerevisiae codifican dos proteinas que difieren en
19 aminoéacidos, un nimero bastante elevado, ya que por lo general los genes paralogos RPG
codifican proteinas idénticas o que presentan entre 1 y 3 aminodcidos diferentes. Ambas
proteinas se caracterizan por la presencia de numerosos aminoacidos basicos y ademas, en
ambas se han predicho distintas modificaciones post-traduccionales en varios residuos. La
estructura secundaria y terciaria de ambas proteinas es idéntica. Esta estructura consta de dos
zonas: dos largas a-hélices del extremo C-terminal, exclusivamente eucariotas, que comprenden
casi un tercio de la proteina; y la zona conservada, formada por varias laminas beta y a-hélices

que se pliegan adoptando una forma mas o menos globular.

L16 forma parte del grupo de proteinas tempranas que se ensamblan en la primeras
etapas de la maduracion de las pre-particulas ribosémicas en el nucléolo (P6ll et al., 2009;
Gamalinda et al., 2014; Ohmayer et al., 2015).

11
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Figura 5. Representacion esquematica de los genes RPL16A y RPL16B y comparacion de la secuencia aminoacidica
de las proteinas L16 que codifican. A) Se indican la localizacion en el genoma y el tamafio de los genes RPL16A y
RPL16B, asi como de sus intrones. Alineamineto de las proteinas que codifican ambos genes, sefialandose los
aminodcidos en que difieren. B) Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de proteinas L16 en distintas
especies. C) Estructura de la proteina L16. El extremo C-terminal (rojo) es exclusivamente eucariota.

2.1 Localizacion y contactos de L16 en el ribosoma eucariota

Gracias a la reciente obtencion de la estructura cristalografica con alta resolucion
atémica de varios ribosomas eucariotas se ha podido determinar la localizacion de la proteina
L16 (Armache et al., 2010; Ben-Shem et al., 2011; Klinge et al., 2011; Anger et al.,2013;
Voorhees et al., 2014).

L16 se localiza en el ribosoma eucariota junto al segmento de expansion del rRNA 25S
ES39L, en una zona expuesta al solvente, que se caracteriza por la presencia de numerosos
elementos exclusivamente eucariotas, tanto en el rRNA como en las RPs. Esta zona del
ribosoma se encuentra proxima al tallo P, que se ha descrito como sitio de union de GTPasas y
de factores de traduccion (Spahn et al., 2004). En la proximidad de este segmento de expansion
ES39L, L16 contacta con las proteinas ribosomicas L14, L33 y L20, las cuales no tienen
homologas bacterianas y presentan varias extensiones especificas de eucariotas. Ademas el
extremo C-terminal de L16 se encuentra entre los dominios Il y VI del rRNA 25S junto a la
region 5” del rRNA 5.8S, de manera que, esta parte de la proteina podria ser importante para
cohesionar estos dominios en colaboracion con las proteinas ribosémicas mencionadas

anteriormente, y permitir la correcta formacion del extremo 5° del rRNA 5.8S. Esta region del
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rRNA 25S con la que interacciona L16 comprende las hélices H25 y H42 en el dominio Il, H72
y H73 en el dominio V' y H94 y H97 en el dominio VI (Klein et al., 2004). Tanto la localizacion
como los contactos de L16 se encuentran conservados en la evolucion, pero ademas, en el
ribosoma eucariota, su nuevo extremo C-terminal le va a permitir interaccionar con nuevos
elementos eucariotas, como proteinas ribosomicas, el rRNA 5.8S o el segmento de expansion
ES39L (Fig. 6).

‘RPLIBA
< (L20)

RPL18A

(L20)

Figura 6. Localizacion de L16 en la subunidad 60S y sus contactos con otras RPs y segmentos de expansion del
rRNA (ES). A) Regién de la subunidad 60S de Tetrahymena thermophila préxima al ES39 y ES7 donde se localizan L16
y otras proteinas especificamente eucariotas. Entre paréntesis se indica el nombre de estas RPs en S. cerevisiae. B)
Representacion esquemadtica de las interacciones entre las RPs ilustradas en A) (Klinge et al., 2011).

2.2 Funciones extra-ribosomicas de la ortéloga humana L13a

La proteina humana homologa de L16 se denomina L13a y a diferencia de lo que ocurre
en S. cerevisiae, en células humanas parece que esta proteina no es esencial y que su ausencia
no tiene efectos sobre la traduccion global, el procesamiento del rRNA, la formacion de
polisomas o la fidelidad de la traduccién (Chaudhuri et al., 2007). Sin embargo, en macréfagos
lleva a cabo una funcion extra-ribosémica que es esencial para resolver procesos inflamatorios
tras la activacion por Interferon-y (IFN-y). Tras la activacion de la respuesta inflamatoria, L13a
es fosforilada en su serina 77, lo que hace que sea liberada del ribosoma y pase a formar parte
de un complejo denominado GAIT (Gamma interferon-Activated Inhibitor of Translation) que
va ejercer un control traduccional de la expresion génica al impedir la traduccion de numerosos
mRNAs que codifican proteinas implicadas en la inflamacion como el factor angiogénico
VEGF-A, citoquinas y sus receptores (Mukhopadhyay et al.,2008; Vyas et al., 2009). De esta

manera se regulan los procesos inflamatorios, impidiendo su activacion continuada con los
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problemas que ello conllevaria. El complejo GAIT reconoce un “hairpin” en la region 3> UTR
de sus MRNAs diana y L13a dentro de este complejo interacciona con el factor de inicio de la
traduccion elF4G en el sitio de union de elF3, impidiendo el reclutamiento del complejo de
iniciacion 43S y por tanto blogueando el inicio de la traduccion (Kapasi et al., 2007) (Fig. 7). El
descubrimiento de esta funcion extra-ribosémica implicada en el control traduccional ha sido
muy importante para poner de manifiesto la importancia de las regiones 3’UTR en la regulacion
de la traduccidn, asi como la posibilidad de que complejos macromoleculares puedan actuar
como reservorios de proteinas que pueden ser liberadas por sefiales regulatorias y desarrollar
funciones no canonicas fuera de ellos sin relacion con su actividad original, en lo que se
denominé “depot hypothesis” (Ray et al., 2007). Se ha comprobado que en ratones tratados con
lipopolisacéarido bacteriano para inducir inflamacion, la ausencia de L13a impide la resolucién
de estos procesos inflamatorios, manteniendo elevada la cantidad de citoquinas pro-
inflamatorias (Poddar et al., 2013). De igual modo, la ausencia de L13a tiene un severo efecto
negativo en ratones con enfermedades relacionadas con procesos inflamatorios como la

ateroesclerosis o la colitis ulcerosa (Basu et al., 2014; Poddar et al., 2015).

Aparte de su funcién en el control traduccional de mRNAs implicados en inflamacién,
L13a tiene un papel en la defensa antiviral formando parte de un complejo similar al GAIT que
es capaz de bloguear la traduccion de ciertos mRNAs virales. Asi, en respuesta al virus
respiratorio sincitial (RSV) L13a es fosforilada y se une a un complejo que reconoce la region
3> UTR del mRNA que codifica la proteina de la capsida del virus, impidiendo su traduccion
(Mazumder et al., 2014). Asimismo, existe un motivo similar al presente en el 3° UTR anterior,
en el RNA genémico del coronavirus de la gastroenteritis transmisible (TGEV) que es
reconocido in vitro por el complejo GAIT y cuya presencia en un mRNA quimérico hace que

este complejo inhiba su traduccion (Marquez-Jurado et al., 2015).

Por Gltimo, también se ha descrito que la ausencia de la L13a reduce significativamente
la metilacién del rRNA (Chaudhuri et al., 2007). La interaccion de L13a con la metil-transferasa
fibrilarina podria causar este defecto en la metilacidn del rRNA, que ademas parece afectar a la
traduccion desde IRES (Internal Ribosome Entry Sites) de varios mRNAs celulares (Basu et al.,
2011). Existen estudios en los que se demuestra que defectos en modificaciones del rRNA
afectan a la traduccion global, al procesamiento del pre-RNA y a la fidelidad de la traduccion
(Baxter-Rosheck et al., 2007; Liang et al., 2009; Baudin-Baillieu et al., 2009; Gigova et al.,
2014). Ademés, también se ha observado que una metilacion defectiva del rRNA 18S es una de

las causas del sindrome de Bowen-Conradi (Wurm et al., 2010; Meyer et al., 2011).
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Figura 7. Control traduccional mediado por la respuesta GAIT. El tratamiento con IFN-y desencadena una
compleja ruta reguladora en la que el complejo GAIT modula la expresidon de sus mRNAs diana. (i) IFN-y induce la
fosforilacién y liberacion de EPRS (glutamil-prolil tRNA sintetasa en verde) del complejo tRNA multisintetasa
(amarillo). Este EPRS fosforilado interacciona con NSAP1 (“NSl-associated protein” en rojo claro) y forma un
complejo pre-GAIT inactivo. (ii) L13a (azul oscuro) es fosforilada y liberada de la subunidad 60S y junto con GADPH
(marrdn), se une al complejo pre-GAIT para formar el complejo GAIT funcional. (iii) Este complejo se une al
elemento GAIT del 3’ UTR de sus transcritos diana circularizados por la interaccidn simultdnea de la PABP (“poly(A)-
binding protein” en gris) con elF4G (naranja) y la cola poliA. (iv) P-L13a interacciona con elF4G bloqueando el
reclutamiento del complejo de preiniciacién 43S unido a elF3 (azul claro) y reprimiendo la traduccién. elF4E se
muestra en naranja (Mukhopadhyay et al., 2009).

3. BIOGENESIS DE RIBOSOMAS

Los ribosomas desempefian un papel clave en el crecimiento celular en S. cerevisiae. Un
crecimiento activo demanda gran nimero de ribosomas cuando existen nutrientes disponibles.
La biogénesis de ribosomas es un proceso que comienza en el nucléolo y que requiere la
transcripcion del pre-rRNA, la sintesis de las RPs y la intervencion de méas de 200 factores de
ensamblaje, como endo y exonucleasas, RNA helicasas, chaperonas, GTPasas, AAA-ATPasas y
pequefias particulas ribonucleoproteicas nucleolares (snoRNPs) para llevar a cabo
conjuntamente el procesamiento del pre-rRNA y el ensamblaje de las RPs. En este proceso se
generan diferentes pre-particulas ribosémicas que, conforme van madurando, se desplazan a
través del nucléolo al nucleoplasma y de éste son transportadas al citoplasma, donde

desempefian su funcién. Todo este itinerario es enormemente dindmico, ya que multitud de
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factores se asocian y se disocian una vez realizada su funcidn, se originan gran cantidad de
reordenamientos estructurales y se producen intercambios de proteinas que facilitan el transito
de las pre-particulas ribosémicas y/o sirven como control de que el ensamblaje se esta llevando
a cabo correctamente. Cada vez hay mas evidencias que sugieren que la mayor parte de las RPs
pueden asociarse ya con los precursores del pre-rRNA mas tempranos, aunque de manera débil.
Estas interacciones débiles serdn mas fuertes a medida que los pre-ribosomas se van
sintetizando progresivamente, hasta llegar a las que se observan en las subunidades maduras. El
momento en el que las interacciones de las distintas RPs con las pre-particulas ribosémicas se
estabilizan, permite su clasificacion en tempranas, intermedias y tardias (Gamalinda et al.,
2014). Ademas, un retraso en el ensamblaje de la mayoria de las RPs altera la maduracion del

pre-rRNA, desencadenando la eliminacion de las particulas incompletas.

La biogénesis de ribosomas supone un gran gasto energético para las células, ya que
requiere una gran fraccion de los recursos celulares destinados a la sintesis y al trafico de
macromoléculas. En este proceso participan las tres RNA polimerasas: las RNA-pol | y IlI
transcriben los rRNAs y la RNA-pol 1l los mRNAs que codifican las RPs y los factores de
biogénesis, lo que supone aproximadamente el 60% de su actividad. Asimismo, mas de la mitad
de los intrones de S. cerevisiae estan en las RPs, por lo que también hay un gran requerimiento
de la maquinaria del splicing (Warner, 1999). Uno de los principales sustratos del importe y
exporte nuclear son las RPs y los factores de ensamblaje al entrar al ndcleo y los pre-ribosomas
al transportarse hacia el citoplasma. Ademas, no es s6lo el gran consumo energético que supone,
sino que tiene que realizarse numerosas veces y en poco tiempo en funcion de las condiciones
fisioldgicas, nutricionales o ambientales. En eucariotas la biogénesis de ribosomas esta regulada
principalmente por la disponibilidad de nutrientes a través de la ruta de transduccion de sefiales
TOR (target of rapamycin) (Mayer y Grummt, 2006; Kennedy y Kaeberlein, 2009; Spriggs et
al., 2010; Pestov y Shcherbik 2012), pero también en funcién de cambios en la temperatura y en
el estrés osmotico (Bergkessel et al., 2011; Garre et al., 2013; Shalgi et al., 2013), asi como la
carencia de algiin aminoacido inhibiendo la transcripcion de los genes que codifican para las
RPs via Gen4 (Hinnebusch y Natarajan, 2002; Pleiss et al., 2007; Joo et al., 2011)

Importacion de las RPs del citoplasma al nucléolo

Aunque la mayoria de las RPs son suficientemente pequefias para entrar al nlcleo por
difusién, debido a la gran demanda celular de ribosomas, su importacién nuclear esta facilitada
por transportadores que identifican las sefiales de localizacién nuclear (NLS) de las mismas
(Bange et al., 2013). Estas sefiales son reconocidas por una familia de proteinas denominadas -
importinas o carioferinas (Kap), que interaccionan con las nucleoporinas y con RAN-GTPasas,

para mediar su translocacion al interior del ndcleo. En S. cerevisiae la mayoria de las RP son
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reconocidas e importadas por la carioferina Kap123, aunque también existen otras con un papel
redundante como Kap108 o Kap121 (Rout et al., 1997; Sydorskyy et al., 2003).

Ademas de este mecanismo general, existen RPs que requieren de sistemas especificos
para ser transportadas al nicleo. Por ejemplo, L5 y L11 necesitan la accion de la simportina
Syol y Kapl104, la proteina L3 requiere Rrbly la proteina S3 a la chaperona Yarl (louk et al.,
2001; Koch et al., 2012; Kressler et al., 2012).

3.1 Procesamiento de los precursores del RNA ribosémico

La biogénesis de ribosomas comienza en el nucléolo con la transcripcion a partir del
DNA ribosomal (rDNA) del precursor primario 35S por la RNA-pol 1 y del rRNA 5S por la
RNA-pol Ill. Los transcritos primarios nacientes se asocian co-transcripcionalmente con
algunas RPs, numerosos factores pre-ribosomicos y con snoRNPs para formar grandes
complejos ribonucleoproteicos denominados particulas pre-ribosémicas, en los que el pre-
rRNA va a ser procesado, plegado junto con el ensamblaje de RPs y va a sufrir modificaciones
covalentes (Venema y Tollervey, 1995) (Para revisiones ver Fernandez-Pevida et al., 2014;
Henras et al., 2015). Estas modificaciones son basicamente 2’0 metilaciones y
pseudouridilaciones guiadas por snoRNAs de la familia C/D-box y H/ACA-box
respectivamente (Balakin et al., 1996; Badis et al., 2003) y tienen lugar en regiones
funcionalmente importantes del rRNA como el centro peptidil transferasa (Dez et al., 2003;

Fromont-Racine et al., 2003).

La eliminacion de las regiones espaciadoras del pre-rRNA es un proceso que consta de
varias etapas (Fig. 8). El procesamiento se inicia con un corte en el sitio By, situado en la region
3> ETS del precursor 35S, llevado a cabo por la endonucleasa Rntl (Kufel et al., 1999).
Después, se producen de manera sucesiva los cortes tempranos en los sitios Aqy A; de la regidn
5’ ETS, produciendo los precursores 33S y 32S (Hughes y Ares, 1991; Beltrame et al. 1994). A
continuacion, la endonucleasa Rcll produce la escision en el sitio A, dentro del ITS1 (Osheim
et al., 2004; Horn et al., 2011), generando los pre-rRNAs 20S y 27SA; y asi separando la
maduracion de las subunidades pre-40S y pre-60S (Veldman et. al., 1980; Hughes y Ares,
1991). Ademas de este procesamiento del precursor 35S, un gran porcentaje de los transcritos
nacientes pre-rRNA sufre procesamiento co-transcripcional en el sitio A, (Kos y Tollervey,
2010).

El procesamiento del precursor 20S lo realiza la endonucleasa Nobl (Fatica et al.,
2003) en el citoplasma, la cual produce un corte en el sitio D que origina el rRNA maduro 18S.

Mientras, la maduracién del pre-rRNA 27SA, continlia en el nlcleo por dos vias alternativas:
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- Aproximadamente el 85% de los precursores 27SA, sufre un corte en el sitio A; por la
RNasa MRP (Lindahl et al., 2009), dando lugar al pre-rRNA 27SA; (Schmitt y Clayton, 1993;
Chu et al., 1994; Lygerou et al., 1996). Seguidamente, la secuencia restante de 1TS1 se elimina
del 27SA; por la accion de las exonucleasas Ratl, Rrpl7 y Xrnl, que digieren este precursor
hasta el sitio Bys, formando el pre-rRNA 27SBs (Henry et al., 1994; Oeffinger et al., 2009).

- El 15% restante de pre-rRNA 27SA; es procesado directamente en el sitio By, por una

endonucleasa desconocida para originar el precursor 27SB,.

En ambos casos, el extremo 3’ del rRNA 258 se forma por digestion exonucleolitica de

la enzima Rex1 desde el sitio By al sitio B,, y que se produce al mismo tiempo que el corte B;.

A partir de los precursores 27SBL y 27SBS, la ruta de procesamiento es idéntica y va a
dar lugar a los rRNAs maduros 25S, 5.8S, y 5.8Sg. Inicialmente se produce el corte en el sitio
C, del ITS2, generandose los precursores 25.5S y 75y 7,.. A continuacion, el extremo 5’ del
25.5S es procesado por las exonucleasas Ratl, Rrpl7 y Xrnl, eliminandose el fragmento
restante del 1TS2 y formandose el rRNA maduro 25S (Geerlings et al., 2000). Finalmente los
extremos 3’ de los pre-rRNA 7S son procesados por la accion conjunta del exosoma (Allmang
et al., 1999), las exonucleasas Rex1, Rex2, Rex 3 (van Hoof et al., 2000) y la nucleasa Ngl2
(Faber et al., 2002), dando lugar a los rRNAs maduros 5.8S, y 5.8Ss (Thomson y Tollervey,
2010). La diferencia del extremo 5’ de estos rRNAs maduros se mantiene en eucariotas y ambas
formas son funcionales, aunque la razon de la existencia de las dos no estd muy clara (Mitchell
et al., 1996).

Por otra parte, el transcrito primario de rRNA 5S va a ser procesado en el extremo 3’

por la exonucleasa Rex1 para dar lugar al rRNA maduro (van Hoof et al., 2000).
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Figura 8. Esquema de la ruta del procesamiento de los precursores del rRNA en S. cerevisiae. Se muestra la
estructura del precursor 35S y la ubicacién de los sitios de procesamiento. El precursor 35S se va procesando por
cortes exo y endonucleoliticos que se marcan con pequefias flechas negras. El corte en el sitio A, separa los
precursores de la subunidad 40S y 60S. Alternativamente el precursor 35S se puede procesar co-

transcripcionalmente en los sitios Ag, A1y A,. Las nucleasas responsables del procesamiento se muestran en rojo,
indincandose aquellas todavia no identificadas con este simbolo (?).
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3.2 Ensamblaje de las subunidades ribosémicas

El trabajo pionero de los laboratorios de Planta y Warner durante los afios 70, permitid
la caracterizacion de un complejo denominado pre-particula 90S, en la que se consideraba que
el pre-rRNA 35S se procesaba a la vez que se iban acoplando las proteinas ribosomicas, el
rRNA 5S vy factores de ensamblaje (Trapman et al., 1975; Udem y Warner, 1972). Después de
producirse el corte en el sitio A,, la pre-particula 90S se escinde en otras dos, los pre-ribosomas
60S (pre-66S) y 40S (pre-43S), precursores de las subunidades maduras 60S y 40S
respectivamente (). Posteriormente, se descubrié que en la mayoria de las ocasiones, el
procesamiento en el sitio A, ocurre co-transcripcionalmente, liberandose inmediatamente las
particulas pre-40S y formandose las particulas pre-60S al ensamblarse las RPs y los factores de
ensamblaje de la LSU en los transcritos nacientes 27S pre-rRNA (Osheim et al., 2004; Kos y
Tollervey, 2010; Horn et al., 2011). Durante la Gltima década las purificaciones de pre-
particulas usando factores de ensamblaje unidos al epitopo TAP (“Tandem affinity
purification”) y el desarrollo de la espectrometria de masas han permitido aislar y analizar la
composicion de distintas particulas pre-ribosémicas (Bassler et al., 2001; Harnpicharnchai et
al., 2001; Fatica et al., 2002). Estas aproximaciones han facilitado el ordenamiento de los
eventos de ensamblaje en las rutas de maduracion de las subunidades 60S y 40S permitiendo
indagar molecularmente los pasos de este proceso tan dindmico (Grandi et al., 2002; Nissan et
al., 2002; Schafer et al., 2003).

a) Pre-particulas ribosémicas 90S

En S. cerevisiae la formacion de este precursor inicial denominado “pre-ribosoma 90S”
ocurre al asociarse co-transcripcionalmente varias snoRNPs, numerosas RPs y factores de
ensamblaje de la subunidad 40S al transcrito primario del rRNA 35S (Dragon et al., 2002). Por
el contrario, carece de la mayoria de los factores necesarios para la biosintesis de la subunidad
60S (Grandi et al., 2002). La formacion de estos pre-ribosomas 90S o SSU procesoma (small
subunit processome) ocurre al ensamblarse de una forma jerarquica subcomplejos proteicos pre-
formados (Perez-Fernandez et al., 2007). La composicién de estos subcomplejos denominados
UTP fue descrita por Krogan et al., 2004, definiéndose posteriormente el orden jerarquico,
segun el cual la asociacion del complejo UTP-A/tUTP con el pre-rRNA es necesaria para el
posterior ensamblaje de los complejos snoRNP U3/UTP-B y Rrp5/UTP-C. Este ensamblaje esta
estrechamente unido a la modificacion y el plegamiento del pre-rRNA y posiblemente dirige la
compactacion del pre-ribosoma 90S (Perez-Fernandez et al. 2011). Muchas de las proteinas que
componen el subcomplejo tUTP intervienen no sélo en el procesamiento del pre-rRNA, sino
también en la transcripcion del rDNA (Gallagher et al., 2004) (Fig. 9).
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Figura 9. Modelo de la formacion de la particula pre-ribosémica 90S. El ensamblaje del subcomplejo tUTP con el
pre-rRNA 35S inicia la asociacidn jerdrquica de los complejos indicados para formar la particula pre-ribosémica 90S,
donde comienza la compactacién y el procesamiento del pre-rRNA (Gerhardy et al., 2014).

b) Pre-particulas ribosémicas 40S

La maduracion de la subunidad 40S es un proceso relativamente simple que implica
s6lo a unos pocos factores ribosémicos, los cuales participan principalmente en el exporte
nucleo-citoplasma y las etapas finales de maduracion (Fig. 10). Tras el procesamiento en el sitio
A, la mayoria de los factores unidos a la particula 90S son liberados, aunque algunos
permanecen como Enpl, Pnol, Diml y Hrr25 y ademas se asocian otros como Rio2 o Ltvl.
Estos factores son necesarios para su exporte al citoplasma y para la incorporacién de S3
(Schafer et al., 2003; Gerbasi et al., 2004; Schafer et al., 2006). En estas pre-particulas también
se encuentran las snoRNPs U14, snR10 y snR30 que intervienen en la produccion del rRNA

maduro 18S (Morrisey y Tollervey, 1997; Lemay et al., 2011).

La presencia de la proteina S15 en las particulas pre-40S es necesaria para que sean
exportadas al citoplasma. Este transporte estd mediado por el factor Xpol/Crml y el
heterodimero Mex67-Mtr2 (Segref et al., 1997; Santos-Rosa et al., 1998; Leger-Silvestre et al.,
2004). Se desconoce la indentidad de la proteina adaptadora que se requiere para la interaccion
con Xpol, pero se han propuesto varios factores como Ltvl, Dim2 y Rio2 (Seiser et al., 2006;
Vanrobays et al., 2008; Zemp et al., 2009).

En el citoplasma la particulas pre-40S carecen aln de las RPs S10 y S26 y contienen
varios factores de ensamblaje asociados que previenen un inicio de la traduccion prematuro,
como Pnol, Rio2, Nob1 o Tsrl que se encuentran en los sitios de union de factores de inicio de
la traduccion (elF1, elF1A y elF3), de las proteinas S10 y S26 y ademas ocluyen el canal de
entrada del MRNA. La disociacion citoplasmatica de estos factores de ensamblaje es necesaria
para que finalice la maduracién de la subunidad 40S (Strunk et al., 2011; Karbstein, 2011;
Karbstein, 2013).
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El paso final de maduracion de la particula pre-40S es la dimetilacién por Dim1 en el
pre-rRNA 20S y el procesamiento en el sitio D por la endonucleasa Nob1 para originar el rRNA
maduro 18S (Lafontaine et al., 1994; Lamanna y Karbstein, 2009). Segln varios autores para
que esto ocurra es necesario que la pre-particula 40S se una a través del factor elF5B a
subunidades maduras 60S formando una particula denominada “80S-like particle” (Lebaron et
al., 2012; Strunk et al., 2012; Garcia-Gomez et al., 2014).

c) Pre-particulas ribosémicas 60S

A diferencia de la maduracién de las pre-particulas 40S, la maduraciéon de las pre-
particulas 60S en mucho méas compleja y se puede dividir en las siguientes etapas: una etapa
temprana, en la que se forma un complejo temprano estable pre-60S tras la sintesis del precursor
27SA,, hasta la formacion de los pre-rRNA 27SA;, 27SBs 0 27SBy ; una etapa intermedia, en la

gue ocurre el corte en el sitio C, y se elimina el ITS2, formandose los pre-rRNAs 25.5S y 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 ribosémicas maduras (Fig. 10).

La pre-particula 60S mas temprana esta asociada a numerosos factores de ensamblaje
gue van a ser liberados durante su maduracién a lo largo del nucleoplasma por la accién de
enzimas dependientes de energia como helicasas, ATPasas y GTPasas, lo que les permite
participar en nuevas rondas de biogénesis. De esta manera, la complejidad de las particulas

precursoras es cada vez menor.

e Etapatemprana

Durante esta etapa el precursor 27SA; es procesado para dar lugar al 27SAgs, el cual a su
vez sufre la eliminacion de la region ITS1 por medio de la accion de 12 “factores As” entre los
gue se encuentran Ebp2, Nop7, Erbl, Ytml, Rlp7, Nopl5 y Cicl (Miles et al., 2004;
Jakovljevic et al., 2012; Shimoji et al., 2012). Estos factores se ensamblan de forma jerarquica
siendo todos ellos interdependientes para su incorporacion y necesarios para la posterior
asociacion de Drsl y Hasl (Sahasranaman et al., 2011; Dembowski et al., 2013). En esta etapa
suceden varios cambios en la composicion de los factores ribosémicos, como la asociacién de la
AAA-ATPasa Rix7 que se necesitara para la liberacion de Nsal previa a la transicion del
nucléolo al nucleoplasma (Kressler et al., 2008). Mak5 esta asociada con estas pre-particulas
gue contienen Nsal y parece interaccionar con una serie de factores como Ebp2, Nop16 o Nop4
en lo que se ha denominado “cluster de Mak5”, organizando una serie de reordenamientos
estructurales en la regioén de la subunidad 60S en la que se encuentra L16, L6, L14 y los
segmentos de expansion ES7L y ES39L (Pratte et al., 2013).
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Otro evento importante que ocurre durante esta etapa temprana es la incorporacion del
rRNA maduro 5S en un complejo con las proteinas ribosémicas L5 y L11 y el adaptador Syol
(Ciganda y Williams, 2011; Kressler et al., 2012).
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Figura 10. Representacion esquematica de la maduraciéon de las subunidades ribosémicas 60S y 40S en S.
cerevisiae. El reclutamiento co-transcripcional de RPs y de factores de ensamblaje (procesoma) al pre-rRNA 35S
origina el precursor ribosémico mds temprano, la particula 90S. El corte en el sitio A, separa estos pre-ribosomas
90S en las particulas pre-40S y pre-60S, cuya maduracién es independiente. La asociacidn transitoria de factores de
ensamblaje dirige esta maduracion a lo largo de varias pre-particulas desde el nucleoplasma hasta el citoplasma,
donde finalmente se formaran las subunidades ribosémicas 40S y 60S competentes para la traduccion. Se indica la
asociacion y disociaciéon de algunos factores, asi como los pre-rRNAs mas abundantes en las diferentes pre-
particulas entre paréntesis (Adaptada de M. Bonshack).

e Etapa intermedia

Durante esta etapa, ya en el nucleoplasma, tiene lugar el procesamiento del pre-rRNA
27SB, eliminandose la secuencia ITS2 por el corte en C, que origina los precursores 25.5S y 7S.
Para ello son necesarios 14 factores de ensamblaje denominados factores B (Talkish et al.,
2012), entre los que se encuentran Nsa2, RIp24, Nip7, las helicasas Hasl, Spb4, Drs1 y Dbpl0
y las GTPasas Nogl y Nog2. La mayoria de los factores A3 y de los factores B se asocian en los

pre-ribosomas tempranos, sin embargo Nsa2 y Nog2 se unen més tarde, antes de la escision del
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ITS2 (Saveanu et al., 2001; Lebreton et al., 2006; Sahasranaman et al., 2011; Talkish et al.,
2012).

e Etapa tardia

En esta etapa ocurren los ultimos reordenamientos nucleares, que provocan la
disociacion de la mayoria de factores ribosémicos junto con el exporte de las pre-particulas al
citoplasma. Ademas, en esta etapa finaliza el procesamiento del pre-rRNA 25.5S al rRNA
maduro 25S y el del extremo 3’ del precursor 7S, el cual comienza en el nucleo por la accion del
exosoma originando el precursor 6S, que finalmente serd procesado en el citoplasma dando
lugar al rRNA maduro 5.8S (van Hoof et al., 2000).

Una vez que las pre-particulas 60S han adquirido la competencia para ser exportadas,
atraviesan los complejos de poro nuclear gracias a la accion de varios adaptadores como
Mex67-Mtr2, Nmd3-Xpol, Arx1-Albl, Ecml y Bud20 que interaccionan con las repeticiones
de fenilalalina-glicina (FG) de las nucleoporinas permitiendo a las pre-particulas 60S casi
maduras alcanzar el citoplasma (Santos-Rosa et al., 1998; Gadal et al.,2001; Hedges et al.,
2005; Bradatsch et al., 2007; Yao et al., 2007; Hung et al., 2008; Bradatsch et al., 2012; Bassler
et al., 2012). Por otra parte, Nmd3 y Tif6 permanecen unidos en la zona de las pre-particulas
60S donde contacta la subunidad 40S, evitando asociaciones prematuras de ambas subunidades
(Gartmann et al., 2010; Sengupta et al., 2010).

La maduracion final de las pre-particulas 60S ocurre ya en el citoplasma e incluye la
disociacion de los factores de biogénesis, la incorporacién de las Gltimas RPs y los eventos
finales del procesamiento del rRNA. Estas etapas, van a ser cruciales para completar la
maduracion de las subunidades 60S, pero también para las siguiente rondas de biogénesis, ya

gue los factores de ensamblaje y exporte deben disociarse y reciclarse correctamente.

El primer paso de la maduracion citoplasmatica es la disociacion de RIp24 (“ribosomal
like protein”) por la accion de la AAA-ATPasa Drgl, que implica al mismo tiempo el
ensamblaje de la proteina ribosomica L24. Esto desencadena un mecanismo de “domind” que
provoca que el resto de factores se disocien de una manera secuencial y ordenada (Lo et al.,
2010; Kappel et al., 2012). Paralelamente, la proteina L12 recluta al factor Yvh1, que cataliza la
sustitucion de Mrt4 por la proteina ribosomica PO (Lo et al., 2009), formandose asi el tallo
ribosdmico, que atrae ademas las GTPasas necesarias para la biogénesis de la subunidad 60S,
incluida EfI1, que junto con el factor Sdol, producen la liberacidn del factor Tif6 (Senger et al.,
2001). Este paso esta acoplado a la etapa final de la maduracion de la subunidad 60S, donde

ocurre la disociacion de Nmd3 por la GTPasa Lsgl (Kallstrom et al., 2003; Hedges et al., 2005).
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3.3 Mecanismos de vigilancia en la biogénesis de ribosomas

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

pueden actuar incluso co-transcripcionalmente en la transcripcion del rDNA (Wery et al., 2009).

En el ndcleo, el complejo TRAMP (Trf4/Air2/Mtr4 Polyadenilation Complex) marca a
los precursores de rRNA que se han procesado o ensamblado erroneamente mediante la adicion
de residuos de adenina en su extremo 3°, provocando su degradacion por el exosoma (Allmang
et al., 2000; LaCava et al., 2005; Dez et al., 2006; Houseley y Tollervey, 2006). Se ha sugerido
que la mayoria de los complejos TRAMP-exosoma se concentrarian en un compartimento
nucleolar denominado “No-body”. Los pre-ribosomas ensamblados incorrectamente que
escapen a este mecanismo de vigilancia nuclear se marcan para degradacién en el citoplasma
por la ruta “non-functional RNA decay” (NRD) (LaRiviere et al., 2006; Cole et al., 2009;
Graille y Seraphin, 2012). Cada subunidad tiene su propia ruta independiente de vigilancia
NRD. Las subunidades 60S sujetas al 25S NRD son degradas por el sistema ubiquitina-
proteasoma (UPS) en focos perinucleares, mientras que las subunidades 40S se acumulan en
unos granulos citoplasmicos denominados “P-bodies” y en su degradacion intervienen

componentes de la maquinaria del mRNA “no-go decay” (NGD).

En el citoplasma, el principal mecanismo de control depende de factores que previenen
uniones prematuras de los pre-ribosomas a los mMRNAs vy el inicio de la traduccién temprano.
Como se ha descrito anteriormente, existen una serie de factores como Pnol o Rio2 que se
localizan en las pre-particulas 40S en los sitios de unién de factores de inicio de la traduccion,
impidiendo que éstas participen en este proceso. En el caso de las pre-particulas 60S existen
proteinas muy similares en estructura a RPs como RIp7, RlIp24 o Mrt4 (Ribosomal like
proteins), que ocupan el sitio de auténticas RPs hasta las Gltimas etapas de maduracion,
(Saveanu et al., 2003; Harnpicharnchai et al., 2001; Dunbar et al., 2000; Rodriguez-Mateos et
al., 2009). En las pre-particulas 40S también se ha descrito la homologia entre las RPs S1, S9y
S26 y los factores de ensamblaje Rrp5, Imp3 y Nobl repectivamente (Venema y Tollervey,
1996; Lee y Baserga, 1999).

Ademas, también se ha propuesto que en el citoplasma las pre-particulas pre-40S
pueden interaccionar con subunidades 60S maduras formando un particula “80S like” (Lebaron
et al., 2012) que analizaria su capacidad de union a 60S y la capacidad de descodificacion,

enviandose a degradacién aquellas pre-40S que no son funcionales.
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Por altimo, en condiciones de estrés o en condiciones que no requieran una gran
demanda de ribosomas, como en fase estacionaria, las células tienen mecanismos para reciclar
el exceso de ribosomas y de pre-particulas ribosomicas. Estos procesos son la ribofagia de las
subunidades 60S maduras y la microautofagia en el nucleo de pre-particulas ribosémicas

(“piecemeal microautophagy of the nucleus”’, PMN) (Lafontaine, 2010).

4. TRADUCCION

Los ribosomas maduros 80S, junto con los tRNAs y un elevado nimero de factores,
constituyen la maquinaria traduccional, encargada de traducir la informacion genética contenida
en los mRNA 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 elongacién son eEFs (eukaryotic Elongation Factors), y los que actdan en la

Gltima etapa durante la terminacién 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; para revision ver Aitken y Lorsch, 2012). Durante esta etapa intervienen hasta 12 elFs,
que interaccionan entre si, con el mRNA, con el tRNA y con los ribosomas (Dever, 2002;
Jackson et al., 2010; Voigts-Hoffmann et al., 2012). En la Tabla 1 se enumeran los elFs en S.

cerevisiae, asi como la funcion que desempefian.

En la primera fase de la iniciacién, la subunidad ribosémica 40S recluta el complejo
ternario (CT) formado por el tRNA iniciador de metionina (Met-tRNA) el factor de inicio de la
traduccion elF2 y una molécula de GTP, en una reaccion estimulada por los elFs 1, 1A, 3y 5
(Asano et al., 2000). EI complejo de preiniciacion (PIC) 43S resultante, se une primero al
extremo 5’ del mRNA gracias al complejo eIF4F compuesto por la RNA helicasa elF4A, la
proteina de union al cap elFAE y la proteina adaptadora elF4G. A continuacion, el PIC 43S
rastrea la region lider del mRNA base por base buscando un codén de inicio AUG en un

contexto favorable (“scanning”), usando la complementariedad con el anticodon del Met-tRNA;.
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elF1y elF1A estabilizan una “conformacion abierta” del PIC 43S que es capaz de llevar
a cabo el “scanning” con el tRNA; unido de tal manera, que le permite inspeccionar los tripletes
sucesivos segun van entrando en el sitio P del ribosoma (“Poyr”). La proteina activadora de
GTP, elF5, estimula la hidrolisis del GTP unido a elF2, sin embargo, la disociacion del Pi de

elF2-GDP esté bloqueada por la presencia de elF1 en el complejo.

El apareamiento del tRNA; con un coddn AUG, provoca un reordenamiento de los
factores en el complejo, que incluye el desplazamiento de elF1 y la cola C-terminal de elF1A de
sus respectivas localizaciones cerca del sitio P y el movimiento de esta Gltima hacia el dominio
GAP de elF5, permitiendo la disociacion de elF1 y la consiguiente liberacion del Pi. Estos
eventos desencadenan la transicién del PIC hacia una “conformacion cerrada” con el tRNA;
perfectamente acomodado en el sitio P (“P\y”), lo que finalmente detiene el “scanning” (para

revision ver Hinnebusch 2011; Aitken y Lorsch, 2012; Hinnebusch, 2014).

En este punto se liberan elF2-GDP y elF5. Una segunda GTPasa, elF5B, media la unién
de la subunidad 60S y el ensamblaje del complejo de iniciacion 80S, con la colaboracion de
elF1A. Esta unién de la subunidad 60S produce la hidrolisis de GTP por elF5B, originando un
cambio conformacional en el complejo y su liberacion. Finalmente, la disociacion de elF1A
deja libre el sitio A del ribosoma, con lo que puede unirse el primer tRNA de elongacion, lo que
supone la entrada del ribosoma en la fase de elongacion de la sintesis proteica (Acker et al.,
2006).

Para que pueda tener lugar una nueva ronda de inicio de la traduccion el CT debe
formarse de nuevo, siendo para ello necesaria la sustitucién del GDP unido a elF2 inactivo por
una molécula de GTP. Este reciclaje de elF2-GDP a la forma activa elF2-GTP, es realizado por
el factor elF2B. Este intercambio de nucle6tidos de guanina llevado a cabo por elF2B es un
punto clave en la regulacion del inicio la traduccion muy conservado en eucariotas. Asi, la
fosforilacién de la subunidad o de elF2 impide este intercambio de GDP a GTP, disminuyendo
la cantidad de CT en diferentes situaciones que inhiben la iniciacion, como la carencia de

aminoécidos.
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Factor de Funcion
iniciacion

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

elF1A Facilita la union del CT a la subunidad 40S y coopera con elF1 en la seleccion
del codon de inicio de la traduccion

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

elF2B Factor intercambiador de nucle6tidos de guanina para convertir el GDP a GTP
unido a elF2

elF3 Promueve la uniéon del CT a la subunidad 40S y de ésta al mRNA, la
reiniciacion y el reconocimiento del AUG

elF4A Helicasa de la familia DEAD-box

elF4B Promueve la actividad helicasa de elF4A

elFAE Proteina de union al extremo 5°-m’GpppX de la estructura “cap” del mMRNA

elF4F Complejo de union al “cap” formado por elF4A, elF4E y elF4G; desenrolla
la region 5° del mRNA y media la unién del complejo 43S

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

elF5 Reconocimiento del AUG y promueve la actividad GTPasa de elF2

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

Tabla 1. Factores de inicio de la traduccion y funciones que desempefan en S. cerevisiae
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Figura 11. Modelo de iniciacion de la traduccion en eucariotas. El inicio de la traduccion comienza con el
reclutamiento del complejo ternario (TC) a la subunidad 40S con la ayuda de elF1, elF1A, elF3 y elF5 para la
formacién del PIC43S, que se asocia entonces al mRNA activo cerca del extremo 5’ con la ayuda de elF4 y comienza
el scanning en busca del codén de inicio (conformacién “abierta”, P\y). Al reconocer el AUG correcto se cambia la
conformacién a “cerrada” (Poyr), se disocia elF1 y se libera el Piy elF2:GDP. Se une la subunidad 60S con la ayuda de
elF5B, que se liberard junto con elF1A tras la formacion del complejo de iniciacién 80S (IC).En este momento el
ribosoma comienza la elongacion. Cuando se encuentra un coddn sin sentido la cadena polipeptidica naciente se
libera por los factores de terminacion y el mRNA y las subunidades se disocian, reciclandose para una nueva ronda
de traduccion (Jackson et al. 2010).
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4.2 Elongacién de la traduccion en S. cerevisiae

La elongacion es el proceso mediante el cual se va formando la cadena polipeptidica
que compondré la proteina codificada por cada mRNA. Se divide en 3 etapas: (i) Unién del
tRNA 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).

Tras la iniciacion, el ribosoma 80S estd preparado en el mRNA con el anticodon del
tRNAM emparejado con el codén de inicio y el segundo codén de la ORF en el sitio A
esperando la union del aminoacil-tRNA correspondiente. El factor de elongacién eEF1A une
este aminoacil-tRNA de manera dependiente de GTP vy lo dirige al sitio A. El reconocimiento
del codon por el tRNA hace que eEF1A hidrolice GTP y se libere, acomodando el aminoacil-
tRNA en el sitioA. El factor eEF1B va a reciclar el eEF1A-GDP liberado a eEF1A-GTP. A
continuacion tiene lugar la formacion del enlace peptidico acompafiada de una transicion de los
tRNAs a un estado hibrido con los extremos aceptores moviéndose hacia los sitios P y E.
Posteriormente, eEF2-GTP promueve la translocacion final de los tRNAs a los sitios P y E,
liberdndose tras la hidrélisis de GTP. El ribosoma queda preparado para un nuevo ciclo de
elongacién con el tRNA deaminoacilado en el sitio E, el péptido en fomacion unido al tRNA en
sitio P y un nuevo eEF1A-aminoacil-tRNA-GTP uniéndose al sitio A (para revision ver Dever y
Green, 2012).

Ademas de los factores de elongacion canonicos eEF1 y eEF2, en levaduras y otros
hongos superiores se requiere el factor eEF3, pero no asi en mamiferos. Se ha propuesto que
eEF3 podria facilitar la liberacion del tRNA deaminoacilado del sitio E tras la translocacion
(Andersen et al., 2006).

4.3 Terminacion de la traduccion en S. cerevisiae

La terminacion de la traduccion tiene lugar cuando uno de los tres codones sin sentido o
de parada (UAA, UAG, UGA), que indican el final de la ORF codificada en el mensajero, entra
en el sitio A del ribosoma. La terminacion en eucariotas esta catalizada por 2 factores de
terminacion eRFs: eRF1 y eRF3 (Zhouravleva et al., 1995; Alkalaeva et al., 2006). El factor
eRF1 es el responsable del reconocimiento con alta fidelidad de los codones sin sentido y de la
hidrolisis del peptidil-tRNA y eRF3 acelera la liberacion del péptido e incrementa la eficiencia
de terminacion de una manera dependiente de GTP (Eyler y Green, 2011). Ademas, la ATPasa
ABCEL1 (RIil en levaduras) va a desempefiar un importante papel en esta hidrolisis y liberacion
de la cadena peptidica, asi como en el reciclaje de los distintos factores una vez terminada la
traduccion (Pisarev et al., 2010; Barthelme et al., 2011; Shoemaker y Green, 2011; Young et al.,
2015).

30



Introduccion

Cuando un codén de parada entra en el sitio A, el complejo eRF1-eRF3-GTP lo
reconoce Yy tras la hidrélisis de GTP se libera eRF3. Posteriormente se une el factor ABCE
facilitando la acomodacion de eRF1 en una configuracion activa y se produce la liberacion de la
cadena peptidica por la hidrolisis del enlace con el tRNA, finalizando asi la traduccion. En este
punto las subunidad ribosomicas tienen que disociarse y el mRNA y el tRNA deacilado

liberarse para permitir nuevas rondas de traduccion.

La disociacion de las subunidades ribosémicas tiene lugar por la accién del complejo
Dom34-Hbs1, estimulado por la hidrdlisis de ATP que realiza Rlil (Pisareva et al., 2011,
Shoemaker y Green, 2011; Becker et al., 2012; Guydosh y Green, 2014). No obstante, existen
casos en los que el complejo se separa sélo parcialmente para permitir una clase de eventos

denominados como “reiniciacion”.
4.4 Regulacion de la traduccion en S. cerevisiae

Los mecanismos de regulacion traduccional son criticos en la regulacion global de la
expresion génica en eucariotas. Generalmente, la regulacion traduccional puede ejercerse bien
de manera general reduciendo la traduccion global de los mMRNAs celulares, o bien de manera
especifica, a través de sofisticados mecanismos que dependen de elementos cis y trans

particulares para regular la sintesis de proteinas determinadas.

e Regulacidon global de la sintesis de proteinas

En condiciones adversas para el crecimiento celular, como son la carencia de nutrientes
o diversos tipos de estrés, se produce la inhibicion temporal y reversible de la sintesis general de
proteinas, por medio de la fosforilacion de la serina 51 de la subunidad a de elF2 (Matts et al.,
1983; Dever et al., 1992; Ashe et al., 2000; Shenton et al., 2006; Spriggs et al., 2010; Liu et al.,
2013; Shalgi et al., 2013). Esta fosforilacion reduce la actividad de elF2B para el reciclaje de
elF2-GDP a elF2-GTP, por lo que disminuye la cinética de formacion del CT y de la sintesis de
proteinas (Rowlands et al., 1988; Dever et al., 1995).

En S. cerevisiae, existe una sola proteina-quinasa de elF2a, Gcn2, que lo fosforila
cuando las células carecen de algiin aminoacido o purina (Dever et al., 1992; Hinnebusch,
1994), o por limitacion de glucosa (Ashe et al., 2000; Yang et al., 2000). En mamiferos, ademas
de la ortdloga de Gen2 (Harding et al., 2000; Sood et al., 2000), 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 y London, 1995), Perk se activa en

respuesta a la alta concentracion de proteinas sin plegar en el reticulo endoplasmico (Harding et
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al., 1999), Pkr se induce por interferon o por RNA de doble cadena (Hovanessian, 1991;
Samuel, 1993; Lemaire et al., 2008).

e Regulacidn de la sintesis de proteinas especificas por UORFs

Uno de los mecanismos especificos de regulacion traduccional es la “reiniciacion de la
traduccién”, que se basa en la presencia de pequefias fases de lectura abierta (UORFs, de
upstream Open Reading Frames) en la secuencia lider de algunos mRNAs. La reiniciacion se
caracteriza por la capacidad de los UORFs para retener subunidades 40S (o PIC 43S) en la
misma molécula de mMRNA después de haber sido ellos traducidos por el ribosoma 80S y de que
la subunidad 60S esté de nuevo disponible gracias a los mecanismos de reciclaje de ribosomas
(Jackson et al., 2012; Valasek, 2012).

Generalmente, la presencia de uORFs impone una barrera funcional a la expresion de la
OREF principal, resultando en bajas cantidades de la proteina que codifica. Sin embargo, este
efecto represor puede ser revertido bajo determinadas condiciones o tipos de estrés, en las que la
presencia de UORFs promueve o incrementa la expresion de ORFs que permanecen silenciadas
en condiciones fisiologicamente normales. El ejemplo mejor estudiado hasta la fecha es el del
MRNA GCN4, en el que el control traduccional mediado por uORFs permite una respuesta
celular rapida al estrés nutricional en S. cerevisiae ya que es muy sensible a las cantidades de
CT, de varios factores elF y de subunidades ribosémicas (Hinnebusch, 2005; Valasek, 2012).
GCN4 es un factor que activa la transcripcién de mas de 500 genes entre los que se encuentran
los que codifican enzimas de las distintas rutas de la biosintesis de amino&cidos en respuesta a
la carencia de alguno de los mismos (Natarajan et al., 2001; para revision, ver Hinnebusch,
2005).

4.4 Regulacién traduccional de GCN4

La expresion del gen GCN4 estd regulada traduccionalmente en funcion de la
disponibilidad de aminoéacidos, por un mecanismo de “reiniciaciéon de la traduccion” que
depende de 4 cortas fases de lectura (UORFs 1-4) en la region lider del mRNA-GCN4
(Hinnebuch, 1996) y por una serie de efectores positivos (GCN) y negativos (GCD).

e Elementos requladores en cis:

Las 4 uORFs son elementos reguladores en cis que contienen 3 ¢ 4 codones codificantes
y estéan situados entre -150 y -360 nucle6tidos en posicién 5° con respecto al codon de iniciacion
AUG de GCN4. La eliminacion de las 4 uORFs por delecion (Hinnebusch, 1984) o por
mutaciones puntuales en sus codones de iniciacion (Mueller y Hinnebusch, 1986) provoca la

sintesis de Gcn4 constitutivamente, tanto en condiciones normales como de carencia de

32



Introduccion

amino&cidos. Por tanto las 4 uUORFs regulan la traduccién de GCN4. Sin embargo, no todas ellas
contribuyen del mismo modo a la regulacién traduccional. Se ha establecido que las UORF1 y
UORF2 son elementos positivos que estimulan la expresion de GCN4, aunque en mayor medida
la primera. Mientras que las UORF3 y uORF4 muestran un marcado efecto negativo, aunque

mayor en el caso de la uUORF4 (Mueller y Hinebusch, 1986).

La uORF1 tiene un efecto positivo sobre la reiniciacion, ya que el 50% de subunidades
ribosdmicas permaneceran asociadas al MRNA de GCN4 después de traducirla Por el contrario,
el efecto negativo de la UORF4 hace que la mayoria de los ribosomas se disocien del mensajero
tras traducirla, de modo que no llegardn mas que el 1% hasta el AUG de GCN4 (Miller y
Hinnebusch, 1989; Abastado et al., 1991).

e Elementos requladores en trans:

La regulacion traduccional de GCN4 también depende de una serie de efectores que
acttian en trans, denominados GCN y GCD (Harashima y Hinnebusch, 1986). Estos factores se
identificaron mediante mutaciones que alteran la sintesis de GCN4. Segun el fenotipo que

causan, estas mutaciones se pueden agrupar en dos clases:

- Mutaciones recesivas en genes GCN (“General Control Non-derepressible™)
mantienen reprimido a GCN4 constitutivamente, inhibiendo la desrepresion traduccional de
GCN4 que tiene lugar en una cepa silvestre en condiciones de carencia de aminoacidos; es decir,
la traduccion de GCN4 es muy baja, o basal, en mutantes gcn en todas las condiciones. Este
fenotipo, denominado Gcen’, indica que los genes GCN codifican reguladores positivos de la
expresion de GCN4 (Hinnebusch, 1988, 1992). La incapacidad de mutantes gcn para
desreprimir el GCN4 y por tanto los genes de biosintesis de aminoacidos controlados por él,
hace que sean mas sensibles que las cepas silvestres a diversos compuestos que inhiben la
biosintesis de aminoacidos como el sulfometuron metilo (SMM), un inhibidor de la biosintesis

de isoleucina y valina (LaRossay Scholss, 1984; Falco y Dumas, 1985; Jia et al., 2000).

- Mutaciones en genes GCD (General Control Derepressed) causan desrepresion
constitutiva de la traduccion de GCN4 y de los genes regulados por él. El estudio de mutantes
con fenotipo Ged™ permitié identificar a las proteinas GCD como reguladores negativos de la
sintesis de Gcnd4, ya que reprimen su traduccion en condiciones de suficiencia de aminoécidos
(Hinnebusch, 1985; Harashima y Hinnebusch, 1986; Mueller et al., 1987). Los mutantes Gcd’,

al contrario de los Gcen', son resistentes a compuestos que inhiben la biosintesis de aminoacidos.

Ademas, las mutaciones gecd suprimen el efecto de las mutaciones gcn, indicando que

las funciones de los genes GCD son posteriores a las de los GCN en la regulacion traduccional
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de GCN4 (Hinnebusch y Fink, 1983; Harashima y Hinnebusch, 1986; Hinnebusch 1992;
Hinnebusch 1996).

El modelo de regulacion traduccional de GCN4 propone que:

A) En condiciones de suficiencia de aminoacidos (Figura 12 A) los ribosomas se unen
a la secuencia lider del MRNA de GCN4 y traducen la UORF1, tras lo cual aproximadamente el
50% de las subunidades 40S contintan asociados al MRNA, reiniciando el rastreo cadena abajo
a lo largo del lider (Abastado et al., 1991). En estas condiciones, la cinética de reciclaje de
elF2-GDP a su forma activa elF2-GTP y la sintesis del CT es rapida, por lo que las subunidades
40S adquieren “a tiempo” los factores de iniciacion y una subunidad 60S, para reiniciar la
traduccion en alguno de los restantes UORFs (UORF2, 3 y 4). La traduccién de los uORF 3y 4
provoca la disociacion con alta frecuencia de subunidades ribosémicas y esto impide que un alto
porcentaje de ellos alcance el coddn de iniciacion de GCN4. En consecuencia, la traduccién de

GCN4 esta reprimida.

A) Condiciones de suficiencia de aminoacidos, CT y subunidades 60S:

Represion de la traduccion de GCN4

> EoD
@ 0 eIF2 GDP

Met - e
Complejo T
O 60S m Ternario €D DP@
(€T) @ IF2B

elF2-GTP Activo

Niveles altos
de CT

O
Met

O6OSI\E§§ k5 \
GCD /‘ \

Niveles basales de GCN4

Figura 12A. Regulacion de la traduccion del mRNA GCN4 en condiciones de suficiencia de aminoacidos y de
complejo ternario (CT). Los factores GCD median la represidn traduccional a través de las cuatro uORFs de la
secuencia lider del mRNA GCN4. Después de traducirse la uORF 1, la subunidad 40S adquiere rdpidamente el TC y
reinicia la traduccion en la uORF 2, uORF 3 o uORF 4. El ribosoma 80S se disocia del mRNA con alta frecuencia
después de terminar la uORF 4, dejando la uORF auténtica de GCN4 sin traducir (Adaptado de Gebauer y Hentze,
2004).

B) En condiciones de carencia de amino&cidos (Figura 12 B) existen altas
concentraciones de tRNA descargados que estimulan la actividad quinasa de Gen2. La unién de
tRNAs no aminoacilados al dominio HisRS (histidil-tRNA-sintetasa) provoca un cambio en la

conformacion de Gcen2, activando su actividad quinasa, que produce la fosforilacion de elF2a
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(Wek et al., 1989; Lageix et al., 2014). En este proceso intervienen Genl y Gen20 (Vazquez de
Aldana et al., 1995; Garcia-Barrio et al., 2000; Garcia-Barrio et al., 2002; Sattlegger y
Hinnebusch, 2005). EI complejo Genl-Gen20 facilita la union del tRNA descargado al sitio A
del ribosoma, o su transferencia desde el sitio A al dominio HisRS de GCN2, para su activacion
(Hinnebusch y Natarajan, 2002; Hinnebusch, 2005).

Cuando hay insuficiencia de algin aminoéacido la cinética de formacién del complejo
ternario es mas lenta debido a la fosforilacion de elF2a por Gen2. Los ribosomas que han
traducido la UORF1 no adquieren complejo ternario “a tiempo” para traducir las otras uORFs y
contindan el rastreo hacia el AUG auténtico de GCN4 en un proceso que denominado leaky
scanning (Abastado et al., 1991). El modelo se basa en evidencias experimentales que indican
que las subunidades 40S han recorrido un espacio suficiente y ha transcurrido el tiempo
necesario para que se recicle el CT cuando alcanzan el AUG de GCN4, (Dever et al., 1992). De
este modo, la fosforilacion de elF2a favorece la traduccion de GCN4, que activa la transcripcion

entre otros, de multiples genes de las diferentes rutas de biosintesis de aminoéacidos.

B) Condiciones de carencia de aminoacidos y de CT :

Activacion de la traduccion de GCN4

feeni| wx B HsRs LGN Gen2p

Met Quinasas
OGOS 1 p' ) deelF2a )
) ‘H}CN.'H o elF2-GDP

Niveles bajos
de CT

Complejoinactivo
de eIF2-P-elF2B

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

Figura 12B. Regulacion de la traduccion del mRNA GCN4 en condiciones de carencia de aminoacidos y de
complejo ternario. En situaciones de carencia de aminoacidos Gcn2 fosforila a elF2a, disminuyendo la cinética de
formacién del CT y su concentracidn, por lo que muchos ribosomas 40S lo adquieren una vez que han sobrepasado
la UORF 4. De este modo la reiniciacidon de la traduccién ocurre en la ORF real de GCN4, aumentando su sintesis.

C) La traduccién del mRNA GCN4 estd regulada ademas por la integridad y
disponibilidad de subunidades 60S. Asi, mutaciones que afectan a proteinas RPL o la delecion
de uno de los paralogos que la codifican inducen la expresion de GCN4 (Foiani et al., 1991;

Martin-Marcos et al., 2007; Steffen et al., 2008). En estos mutantes, las subunidades 40S que
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hayan traducido la UORF1 contienen ya los elFs necesarios y vuelven a ser “equipadas para
reiniciar” al adquirir pronto el CT, pero si no unen subunidad 60S “a tiempo”, o éstas tienen
defectos para unirse a ellas o los ribosomas no son completamente funcionales, realizaran
“leaky scanning” 0 rastreo sin lectura de algunos o todos los siguientes uORFs. Por lo que se
incrementard el flujo de subunidades 40S reiniciadoras en direccion 3°, aumentando el ndmero

de los que alcanzaran la ORF de GCN4, traduciéndola (Figura 12 C).

O) Condiciones de disminucion o disfuncion de subunidades 60S:

Activacion de la traduccion de GCN4

@ 60S Met

GCD

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

Figura 12C. Regulacion de la traduccion del mRNA GCN4 en “mutantes 60S”. En aquellas condiciones en las que la
cantidad o la funcionalidad de subunidades 60S se encuentre disminuida, la mayoria de subunidades 40S que tras la
traduccién de la UORF 1 contindan el rastreo, no van a unir a tiempo subunidades 60S para traducir las siguientes
UORFs. Por tanto, se favorece que la adquieran para la traduccién de la ORF de GCN4 (fenotipo Gced). Sin embargo,
si los defectos en las subunidades 60S impiden la traduccién efectiva de la uORF1 no tendria lugar la activacion de la
sintesis de GCN4 (fenotipo Gen').
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Antecedentes y Fundamento

Un objetivo de nuestro grupo es identificar nuevas funciones biol6gicas esenciales para
la iniciacion de la traduccién eucaridtica o su regulacion. Para ello, empleamos como organismo

modelo la levadura Saccharomyces cerevisiae y el sistema de regulacion traduccional de GCN4.

Debido a las caracteristicas peculiares de su secuencia lider, la traduccion del mRNA
GCN4 es altamente sensible a mutaciones que alteran la cantidad o la funcionalidad de
componentes esenciales de la maquinaria traduccional. Asi, la regulacion traduccional de GCN4
ha permitido identificar nuevos factores que intervienen en la traduccion general de mensajeros
(proteinas ribosémicas, factores de inicio de la traduccion, proteinas implicadas en la sintesis o
procesamiento del tRNA iniciador, la biosintesis del GTP, la formacion del complejo ternario
etc.). Ademas, es posible valorar el efecto que tienen sobre su traduccion mutaciones sintéticas

en genes que codifican componentes esenciales de la maquinaria de sintesis de proteinas.

La caracterizacion de mutantes espontaneos gcd de S. cerevisiae en los que la
traduccion del mMRNA GCN4 estd desreprimida constitutivamente, permitié a nuestro grupo
identificar nuevos genes GCD que codifican proteinas esenciales para la iniciacion de la
traduccion y estan conservadas evolutivamente, de levaduras a humanos. Entre ellos, GCD17
codifica la proteina esencial L33A, un componente de la subunidad ribosémica 60S. La proteina
L33A es indispensable para la maduracién de precursores especificos de los RNA ribosémicos y
la biogénesis de la subunidad 60S, y para la unién de las subunidades 60S y 40S en el paso final
del inicio de la traduccion (Martin-Marcos et al., 2007). La ejecucion de este trabajo atrajo el
interés del grupo a analizar las funciones precisas que pueden tener otras proteinas ribosémicas

en la biogénesis de los ribosomas y en la iniciacién o la regulacion de la traduccion.

El ribosoma eucariota ha adquirido un renovado interés debido al creciente nimero de
evidencias experimentales que le confieren un papel regulatorio en el control de la expresion
génica (Xue y Barna, 2012). Asimismo, las estructuras de alta resolucién del ribosoma de S.
cerevisiae y de otros organismos eucariotas publicadas recientemente, permiten predecir e
identificar nuevas interacciones moleculares entre los rRNA y las proteinas ribosémicas, o de
esos componentes con factores de traduccion, que contribuyan a entender méas acerca de este

proceso y su regulacion

En lalevadura S. cerevisiae, X de las 79 proteinas ribosémicas (RP) son esenciales para
la viabilidad celular, ya que participan en el procesamiento de los precursores y el plegamiento
secuencial de los rRNA y en la formacion de las sucesivas pre-particulas ribosémicas durante la
biogénesis de los mismos. Las RPs contribuyen a la estabilidad y la funcionalidad del ribosoma
maduro y a la regulacion de la expresion génica, ya que interaccionan especificamente con

factores solubles de traduccion, o con regiones concretas del mMRNA o los tRNAs durante la
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sintesis de proteinas en los eucariotas. A pesar de que la secuencia de aminodcidos y la
estructura de las RPs estan bastante conservadas evolutivamente en los tres dominios de la vida,
poco se sabe de la funcion precisa que desempefian muchas de ellas en los ribosomas maduros,
particularmente, aquellas que son nuevas o exclusivas del ribosoma eucariota o aquellas que,

estando ya presentes en bacterias y arqueobacterias, poseen extensiones aminoacidicas nuevas.

Cuando una RP esencial no se ensambla a tiempo o no lo hace adecuadamente durante
la biogénesis de los ribosomas, se interrumpe la ruta de procesamiento de ciertos precursores de
los rRNAs (pre-rRNA) en sitios concretos de los transcritos y la maduracion de particulas
precursoras de las subunidades ribosémicas 60S y/o 40S, que si son muy defectuosas son
eliminadas generalmente por distintos sistemas de vigilancia celulares. En la mayoria de los
estudios recientes acerca de las funciones de las RP esenciales en S. cerevisiae se han
descubierto los efectos que produce una reduccién de su dosis en la biogénesis de los ribosomas
(bien eliminando uno de los dos genes paralogos que las codifican, en su caso, o bien usando
promotores reprimibles) (Ferreira-Cerca et al., 2005; Poll et al., 2009; Gamalinda et al., 2013;
Fernandez-Pevida et al., 2014). Sin embargo, se desconoce el papel exacto que desempefian la
mayoria de las RPs, asi como sus diferentes dominios estructurales, en la sintesis de proteinas

que efectta el ribosoma maduro.

Para identificar los aminoécidos o los dominios estructurales, conservados o especificos
de las RP eucaridticas que determinan algunas de sus funciones esenciales en los procesos
mencionados, particularmente en la traduccion, es necesario disponer de versiones mutadas o
alteradas que se incorporen en los ribosomas y caracterizar los fenotipos de los mutantes
viables correspondientes. Para estudiar dichos procesos, se pueden aprovechar las ventajas que
ofrece el andlisis mutacional y las numerosas herramientas moleculares y aproximaciones
experimentales que se han desarrollado en el organismo modelo S. cerevisiae. Estos estudios
aportaran informacion sobre las funciones fisioldgicas de las RP, ya que se podra correlacionar
el fenotipo de los mutantes con las interacciones que puedan alterar las respectivas mutaciones

en la estructura de alta resolucién del ribosoma 80S de la levadura.
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Objetivo

El objetivo de este trabajo ha sido investigar las funciones primarias de la proteina
ribosdmica eucaridtica L16/uL13 en la biogénesis de ribosomas y en la traduccién de S.
cerevisiae. Para ello, se realiz6 mutagénesis al azar y dirigida de RPL16B, uno de los dos genes
parélogos que codifican esta proteina esencial componente de la subunidad 60S del ribosoma en

S. cerevisiae, tratando de obtener mutantes hipomarficos, o de pérdida parcial de funcion.

En la primera parte de esta memoria se describe la caracterizacion genotipica y
fenotipica de varios mutantes hipomorficos (rpl16b*) obtenidos por mutagénesis al azar y en la
segunda la caracterizacion de dos mutantes (rpl16bACT) que codifican proteinas truncadas
carentes de parte del extremo carboxilo terminal exclusivamente eucariético de L16 y que

fueron obtenidos por mutagénesis dirigida.
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Resultados

1. MUTAGENESIS ALEATORIA DEL ALELO RPL16B,

Como se ha mencionado en la Introduccion, de acuerdo con la nueva nomenclatura
establecida para las proteinas ribosémicas en Ban et al., 2014, L16 se designa como uL13, sin
embargo, a lo largo de toda la memoria se le denominard como L16, de acuerdo a la

nomenclatura anterior.

Nuestro objetivo era generar mutaciones en la fase de lectura abierta (ORF) de RPL16B
que afectasen a la secuencia de aminoacidos de la proteina L16 y que no alterasen
(potencialmente) la regulacion de la expresion de dicho gen. Dado que RPL16B posee un intron
de 449 bp que es de tamafio similar al de la ORF (598 bp), construimos un alelo carente de
intrén sobre el que se realizaria la mutagénesis aleatoria. Con esta finalidad se construyeron los
plasmidos pAGH1 y pAGH2, los cuales portan un alelo funcional RPLI16BAi que consta del
promotor natural, la ORF y la region 3> UTR del gen RPL16B clonado en los vectores
centroméricos YCplaclll (CEN4, LEU2) e YCplac33 (CEN4, URA3) respectivamente (Ver
Materiales y Métodos).

El alelo RPL16B4i clonado en el plasmido pAGH1 se someti6 a mutagénesis al azar in
vitro con el kit “GeneMorph II EZ-Clone Domain Mutagenesis Kit” de Agilent (Materiales y
Métodos y Fig. 13), que permite generar transiciones y transversiones de las diferentes bases
nitrogenadas del DNA con una frecuencia similar. Se llevé a cabo una primera reaccion de PCR
para la amplificacion del molde RPLI6BAi con una DNA polimerasa de baja fidelidad
(Mutazyme 1l) y después, la coleccion de moléculas mutadas se usé como cebador o
“megaprimer” para amplificar todo el plasmido pAGH1 usando una polimerasa de alta fidelidad
(Materiales y Métodos). A continuacion, se transform6 con los plasmidos amplificados células
ultracompetentes de E. coli, se recogieron conjuntamente las colonias de 2200 transformantes
individuales y se purificé a partir de ellas DNA plasmidico, obteniéndose una genoteca de

plasmidos con alelos mutados rpl16b4;*.

Se transform6 con la genoteca obtenida la cepa de levadura haploide Hm699 (4rpll6a
Arpll16b ura3A0 leu2A0 [RPL16B CEN4 URA3]), que deriva de la cepa TY931 (P6ll et al.,
2009) y se seleccionaron aproximadamente 5.000 transformantes capaces de crecer en medio sin
leucina (Leu™), que se extendieron en placas de medio minimo SD sin uracilo (-ura) ni leucina (-
leu), de modo que mantuvieran a la vez el plasmido silvestre (URA3) y los posibles plasmidos
mutados (LEUZ2). Estas placas se replicaron a medio SD con &cido 5-fluororético (5-FOA)
(Boeke et al. 1984) y se incubaron a 28°C. En este medio se seleccionaron aquellos
transformantes que pudieran perder el gen silvestre clonado en el vector URA3 (Ura) y que
portaran los alelos con mutaciones viables en el plasmido con el marcador LEU2 (rpll6bAi*

CEN4 LEU2) (Ver Figura 13B). Posteriormente, se analiz6 mediante réplica en placa el fenotipo
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de crecimiento de los transformantes viables en 5-FOA, para analizar si esos clones Ura
mostraban crecimiento lento (slg) a una o varias temperaturas (18°C, 28°C y 37°C), indicativo
de la pérdida parcial de funcién de la proteina esencial L16. De este modo, se seleccionaron 70
clones con marcado fenotipo slg y se recuperaron en E. coli los plasmidos con cada uno de los
alelos rpl16b4;* mutantes (Filetici et al. 1985) (Materiales y métodos). Se transformé de nuevo
con cada uno de ellos la cepa HmM699, para determinar en qué casos los fenotipos slg dependian
de la presencia de un plasmido portador de un alelo rpl16b4* y descartar aquellos en los que se
debiera a la aparicién de alguna mutacién cromosdmica espontanea.

A) 1)PCR con 2) Obtencion 3) Amplificacion 4) Digestion con Dpnl 5) Transformacion E. coli
Mutazyme II megaprimer vector por

mutado PCR de alta fidelidad LEUZ
Gmf

LEU2

g ~650nt —- RPLIGE, -
3 i
RPLIGE, € LEU2 }
RPLIEB,,
Obtencion
PI6D "y Genoteca de
plI6D*y; ~2200 clones

B)

LEU2 ~5000 clones

— s —

SD* SFOA28°C

pl16D*y;

Figura 113. Esquema de la estrategia seguida para (A) la obtencién de la genoteca de alelos mutantes RPL16BA;*
en E. coliy (B) la seleccion de mutantes rp/l16bA;* ura de S. cerevisiae.

Finalmente, se secuenciaron 50 alelos mutantes rpll6b4;*, tanto la secuencia
codificante como la region promotora y terminadora, utilizando los oligonucle6tidos L16BmutF
y L16BmutR (Materiales y Métodos, Tabla 3 Anexos). La gran mayoria de los alelos tenian una
Unica mutacion, aunque también se recobro alguno con varias mutaciones. En estos casos las
mutaciones se generaron independientemente como se describe en Materiales y Métodos. Para
ello, los alelos mutados se digirieron con endonucleasas de restriccion con sitios de corte Unicos

(Bglll, Sacl y Accl), dando lugar a fragmentos que contenian una sola mutacién o dos en algln
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caso, los cuales se subclonaron posteriormente dentro de la secuencia codificante de la proteina,

en el plasmido pAGH1 digerido con las mismas enzimas.

Se obtuvieron asi, mas de 40 mutantes con una Unica mutacién, que en muchos casos
provoca cambios en aminoacidos conservados evolutivamente en la estructura de L16, 0 en
residuos que se predice de la estructura que interaccionan con determinados rRNAs o con otras
RPs de la subunidad 60S.

10 20 30 40 S0 60

MSQPVVVIDAKDHLLGRL ASTIAKQVL NGQKIVVVRAEAL NI SGEFFRNKLKYHDFLR KA
[} [ ¥ Lol Lol ol
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—————— AU AR ARRARARARARAR s KRR -
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QALRVLRL KPGRKYTTLGKLSTSVGWKYEDVVAKL EDKRKVRSAEYYAKKRAFTKKVSSA
SR RAS AVVVAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARARARS

Figura 14. Aminoacidos de la proteina L16B sustituidos por las distintas mutaciones rp/l16bA;* aisladas. Las a-
hélices y las laminas B de la estructura secundaria de L16B se representan como hélices verdes y como flechas
azules respectivamente. Los residuos sustituidos se muestran en rojo.

YEPD 37°C
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Figura 15. Fenotipo de crecimiento de cepas isogénicas Arpl16a Arpl16b que portan los alelos RPL16BA; que se
indican. Células que portan los alelos RPL16BA; indicados se estriaron en placas de YEPD que se incubaron durante
dos dias a 37°C.
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Finalmente, se volvi6é a comprobar el fenotipo de crecimiento lento slg de los mutantes
rpl16bA4i* seleccionados y se eligieron los cinco con un fenotipo mas marcado, los cuales

contienen los siguientes cambios de aminoéacidos:

% 18N

% A23D

s A37D

< M86V

% 18N R93H

La caracterizacion fenotipica de los cinco mutantes correspondientes de S. cerevisiae se

describe a continuacion.

2. PREDICCION DE LAS ALTERACIONES QUE CAUSARIAN
LAS VARIANTES DE L16B EN LA ESTRUCTURA DE ALTA
RESOLUCION DE LA SUBUNIDAD 60S

Utilizando las coordenadas de la estructura cristalografica del ribosoma eucariético 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 las variantes de L16B en la estructura del ribosoma. Usando dichas coordenadas y el
programa UCSF-Chimera, con la colaboracién del Dr. Rafael Giraldo (investigador experto en
cristalografia de proteinas del CIB, Madrid) se determind la posicion de los aminoacidos
cambiados en L16B por las distintas mutaciones que se seleccionaron en este trabajo. En la
figura 16 se representa la region de la subunidad 60S donde se ubica la proteina L16 y las
posiciones que ocupan los aminoécidos que resultan sustituidos por otro como consecuencia de

las mutaciones.
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Figura 16. Representacion en la estructura de la subunidad 60S de S. cerevisiae de la localizacién de los
aminodacidos sustituidos en L16B. A) Representacién de la estructura de la subunidad 60S de S. cerevisiae con las
proteinas L16 (azul turquesa), L33 (rojo), L20 (azul oscuro), L9 (rosa), L14 (fucsia), L6 (amarillo) y L3 (naranja); el
rRNA 25S se representa en gris. B) En verde se sefialan las cadenas laterales de cada uno de los aminoacidos
sustituidos como consecuencia de las 5 mutaciones rpl16bA;*. También se representa el rRNA 25S en gris,
sefialandose los nucledtidos G1177 y G1313 y las mismas RPs del apartado A).

Los aminoacidos 1le8, Ala23 y Ala37 de L16B serian necesarios para estabilizar el
plegamiento de L16B, al formar parte del nucleo hidrofébico en la estructura tridimensional de
la proteina. Asi, la sustitucion de esos residuos por aminoacidos cargados negativamente, como
es el caso del cambio a aspéartico de las alaninas 23 y 37; o polares como es el cambio de la
isoleucina 8 a asparagina, podrian desestabilizar la proteina, de modo que ésta seria mas
inestable a alta temperatura, siendo quiza la causa de la termosensibilidad observada en el

crecimiento de los mutantes correspondientes.

El aminoacido Arg93 interacciona con el fosfato de la base G1177 del rRNA 25S, de
manera que su sustitucién a histidina convertiria este puente de hidrégeno en una interaccién
polar, mucho mas débil. El residuo Met86 establece una interaccion hidrofobica con la ribosa
del nucledtido G1313 del rRNA 25S, por lo que su cambio a un aminoacido méas pequefio como
es la valina aumentaria la distancia entre los &tomos de carbono de esos residuos de la proteina y

el RNA, impidiendo la interaccion hidrofébica o debilitandola.
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3. FENOTIPO DE CRECIMIENTO DE LOS MUTANTES rpl16b4;*

En primer lugar se analiz6 el fenotipo de crecimiento en medio sélido de los cinco
mutantes haploides seleccionados Arpll6a Arpll6b (rpll16b4i*, CEN4 LEU2), en relacion al de
la cepa isogénica en la que se expresa Unicamente el alelo RPL16B4;, que codifica la proteina
silvestre L16B. Para ello, se hicieron diluciones seriadas de células a partir de cultivos en fase
exponencial y se aplicaron gotas con el mismo nimero de células en placas con medio sélido. El
crecimiento se analiz6 tanto en placas de medio minimo SD + ura, como de medio rico YEPD,
que se incubaron a 18°C, 28°C y 37°C de 2 a 5 dias, dependiendo del tipo de medio y de la

temperatura.

Como se muestra en la figura 17, los cinco mutantes puntuales seleccionados tienen un
crecimiento ligeramente méas lento que la cepa WT a 18°C y 28°C, pero todos muestran un
fenotipo slg muy acentuado a 37°C, que ademas esta agravado en medio minimo. Este defecto
en el crecimiento a 37°C es especialmente acusado en el caso del mutante rpl16b-M86V, lo que
sugiere que o bien esta proteina mutante es la mas termosensible 0 que no se sintetiza en
suficiente cantidad como para permitir el crecimiento normal de la cepa en esas condiciones de
alta temperatura 0 ambas cosas. Para facilitar la lectura de esta Memoria, en adelante se

denominaré a cada uno de los mutantes en funcion de la mutacion rpl16b4;* que portan.
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Arpll6a, Arpll16b + rpll6bA;* CEN4, LEU2

18°C 28°C 37°C
YEPD
108 104 108 102 108 104 108 102 10 108 104 108 102 10

RPLI6B,
ISN
A23D
A37D
MS6V

ISNR93H

RPLI6BJ,
I8N
A23D
A37D
MS6V

ISN R93H

Figura 17. Fenotipo de crecimiento de cepas isogénicas Arpl16a Arpl16b que portan los alelos RPL16BA; que se
indican. Diluciones seriadas de células transformadas con los alelos RPL16B4; indicados, cultivadas a 28°C en YEPD
hasta fase exponencial, se aplicaron en placas de YEPD o SD que se incubaron durante 2 dias a 28°C y 37°C o
durante 4 dias a 18°C.

A continuacion, los mutantes rpll6b4;* y la cepa isogénica RPL16B; se cultivaron en
medio liquido YEPD a 28°C y 37°C y se determind su cinética de crecimiento midiendo
periédicamente la turbidez de los cultivos (DOggo nm). De la misma forma que ocurria en medio
solido, los mutantes crecen mas lento que la cepa control en medio liquido a 28°C,
especialmente el mutante sencillo A37D y el doble I8N R93H. Sin embargo, el fenotipo slg se
exacerba a 37°C en todos los mutantes, observdndose un notable descenso en la tasa de
crecimiento. En medio liquido, los mutantes A37D e I8N R93H crecen més lentamente que
M86V, a diferencia de lo observado en medio sélido.
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Figura 18. Curvas de crecimiento de cepas isogénicas Arpll6a Arpl16b que portan los alelos RPL16BA; que se
indican. Las cepas que portan los alelos RPL16BA; indicados, se incubaron a 28°C hasta fase exponencial en YEPD.
Las células se recogieron por centrifugacion y se transfirieron a YEPD a 28°C (1) o precalentado a 37°C (2). Los
cultivos liquidos se incubaron a las correspondientes temperaturas y se tomaron muestras cada 2 horas, para
determinar en cada caso tasa de crecimiento de las cepas.

4. DEFECTOS EN LA INICIACION DE LA TRADUCCION EN
LOS MUTANTES rpll16ba;*

Existen numerosos ejemplos en los que variantes mutadas de una proteina ribosémica o
su ausencia afectan a la sintesis general de proteinas particularmente en la fase de iniciacién
(Martin-Marcos et al., 2007; Meskauskas et al., 2008; Babiano y de la Cruz, 2010; Sulima et al.,
2014). Para investigar si los mutantes »p/16b4;* tienen defectos traduccionales se obtuvieron los
perfiles de polisomas de células que se habian cultivado a 28°C y 37°C, ya que este tipo de
analisis permite detectar anomalias en la maquinaria traduccional y defectos en las distintas
fases de la sintesis proteica (Petersen y McLaughlin 1974, Masek et al., 2011; Pospisek y
Valasek, 2013).

Para ello, se obtuvieron extractos celulares totales, usando un tampdn de lisis que
contiene concentraciones de Mg®" suficientes para impedir que los ribosomas unidos a mRNAs
se disocien de ellos. Ademas, estos extractos se realizan en presencia de altas concentraciones
de cicloheximida (125 pg/ml), que inhiben tanto la iniciacién como la elongacién de la sintesis
proteica, 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).
Las muestras se someten a centrifugacion en gradientes de sacarosa continuos del 7% al 47%, lo

que permite separar las distintas fracciones, de mas ligeras a mas pesadas, en las que sedimentan
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primero las subunidades ribosémicas 40S y 60S, seguidas por los monosomas y los polisomas.
Los perfiles se obtienen monitorizando los RNAs presentes en el gradiente (tanto los
ribosémicos como los mensajeros a los que estarian unidos) con una lampara UV (254 nm)
acoplada a un registrador. El primer pico del perfil representa las subunidades 40S, el segundo
las subunidades 60S y el tercero los monosomas (un ribosoma 80S unido al RNA mensajero).
Los siguientes picos corresponden a los polisomas: disomas (dos ribosomas unidos al mRNA),

trisomas (tres ribosomas unidos al mMRNA), tetrasomas etc.

Cuando una cepa de S. cerevisiae tiene defectos en el inicio de la traduccién, aumenta el
nimero de monosomas 80S y disminuye la cantidad y, en algunos casos, también el tamafio
medio de los polisomas, por lo que también se reduce el cociente polisomas/monosomas (P/M).
Ademas, en ocasiones se observa la presencia de una especie de hombros en los picos del perfil
que se denominan en inglés “halfiners” 'y que corresponden a complejos de preiniciacion de la
traduccion, PIC 43S, unidos a los RNAs mensajeros, bien antes de llegar al AUG o bien
detenidos en el mismo, a los que no se ha unido una subunidad 60S para terminar la iniciacion y
comenzar la elongacién. Por tanto, la aparicion de halfmers suele reflejar una reduccién de la

cantidad de subunidades 60S o de su funcionalidad para unirse a las subunidades 40S.

Se obtuvieron perfiles de polisomas de los mutantes rpl/16b4;* y de la cepa isogénica
RPL16B4; empleando extractos celulares de cultivos creciendo activamente en YEPD (fase
exponencial temprana) a 28°C, asi como de extractos obtenidos después de transferir las células
durante 4 u 8 horas a 37°C.

Como se observa en la figura 19, se detecta la presencia de algunos halfmer en los
perfiles de la cepa RPL16BA; a 28°C. Este resultado sugiere que en cepas cuyo fondo genético
es la doble delecion de los genes cromosomales paralogos Arpll6a Arpll6b, cuando expresa
Unicamente uno de ellos RPLI16B4;, clonado en un plasmido centromérico, la cantidad de
proteina L16B silvestre no seria completamente suficiente para la sintesis normal de
subunidades 60S Sin embargo, el cociente P/M se mantiene constante tras incubar las células
varias horas a 37°C. En el caso de los cinco mutantes rp/l16b4;* el cociente P/IM no difiere
significativamente del de la cepa control a 28°C, pero si disminuye drasticamente a 37°C,
especialmente en el mutante M86V. Ademas, en el perfil de polisomas de M86V se observa una
menor reduccion de subunidades 60S que en los otros cuatro mutantes, apenas se aprecian
“halfmers” y hay una gran acumulacion de monosomas, lo que determina que el cociente P/M
disminuya drasticamente a 37°C. En los otros cuatro mutantes se aprecian reducciones
importantes de la cantidad de subunidades 60S y de los monosomas 80S, asi como del nimero y
del tamafio medio de los polisomas en relacion a la cepa control RPLI6BAi. Ademas, se

acumulan subunidades 40S libres y se observa la presencia de “halfmers” asociados con
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monosomas Yy disomas, los cuales son especialmente abundantes en el mutante doble I8N R93H,

observables incluso a 28°C (Fig. 19).

YEPD 28°C
RPLI6B, I8N A23D
. 80S PM=432 P/M=3.82 . P/M=4.41
,g‘ Polisomas ;E" ,ér"
A3TD M6V ISN RO3H
< P/M=3.84 = PM=42 - P/M=4561
H
YEPD 4h 37°C
RPLI6BA, I8N A23D
z 20S PM=41 3 PM=33 ; PM=3.19
B Polisomas < 4 <4
A3TD MSEV ISNRO3H
- PNM=2.66 - P/M=1.89 K PMNM=2.11
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Figura 19. Perfiles de polisomas en cepas Arpll6a Arpl16b que portan diferentes alelos RPL16BA,. Se utilizaron
extractos celulares preparados a partir de células incubadas en YEPD a 28°C y después de transferirlas 4 y 8 horas a
37°C. Los picos corresponden (de izquierda a derecha) a las subunidades 40S, 60S, a los ribosomas 80S y a los
polisomas. En los perfiles de las cepas mutantes incubadas 4h a 37°C se sefialan los “halfmers” con un asterisco y
con las flechas rojas se sefala la disminucion de subunidades 60S y la acumulacién de 40S. En cada perfil se indica el
cociente polisomas/monosomas (P/M).

Los “halfmers” pueden aparecer por dos motivos principales:

- Por defectos en un paso tardio del inicio de la traduccién, que de alguna manera

impida la union de las subunidades 40S y 60S.

- Por un déficit de subunidades 60S causado por algun defecto en su biogénesis, que
ralentice su produccidn, transporte al citoplasma o que dé lugar a subunidades 60S

maduras menos estables.

De la observacion de los perfiles de polisomas anteriores se deduce que puede haber un
defecto importante en la cantidad de subunidades 60S en todos los mutantes, con una
acumulacion concomitante de subunidades 40S, aunque en el caso de M86V estos defectos
serian menos acentuados. Por tanto, es posible que en el caso de los mutantes I8N, A23D, A37D
e I8N R93H, la aparicion de “halfmers” se deba al déficit de 60S. Ademas en el caso de M86V
también podria haber un defecto adicional en la Ultima etapa del inicio de la traduccion tras la
unién de 60S a 40S, como sugiere la gran acumulacion de monosomas 80S que se observan en

los perfiles de este mutante a 37°C.
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Para comprobar si efectivamente en los mutantes rpll6b4;* existia una menor cantidad
de subunidades 60S que en la cepa isogénica RPLI6BA;, se cuantificd el contenido de
subunidades ribosémicas maduras 60S y 40S, teniendo en cuenta tanto subunidades libres como
las involucradas en traduccidn unidas a RNAs mensajeros. Para ello, se prepararon extractos
celulares de las distintas cepas en ausencia de cicloheximida y con baja concentracion de Mg?*,
condiciones que permiten la disociacion en subunidades de los ribosomas libres y también de
los unidos a MRNAs (Materiales y Métodos).

Como se muestra en la figura 20, el cociente entre la cantidad total de subunidades 40S
y 60S de la cepa RPL16B4; es muy similar a 28°C y tras cultivarla 4 y 8 horas a 37°C. En el
caso de los mutantes rpll6bA;*, la cantidad de subunidades 60S disminuye levemente a 28°C y
la reduccion es mayor a medida que se incuban las células mas horas a 37°C. Ademas, el
cociente 60S/40S disminuye més dréasticamente en el mutante doble I8N R93H que en los
demés (~20% a las 8h de incubacion en relacion a la cepa control), mientras que la menor

reduccién 60/40 se observa en el mutante M86V.

Subunidades 60S

_—; -Cyh

= 408 - Mg*

7% 50%
605/40S WT 18N A23D A37D MS86V I8N R93H
28°C 1.7 154 157 1.58 1.6 1.63

4h 37°C 1.66 1.51 1.48 1.44 1.77 1.42
8h 37°C 1.66 1.4 1.42 1.37 1.55 1.32

Figura 20. Cuantificacion de subunidades ribosémicas 40S y 60S en cepas Arpl16a Arpl16b que portan diferentes
alelos RPL16BA.,. Se utilizaron extractos celulares preparados sin cicloheximida y con baja concentracién de Mg2+, a
partir de cultivos incubados en YEPD a 28°C y después de transferirlos 4 y 8 horas a 37°C. En el panel de arriba se
muestra un ejemplo representativo de las graficas que se obtienen en este tipo de experimentos. En el panel
inferior se representan los valores obtenidos resultantes de la media aritmética de 3 experimentos independientes.

Los resultados de estos ensayos indican que la cantidad neta de subunidades maduras
60S se reduce entre un 15 y un 25% en los cinco mutantes »pl/l16b4*. No obstante, como la
cuantificacion de subunidades ribosémicas mediante gradientes de sacarosa sin Mg?* no es una
técnica demasiado precisa, para estimar por otro procedimiento el defecto de subunidades 60S

en los mutantes rpll6b4;* se cuantificaron las cantidades totales de rRNAs maduros 25S y 18S.
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Para ello se obtuvieron RNAs totales de la cepa control RPL16BA4; y de los mutantes, tras
cultivar las células hasta fase exponencial a 28°C y después de transferirlas durante 4 y 8 horas a
37°C. Estos RNAs se sometieron a electroforesis capilar y se cuantificaron con un bioanalizador

(Materiales y Métodos).

La cuantificacion del los rRNA 25S y 18S RNA mediante esta técnica confirma una
reduccion significativa de 25S en los mutantes y, por tanto, de subunidades 60S maduras
respecto a 40S, que es mas severa que la estimada a partir de los perfiles de separacién de
subunidades. En todas las cepas, tanto mutantes como la isogénica RPLI6BAI, se detectaron
reducciones de la cantidad de 25S a 37°C. Sin embargo, esta reduccién era ligera en la cepa
control (15%) pero muy acusada, cercana al 40%, en los mutantes tras 8h a 37°C. Se observa
también que el cociente 25S/18S se reduce en el mutante M86V. Ademas, la mayor reduccion
del cociente 25S/18S se observa en el doble mutante I8N R93H, tanto a 28°C como después de
8h de crecimiento a 37°C, en consonancia con lo observado en los perfiles de polisomas totales

y de subunidades, respecto al resto de mutantes.

rRNAs
[Ful 18s T | 2ss
| 185
30 255
20 =
10 :
o e s
T T T T T T
25 200 1000 4000 [nt]
255/18S WT I8N A23D A37D MB86V I8N RI3H
28°C 15 13 13 12 14 11
4h 37°C 13 095 115 09 11 0.8
8h 37°C 125 07 077 07 084 066

Figura 21. Analisis de la cantidad de los rRNAs maduros 25S y 18S en cepas Arpl16a Arpl16b que portan diferentes
alelos RPL16BA;. Se separaron por electroforesis capilar 100 ng de RNA total obtenido de células cultivadas en YEPD
a 28°C o transferidas durante 4 y 8 horas a 37°C. En el panel superior se muestra un ejemplo representativo de la
resolucién y cuantificacion de los rRNAs maduros 25S y 18S que se consigue mediante un bioanalizador. En el panel
inferior, se indica el cociente 255/18S obtenido en cada caso.

Por tanto, en los cinco mutantes rp/l6b4;* hay una reduccion significativa en la
proporcion de subunidades maduras 60S frente a 40S, especialmente a 37°C, como se deduce de

la notable disminucidn del cociente 25S/18S, entre un 20% y un 30 % dependiendo del mutante
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considerado. Estos datos sugieren que los mutantes deben tener alteraciones en la biogénesis de

ribosomas y/o en la exportacién del nucleo al citoplasma de subunidades 60S maduras.

5. DEFECTOS EN LA BIOGENESIS DE RIBOSOMAS EN LOS
MUTANTES rpl16bAi*

La biogénesis de ribosomas en S. cerevisiae es un proceso celular en el que tienen lugar
de forma concomitante y coordinada el procesamiento de los pre-rRNA y el ensamblaje de
proteinas ribosoémicas, para generar los ribosomas maduros. Los rRNAs maduros 25S, 18S 'y
5.8S presente en los ribosomas 80S citoplasmaticos se generan a partir de un transcrito primario
35S sintetizado por la RNA polimerasa I, el cual sufre una serie de cortes endonucleoliticos y
exonucleoliticos para formar varios precursores intermediarios a partir de los que finalmente se
originan los tres rRNAs maduros. Ademéas el rRNA maduro 5S es transcrito por la RNA
polimerasa Ill y se ensambla en los pre-ribosomas 60S en una fase tardia del proceso (Calvifio
et al., 2015). El ensamblaje de variantes de proteinas ribosémicas alteradas como consecuencia
de mutaciones puede ocasionar defectos en el procesamiento de los rRNAS, reduciendo o
ralentizando la produccion de subunidades ribosomicas maduras 40S y/o 60S, o bien

ocasionando un desequilibrio entre la cantidad relativa de las mismas.

Procesamiento de los precursores de los RNAs ribosomicos en

mutantes rpll6b4;*.

Para determinar si las 5 mutaciones en RPLI6BAi afectan al procesamiento de los
RNAs ribosémicos y por tanto a la biogénesis de ribosomas llevamos a cabo ensayos de
“northern blot” para cuantificar las cantidades netas (“steady state”) de cada rRNA maduro y
de sus precursores, identificando cada transcrito por hibridacién secuencial con oligonucleétidos
especificos que permiten la deteccidn de los distintos precursores y rRNAs maduros (Figura 22

y Tabla IV de los Anexos).
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Figura 22. A) Esquema del precursor 35S de los rRNAs de S. cerevisiae. Se indican las regiones de los rRNAs a los
que es complementaria la secuencia de cada oligonucleétido empleado en este analisis numerados del 1 al 7. B)
Esquema de la ruta de procesamiento de los precursores de los rRNAs en S. cerevisiae (adaptado de Ohmayer et
al., 2015). Los simbolos de Pac-Man vy las tijeras representan los eventos de procesamiento del pre-rRNA que son
exonucleoliticos o endonucleoliticos respectivamente.

Se analizaron por "northern blot" muestras de ~10ug de RNA total de los mutantes
rpll6bAi* 'y de la cepa isogénica RPLI6BA; tras ser cultivadas en YEPD a 28°C hasta fase
exponencial y después de transferirlas durante 4h y 8h a 37°C. La carga se normaliz6 en
relacion a la sefial de hibridacion del RNA SCR1 (Signal Citoplasmic Recognition Particle) y
del snoRNA U3. SCR1 es un transcrito de la RNA polimerasa Il que representa
aproximadamente el 2% del RNA celular en levaduras y muestra una gran estabilidad (Felici et

al 1989). Por su parte, el snoRNA U3, es también un transcrito de la RNA polimerasa 11l y una
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de las moléculas méas abundantes en S. cerevisiae, existiendo entre 400 y 1000 copias por célula
(Hughes et al., 1987).

En primer lugar, se hibridaron los RNAS con los oligonucleédtidos 2 y 7, que detectan
especificamente los rRNAs maduros 18S y 25S (Ver figura 23). En la cepa control las
cantidades de los rRNAs maduros 25S y 18S disminuyen ligeramente durante la incubacion a
37°C. Sin embargo, en el caso de los mutantes, durante esta incubacion, los niveles del rRNA
25S se reducen significativamente, mientras que los del rRNA 18S levemente. Esto causa que
finalmente el cociente 25S/18S disminuya en los mutantes a medida que crecen a 37°C, sobre
todo en el caso del mutante doble IBN R93H (Tabla 2).

A continuacidn, para analizar en mayor detalle en los mutantes posibles defectos en la
ruta del procesamiento de los diferentes precursores de los rRNAS, se hibridaron los mismos
RNAs con los oligonucledtidos 4 y 6. La secuencia del oligonucleétido 4 es complementaria a
una region entre los sitios de corte endonucleolitico A,-Az de laregion ITS1 del 35S (Figura X),
por lo que permite detectar los precursores 35S, 335/32S y 27SA,. Cuando se cuantifican las
cantidades de esos precursores en los mutantes (Tabla 2), se aprecia en todos un patrén similar,
de manera que las 5 mutaciones que alteran L16 causan una gran acumulacion del precursor
primario 35S asociada con una notable reduccion en la cantidad de los siguiente precursores
33/32S y 27SA, que derivan de su procesamiento en los sitios A, y Az del ITS1. En el caso de la
cepa control también se observa una ligera acumulacion del precursor 35S, y como
consecuencia, una ligera reduccion del precursor 27SA, cuando las células crecen a 37°C; sin
embargo, este fenotipo es menos acusado que en los mutantes, en los cuales después de 8h de
crecimiento a 37°C, el precursor 35S llega a acumularse hasta 3 veces mas que en el control.
Esto indicaria que los mutantes »pll16b4;* tienen un defecto severo en el procesamiento del

precursor 35S en los sitios Ag-Az-A,.

El oligonucleotido 6 permite detectar todos los precursores 27S (27SA,, 27SA; y 27SB)
y analizar el procesamiento en el sitio C,, que genera la molécula 7S a partir de la que se
produce el rRNA maduro 5.8S. Se observo que en todos los mutantes rpl16bAi* disminuye
notablemente la cantidad de todos los pre-rRNAs 27S y 7S. Esta reduccion podria ser debida a
la gran acumulacion que hay de 35S, que causaria un retraso o una disminucion de la
produccién de 27SA, y en consecuencia de 27SB y 7S. No obstante, en los mutantes el cociente
27SA,/25S incrementa progresivamente durante la incubacién a 37°C respecto al de la cepa
control, lo que sugiere defectos en el procesamiento del precursor 27SA; en Az 0 en los sitios
Bi. 0 Bis. En cambio, el cociente entre 27SA,/27S es similar en los mutantes y en la cepa
control, lo que apuntaria a que el problema se encuentra en el procesamiento de los precursores

27SB en el sitio C,. Esta idea concuerda con el hecho de que el cociente 27S/7S aumenta en los
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mutantes a 37°C (Tabla 2). Todos estos datos indican que los mutantes rpll6bA* analizados

tienen defectos en el procesamiento del pre-rRNAs 27SB en el sitio C, del ITS2.
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Figura 23. Defectos en el procesamiento y acumulacion de los rRNAs en cepas que portan diferentes alelos
RPL16BA;. La cepa Arpll6a Arpl16b transformada con los alelos control RPL16BA; o mutantes rpl16bA;*, se
cultivaron en YEPD hasta fase exponencial a 28°C y se transfirieron durante 4 y 8 horas a 37°C. Se obtuvieron RNAs
totales y se sometieron a electroforesis desnaturalizante en geles de 1.2% agarosa y 4% formaldehido. Como sondas
moleculares especificas se utilizaron los oligonucledtidos 2, 3, 4, 6 y 7, que anillan en las regiones sefialadas en la
figura anterior; y otras que detectan especificamente el RNA SCR1 y el snoRNA U3. Se indica el cociente 255/18S en
los distintos mutantes a lo largo de los tiempos de incubacién a 37°C.

Posteriormente, se hibridaron los mismos RNAs con el oligonucledtido 3 que es
complementario a la secuencia del pre-rRNA 35S localizada entre los sitios D-A,, de manera
gue detecta el precursor 20S del rRNA maduro 18S. Las cantidades de 20S se reducen
considerablemente en todos los mutantes rpll6b4i* a medida que aumenta el tiempo de
incubacion a 37°C (Tabla2), lo que concuerda con la acumulacion progresiva del precursor 35S
a esta temperatura. Ademas, las reducciones del precursor 20S, explicarian la ligera reduccion

del rRNA maduro 18S. Asi, el cociente 20S/18S disminuye a lo largo del tiempo de incubacion
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a 37°C en los mutantes respecto a la cepa silvestre, aunque este defecto podria atribuirse a la
acumulacion del precursor 35S y al defecto del procesamiento en el sitio A, y no a que los

mutantes tuvieran problemas en el procesamiento del precursor 20S en el sitio D.

Finalmente, los rRNAs se hibridaron con la sonda 1, que es complementaria a la
secuencia de la region denominada ETS-1 del precursor 35S (Figura X) y que también permite
detectar eventualmente la presencia de algunas moléculas precursoras no canoénicas como el
pre-rRNA 23S (Granneman y Baserga, 2004). En los mutantes rpl16bAi* se observa mayor
cantidad del precursor 23S que en la cepa control. Este precursor aparece cuando esta inhibido
el procesamiento endonucleolitico temprano del precursor primario 35S en Ao, A1y en A, de
manera que se procesa directamente en As, en lugar de en A, (Venema and Tollervey, 1999;
Allmang et al., 2000). Por tanto, la mayor cantidad del precursor 23S en los mutantes »p/16b4;*

gue en la cepa control, estd en consonancia con su acumulacion del precursor 35S.

Por otro lado, para investigar si los mutantes tienen ademas defectos adicionales en el
procesamiento de los precursores 27S en los sitios Az y By -Bis, se realizé un ensayo de
“primer extension” usando como cebador el oligonucle6tido 6 complementario a la region E-
C, y RNAs totales de los mutantes obtenidos tras ser cultivados a 28°C y tras 8h a 37°C (Figura
24) (Materiales y Métodos).

Al analizar las cantidades de 27SA,, 27SB._ y 27SBs amplificados mediante “primer
extension”, se observa que se acumula el precursor 27SA; en los mutantes con la excepcion de
A23D. Dentro de estos cuatro mutantes, la acumulacion de 27SA, es mayor en I8N y en el
mutante doble I8N R93H y menor en A37D y M86V. Estos resultados indican que al menos
cuatro de los cinco mutantes rpll6bA* analizados, tienen defectos adicionales en el

procesamiento del precursor 27SA; en los sitios Azy By,
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Figura 24. Defectos en el procesamiento de los pre-rRNAs 27S en cepas que portan diferentes alelos RPL16BA;.
Ensayo de primer extension utilizando RNAs totales obtenidos tras cultivar células Arpl16a Arpl16b transformadas
con los alelos mutantes rpl16bA;* o control RPL16BA; a 28°C y después de 8h a 37°C. Como cebador se utilizé el
oligonucleétido 6 marcado radiactivamente y como marcadores de masa molecular se utilizo el plasmido pBR322
digerido con la endonucleasa de restriccion Msp/ y el marcador comercial 20bp (Gibco). De esta forma, se
amplificaron los extremos 5’ de los distintos precursores 27S, que posteriormente se resolvieron en geles de
acrilamida al 6% y urea 8M.

Analisis de RNAs de pequefio tamafio molecular

También se analizaron por “northern blot” en los mutantes rpll6b4;* las cantidades de
los rRNAs 5.8S y 5S. Para ello se cargaron ~ 5ug de los mismos RNAs totales que en el
experimento anterior en geles de poliacrilamida al 6% y 8M de urea, que se resolvieron por
electroforesis y se electro-transfirieron a membranas de nylon cargadas positivamente
(Materiales y Métodos). La hibridacién se realiz6 con los oligonucle6tidos 5, 6 y 8 que detectan
respectivamente los rRNAs 5.8S, el precursor 7S y el rRNA 5S, transcrito por la RNA
polimerasa Ill. En este caso para normalizar la carga se usé la sefial de hibridacion del RNA U4,
gue es un componente del complejo molecular responsable del procesamiento y eliminacion de
los intrones de los RNAs mensajeros y que es un transcrito de la RNA polimerasa Il en

levaduras (Fournier y Maxwell, 1993).

Como se observa en la figura 25, las cantidades del precursor 7S son menores en los mutantes
rpl16b4* que en la cepa isogénica control y se reducen en mayor medida durante la incubacion
de los cultivos a 37°C. La disminucion de 7S es concomitante y proporcional con una reduccion
en las cantidades del rRNA 5.8S. Sin embargo, en ningln caso parece haber defectos en el

procesamiento del precursor 7S para originar el rRNA 5.8S ya que el cociente 7S/5.8S es
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similar en los cinco mutantes y en la cepa control (Figura 25 y Tabla 2). Ademas, las cantidades

del rRNA 5S a 28°C y 37°C son similares en todas las cepas analizadas.
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Figura 25. Analisis de los rRNAs de pequeiio tamafia molecular en cepas que portan diferentes alelos RPL16BA;. La
cepa control RPL16BA; y los mutantes rpl16bA;* se cultivaron en YEPD hasta fase exponencial a 28°C y se
transfirieron durante 4 y 8 horas a 37°C. Se obtuvieron RNAs totales y se sometieron a electroforesis en geles de
poliacrilamida 8% y urea 8M. Se utilizaron sondas moleculares que detectan especificamente los rRNAs 7S, 5.85 y 55
(oligonucledtidos 5, 6 y 8) y el snoRNA U4, que sirvié como control de carga.

Analisis de pulso y caza con uracilo tritiado de los RNAs en los

mutantes rpll6bA;*.

Mediante este tipo de ensayos se puede obtener informacion acerca de de la cinética de
sintesis y procesamiento in vivo de los RNAs ribosomicos. Para ello, se afiade a las células
100pCi de [5,6- *H] uracilo (pulso) y se incuban durante un periodo de tiempo, tras el cual se
detiene la incorporacién de uracilo radiactivo al afiadir un exceso de uracilo frio, tomandose
muestras en distintos momentos (caza). El uracilo se incorpora en todos los RNAs que se estén
transcribiendo activamente, pero al ser los rRNAs los méas abundantes, son los que
preferiblemente se van a distinguir en este tipo de experimento. De esta manera, se puede

obtener informacion acerca

Los mutantes I8N R93H y M86V vy la cepa control se cultivaron en medio minimo sin
uracilo (SD) a 28°C vy tras transferirlos a 37°C durante 8 horas. El pulso con uracilo tritiado se
realizé durante 2 minutos, posteriormente se afiadié uracilo frio a una concentracién de 1 mg/ml

y se recogieron muestras a los 2, 5, 10 y 20 minutos de caza (Materiales y Métodos).

Como se observa en la figura 26, en el mutante M86V a 28°C se sintetizan los rRNAS

maduros 25S y 18S a partir del pre-rRNA, en tiempos y cantidades similares a la cepa control,
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aunque se aprecia una ligera acumulacion de los precursores 35S, 27S y 20S. Sin embargo, a

37°C en el mutante la acumulacion del precursor 35S es mayor y ademas hay un gran retraso en

su cinética de procesamiento, asi como en la de los precursores 27S y 20S, lo que causa que los

rRNAs 25S y 18S se produzcan méas tarde y en menor cantidad que en la cepa control. En el

doble mutante la acumulacion del precursor 35S a 37°C es mucho mas drastica, por lo que se

reduce la sintesis de los precursores 27S y 20S, que ademas se procesan mas lentamente a 25S y

18S, respectivamente. Ademas, a 28°C ya se observa este mismo fenotipo, aunque de una

manera menos acusada.
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Figura 26. Analisis de la sintesis in vivo y procesamiento de los rRNAs de alto peso molecular en cepas que portan
diferentes alelos RPL16BA;. La cepa control RPL16BA; y los mutantes rp/16bA;* se cultivaron en SD a 28°C hasta
alcanzar una OD~ 0.8 o bien hasta una OD~ 0.4 y se transfirieron durante 8 horas a 37°C. Se obtuvieron muestras de
RNA total de células marcadas con [5,6-3H] uracilo durante 2 minutos y después de 2, 5, 10 y 20 minutos de caza
con uracilo frio en exceso. 20.000 cpm de cada muestra se resolvieron en geles de de agarosa al 1.2% vy
formaldehido 4% vy se transfirieron a membranas que se expusieron en pantallas especiales para la deteccién de
tritio.

6. LAS PROTEINAS MUTANTES L16B* SE ENSAMBLAN
CORRECTAMENTE EN PRE-RIBOSOMAS 60S

Los defectos en la biogénesis de ribosomas de los mutantes rpl16b4;* en cepas Arpll6a
Arpl16b serian debidos a la presencia de las proteinas mutantes L16B* en las pre-particulas
ribosémicas, ya que son viables; pero también podrian verse acentuados por reducciones en la
sintesis, la estabilidad o la incorporacion de las proteinas mutantes a estas pre-particulas. Para
investigar estos posibles defectos, se fusion6 a cada uno de los alelos mutantes rpl16b4* la
secuencia del epitopo FLAG en el extremo 3’ terminal de la ORF (Ver Materiales y Métodos).
La inmunoprecipitacion de pre-ribosomas 60S y el posterior analisis de sus componentes por
“western blot”, permitiria ademas verificar la incorporacion en los mismos de las proteinas

mutantes L16B*.

En primer lugar, se obtuvieron extractos proteicos de los mutantes y de la cepa
isogenica RPL16BAi cultivados en YEPD a 28°C hasta fase exponencial y a 37°C durante 8h y

la sintesis de las proteinas L16B*::FLAG se analiz6 usando un anticuerpo anti-FLAG
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(Materiales y Métodos). Como se observa en la figura 27, a pesar de que hay ligeras diferencias
de carga, en todos los mutantes se detectaron cantidades de proteina L16B* similares a las de la
cepa isogénica control incluso al incubarlos a 37°C. Por tanto, los fenotipos de los mutantes de
rpl16b4* no se deberian en principio a defectos en la sintesis o en la estabilidad de las distintas

proteinas mutantes L16B*.
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Figura 27. Deteccidn de las proteinas L16B* en cepas que portan diferentes alelos RPL16BA; fusionados al epitopo
FLAG. Se prepararon extractos totales de células cultivadas en YEPD a 28°C y durante 8 horas a 37°C hasta una
0.D~0.8, que se analizaron mediante "western blot" utilizando anticuerpos anti-FLAG y anti-tubulina que sirvio
como control de carga.

Para comprobar que las proteinas mutantes L16B* se incorporan sin mayores problemas
en las pre-particulas ribosomicas, se utilizaron las versiones de las mismas fusionadas al
epitopo FLAG para inmunoprecipitar esas particulas. Para ello, se emplearon microesferas
conjugadas con el anticuerpo anti-FLAG y se analiz6 posteriormente qué moléculas precursoras
de los rRNA estaban presentes en ellas. De esta manera, si las proteinas mutantes se incorporan
en los pre-ribosomas 60S se deben detectar todos los precursores del rRNA en ellas, asi como
los rRNAs maduros, ya que L16 se ensambla en las etapas tempranas de la biogénesis de
ribosomas (Ohmayer et al., 2015). Se obtuvieron extractos celulares de los mutantes rpl16bA;*
y de la cepa isogénica RPL16B4; cultivadas en YEPD a 28°C hasta fase exponencial y después
de transferirlas a 37°C durante 8h y se inmunoprecipitaron la particulas pre-ribosémicas. A
partir de las muestras obtenidas se extrajo RNA total que se analiz6 por “northern blot”
empleando como sondas los oligonucleétidos apropiados, para comprobar la presencia de las
diferentes moléculas precursoras y de los rRNAs maduros. Ademas, como control, se extrajo

RNA de los extractos celulares antes de incubarlos con las bolas conjugadas con el anticuerpo
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(“input”). También se usé6 como control la cepa BY4741, en la que L16B no esta fusionada al

epitopo FLAG, de manera que en sus extractos no se deberian detectar precursores del rRNA.

Como se observa en la figura 28 en la cepa control y en los mutantes rp/l16b4;* se
detectan las moléculas precursoras y los rRNAs maduros 25S, 18S, 5.8S y 5S, a 28°C y a 37°C.
Esto indica que las versiones mutantes de la proteina L16B* se incorporan en los pre-ribosomas,
como sugeria la viabilidad de los respectivos mutantes haploides Arpl16a Arpll16b en los que se
expresan los alelos rpl16bA;* como Unica fuente de proteina L16B*. Como habiamos observado
con anterioridad en los experimentos de “northern blot”, aqui se aprecia también menor cantidad
de rRNAs precursores y maduros en la fraccion “input” de los mutantes. Como consecuencia,
existen menores cantidades tanto de pre-rRNAs como de rRNAs maduros en los
inmunoprecipitados, aunque esto también podria deberse a que la inmunoprecipitacion en estos
casos haya sido menos eficiente. Sin embargo, el precursor 35S inmunoprecipita con mayor
eficiencia en los mutantes, de acuerdo con los resultados obtenidos en los experimentos de
“northern blot”, donde se observaba su acumulacion. Asimismo, las sefiales de los precursores
en los inmunoprecipitados obtenidos de células cultivadas a 37°C son muy similares a las que se

observan a 28°C, en la que los mutantes apenas presentan defectos de crecimiento.
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Figura 28. Analisis del ensamblaje de las proteinas L16B* en los pre-ribosomas 60S en cepas que portan
diferentes alelos RPL16BA; fusionados al epitopo FLAG. La cepa control RPL16BA; y los mutantes rpl16bA;* se
cultivaron en YEPD hasta fase exponencial a 28°C y se transfirieron durante 8 horas a 37°C. Se prepararon extractos
celulares de los que una fraccidn se uso para extraer RNA total (“input”) y otra se utilizé para inmunoprecipitar pre-
ribosomas 60S con microesferas conjugadas con anticuerpo anti-FLAG, de las que se extajo el RNA que co-purifica
con ellas (“IP”). Las distintas fracciones de RNA se separaron por electroforesis en geles de agarosa al 1.2% vy
formaldehido 4% y tras transferirlos a membranas de nylon se hibridaron con los mismos oligonucledtidos que en
las figuras 23y 25.
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Al analizar la cantidad de proteina L16B* mediante "western blot", en las
inmunoprecipitaciones de las distintas cepas, se observa una reduccion en la cantidad de
proteina mutante M86YV tanto a 28°C como a 37°C, que podria ser la causa de la menor cantidad
de pre-rRNAs detectados en este mutante.
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Figura 29. Deteccion de las proteinas L16B* que se ensamblan en pre-ribosomas 60S. En el experimento de la
Figura 29 se analizé por “western blot” la cantidad de proteina L16B-FLAG en cepas que portan diferentes alelos
RPL16BA; fusionados al epitopo FLAG, tanto en la fraccion “Input” como en la inmunoprecipitada “IP”.

7. TRADUCCION DEL mRNA DE GCN4 EN LOS MUTANTES
rpl16bAi*

Una vez analizados los defectos de los mutantes rpli6bA* en la biogénesis de
ribosomas y en el inicio de la traduccion general de mMRNAS se investigd si tienen alteraciones
en la regulacion traduccional del mRNA del factor de transcripcion GCN4. Existen precedentes
de que variantes mutantes de proteinas ribosdmicas causan defectos en la actividad peptil-
transferasa de la subunidad 60S, reduciones en la tasa de sintesis general de proteinas, en la
fidelidad traduccional y en la desrepresion de la traduccién de mMRNA de GCN4 (Meskauskas y
Dinman, 2001; Meskauskas y Dinman, 2007; Martin-Marcos et al., 2007; Rhodin y Dinman,
2010; Rakauskaite y Dinman, 2011; Rhodin et al., 2011).

Como se ha mencionado anteriormente, la expresion del gen 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 abierta cortas (uORFs 1-4, del
inglés “upstream open reading frames”) en la region lider del mRNA-GCN4 (Hinnebusch 1997,

2005). La regulacién traduccional del mensajero de GCN4 es un buen modelo para estudiar
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como afectan mutaciones en componentes de la maquinaria traduccional, a los procesos de
iniciacion y reiniciacion de la traduccion, ya que la traduccién de este mensajero es muy
sensible a alteraciones en varios de sus componentes. Mutaciones que alteran la integridad y
disponibilidad de subunidades 60S modifican la regulacién traduccional del mMRNA de GCN4.
Por ejemplo, una mutacién o la delecién de una de las paralogas de la proteina ribosémica L33 o
L11 desreprimen constitutivamente su traduccion (Foiani et al., 1991; Martin-Marcos et al.,
2007; Ghosh et al., 2014). Ademas, truncaciones del extremo C-terminal de L19B impiden la
desrepresion de la sintesis de Gen4 a niveles similares a los que ocurre en una cepa control

durante la privacion de algin aminoéacido.
7.1 Andlisis de la transcripcion de HIS4 en los mutantes rpl16bA;*

La expresion del gen HIS4 en S. cerevisiae esta regulada por Gen4 (Lucchini et al.,
1984; Hinnebusch, 1988). La aparicion de auténticas mutaciones gcd causa desrepresion
constitutiva de la sintesis de Gend4, el cual incrementa notablemente la transcripcion de HIS4
tanto en condiciones de carencia como de suficiencia de aminoacidos. Por tanto, valorar la
expresion del gen HIS4 constituye una aproximacion indirecta para determinar los efectos de

distintas mutaciones sobre la traduccion de GCN4.

Para evaluar las cantidades del transcrito de HIS4 en nuestros mutantes »pll6b4;*, se
analizaron muestras de RNA total obtenido de células creciendo activamente en fase
exponencial, en medio minimo SD a 28°C, cuando se trataba de ensayos en condiciones de
represién (R) de la expresion de GCN4, y en SD suplementado con sulfometurén metilo
(SMM) cuando se trataba de imponer condiciones de desrepresién de la traduccion del
MRNA GCN4 (DR) (Materiales y Métodos). En el laboratorio la desrepresion traduccional de
este mensajero se consigue estableciendo condiciones de privacién de aminoacidos, afiadiendo
al medio de cultivo anadlogos de aminoacidos que inhiben la biosintesis de alguno o varios de
ellos. En este estudio utilizamos SMM, que inhibe la enzima acetolactato sintasa que cataliza la
segunda reaccion de la ruta de biosintesis de la isoleucina y la primera de la valina (LaRossa y
Scholss, 1984; Falco y Dumas, 1985; Jia et al., 2000). Las distintas cepas se cultivaron a 28°C
en medio SD hasta una DOgynm ~1.0 (R) y en medio SD al que se afiadi6 SMM a una

concentracién 0.5 pg/ml durante 6 horas de crecimiento en fase exponencial (DR).

Las cantidades del mMRNA de HIS4 se cuantificaron tanto por “northern blot” hibridando
con una sonda gendémica correspondiente a la ORF del gen HIS4, como por PCR cuantitativa,
usando una pareja de oligonucléotidos que permite detectar la cantidad de HIS4 en el cDNA
preparado a partir de RNA total obtenido en las dos condiciones de cultivo. Cuando se analiza la

expresion del mMRNA-HIS4 en condiciones de represion (R), se aprecia en todos los mutantes

66



Resultados

una mayor cantidad que en la cepa control, salvo en A23D (Figura 30). En el caso de I8N y
M86YV se observan unos valores mayores, pero que no llegan a ser el doble, mientras que A37D
y el doble mutante 18N R93H muestran una expresion de HIS4 2 y 3 veces superiores que la
cepa control respectivamente, sugiriendo que ambos tienen un ligero fenotipo Gced™ en
condiciones de represion de la traduccion de GCN4. Es resefiable el hecho de que en la cepa
control que expresa el alelo RPL16B4; desde un pldésmido centromérico como Unica fuente de
proteina L16B, se detecta una mayor cantidad del mRNA-HIS4 que en la cepa BY4741,
completamente silvestre de la que procede, lo cual indicaria que nuestra cepa control y por tanto
los mutantes »pl16b4;*, tendrian aumentada la cantidad de Gen4 respecto a una cepa silvestre en

condiciones de represion.

Al evaluar la expresion del mMRNA de HIS4 en respuesta a la carencia de isoleucina y
valina impuesta por el SMM (DR), se observa que ésta aumenta considerablemente en todas las
cepas, por lo que el compuesto estd desreprimiendo correctamente la traduccion de GCN4. En
esta situacion, la cantidad de mMRNA-HIS4 de los mutantes I8N, A23D y M86V es similar al
control, mientras que la de A37D y el doble mutante I8N R93H es cantidad ligeramente
superior. Por tanto, en condiciones de desrepresion de la traduccion de GCN4 los cinco
mutantes rpl16b4* no tienen un fenotipo Ged™ tan claro como el observado en condiciones de

represion.

Ademas, también se cuantificaron las cantidades del mMRNA de GCN4, para verificar
que eran similares en todas las cepas (Figura 30). En condiciones de represion, todos los
mutantes excepto I8N muestran una menor cantidad del mMRNA de GCN4, sugiriendo que el
fenotipo Ged™ seria algo mas fuerte que lo que refleja la cantidad de mMRNA de HIS4. Lo mismo
ocurre en condiciones de desrepresion, de manera que si se normaliza la cantidad de mRNA de
HIS4 respecto a la de GCN4 si que tendrian un fenotipo Gced’, similar al observado en

condiciones de represion.

67



Resultados

A)
30
25
-
o 20 k]
Q <<
< ~
; 15 + msD ; msD
o S
T 5 msMv 9 BSMM
< <
= =
(= o
E 5 €
o
RPL1GBA; 18N A23D A37D MS6Y  ISN  BY4741 RPL1GBA, I8N A23D A37D MS6V I8N  BY4741
R93H R93H
B)
RPLI6BA, 24+044 15.8£2.17 1.8+0.53 3.7£0.91
I8N 3.6+0.78 16.1+1.84 24+06 1.4+0.41
A23D 2.8+057 14.7+0.74 10+0.19 0.85+0.16
A37D 49+061 24.1+1.65 1.0+0.21 1.0+0.17
M8E6V 3.5+£0.26 15.6+0.88 0.8+0.12 0.6£0.11
I8NR93H 7.6+ 0.68 20.2+£1.11 13+033 1.6+ 0.87
BY4741 0.8+0.12 n.d. 11+0.12 n.d.

Figura 30. Analisis de la cantidad de los mMRNAs HIS4 y GCN4 en cepas que portan diferentes alelos RPL16BA,;. Los
mutantes rpl16bA;* y la cepa control RPL16BA; se cultivaron a 28°C en SD y en SD+SMM 0.5 pg/ml durante 6 horas y
se obtuvieron RNAs totales, a partir de los cuales se preparé cDNA y se cuantificd la expresion de los mRNAs HIS4 y
GCN4 mediante PCR cuantitativa, utilizando una pareja de olignucledtidos complementaria a la ORF de cada uno de
ellos. Se utilizé la cantidad del mRNA del gen constitutivo ACT1 para normalizar la cantidad de HIS4 y de GCN4. Los
valores se representan graficamente en A) o numéricamente en B).

FALTA EL NORTHERN

7.2 Andlisis de la regulacion traduccional de GCN4 en los mutantes
rpll16bA;*

Para obtener evidencias directas de que las mutaciones »pl16b4;* afectan a la expresion
de GCN4 a nivel traduccional, se midi6 la actividad B-galactosidasa de transcritos de fusion
GCN4:LacZ con diferente composicion de UORFs en la secuencia lider de sus mRNAs (Figura
31).

Asi, el plasmido p180 porta la fusion GCN4::LacZ silvestre con las 4 uORFs que
regulan la expresion de GCN4. El plasmido p227 contiene la fusion GCN4::LacZ sin ninguna
UORFs, lo que permite estudiar los niveles de expresion de GCN4 sin que exista regulacion por
reiniciaciéon en las UORFs (equivalente a fenotipo Gcd™ de desrepresion traduccional
constitutiva). El plasmido p226 tiene la fusién GCN4::LacZ uUnicamente con la UORF4 en su
secuencia lider, la cual tiene efectos negativos sobre la expresién de GCN4, por lo que apenas

llegan ribosomas hasta la ORF real de GCN4 (equivalente a fenotipo Gen™ 0 no desrepresion
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traduccional constitutiva). Por Gltimo, se usd el plasmido pM226 en el que la fusion
GCN4::Lacz tiene unicamente la UORF1 con su coddn de terminacion mutado, por lo que se
alarga y se solapa con la ORF de GCN4. El anélisis de los valores de actividad B-galactosidasa
obtenidos con cada plasmido, nos va a dar informacion acerca de como afectan las mutaciones

rpl16b4i* a los procesos de iniciacion y reiniciacion de la traduccion.

O-C)—C)—D—D—‘GCN‘HNZ p180
1 2 3 4

GCN4-lacZ ] p227

p226

|

!

]GCN4-lacZ§ pM226

Figura 31. Esquema de los distintos trasncritos de fusion GCN4::LacZ. Se representan las diferentes uORFs
presentes en cada transcrito de fusion (Adaptada de Ghosh et al. 2014).

Estos ensayos de actividad p-galactosidasa se realizaron a partir de extractos celulares
obtenidos de los mutantes rpll6b4* y de la cepa control isogénica, cultivados de la misma
forma que antes, en medio minimo SD a 28°C cuando se trataba de ensayos en condiciones de
represion (R), y en medio minimo suplementado con SMM cuando se trataba de crear

condiciones de desrepresion de la traduccion del mMRNA GCN4 (DR).

En primer lugar se investigo si las mutaciones rpll6b4;* desreprimen la traduccion del
MRNA de GCN4 en condiciones de suficiencia de aminoacidos o represién (R), como es el
caso de los mutantes con fenotipo Ged', y como sugerian las valoraciones de las cantidades del
MRNA de HIS4 para los mutantes A37D e I8N R93H. Para ello se valor6 la actividad B-
galactosidasa en varios clones de los mutantes y de la cepa control, transformados con el
plasmido p180, con la version silvestre de GCN4 fusionada a LacZ. Como se observa en la
figura 32 todos los mutantes muestran una mayor desrepresion de la traduccion de GCN4 en
condiciones de represion que la cepa control RPLI6BAi, aunque existen diferencias entre ellos.
Asi, la desrepresion ejercida por las mutaciones A23D y M86V es bastante ligera (1.3-1.5 veces
mayor), presentando unos valores de actividad B-galactosidasa similares al control, como
sucedia con la expresion de HIS4. Sin embargo, los valores de actividad -galactosidasa de los
mutantes 18N y A37D son 2.5 veces superiores a los de la cepa control y més de 3 veces
mayores en el caso del mutante doble I8N R93H. Esto confirma el fenotipo Ged™ de A37D e I8N
RI93H y ademas sugiere que también en el mutante I8N se sintetizaria mas Gen4 en condiciones
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de represion, lo cual no se apreciaba tanto mediante la cuantificacion indirecta del mMRNA de
HIS4.

A continuacion se valord la desrepresion de la traduccién del mRNA GCN4 en los
mutantes rpl16b4;* en condiciones de privacion de aminoacidos (DR). En este tipo de ensayos
se observa mas claramente que en la PCR cuantitativa la desrepresion causada por el SMM, ya
que la cepa control tiene unos valores de actividad B-galactosidasa 12 veces mayores en DR que
en R. En estas condiciones todos los mutantes rpl16bAi* tienen unos valores de actividad
enzimatica ligeramente menores que el control. Estos valores en el caso de I8N, A23D y M86V
disminuyen aproximadamente entre un 5y un 10%, mientras que los de A37D y I8N R93H 20%
con respecto a la cepa control. Por tanto, parece que estos dos mutantes desreprimen la

traduccion del mMRNA de GCN4 con menor eficiencia que la cepa control.
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p180 Represion p180 Desrepresion

Figura 32. Traduccién de transcritos de fusion GCN4::LacZ con las 4 uORFs en la secuencia lider en cepas que
portan diferentes alelos RPL16BA;. Se valord la actividad B-galactosidasa de los mutantes rp/16bA;* y la cepa
control RPL16BA; tras transformarlos con el plasmido p180. Las células se cultivaron a 28°C en medio SD (Represion)
0 en medio SD+SMM 0.5 pg/ml durante 6 horas (Desrepresion). Las unidades de actividad B-galactosidasa expresan
nanomoles de ONPG hidrolizado por minuto y por miligramo de proteina. Se muestran las medias de 5 replicados
bioldgicos y los errores estandar de la media.

Posteriormente, se cuantifico la actividad B-galactosidasa de las cepas rpl16bAi*
transformadas con los plasmidos p226 y pM226. Estos pldsmidos dan informacion sobre la
traduccion de las UORFs1 (pM226) y uORF4 (p226) en el lider de GCN4, y permiten analizar
posibles fendmenos de leaky scanning, o rastreo sin lectura. Estos fenotipos son debidos a una
reduccion en la actividad o en la cantidad de subunidad 60S, que causarian que algunos

complejos de preiniciacion 43S unidos a la secuencia lider no unan una subunidad 60S en el
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AUG de la uORF1 o de la uORF4, continuando el rastreo en direccion 3’ del mRNA en busca
de otro AUG.

Se observé que para ambos plasmidos, todos los mutantes rpll6b4;* tienen mayor
actividad B-galactosidasa que la cepa control, aunque existen diferencias entre ellos. Mientras
que el mutante A23D presenta valores de actividad méas similares al control para ambos
plasmidos, 18N y M86V tienen una actividad dos veces superiores y finalmente la actividad B-
galactosidasa procedente de los dos plasmidos en A37D y en el mutante doble es tres veces
mayor que en el control (Figura 33). Estos datos indican que se estd produciendo con mas
frecuencia un fenémeno de leaky scanning de la uORF4 en los mutantes en condiciones de
represion, lo cual originaria el fenotipo Ged™ . Ademés, segin el pldsmido pM226, ambién
estaria ocurriendo leaky scanning de la uORF1, lo que haria que este fenotipo no sea tan claro

en condiciones de desrepresion.

Por tltimo, se midi6 la actividad B-galactosidasa de los mutantes y de la cepa control
transformados con el plasmido p227. Este plasmido contiene un transcrito de fusién sin UORFs
en su secuencia lider, por lo que permite comprobar si hay diferencias significativas en la
cantidad del mRNA de GCN4 en los mutantes. Cuando se comparan los valores de lo mutantes
rpll16bAi* con los de la cepa control, se observa que todos los mutantes presentan entre 1.4 y 2
veces mas actividad B-galactosidasa que el control, a pesar de que segin la PCR cuantitativa
tenian la misma cantidad de mMRNA de GCN4. No obstante, en otros estudios se ha descrito que
en mutantes Ged™ que exhiben una desrepresion constitutiva de la traduccion GCN4 se observa

también un incremento de la cantidad del transcrito de entre 1.5y 2 veces (Foiani et al., 1991).
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Figura 33. Traduccion de transcritos de fusion GCN4::LacZ con diferentes uORFs en la secuencia lider en cepas que
portan diferentes alelos RPL16BA,. Se valord la actividad B-galactosidasa de los mutantes rp/l16bA;* y la cepa
control RPL16BA; transformados con los plasmidos p226, pM226 y p227. Las células se cultivaron a 28°C en medio
SD para todos los transcritos de fusion. La actividad B-galactosidasa de los mutantes estd normalizada respecto a la
de la cepa control, normalizdndose también los valores de p180 obtenidos en la Figura 32, para facilitar la
comparacion. Los valores se representan graficamente en A) o numéricamente en B).

8. DEFECTOS EN FIDELIDAD DE LA TRADUCCION

a) Analisis de sensibilidad a antibidticos que afectan a la traduccion

Para investigar si alguno de los mutantes rp/16bA* podria tener defectos en la
eficiencia o en la fidelidad de la traduccion, se analizé su resistencia o sensibilidad a distintos
antibiéticos que inhiben la traduccién en eucariotas, bien alterando la funcién descodificadora

del mMRNA o bien la actividad peptidil-transferasa de los ribosomas (Materiales y Métodos).

Se realizaron ensayos de gotas sobre placas de medio rico YEPD suplementadas con
diferentes concentraciones de cada uno de los antibidticos. Para ello, se hicieron diluciones
seriadas de las células cultivadas en YEPD a 28°C hasta fase exponencial. Las placas se
incubaron durante 2-3 dias a 28°C. Como se observa en la figura 34 los mutantes rpll6b4*
tienen cierta sensibilidad a paromomicina, un antibiético que afecta la funcién descodificadora
de la subunidad 40S (Carter et al.2000; Ogle et al., 2001; Lynch et al., 2003). En cambio los

cinco mutantes son mucho més sensibles que la cepa control a anisomicina, un antibiético que
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inhibe la actividad peptidil-transferasa de la subunidad 60S (Grollman, 1967; Rodriguez-
Fonseca et al., 1995; Meskauskas et al., 2003). Ademas, los mutantes también son mas
sensibles que la cepa control a cicloheximida, un antibi6tico que inhibe iniciacién y la
elongacion de la traduccion al unirse al ribosoma e impedir la translocacion mediada por eEF2
(Abraham y Pihl, 1983; Schneider-Poetsch et al. 2010). Estos resultados indican que las
mutaciones rp/16b4;* afectan a la funcion del ribosoma durante la traduccién, como ya se habia

observado en los perfiles de polisomas.

Arpll6a, Arpll6b + rpll 6bA;* CEN4, LEU2

YEPD PAROMOMICIMA ANISOMICINA CICLOHEXIMIDA

RPLIGB,
I8N
A23D
A37D
MS6V

ISNR93H

28°C 0,5 mg/ml 15 pg/ml 0.025 pg/ml

Figura 34. Crecimiento de cepas que portan diferentes alelos RPL16BA; en presencia de antibidticos inhibidores de
la traduccion. Diluciones seriadas de células que portan los alelos RPL16BA; indicados, cultivadas a 28°C en YEPD
hasta fase exponencial, se aplicaron en placas de YEPD suplementadas con distintas concentraciones de
antibidticos: paromomicina (0.5 mg/ml), anisomicina (15 pg/ml) y cicloheximida (0.025 pg/ml). Las placas se
incubaron durante 2 dias a 28°C.

b) Analisis de la frecuencia en el cambio de fase de lectura

programada

La fidelidad de la traduccion en los mutantes rp/16bA*, se analizd valorando la
frecuencia con la que podrian ocurrir cambios en la fase de lectura en la traduccién por los
ribosomas. Para ello, se usaron plasmidos que contienen el promotor PGK seguido de un codén
de inicio de la traduccion AUG y a continuacion el gen LacZ fusionado en fase con ese codon
(p0-LacZ), o bien separado por una secuencia del virus L-A (pl-LacZ), que requiere un cambio
de fase de lectura -1 para que se traduzca (-1 Programmed Ribosomal Frameshifting, -1PRF.
Figura 35) (Dinman et al., 1991; Dinman y Wickner, 1992). Se transformaron las distintas
cepas con los dos plasmidos indicados, se determind la actividad B-galactosidasa en los
extractos de varios transformantes en cada caso y se calcularon los cocientes entre los valores

obtenidos para cada tipo de plasmido. Los cambios programados en -1 en la fase de lectura (-1
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PRF) pueden estar influenciados por modificaciones en parametros biofisicos que promueven la
parada de los ribosomas, como alteraciones en la afinidad por los tRNAs (Meskauskas y
Dinman 2001; Meskauskas et al., 2003) o cambios en las tasas de acomodacién de los amino
acil-tRNAs (Kinzy et al., 2002).

pO amp’_oric_IpGK1 promoter lacZ

Bam HI Smal

r I —

1
p L-A slippery sit

Figura 35. Esquema de los transcritos de fusion utilizados para utilizados para analizar la frecuencia en el cambio
de fase de lectura programada. En el plasmido pO el gen LacZ estd en fase con respecto al codén de inicio AUG,
mientras que en el pldasmido pl el gen LacZ se encuentra en fase -1 respecto al AUG debido a la presencia de la
sefial -1 PRF del virus L-A (Peltz et al., 1999).

Como se aprecia en la gréfica de la figura 36, sélo en los mutantes I8N e I8N R93H se
observa un incremento significativo en el cociente entre la actividad p-galactosidasa en los
clones transformados con el plasmido que contiene la ORF de LacZ fuera de fase y los que
portan el plasmido con la ORF en fase de lectura con el AUG inicial. Este aumento en los dos
mutantes es solamente de 1,7X en relacion a la cepa control, pero es significativo y es similar a
la frecuencia con la que se produce el cambio de fase de lectura en otros mutantes de proteinas
ribosémicas, como L11, L2 y L10, (Rhodin y Dinman, 2010; Meskauskas et al., 2008; Petrov et
al., 2008). En el resto de los mutantes rpl16bAi* las frecuencias de error con las que se produce
el cambio -1 de fase de lectura son similares a las de la cepa control, excepto en el A37D, en el

gue los valores son algo mayores, sin embargo estadisticamente no es significativo.
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Figura 36. Analisis del cambio programado -1 en la fase de lectura en cepas que portan diferentes alelos
RPL16BA;. Los mutantes rpl16bA;* y la cepa control transformados con los plasmidos p0-LacZ o p1-LacZ se cultivaron
en medio SD a 28°C hasta fase exponencial. Se prepararon extractos y se midié la actividad B-galactosidasa
normalizandola con el plasmido control y refiriéndola a la de la cepa control.

¢) Reconocimiento del codon AUG de inicio de la traduccion

Utilizando herramientas y técnicas de genética molecular para levaduras se han
identificado mutaciones que alteran la fidelidad en la seleccion del codén correcto de inicio de
la traduccion (Donahue y Cigan, 1988; Yoon y Donahue, 1992; Martin-Marcos et al., 2011).
Existen mutaciones denominadas sui, que reducen la fidelidad en la seleccion del codon de
iniciacion y permiten iniciar la traduccion en codones UUG. Existe también una segunda clase
de mutaciones denominadas ssu (supresores de sui) que suprimen la mayor frecuencia de
iniciacion en UUG que presentan los mutantes sui. Ademas, la intensidad de estos dos tipos de
mutaciones se puede valorar cuantitativamente midiendo la expresién de transcritos de fusion
HIS4::LacZ con diferente coddn de inicio (AUG o UUG). En mutantes sui, el cociente
UUG/AUG aumenta (disminuye la fidelidad en el inicio de la traduccién), mientras que los
mutantes ssu, disminuyen el incremento del cociente UUG/AUG observado en presencia de

mutaciones Sui’.

En S. cerevisiae existen mutaciones que afectan a los factores de inicio de la traduccién
elF1, elF1A, elF2, elF3 o elF5, y que provocan la estabilizacion de los complejos de
preiniciacion (PIC) 43S en codones UUG, disminuyendo la fidelidad en la seleccién del codédn
de inicio de la traduccion, por lo que presentan fenotipo Sui™ (para revisién ver Hinnebusch,
2014). Mutaciones en distintos componentes de la subunidad 40S, como las proteinas
ribosémicas S5y S16 (Ghosh et al., 2014) o el rRNA 18S en zonas cercanas al sitio P, también
producen fenotipo Sui” (Dong et al., 2008). También se ha descrito que la ausencia de una de las
proteinas paralogas L11 causa fenotipo Sui’, al aumentar el inicio de la traduccién en codones
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AUA (Moritz et al., 1991). Por otra parte, el mal funcionamiento de subunidades 60S, debido a
alteraciones de su conformacién estructural causadas por mutaciones en el rRNA 25S, puede
impedir la unién correcta de las mismas con los PIC 43S, causando leaky scanning de codones
candnicos AUG, en mayor medida que de codones UUG, originando un fenotipo Ssu” (Hiraishi
etal., 2013).

Para investigar si los mutantes rpl16b4;* tienen defectos en la fidelidad de seleccion del
codon de inicio de la traduccion, se hicieron ensayos de actividad de B-galactosidasa para
cuantificar la expresion in vivo de dos transcritos de fusién HIS4::LacZ que tienen (i) o bien un
codén AUG en contexto favorable para la iniciacién (ii) o un codén UUG al que los PICs 48S
no reconocen o lo hacen con baja eficiencia. Para ello, los mutantes se transformaron con los
plasmidos p367 (HIS4::LacZ [AUG]) o p391 (HIS4::LacZ [UUG]) y se cultivaron en medio
liquido SD a 28°C hasta fase exponencial. Como control se utilizé6 un mutante sui del gen SUI1
(K60A), que codifica el factor elF1, en el que la iniciacién de la traduccion ocurre con mayor
frecuencia de lo normal en codones UUG (Martin-Marcos et al., 2013). En los valores obtenidos
para HIS4 con un codoén de inicio UUG respecto al que lleva el AUG, no se observd ninguna
diferencia significativa en ninguno de los mutantes rpll6b4* en relacion a la cepa control;
como si ocurre en el mutantes suil-K60A, en los que la expresion desde un UUG incrementa 4
veces respecto a los valores obtenidos para una cepa que expresa L16B silvestre (Figura 37).
Esto es debido a que, a pesar de que la expresion del transcrito de fusién con el codén UUG es
mayor en todos los mutantes, siendo casi el doble en A37D, también son mayores los valores
del transcrito con el codéon AUG. Estos valores procedentes de los transcritos de fusion
HIS4::LacZ son superiores en los mutantes respecto a la cepa control, porque, como se ha
explicado anteriormente, la expresion de HIS4 esta regulada por Gen4 y en los mutantes en estas

condiciones se sintetiza mayor cantidad de este factor de transcripcién (Figura 32).
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Figura 37. Traduccion de los transcritos de fusion HIS4::LacZ con codones de inicio AUG o UUG en cepas que
portan diferentes alelos RPL16BA,. Cepas que portan diferentes alelos RPL16BA; se transformaron con los
plasmidos p367 (His4::LacZ [AUG]) o p391(His4::LacZ [UUG]) se cultivaron a 28°C en medio SD hasta fase
exponencial y se midid la actividad B-galactosidasa a partir de extractos totales. A) Representacién grafica de la
expresion de los transcritos HIS4::LacZ con un coddn AUG o con un coddn UUG. B) Representacidon del cociente
entre los valores de actividad cuando el transcrito posee el codén de inicio UUG frente a cuando posee AUG. C)
Cuantificacion de la actividad B-galactosidasa de los transcritos HIS4::LacZ en los mutantes rp/16bA;* y la cepa
control. Los datos corresponden a la media aritmética de 3 experimentos independientes.

Ademas, como el mutante M86V tiene un grave defecto en el inicio de la traduccion a
37°C en los perfiles de polisomas, ya que muestra una gran acumulacién de monosomas, se
decidi6 analizar la expresion de estos transcritos de fusion HIS4::LacZ, con codones de inicio
AUG o UUG, incubando el mutante y la cepa control durante 6 horas a 37°C. Como se observa
en la figura 38, en el mutante M86V la expresion del mMRNA HIS4 con un coddn de inicio AUG
disminuye un 75% respecto a la cepa control. Ademas, la expresion del mRNA HIS4 con un
codon UUG disminuye mas del 90% respecto al control, pues tiene un valor de actividad B-

galactosidasa casi inapreciable para este transcrito a temperatura restrictiva de 37°C.
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Figura 38. Traduccion de los transcritos de fusion HIS4::LacZ con codones de inicio AUG o UUG en el mutante
M86V vy en la cepa control a 37°C. Se procedié como en la Figura 38, pero los valores de actividad -galactosidasa
de ambas cepas se obtuvieron tras cultivarlas durante 6 horas a 37°C.
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La proteina L16 se encuentra conservada en los ribosomas de los organismos en los tres
dominios de la vida: bacterias, arqueobacterias y eucariotas. Sin embargo, su version eucariota
ha adquirido con la evolucion una larga hélice en el extremo C-terminal. Existen varios trabajos
recientes en los que se ha investigado la funcionalidad de los nuevos elementos del ribosoma
eucariota en la biogénesis de los ribosomas y en la traduccién de los mMRNAs (Ben-Shem et al.,
2010; Melnikov et al., 2012). Asi, algunos de estos nuevos elementos eucariotas serian
importantes en el aumento en la complejidad estructural y funcional del ribosoma eucariota y
por consiguiente del proceso de traduccién en estos organismos (Jakovljevic et al., 2004;
Gamalinda y Woolford, 2014; Ghosh et al., 2014).

Una vez identificados y analizados varios residuos importantes para la funcionalidad de
la proteina L16 gracias a la seleccion de mutantes de pérdida parcial de funcién, nuestro
siguiente objetivo fue estudiar el papel de una larga a-hélice del extremo C-terminal de L16 de

62 aminoéacidos en la biogénesis de ribosomas y en la traduccion.

Utilizando la estructura cristalografica de alta resolucién del ribosoma 80S de levadura
(Ben-Shem et al., 2010), se aprecia que L16 establece multiples interacciones con las proteinas
ribosémicas L6, L14, L20 y L33, permitiendo numerosos contactos entre el dominio II,
incluyendo su segmento de expansion del rRNA ES7 y el segmento ES 39 del dominio VI.
Estas interacciones permiten un plegamiento adecuado de esta zona del rRNA 25S durante la
maduracion  de la subunidad 60S, cubriendo el extremo 5° del rRNA maduro 5.8S, lo cual va
a ser fundamental para su correcto procesamiento ya que regularia que el acceso de la
exonucleasas encargadas de este proceso ocurra en el momento adecuado. La estructura
tridimensional de la a-hélice C-terminal de L16 de S. cerevisiae sugiere la existencia de un giro
de 90° que podria desempefiar un papel fundamental en el plegamiento de esta regién, al anclar
el segmento ES39 y el dominio VI del rRNA 25S al dominio Il del mismo rRNA (Figura 39).
Ademas, aunque la proteina L16 interacciona principalmente con el dominio VI de ese rRNA, el
fenotipo de procesamiento de los precursores del 25S de un mutante en el que se inhibe la
expresion de L16 es similar al del bloqueo en la expresidn de otras proteinas ribosémicas que se
encuentran en el dominio Il del rRNA como L33 o L7 (Martin-Marcos et al., 2007; Poll et al.,
2009; Jakovljevic et al., 2012). Por lo tanto es predecible que el extremo C-terminal de L16
contribuiria a la regulacion del procesamiento del extremo 5’ del rRNA maduro 5.8S por las
exonucleasas Ratl, Rrpl7 y Xrnl. Ademas, el rRNA maduro 5.8S es exclusivamente eucariota,
por lo que se puede proponer de estas observaciones que la extension del extremo C-terminal de
L16 habria aparecido evolutivamente en los organismos eucariotas a la vez que surge este rRNA

5.8S, interaccionando con su extremo 5' en la subunidad eucariota 60S.

79



Resultados

L33

Dominio VI 255
rRNA

L8

5.85 rRNA

Figura 39. Posicion de L16 y de su a-hélice C-terminal entre los dominios 1l y VI del rRNA 25S. L16 se representa en
rojo, sefialandose su extremo C-terminal, el dominio Il del rRNA 25S en azul oscuro, el dominio VI del rRNA 25S en
amarillo, el rRNA 5.8S en azul claro, varias RPs préximas a ellos en verde y el resto de dominios del rRNA 25S en gris.

Con el fin de investigar la posible funcion biologica de la a-hélice del extremo C-
terminal de L16 en el procesamiento del pre-rRNA, para originar el rRNA maduro 5.8S, se
generarons dos versiones truncadas de la proteina por mutagénesis dirigida. Para ello se
introdujeron en el alelo RPLI6B4;, clonado en un vector centromérico, mutaciones que
sustituyen los aminoacidos codificados por el codén 147 y por el 170 desde el ATG por un
codén sin sentido. Los alelos rpll6bACT generados codifican dos proteinas, L16BA51 y
L16BA28, que carecen de los ultimos 51 y 28 aminoacidos respectivamente. Es decir, L16BA51
esta desprovista de toda la a-hélice exclusivamente eucariota, y a L16BA28 le falta solo una

parte de ella que se introduce entre el dominio Il del rRNA y el dominio VI del rRNA 25S.
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Figura 40. Representacion de la region a-helicoidal del extremo C-terminal de L16B eliminada en parte o
totalmente en los dos mutantes de truncacion L16BACT.

Para generar estos alelos truncados rpll16BACT se utilizo el kit “Quickchange Lighting”
de Agilent ®, usando como molde el plasmido pAGH2 (RPL16B4;, CEN4 URA3) y parejas de
oligonucledtidos que sustituyen los nucle6tidos correspondientes que dan lugar a los codones
sin sentido, creandose los plasmidos pAGH3 y pAGH4 (Materiales y Métodos, Tabla 2 de los
Anexos). Del mismo modo que en el apartado anterior, se denominard a los mutantes

rpl16bACT en funcion de la delecion correspondiente.

1. FENOTIPO DE CRECIMIENTO DE LOS MUTANTES rpl16bCT

Una vez obtenidos los alelos rpll16bACT clonados en un vector URA3, se transformo
con ellos la cepa TY931 (Arpll6a, Arpll6b, YCplaclll::pGAL::RPL16B4;). Esta cepa carece
de los dos genes pardlogos de RPL16 en el genoma y sobrevive gracias a la presencia de un
alelo RPLI6B4; clonado en un vector centromérico bajo el promotor GAL1/10, que es
reprimible en presencia de glucosa, por lo que esta cepa no crece en YEPD ni en medio
complejo definido SC. Por tanto al cambiar la fuente de carbono de galactosa a glucosa, se
inhibe la expresion del gen RPL16B4; y s6lo se expresan los alelos truncados »pl/16bACT. De
esta forma, es posible investigar si las versiones truncadas L16BACT son viables, ya que los

transformantes serian capaces de crecer en un medio con glucosa como el YEPD.

Se analizé el crecimiento en YEPD de transformantes de la cepa TY931 con plasmidos
centromeéricos que llevan clonados cada uno de los alelos de truncacion rpl16bACT, el vector
vacio (mutante nulo) o el alelo RPL16B4;, como controles negativo y positivo respectivamente.
Para ello, las distintas cepas se cultivaron hasta fase exponencial en medio SC con galactosa y
sin leucina ni uracilo (SCGal-leu-ura) y después se hicieron diluciones seriadas y se aplicaron

gotas con el mismo numero de células en placas de YEPD que se incubaron a 28°C durante 3
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dias. Como se observa en la figura 41 la cepa TY931 transformada con un vector vacio es
incapaz de crecer en YEPD, ya que en este medio con glucosa se inhibe la sintesis de L16B
desde el promotor GAL1/10. De la misma forma, cuando se expresan los plasmidos que portan
los alelos rp/16bACT tampoco los transformantes correspondientes son capaces de crecer en

YEPD. Por tanto, el extremo C-terminal de L16 es indispensable para el crecimiento de S.

cerevisiae.
TY931 + rpll1 6bACT
SCGal 28°C YEPD 28°C
105 104 108 102
BY4741
Vector vacio
RPLI16BA;
TY931+
pl16bA451
_ mpl16DA28

Figura 41. Fenotipo de crecimiento de la cepa TY931 transformada con los alelos RPL16BA; que se indican. La
cepa WT BY4741 y la cepa TY931 (Arpll6a Arpli6b pGAL::RPL16BA;) transformada con un vector vacio o con
vectores que portan el alelo silvestre RPL16BA,; o los alelos rp/16bACT se cultivaron en medio SCGal-leu-ura a 28°C
hasta fase exponencial. Posteriormente se hicieron diluciones seriadas que se aplicaron en placas de SCGal-leu-ura
o en placas de YEPD que se incubaron a 28°C durante 3 dias.

Ademas, estas cepas se cultivaron en medio liquido, tanto con galactosa como con
glucosa como fuente de carbono a 28°C y se observd que al bloguear la expresion en glucosa del
alelo pGAL::RPLI16B4;, las células transformadas con el plasmido que porta el alelo silvestre
RPLI16B4; crecen précticamente igual en YEPD que en SCGal-leu-ura. Sin embargo, los
transformantes con el vector vacio o con los alelos rpl16bACT, dejan de crecer cuando se inhibe
la expresion del alelo silvestre en YEPD. Durante las primeras dos horas de incubacién en
YEPD estas células siguen creciendo, debido a que aln tienen una cierta cantidad de proteina
silvestre L16B sin embargo, al inhibir su sintesis y no ser completamente funcionales las
proteinas sin la a hélice C-terminal, se observa un progresivo descenso en la velocidad de

crecimiento con el tiempo de incubacion en YEPD.
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Figura 42. Curvas de crecimiento de la cepa TY931 transformada con los alelos RPL16BA; que se indican. La cepa
TY931 (Arpli6a Arpl16b pGAL::RPL16BA;) transformada con un vector vacio o con plasmidos que portan el alelo
silvestre RPL16BA,; o los alelos rp/16bACT se incubaron a 28°C hasta fase exponencial en en medio SCGal-leu-ura. Las
células se recogieron por centrifugacion y se transfirieron al mismo medio a 28°C (1) o YEPD a 28°C (2). Los cultivos
liguidos se incubaron en los correspondientes medios y se tomaron muestras cada 2 horas, para determinar en cada
caso la tasa de crecimiento de las cepas.

Ya que las versiones mutantes L16BACT que carecen del extremo C-terminal no
pueden mantener por si solas la viabilidad celular, los experimentos con las cepas que las
expresan se realizaron cultivandolas primero en medio con galactosa (SCGal-leu-ura) hasta fase
exponencial y transfiriéndolas posteriormente a medio con glucosa (YEPD o bien SC-leu-ura)

durante las horas indicadas en cada caso.

Analisis de la cantidad de proteina de L16ACT

Para comprobar que los alelos rpl16bACT se expresan y originan proteinas detectables
de menor tamafio que la silvestre L16B, se analiz6 la presencia de las mismas mediante
“western blot” empleando versiones fusionadas a un epitopo FLAG (ver Materiales y Métodos).
El epitopo se fusiond en el extremo C-terminal de las dos proteinas truncadas y de la silvestre,
porque el extremo N-terminal de L16 esta localizado en el interior de la subunidad 60S en un
sitio poco accesible, por lo que su posible inmunoprecipitacion una vez ensambladas en el

ribosoma, para experimentos posteriores seria poco eficiente (Ver materiales y métodos).
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Transformantes de la cepa TY931 que expresan alelos de fusion rpll6bACT::FLAG
(proteinas L16ACT-FLAG) o el alelo RPL16BA;-FLAG (L16B-FLAG) se cultivaron hasta fase
exponencial (DOgyonm~0.4) en el medio SCGal-leu-ura y a continuacién se transfirieron las
células a YEPD durante 2, 4 'y 8 horas. Posteriormente, se prepararon extractos proteicos a partir
del mismo nimero de células de cada cultivo y se analizé la presencia de las proteinas L16-
FLAG. Como se puede observar en la figura 43, las proteinas truncadas L16BACT se sintetizan
correctamente en las cepas correspondientes, sus tamafios moleculares son menores que el de la
proteina silvestre y ademas son menos abundantes o se detecta menor cantidad de ellas que de
L16B.

TY931
RPLI16BA; rpl16bA451 1pl16bA428
Horas en glucosa 0 2 4 8 0 2 4 8 0 2 4 8

L16B-FLAG

Figura 43. Deteccion de las proteinas LI6BACT en cepas que portan diferentes alelos RPL16BA; fusionados al
epitopo FLAG. Se prepararon extractos totales de la cepa TY931 (Arpl16a Arpl16b pGAL::RPL16BA;) transformada
con los alelos RPL16BA-FLAG indicados y cultivadas en SCGal-leu-ura y durante 2, 4 y 8 horas en YEPD a 28°C hasta
una 0.D~0.8. Estos extractos se analizaron mediante "western blot" utilizando anticuerpos anti-FLAG y anti-tubulina
que sirvié como control de carga.

2. DEFECTOS EN LA INICIACION DE LA TRADUCCION Y EN
LA BIOGENESIS DE RIBOSOMAS EN LOS MUTANTES
rpll16bACT

Para investigar como afecta la truncacion del extremo C-terminal de L16B a la sintesis
general de proteinas, se obtuvieron perfiles de polisomas totales de las diferentes cepas en las
que se expresa cada uno de los alelos rp/16bACT, el alelo silvestre RPL16B4; o el vector vacio.
Estas cepas se cultivaron en SCGal-leu-ura hasta fase exponencial y después se transfirieron a
SC-leu-ura durante 4 u 8 horas. Se prepararon extractos celulares de estos mutantes y se
separaron en gradientes de sacarosa continuos del 7% al 47% y que posteriormente se
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fraccionaron monitorizando los RNAs con la lampara UV de 254 nm acoplada al papel

registrador.

En los perfiles de la cepa TY931 transformada con el vector vacio, se observa que la
cantidad de subunidades maduras 60S se reduce drasticamente cuando se impide la expresion
del alelo condicional pGAL::RPL16B4; al cultivar las células en presencia de glucosa, siendo
apenas perceptible después de 8 horas de incubacion. Ademas, debido a este gran déficit de
subunidades 60S, se observa una enorme acumulacién de subunidades 40S y una gran reduccién
de monosomas 80S y de polisomas. Por tanto, la disminucién progresiva de la cantidad de L16B
bloquea también progresivamente la maduracion de las subunidades 60S y la formacién de
ribosomas maduros 80S nuevos que se incorporen a la traduccion global de mRNAs. En los
perfiles de las cepas transformadas con los alelos de truncacion se aprecia un fenotipo muy
similar al de la reduccion de la expresion de RPL16B, aunque algo menos severo. Estos datos
sugieren que el principal defecto traduccional de los mutantes que carecen del extremo C-
terminal de L16B se deberia a un grave problema en la produccién de subunidades 60S, similar
a lo que ocurre cuando no existe la proteina completa. Aungue el mutante rp/16b428 tiene un
fenotipo de defecto menor que el del mutante rp/16b451 y éste a su vez que el de la carencia de
L16B.

TY931+ RPLI6BA,;
b 80S b *
=3 @ «t
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TY931 + Vector
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Figura 44. Perfiles de polisomas de la cepa TY931 transformada con los alelos RPL16BA; que se indican. Se
obtuvieron los perfiles de polisomas de la cepa TY931 (Arpl16a Arpl16b pGAL::RPL16BA;) transformada con un
vector vacio o con vectores que portan el alelo silvestre RPL16BA; o los alelos rpl16bACT. Se utilizaron extractos
celulares preparados a partir de células incubadas en SCGal-leu-ura a 28°C y después de transferirlas 4 y 8 horas a
YEPD. Los picos corresponden (de izquierda a derecha) a las subunidades 40S, 60S, a los ribosomas 80S y a los
polisomas. En cada perfil se indica el cociente polisomas/monosomas (P/M).

Procesamiento de los precursores de los RNAs ribosdmicos en
mutantes rpl16bACT.

Para investigar si la a-hélice del extremo C-terminal de L16 es esencial en la biogénesis
de las subunidades 60S, como parecen indicar los perfiles de polisomas, se analizd el
procesamiento de los precursores de los rRNAs en los mutantes rp/16bACT mediante ensayos
de “northern blot”. Ademas, estos experimentos nos permitirian comprobar si el extremo C-
terminal de L16 es necesario para el procesamiento del extremo 5° del rRNA maduro 5.8S,

como se inferia de la estructura tridimensional de la subunidad 60S.

Para ello las distintas cepas se cultivaron en SCGal-leu-ura a 28°C hasta fase
exponencial y luego se transfirieron a SC-leu-ura durante 2, 4 y 8 horas y después se extrajo el
RNA total a partir del mismo nimero de células. Se cargaron cantidades equivalente a ~10ug de
RNA de cada cepa en geles desnaturalizantes de agarosa y se separaron por electroforesis y
posteriormente se transfirieron a membranas de nylon cargadas positivamente (Materiales y

Métodos). La carga se normaliz6 en relacion a la sefial de hibridacion de los RNAs SCR1y U3.
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Como se observa en la figura 45, el fenotipo de procesamiento de los pre-rRNAs en los
mutantes »p/16bACT es muy similar al que se observa al reducirse progresivamente la expresion
de pGAL::RPL16B4; (vector vacio). Cuando se analizan los precursores que se pueden detectar
con el oligonucledtido 4, tanto en los mutantes »p/16bACT como al reducirse la cantidad de la
proteina L16B en glucosa, se aprecia una gran acumulacion del precursor primario 35S
respecto a lo que ocurre en el control. Este fenotipo concuerda con el hecho de que la proteina
L16 se incorpore en las primeras etapas de la biogénesis de la subunidad 60S, por lo que su
ausencia o variantes mutantes de ella podrian afectar al procesamiento del precursor primario
35S en los sitios Ag y A;. Ademas, en las cepas que sintetizan proteinas truncadas L16BACT y
en el mutante nulo, al analizar la evolucion del cociente entre el 27SA, y otros precursores a
medida que las cepas crecen en glucosa, se observa la acumulacion del mismo con respecto a
los precursores posteriores en la ruta de procesamiento. Para cuantificar mejor la acumulacion
del pre-rRNA 27SA,, se hibrid6 la membrana con el oligonucel6tido 6, que detecta todos los
precursores 27S y el precursor 7S del 5.8S. Sin embargo, tanto en los mutantes rpl16bACT
como en ausencia de la proteina L16, el pre-rRNA 7S no se produce en cantidad detectable.
Defectos en el procesamiento de los precursores 27S junto con una dréastica reduccion de 7S,
serfan la causa de una grave reduccion en la produccién de rRNA maduro 25S y en la
biogénesis de las subunidades 60S que se apreciaba en los perfiles de polisomas de los mutantes
rpl16bA28Y rpll6bAS1.

Cuando se inhibe la sintesis de la proteina silvestre L16B en los mutantes »p/16bACT,
se observa en el “northern blot” un cambio de movilidad en la sefial de hibridacion de los
precursores 27S, que sugeria que podrian ser de mayor tamafio y no se estarian formando
correctamente. Sin embargo, con esta técnica, no puede determinarse con exactitud en qué etapa
del procesamiento de los precursores 27S es imprescindible la presencia del extremo C-terminal
de L16. Es decir, puede ocurrir que el pre-rRNA 7S no se estd produciendo porgue en los
mutantes los precursores 27SB no se estan procesando bien en el sitio C,, 0 es que estos pre-
27SB no se estan formando debido a que el problema estd en pasos anteriores del
procesamiento, bien en el sitio Az 0 bien en los sitios By, -B;s del extremo 5’ del rRNA 5.8S. Por
tanto, con el fin de determinar en qué momento del procesamiento de los precursores 27S se

requiere la a-hélice C-terminal de L16 se realizaron ensayos de “primer extension”.
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Figura 45. Defectos en el procesamiento y acumulacion de los rRNAs en cepas que portan diferentes alelos
RPL16BA;. La cepa TY931 (Arpl16a Arpl16b pGAL::RPL16BA;) transformada con un vector vacio o con plasmidos que
portan el alelo silvestre RPL16BA; o los alelos rp/16bACT se cultivaron en SCGal-leu-ura hasta fase exponencial a
28°C y se transfirieron durante 2, 4 y 8 horas a YEPD. Se obtuvieron RNAs totales y se sometieron a electroforesis
desnaturalizante geles de 1.2% agarosa y 4% formaldehido. Como sondas moleculares especificas se utilizaron los
oligonucledtidos 2, 4, 6 y 7, que anillan en las regiones sefialadas en la Figura 24; y otras que detectan
especificamente el RNA SCR1 y el snoRNA U3.

Para llevar a cabos los ensayos de “primer extension” se utilizd6 como cebador el
oligonucleétido 6 (complementario a la regién E-C,) marcado radiactivamente, para realizar una
reaccion de retro-transcripcion, que permitiera amplificar el extremo 5 de los diferentes
precursores 27S, utilizando como molde los mismos RNAs totales que se cargaron en el

“northern blot”.

Como se observa en la figura 46, los precursores 27SA, y 27SA; se producen
correctamente a medida que se bloguea la expresion de L16, tanto en el mutante nulo como en
los mutantes en los que se sintetizan cada una de las proteinas truncadas L16ACT. Sin embargo,
en ninguno de ellos se producen los precursores 27SB, ni 27SBs, lo que indicaria que no esta

teniendo lugar el procesamiento en los sitios B ni Bys del precursor 27SA;. Por tanto, como se
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predecia de su posicion en la estructura de la subunidad 60S, la a-hélice del extremo C-terminal
de L16 es imprescindible para el procesamiento del extremo 5’ del rRNA maduro 5.8S, que va a

ser necesario para una correcta biogénesis de esta subunidad madura 60S.
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Figura 46. Defectos en el procesamiento de los pre-rRNAs 27S en cepas que portan diferentes alelos RPL16BA;.
Ensayo de primer extension utilizando los RNAs totales de la figura 45 y como cebador el oligonucleétido 6 marcado
radiactivamente. Como marcadores de masa molecular se utilizé el plasmido pBR322 digerido con la endonucleasa
de restricciéon Mspl y el marcador comercial 20bp (Gibco). De esta forma, se amplificaron los extremos 5’ de los
distintos precursores 27S que posteriormente se resolvieron en geles de acrilamida al 6% y urea 8M.

Aungue ni en el mutante nulo ni en los mutantes con el C-terminal de L16B truncado se
esta produciendo el procesamiento del precursor 27SAs, parece que en el mutante nulo existe
una menor cantidad de los precursores 27SB que en rpl16bA51,y en éste a su vez menos que en
rpl16bA28. Es decir, parece que aunque las dos truncaciones del C-terminal de L16B son
letales, la mutacién rpl16b428 impide el procesamiento del extremo 5’ del rRNA 5.8S menos
drasticamente que rpl16bA51, y ésta a su vez menos que la ausencia progresiva o casi total de la
proteina. Esto también se observa en el “northern blot”, donde se intuye que hay una mayor
cantidad del precursor 7S en rpll6bA28 que en rpll6bA51 (aunque en este caso podria haber
sobrecarga de RNA en este carril segln indica la sefial de SCR1). Por tanto, como se predecia de

su posicion en la estructura de la subunidad 60S, la a-hélice del extremo C-terminal de L16 es
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imprescindible para el procesamiento del extremo 5° del rRNA maduro 5.8S, que va a ser

necesario para una correcta biogénesis de esta subunidad madura 60S.

3. LAS PROTEINAS TRUNCADAS L16BACT SE ENSAMBLAN
EN PRE-PARTICULAS RIBOSOMICAS

Como se ha demostrado anteriormente, tanto la ausencia de parte del extremo C-
terminal de L16B, como la ausencia de sintesis de la proteina completa, provocan un blogueo en
el procesamiento del rRNA precursor 27SA;, impidiéndose la formacion del extremo 5 del
rRNA 5.8S. No obstante, en los mutantes de truncacion este fenotipo podria deberse a que el
extremo C-terminal de L16 fuese esencial para ese paso especifico de procesamiento, o bien a
que las proteinas truncadas no se estuviesen incorporando correctamente en las pre-particulas
ribosémicas, por lo que esos mutantes tendrian un fenotipo similar al observado por la falta de
sintesis de la proteina esencial L16. Sin embargo, el fenotipo de procesamiento de los mutantes
de truncacion analizados, rpl16b428 'y rpl16bA51, no es tan drastico como el del mutante nulo
(pGAL::L16B durante el crecimiento en glucosa), lo que sugiere que al menos una fraccién de
las proteinas L16 truncadas si se ensamblarian en subunidades 60S. Para investigar si esto
ocurria, se realizaron ensayos de inmunoprecipitacién de pre-particulas ribosémicas 60S en
estos mutantes. Para ello, se usaron versiones de L16B y de L16BACT fusionadas al epitopo
FLAG en su extremo C-terminal clonadas en vectores multicopia (pAGH5, pAGH6 y pAGH?7,
ver Materiales y Métodos y Tabla Il de los Anexos), y se utilizaron micro-esferas conjugadas
con anticuerpo anti-FLAG para inmunoprecipitar las pre-particulas ribosémicas, analizando
después los pre-rRNAs asociadas a ellas por “northern blot”, de la misma forma que se hizo con
los mutantes rpll6bA* (Figura 28 0 pag 62). De esta manera, si las proteinas truncadas se
incorporan en pre-ribosomas 60S se deberian detectar precursores del rRNA, asi como rRNAs

maduros en los inmunoprecipitados de los mutantes correspondientes.

Los resultados de la figura 47 muestran que en los inmunoprecipitados de los mutantes
que sintetizan las proteinas truncadas se detectan los mismos precursores del rRNA y en
cantidades similares a los de la proteina completa. En el caso de los rRNAs maduros 25S y 18S
se inmunoprecipitaron ambos con menor eficiencia a partir de los extractos del mutante
rpll16bA51, aunque parece que en la fraccion “input” también hay menos cantidad de rRNA en
este caso. No obstante, en todos los casos se observa menos cantidad de los rRNAs maduros
25S y 18S que de sus precursores, debido a que la proteina estd menos accesible en la subunidad
madura 60S que en las pre-particulas. Sin embargo, los precursores 35S y 27S inmunoprecipitan

con eficiencia similar tanto en los extractos de los mutantes de truncacién como en los de la
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cepa control. Por tanto, las proteinas L16BA28 y L16BAS51 si se incorporan en pre-particulas
ribosémicas 60S, aunque en ellas no se estabilizarian correctamente los dominios Il y VI del
rRNA 25S, por lo que no ocurriria correctamente el procesamiento exonucleolitico del extremo
5 del rRNA 5.8S.

TY931

BY4741 RPLI16BA~FLAG rpll6bASI-FLAG rpll6bA28-FLAG
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Figura 47. Analisis del ensamblaje de las proteinas mutantes L16BACT en los pre-ribosomas 60S en cepas que
portan diferentes alelos RPL16BA; fusionados al epitopo FLAG. La cepa WT BY4741 y la cepa TY931 transformada
con el alelo silvestre RPL16BAI o los alelos rpl16bACT fusionados al epitopo FLAG se cultivaron en medio SCGal-leu-
ura hasta fase exponencial a 28°C y se transfirieron durante 2, 4 y 8 horas a YEPD. Se prepararon extractos celulares
de los que una fraccion se usé para extraer RNA total (“input”) y otra se utilizé para inmunoprecipitar pre-ribosomas
60S con microesferas conjugadas con anticuerpo anti-FLAG, de las que se extajo el RNA que co-purifica con ellas
(“IP”). Las distintas fracciones de RNA se separaron por electroforesis en geles de agarosa al 1.2% y formaldehido
4% vy tras transferirlos a membranas de nylon se hibridaron con los mismos oligonucleétidos que en las figuras 23 y
25.

4. LA AUSENCIA DEL EXTREMO C-terminal DE L16 NO
PROVOCA CAMBIOS EN LA COMPOSICION DE LAS PRE-
PARTICULAS RIBOSOMICAS

En trabajos previos se han utilizado con éxito aproximaciones de espectrometria de
masas semicuantitativa para detectar cambios en la composicidn en los factores de biogénesis de
ribosomas asociados temporalmente y/o en las RPs que componen las particulas pre-

ribosémicas aisladas de cepas de levadura mutantes respecto a las silvestres (Ohmayer et al.,
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2013, Jakob et al., 2012; Lebreton et al., 2008; Merl et al., 2010; Altvater M 2012). Una de
estas técnicas de espectrometria de masas se denomina iTRAQ (isobaric Tags for Relative and
Absolute Quantitation) y permite comparar la abundancia relativa de una proteina en dos
muestras. Para ello las proteinas presentes en las dos muestras se digieren con tripsina y los
péptidos resultantes se marcan con dos reactivo distintos segun de que muestra procedan, para
después ser separados e identificados por cromatografia HPLC asociada a un equipo MALDI
TOF/TOF. Asi, se puede comparar la abundancia relativa de una proteina en las dos muestras

analizando la abundancia de los reactivos con los que se marcaron.
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Figura 48. Representacion esquematica de la aproximacion utilizada para caracterizar la composicion de las pre-
particulas ribosémicas purificadas del mutante L16BA51 o de la cepa isogénica control. Resumen de las etapas
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llevadas a cabo para purificar distintas pre-particulas ribosémicas y caracterizar su composicion por LC-MS/MS
(Adaptado de Ohmayer et al., 2013).

Tras comprobar que las proteinas truncadas L16ACT se incorporaban en pre-particulas
ribosémicas, utilizamos la técnica del iTRAQ para analizar si la ausencia de la a-hélice C-
terminal de L16 originaba cambios en la asociacion de factores de biogénesis de ribosomas o en
la incorporacion o ensamblaje de otras proteinas ribosomicas en los pre-ribosomas. Para ello, se
purificaron por afinidad pre-ribosomas 60S de la cepa TY931 transformada con los alelos
silvestre o truncado rpll6b457 y cultivadas en medio con glucosa, utilizando el factor de
biogénesis Noc2 fusionado al epitopo TAP (ver Materiales y Métodos). Este epitopo se une a
las moléculas de 1gG conjugadas en micro-esferas magnéticas, permitiendo la
inmunoprecipitacion de las pre-particulas ribosdmicas asociadas al factor de biogénesis Noc2.
Se utiliz6 la proteina Noc2 porque es un factor que se asocia especificamente con pre-particulas
60S que se encuentran en las primeras etapas y en etapas intermedias de maduracién en la
biogénesis de ribosomas, ya que los mutantes de truncacion mostraban defectos en el

procesamiento temprano del pre-rRNA.

La cepa TY931-Noc2TAP transformada con los alelos silvestre o truncado rpl16b451
se cultivé en SCGal-leu-ura hasta fase exponencial, se transfirié a YEPD durante 8h a 28°C y se
prepararon extractos celulares a partir de los que se obtuvieron las diferente pre-particulas
ribosdmicas. Posteriormente, los pre-ribosomas procedentes de las cepas que expresan la
proteina silvestre y truncada se marcaron con los distintos reactivos del iTRAQ y se separaron
por HPLC, identificAndose posteriormente por espectrometria de masas su composicion

(Materiales y Métodos).

Al analizar los datos obtenidos del ensayo protedmico se observé que la proteina
ribosémica que mas disminuye en la cepa que expresa la proteina truncada L16BA51 respecto a
la que expresa la proteina silvestre es L16, lo cual seria un indicativo de que el ensayo se ha
realizado correctamente. Sin embargo, no se aprecian diferencias significativas en las cantidades
de los distintos factores de biogénesis o RPs que co-purifican con las particulas pre-ribosémicas
unidas a Noc2 en ambas cepas. Las principales diferencias en la composicion de las pre-
particulas ribosémicas entre ambas cepas, son un ligero aumento en la cantidad de las RPs L27,
L26 y L23, asi como en la cantidad de los factores de biogénesis Mak5 y Rrpl14 en la cepa que
expresa la proteina truncada L16A51. También se observa en ellas un leve descenso en la

cantidad de los factores de biogénesis Brx1 y Ssfl.
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Figura 49. Analisis de la composicion de las pre-ribosomas 60S purificados via Noc2-TAP en el mutante L16BA51 o
en la cepa isogénica control. La cepa TY931-Noc2TAP transformada con los alelos silvestre o truncado rp/16bA51 se
cultivd en medio SCGal-leu-ura hasta fase exponencial y se transfirié a YEPD durante 8 horas. Los pre-ribosomas 60S
de amabs cepas unidos a Noc2-TAP se purificaron por afinidad usando microesferas magnéticas conjugadas a IgG y
su composicién se comparo por iTRAQ (Materiales y Métodos). Se representa la abundancia de distintos factores de
biogénesis de la subunidad 60S y de distintas RPs en el mutante L16BA51 frente a la cepa control. Entre paréntesis
se recogen el numero de péptidos de cada proteina identificados por el espetrémetro de masas.

5. AISLAMIENTO DE SUPRESORES DE DOSIS DE LAS
MUTACIONES rpl16bACT

Una de las aproximaciones clasicas para detectar interacciones genéticas e identificar
genes cuyos productos estén implicados en el mismo proceso celular, es la busqueda de

supresores de dosis, ya que el incremento de la dosis de un producto génico en la célula puede

compensar el fenotipo mutante causado por una mutacion en otro gen. Con este objetivo,
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tratamos de encontrar algin supresor que corrigiera el fenotipo de letalidad de cepas que
solamente expresan los alelos rpll16bACT desde plasmidos centroméricos y permitiera su

crecimiento.

En primer lugar utilizamos los vectores con los alelos rpl16bACT fusionados al epitopo
FLAG en un vector multicopia (pPAGH6 y pAGH7) para determinar si un aumento en la
cantidad de las proteinas truncadas podria suprimir la letalidad de los transformantes de la cepa
TY931 en medio con glucosa. Encontramos que los transformantes con el plasmido multicopia
con el alelo rpl16428-FLAG, si son capaces de crecer en un medio con glucosa, aunque tienen
un acusado fenotipo de crecimiento lento. Para investigar si ese fenotipo se deberia a la
presencia del epitopo, construimos un alelo »pl16428 con sus regiones promotora y terminadora
de la transcripcion naturales y sin FLAG, lo clonamos en un vector de alto nimero de copias
(PAGH9, hc-rpli6bA28) y observamos que el fenotipo de crecimiento lento de los
transformantes correspondientes era idéntico al de aquellos con el plasmido pAGH7 (hc-
rpll16428-FLAG). Es decir, la expresion Unicamente de un alelo »p/16428 clonado en un

plasmido centromérico es letal, pero no lo es cuando se expresa desde un plasmido multicopia.

En la figura 50 se muestra el crecimiento lento en YEPD de transformantes de la cepa
TY931 con el pldsmido hc-rpl16BA28. También se muestra que, por el contrario, la
sobreexpresion del alelo rpl16451 por si solo en esa cepa y en medio con glucosa no es
suficiente para sostener la viabilidad celular. Ademas, pudimos observar que el plasmido hc-
rpl16BA51 tiene un efecto méas grave sobre el crecimiento de la cepa TY931 en medio con
galactosa (en el que se sobreexpresa a la vez el alelo pGal::RPL16BAi) que rpll16451 clonado
en un plasmido centromérico (ver Figura 41) Este posible efecto de dominancia se trata en el

siguiente apartado de la memoria.
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TY931 + rpll 6bACT
SCGal YEPD
28°C 100 108 102 100 108 102

CEN4-RPL16B

hc-RPL16B

TY931+ 1
hc-rpl16bA51

Hc-rpl16bA28

Figura 50. Fenotipo de crecimiento de la cepa TY931 transformada con los alelos RPL16BA; que se indican. La cepa
TY931 (Arpll6a Arpli6b pGAL::RPL16BA;) transformada con vectores que permiten la sobreexpresion del alelo
silvestre RPL16BA; o los alelos rpl16bACT se cultivaron en medio SCGal-leu-ura a 28°C hasta fase exponencial. Se
hicieron diluciones seriadas que se aplicaron en placas de SCGal-leu-ura o en placas de YEPD que se incubaron a
28°C durante 3 dias.

Para determinar cémo influye la sobreexpresion desde un plasmido en alto nimero de copias del
alelo 7p/16bA28 en la sintesis de la proteina L16BA28-FLAG, se transformo la cepa TY931con
un plasmido centromérico y uno multicopia que portaban el alelo rpl16bA28-FLAG (pAGH12 y
pAGH13, respectivamente. Ver tabla Il de los anexos). A continuacion se prepararon extractos
de las dos cepas resultantes en SCGal-leu-ura hasta fase exponencial y tras incubarlas 8 horas en
YEPD y se compar¢ la cantidad de proteina en cada situacion por “western blot”. El resultado
indica que, como se esperaba, al expresar el alelo desde un plasmido de alto nimero de copias
aumenta notablemente la cantidad de proteina L16BA28. Por tanto, la ausencia de los ultimos
28 aminoacidos de L16 si permitiria que se produjese en cierta medida el procesamiento del
extremo 5° del rRNA 5.8S, aunque de manera insuficiente para permitir la biogénesis de una
cantidad de subunidades 60S maduras, necesarias para el crecimiento normal de la cepa, similar
al de la cepa isogénica control. Asi, al aumentar la cantidad de proteina truncada mejoraria el
procesamiento de los precursores permitiendo alcanzar una cantidad de subunidades 60S

maduras suficientes para conseguir la viabilidad celular.
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Figura 51. Analisis de la cantidad de proteina L16BA28 al sobreexpresar en la cepa TY931 el alelo rp/16bA28. La
cepa TY931 (Arpll6a Arpl16b pGAL::RPL16BA;) se transformd con plasmidos centroméricos o multicopia con los
alelos RPL16BA-FLAG o rpl16bA28-FLAG. Se prepararon extractos a partir de células cultivadas en SCGal-leu-ura a
28°C y durante 8 horas en YEPD a 28°C hasta una 0.D~0.8. Estos extractos se analizaron mediante "western blot"
utilizando anticuerpos anti-FLAG y anti-GCD6 que sirvié como control de carga.

Al constatar que el alelo rpl16428 clonado en un plasmido multicopia permitia el
crecimiento celular de una cepa Arpll6a Arpll6b, decidimos usar una cepa que expresa solo el
alelo de truncacién en ausencia del alelo pGAL::RPLI16B/;, para intentar seleccionar de
supresores de dosis. Esta cepa Hm717 (drpli6a Arpll6b, hc-rpl16428) ahora es viable, pero
presenta un crecimiento lento muy severo, por lo que se podria detectar facilmente la supresion

de este fenotipo.

La primera estrategia que se considerd utilizar para aislar supresores de dosis fue
transformar el mutante con genotecas construidas en vectores multicopia, seleccionando los
transformantes que corrigieran el fenotipo slg. Sin embargo, cuando se aplicé esta estrategia en
trabajos anteriores en el laboratorio (Tesis Pilar Martin Marcos) y se recuperaban los plasmidos
que corregian ese fenotipo, siempre portaban un alelo silvestre del gen de interés o su paralogo.
Por esta razon, desechamos emplear esta estrategia y decidimos transformar el mutante
rpl16428 con plasmidos multicopia en los que estan clonados genes que codifican factores de
biogénesis de la subunidad 60S o proteinas implicadas en el inicio de la traduccidon. En la tabla

3 se recogen los genes con los que se transformd la cepa mutante.
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Nombre del Gen Descripcion

BRX1 Proteina con un motivo 6-70 de uniéon a RNA Kaser et al. 2001
implicada en la biogénesis de subunidades
SSF1 Proteina nuclear implicada en el procesamiento Fatica et al. 2002
del pre-rRNA 27SA,
Componente de las pre-particulas ribosémicas ~ Pellett S and Tracy JW
MAK16 60S que interviene en la maduracion de los 2006
rRNAs 25S y 5.8S
MAKS5 RNA helicasa de la familia DEAD-box Zagulski et al., 2003
implicada en la biogénesis de subunidades 60S
EBP?2 Se requiere para la maduracion del rRNA 25S y Wan et al., 2015
para el ensamblaje de subunidades 60S
RRP14 Ribosomal RNA Processing. Proteina Oeffinger et al. 2007
implicada en la biogénesis de ribosomas
Factor de biogenesis requerido para el Adams et al. 2002
NOP7 procesamiento del 27SA3. Interacciona
funcionalmente con Drs1
RNA helicasa de la familia DEAD-box que
DRS1 participa en el procesamiento de los pre-rRNAs  Ripmaster et al., 1992
27SB
DBP6 RNA helicasa de la familia DEAD-box Kressler et al. 1998
implicada en la biogénesis de subunidades 60S
RNA helicasa de la familia DEAD-box.
SPB4 Necesaria para el procesamiento de los pre- De la Cruz et al. 1998b
rRNAs 27SB
RNA helicasa dependiente de ATP de la
DOB1 familia DExD/H que se requiere para la De la Cruz et al. 1998a
formacion del extremo 3° del rRNA 5.8S
RNA helicasa dependiente de ATP de la
DED1 familia DEAD box con una funcién esencial en lost et al. 1998
el inicio de la traduccién
NUG1 GTPasa asociada a pre-ribosomas 60S que se Bassler et al., 2001
requiere para su exporte al citoplasma
NSA2 Factor de biogenesis que participa en el Lebreton et al., 2006
procesamiento de los precursores 27S
Factor de inicio de la traduccién elF5B que ]
FUN12 promueve la unién de subunidades ribosémicas Choi et al. 1998
40S y 60S
Proteina de unién a las colas de polyA esencial
PAB1 para la estabilidad de los MRNAs en el inicio Sachs et al. 1987
de la traduccién
CT Complejo ternarnio formado por elF2-GTP- Benne y Hershey. 1978
tRNAM

Tabla 3. Descripcidon de los factores de biogénesis de la subunidad 60S y de los componentes de la maquinaria
traduccional que se sobreexpresaron en el mutante rp/16bA28 en tratando de aislar supresores de dosis.

Se decidio clonar y sobreexpresar el gen MAKS porque en un estudio anterior (Pratte et
al., 2013) se observo que una serie de factores de biogénesis que interaccionan fisica o
genéticamente con ¢l forman un “cluster” que estd implicado en los reordenamientos que tienen
lugar en una regidén especificamente eucariota de la subunidad 60S compuesta por las proteinas
L6, L14 y L16 y los segmentos de expansion del rRNA ES7L y ES39L. Por tanto, aunque en

98



Resultados

nuestros ensayos de espectrometria de masas Mak5 aumentaba cuando estaba ausente el
extremo C-terminal L16, decidimos comprobar su posible interaccion con L16 en la
organizacion de esa region de los pre-ribosomas. También sobreexpresamos el gen que codifica
Ebp2 porque interacciona fisicamente con Mak5 (Wan et al., 2015), asi como los genes que
codifican los factores de biogénesis cuya cantidad disminuia mas en la cepa que expresa el alelo
rpli6b451, Brx1, Ssfl, Nugl y Spb4. El resto de los genes analizados como posibles
supresores de dosis del fenotipo de crecimiento lento de la cepa que expresa el alelo rpl16428,
codifican otros factores de biogénesis como Nop7 (Adams et al., 2002), Nsa2 (Lebreton et al.,
2006), Mak16 (X 2001), o Rrpl14 (Oeffinger et al. 2007); o helicasas de la familia DEAD box
dependientes de ATP que en estudios anteriores se demostré que estaban implicadas en la
biogénesis de la subunidad 60S como Dbp6 (De la Cruz et al., 1998a) Drsl (Ripmaster et al.,
1992), Ded1 (X 199X) o Dobl (De la Cruz et al., 1998b). Algunos de estos factores como Drsl
0 Nop7, se habia comprobado previamente que suprimian el fenotipo de crecimiento lento de
mutaciones en otras RPs (Martin-Marcos et al., 2007). Finalmente, también se sobreexpresaron
el factor de inicio de traduccion elF5B, porque se habia demostrado que corregia el fenotipo slg
de mutantes de delecion que carecen del extremo C-terminal de la proteina L19e (Tesis Ana
Jiménez); la proteina PAB1 (“PolyA-Binding protein™), porque suprime parcialmente el
fenotipo de crecimiento lento de mutantes en los que esta alterada la proteina ribosémica L33; y
el complejo ternario, porque suprime parcialmente el fenotipo Ged™ de los mismos mutantes
(Martin-Marcos et al., 2007).

Como se aprecia en la figura 52, ninguno de los genes analizados suprime el fenotipo de
crecimiento lento de la cepa Hm717 (drpll6a Arpll6b, hc-rpl16bA428).
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Hm717 (4rpll 6a Arpll 6b, he-1pll 6428)
SC-Ura 28°C SC-Ura 28°C SC-Ura 28°C
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hc-RPL16B . hc-RPL16B hc-RPL16B
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hc-MAKS @ hc-DBPG hc-NSA2
he-£6P2 ® hc-DEDI he-NUG1
hc-RRP14 ® he-DOB1 hc-FUN12
hc-BRX1 - he-DRS1 hc-PAB1
hc-SSF1 ) he-NOP7 hc~comp/§’jo

ternario
he-MAK16 hc-SPB4

Figura 52. Sobreexpresion de diferentes factores de biogénesis de la subunidad 60S y componentes de la
magquinaria traduccional en la cepa Hm717. La cepa Hm717 (Arpl16a Arpl16b, hc-rpl16A28) se transformd con los
genes que se recogen en la tabla 2 clonados en vectores de alto nimero de copia o con el vector vacio. Los distintos
transformantes se cultivaron a 28°C hasta fase exponencial en medio SC-ura y posteriormente se hicieron diluciones
seriadas que se aplicaron en placas de SC-ura que se incubaron a 28°C durante 3 dias.

6. DOMINANCIA NEGATIVA DE LOS ALELOS rpl16b4aCT
CUANDO SE SOBREEXPRESAN

Como se ha mencionado anteriormente, parece que la sobreexpresién del alelo
rpll16b451 podria tener un efecto perjudicial para el crecimiento en presencia de la proteina
silvestre L16B (Figura 50). Para comprobarlo, se transformo con los alelos rpl16bACT una cepa
Arpll6a y también la cepa silvestre BY4741, que tiene los dos paralogos genémicos de RPL16,

para analizar la posible dominancia de los alelos truncados.

Como se observa en la figura X, la sobreexpresion de los alelos »pl16bACT afecta
negativamente al crecimiento de la cepa Arpll6a y de la cepa silvestre BY4741 tanto a 28°C
como a 37°C, aungue este efecto es mas acusado cuando s6lo existe un pardlogo RPL16B y a
37°C. Ademas la sobreexpresion del alelo »p/16b451 causa una reduccién en el crecimiento
mayor que la del alelo »p/16b428 en todas las condiciones. Por tanto los alelos de truncacion
rpl16bACT serian dominantes respecto de los alelos RPL16A y RPL16B.

Por tanto los alelos de truncacion rpl16bACT serian dominantes, ya que clonados en
plasmidos de alto nimero de copias causan crecimiento lento (i) en presencia de RPL16A y
RPL16B en el genoma, (ii) en presencia de RPL16B Unicamente en la cepa rpll6a, (iii) e
incluso cuando hay un exceso de proteina silvestre L16B, en transformantes de fondo genético
Arpll6a Arpl16b que llevan también el alelo condicional pGAL::RPL16BAi y esto se observa en
medio con galactosa (Figura 50).
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Figura 53. Fenotipo de crecimiento de las cepas Arpl16a y BY4741 cuando se sobreexpresa en ellas los alelos
rpl16bACT. Se hicieron estrias de las cepas indicadas transformadas con los alelos rp/16bACT o con el vector
episdémico vacio YEplac181 (hc-V) segun se recoge en los esquemas de la izquierda de la figura en placas de SC-ura
que se incubaron durante 2 dias a 28°C o a 37°C.
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En este trabajo se han investigado las funciones esenciales de la proteina ribosémica
L16 en la biogénesis de la subunidad ribosémica 60S y en la traduccién por el ribosoma maduro
en Saccharomyces cerevisiae. Para ello, se realiz6 un analisis mutacional del gen RPL16B que
permitiera correlacionar los rasgos fenotipicos de mutantes de pérdida parcial de funcion de L16
con los cambios que provocarian las respectivas mutaciones en la secuencia de aminoacidos o
en la estructura de la proteina, para predecir qué interacciones con los rRNAs o con otras
proteinas ribosdémicas podrian resultar alteradas en la subunidad 60S. Ademés, también se
generaron dos mutantes de truncacion que permitieran analizar el papel de la larga hélice C-

terminal exclusivamente eucariota de L16.

Interpretacion de las consecuencias fenotipicas de las mutaciones
rpl16bACT y rpl16b*

L16 es una proteina esencial que estd muy conservada evolutivamente en bacterias,
arqueobacterias y eucariotas y que se localiza en la subunidad 60S de S. cerevisiae junto al
segmento de expansion del rRNA ES39, entre el dominio Il y el dominio VI del rRNA 25S,
contactando con las RPs L14, L33 y L20. La estructura tridimensional de L16 consta de dos
regiones bien diferenciadas: un dominio globular conservado evolutivamente de bacterias a
eucariotas, formado por el plegamiento de varias a-hélices y laminas-f3 unidas por regiones no
estructuradas y por giros; y una larga hélice C-terminal que se pliega sobre si misma para

formar una especie de gancho y que Unicamente posee la version eucariota de la proteina.

En colaboracién con el grupo del Dr. Philipp Milkereit de la Universidad de
Regensburg, hemos analizado cémo afecta el ensamblaje de un conjunto de RPs que se unen al
dominio Il del rRNA 25S y al ES7 adyacente a él, en la composicion de los disitntos pre-
ribosomas 60S. Entre estas proteinas se encuentran. EI ensamblaje del dominio Il del rRNA 25S
tiene un gran impacto en las interacciones transitorias de factores de biogénesis especificos de la
subunidad mayor y el reclutamiento eficiente de otras RPs a las pre-particulas 60S (Ohmayer et
al., 2015). Las interacciones entre todos esos elementos conducirian a un estado de plegamiento
concreto dentro de la region 5 del pre-rRNA de la subunidad 60S que va a ser funcionalmente
importante en las primeras etapas de maduracion de dicha subunidad, al promover el
procesamiento exonucleolitico del extremo 5° del rRNA 5.8S. Durante el ensamblaje del
dominio 11, L16 y su extremo C-terminal desempefian un papel fundamental al organizar una
agrupacion o cluster (cluster dll/dVI) junto con L14, L33, L20 y L6, que permite establecer
numerosos contactos entre el dominio I, el ES7 y el dominio VI, incluyendo el ES39. El
extremo C-terminal de L16 al plegarse en su parte central, anclaria el dominio VI al dominio 1l
y al ES7 favoreciendo un plegamiento que protegeria el extremo 5 del rRNA 5.8S como una

tapadera, dificultando el acceso de exonucleasas y regulando asi su correcto procesamiento
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exonucleolitico en el momento adecuado. Es posible que el extremo c-terminal de L14
establezca interacciones sinérgicas con las funciones del extremo c-terminal de L16 en este

proceso.

Experimentos realizados en este trabajo de investigacion, demuestran que
efectivamente el extremo C-terminal de L16 es crucial para el correcto procesamiento del
extremo 5’ de los pre-rRNA 27S. Sin embargo, la delecion de los Gltimos 19 aminoéacidos de la
proteina no tiene consecuencias fenotipicas aparentes sobre el crecimiento de S. cerevisiae, a
pesar de que predeciblemente afectaria a la interaccion con el extremo C-terminal de L14 en la
estructura de la subunidad 60S. Estos resultados permiten proponer que las numerosas y fuertes
interacciones moleculares que ocurririan entre las RPs del cluster dl1/dVI con esos dominios del
rRNA, determinarian que parte de la a-hélice C-terminal de L16 fuese dispensable para el

establecimiento y formacion del cluster.

Figura 54. Representacion de las interacciones de L16 con los dominios I, Il y VI del rRNA 25S de S. cerevisiae. Se
representa en azul la estructura terciaria de L16 indicandose en amarillo los aminoacidos mutados, en negro la
estructura terciaria del dominio | del rRNA 25S, en amarillo la del dominio Il y en gris la el dominio VI.

De todos los componentes del cluster dll/dVI, Gnicamente el dominio N-terminal de
L16 se encuentra conservada en el ribosoma de bacterias. De igual forma, los segmentos de
expansion ES7 y ES39 no tienen homologo en el rRNA 23S bacteriano. Esto determina que la
organizacion estructural del extremo 5° del rRNA de la subunidad 50S en bacterias difiera de la
del rRNA de eucariotas. Asi, los extremos 5’ y 3’del 23S interaccionan de manera que la hélice
resultante, quedaria bastante expuesta al lado del solvente al no existir un dominio VI en el

rRNA que la cubra (Ver estructura del ribosoma de E. coli en la figura 55). En algunas
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arqueobacterias la situacion parece ser intermedia, debido a la existencia de los segmentos de
expansion ES7 y ES39 vy las proteinas homdlogas de L14 y L33 de eucariotas. Sin embargo, en
la estructura correspondiente de la subunidad 50S de arqueobacterias, apenas se establecen
contactos entre los dominios Il y VI que sean mediados por las RPs, por lo que el
emparejamiento del extremo 5 del rRNA se parece bastante al de E. coli (Figura 55). En
cambio, todas las proteinas que forman el cluster dll/dVI en levaduras estan conservadas en
otros eucariotas y los modelos estructurales actuales del ribosoma sugieren que la organizacion
estructural entre los dominios 11y VI 'y las regiones conservadas de ES7 y ES39 es muy similar
en levaduras y mamiferos. Por tanto, los contactos mediados por RPs entre los dominios 11y VI
del rRNA aumentan notablemente desde bacterias a eucariotas gracias a la adicion evolutiva de
elementos relevantes en el rRNA y en las RPs, permitiendo una reorganizacion estructural
alrededor del extremo 5’ del rRNA de la subunidad 60S, que comprende el rRNA 5.8S ausente
en bacterias. No obstante, experimentos en los que se inhibe la sintesis de L13a, la proteina
ortologa de L16 en células humanas, indican que no es esencial para la viabilidad celular, por lo
que la funcion propuesta para el extremo C-terminal de L16 en la formacion de la subunidad
60S de S. cerevisiae no estaria conservada en mamiferos (Chaudhuri et al., 2007). Por otra
parte, existen datos experimentales que sugieren una funcion de los homologos de L14 y L33 en
la formacién del cluster dIl/dVI en mamiferos, que seria un prerrequisito para la estabilizacion y
el procesamiento eficiente de los precursores tempranos de la subunidad 60S (Xiang et al.,
2009).

A £ col . central B E. coli central
PO/P1 /150N .~ protuberance
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Figura 55. Representacion de las interacciones entre los dominios Il y VI del rRNA 25S y de la posicién del extremo
5’ del mismo en la subunidad mayor del ribosoma bacteriano, de arqueas o eucariota. Se representan los modelos
de la subunidad mayor del ribosoma de Escherichia coli en A) y B), de la arquea Pyrococcus furiousus en C) y D) y de
dos eucariotas, Saccharomyces cerevisiae en E) y F) y Sus scrofa en G) y H). Los segmentos de expansion ES7 y ES39
del rRNA 25S y las RPs que forman el cluster dll/dVI estan indicados en amarillo, excepto el dominio globular de L16
conservado en todas las especies que estd en verde. El rRNA 5.8S se indica en rojo y el resto del rRNA en gris. En A),
C), E) y G) solo se muestra rRNA y en B), D), F) y H) las RPs del cluster dll/dVI son las Unicas RPs representadas.

Al analizar en la estructura de la proteina la localizacién de los aminoéacidos que
resultan sustituidos como consecuencia de las mutaciones analizadas en este trabajo,
observamos que se encuentran en regiones muy conservadas evolutivamente. Las sustituciones
I8N, A23D y A37D podrian afectar al plegamiento de la region globular de L16B, al localizarse
respectivamente en una ld&mina-p, una a-hélice y en un giro de la estructura secundaria. Por el
contrario, las sustituciones M86V y R93H podrian modificar interacciones con el rRNA 258, al
encontrarse estos aminoacidos préximos a los nucledtidos C1176, G1313 y G1177 del dominio

I1'y a los nucledtidos U631y A3172 de los dominios |y VI.
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Figura 56. Localizacion en la estructura terciaria de L16 de los residuos sustituidos en los mutantes y
representacion de sus posibles interacciones con los dominios I, Il y VI del rRNA 25S. A) Se representa en azul la
estructura terciaria de L16 indicandose en amarillo la posicion de los aminoacidos sustituidos. B) Se sefialan en la
estructura de L16 (azul) la posicidn de los aminoacidos sustituidos que modifican interacciones con el dominio | del
rRNA 25S (negro), el dominio Il (amarillo) o el dominio VI (gris).

Al realizar la mutagénesis aleatoria se identificaron también sustituciones en regiones
muy conservadas de la proteina y en residuos que interaccionan con el rRNA 25S, sin que esto
causara fenotipo de crecimiento lento. Asi, el cambio de otros aminoacidos conservados como
la Argl7 o GIn25, o sustituciones como K114M, G131D o W146R que maodificarian
interacciones con el dominio VI del rRNA 25S, ya que suponen cambios en el tamarfio de los
aminodcidos y en las cargas electrostaticas, no tienen aparentemente consecuencias fenotipicas
para una cepa Arpll6a Arpll6b. De hecho, el cambio R93H que agrava el fenotipo del mutante
I8N, no causa apenas crecimiento lento por si solo, a pesar de que podria debilitar la interaccién
con el rRNA 25S. Lo mismo ocurre en el caso de la mutacion G85R, que afecta al residuo
principal de L16 en su interaccion con el rRNA 23S en Haloarcula marismortui (Klein et al.,
2004) y que esta conservado en S. cerevisiae. Aunque al introducir una carga positiva la
proteina interacciona mas fuertemente con el dominio Il del rRNA 25S, este cambio no es

suficiente para conferir un fenotipo de crecimiento lento.

También se seleccionaron mutantes con sustituciones de aminoécidos que modificarian
interacciones con otras RPs, segun se predice de la estructura de la subunidad 60S. Entre otras,

las sustituciones Q25R o N28K, que afectarian a los contactos de L16 con L20 y L33
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respectivamente, no causan un fenotipo de crecimiento lento que sugiera defectos en procesos
celulares esenciales, como la traduccién o la biogénesis de ribosomas. Por tanto, o bien el
aminodacido que reemplaza al original no causa una alteracion importante en la estructura o la
funcionalidad de la proteina L16, o que aun asi, esas sustituciones no producen una gran

distorsién ni en la biogénesis ni en la estabilidad de la subunidad 60S.

Durante el desarrollo de este trabajo, el grupo del Dr. Mazumder identifico dos
aminodcidos en L13a, la proteina ortdloga humana de L16, que son esenciales para la
incorporacién de la misma en los pre-ribosomas 90S (Das et al., 2013). Asi, al introducir las
sustituciones R68A y S77D en L13A no se detectd la proteina en pre-ribosomas 90S, ni el
rRNA 28S en inmunoprecipitados de ribosomas totales. La Ser77 se fosforila en monocitos
humanos en respuesta a IFN-y, e inhibe la traduccion de los mMRNAs con elementos GAIT en su
secuencia. Cuando se sustituye por aspartico se crea un mutante fosfomimético de la proteina
gue no se incorpora en pre-ribosomas. En S. cerevisiae la Ser77 no se fosforila (Sacharomyces
Genome Database) y a la proteina L16 no se le ha asignado ninguna funcion extra-ribosémica,
como ocurre con su ortdloga humana, por lo que la sustitucion S77D no tendria las
consecuencias que se observan en monocitos. De hecho, al introducir la sustitucion S77D en
L16B, no se observo ningin fenotipo detectable, a pesar de haber introducido una carga
negativa que podria modificar las interacciones electrostaticas de L16B con el rRNA 25S.
Tampoco se parecia ningun fenotipo al introducir la sustitucion R68A en L16B. La Arg68
interacciona con el nucleétido C2988 del rRNA 25S de S. cerevisiae (Ben-Shem et al., 2010) y
la eliminacion de la carga positiva de este residuo podria afectar a la interaccion con el rRNA
25S, constituyendo otro ejemplo de cambio en L16B que origina una distorsion en esa zona de
la subunidad 60S, sin consecuencias fenotipicas detectables. Por tanto, parece que la regién de
la subunidad 60S en la que se localiza el segmento de expansién ES39L es susceptible de tolerar

varios cambios en la proteina L16B.

Todos los mutantes analizados en esta memoria expresan proteinas L16B* a partir de
alelos rpli6b4; carentes de intrdn. En S. cerevisiae, se ha descrito que intrones de los genes
RPG de las RP pueden contribuir a su regulacién transcripcional en determinadas condiciones, e
incluso influir en la expresion del otro gen paralogo (Meyer y Vilardell, 2009; Bergkessel et al.,
2011; Parenteau et al., 2011; Plocik y Guthrie, 2012). Sin embargo, en el caso de RPL16B,
parece que su intron no tiene ningun tipo de papel regulador en la expresién del gen (Parenteau
et al., 2011). Ademas, en este trabajo se comparan los datos de los mutantes »p/16b4; con los
obtenidos para la cepa isogénica control RPL16B4;, estando los genes clonados en un vector

idéntico y la ORF flanqueada por las mismas secuencias en ambos extremos. Por tanto, la
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ausencia de intrén no contribuiria en modo alguno a las diferencias fenotipicas entre los

mutantes y la cepa control.

Cuando analizamos la expresion de las proteinas mutantes L16B*-FLAG mediante
ensayos de “western blot”, las cantidades de las mismas en las cepas mutantes rpll6bA*
correspondientes son similares a la de la cepa isogénica control, tanto a 28°C como a 37°C, de lo
que se deduce que las mutaciones rpl16b4;* no parecen afectar a la cantidad ni a la estabilidad
de las proteinas que codifican (Figura 27). Por el contrario, la cantidad de las proteinas
truncadas LI6BACT en los mutantes rpll6bACT es menor que la detectada en la cepa isogénica
control (Figura 43). Incluso al sobreexpresar los alelos de »p/16bACT clonados en un plaésmido
de alto numero de copias, las proteinas truncadas son también menos abundantes que la
sintetizada a partir del alelo RPL16B4; en la cepa control (Figura51). Esto podria deberse a que
la enorme reduccidon de subunidades 60S que muestran los mutantes de truncacién, conduzca a
un importante descenso de la traduccién general de mMRNAs, que también afectaria a la de los
propios mensajeros que codifican las proteinas truncadas. Los mRNAs de las RPs se traducen
de forma muy activa, por lo que su propia traduccion debe reducirse notablemente en cepas que
tienen defectos traduccionales debido a la falta de ribosomas funcionales suficientes. Asi, se ha
descrito en un mutante de levadura que expresa una proteina ribosémica S31 que carece del
residuo de ubiquitina en su extremo N-terminal y que tiene defectos en traduccion y biogénesis
de ribosomas, también desciende notablemente la cantidad de proteinas S31 y S8 (Lacombe et
al., 2009).

Por otra parte, los MRNAS transcritos a partir de los alelos »pl/16bACT tienen codones
de terminacién de la traduccion prematuros (PTCs) que podrian ser reconocidos para su
degradacion por la ruta NMD (nonsense-mediated mRNA decay) (Peltz et al., 1994). En los
MRNASs con PTCs aumenta la distancia entre el huevo coddn de terminacion de la traduccion y
la secuencia de poliadenilacion, por lo que disminuye la interaccion entre PAB1 (poly-A binding
protein) y el factor de terminacidn de la traduccion eRF3, que interactia con UPF1 (Shoemaker
y Green, 2012). No obstante, cuando clonamos las ORFs de estos alelos rpl16bACT con el
nuevo codon sin sentido seguido inmediatamente de la secuencia 3’UTR de la ORF de RPL16B,
de manera que la distancia al sitio de poliadenilacion es la misma que en un alelo silvestre,
también detectamos una menor cantidad de las proteinas mutantes truncadas, por lo que parece
menos probable que la reduccién en la cantidad de proteina mutante se deba a la degradacién
por NMD.

En cualquier caso, el defecto en el procesamiento del extremo 5* del rRNA 5.8S en los
mutantes rp/16bACT no se deberia estrictamente a la falta de suficiente proteina L16BACT,

porgue cuando se expresan los alelos de truncacion desde un plasmido en alto nimero de copias
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(Figura 47), consiguiéndose niveles de proteina similares a los presentes en la cepa control,
también se detecta menor cantidad de los precursores 27S y 7S. Sin embargo, dado que la
sobreexpresion del alelo mutante rpl16b428 es viable, si es posible que el problema en el
procesamiento del extremo 5° del 5.8S se vea agravado como consecuencia de una menor
cantidad de proteina truncada, ya que esa misma mutacion es letal cuando la proteina se

sintetiza a partir de ese alelo rpl/16b428 clonado en un plasmido centromérico.

Defectos en el inicio de la traduccion en los mutantes rpll16bACT y
rpl16bA4;*

El andlisis de los perfiles de polisomas de los cinco mutantes rpll6b4* revela que
tienen graves defectos en el inicio general de la traduccion, lo cual concuerda con su mayor
sensibilidad a varios antibidticos que la inhiben en eucariotas. En los perfiles de todos los
mutantes se observa la presencia de halfmers que representan complejos de preiniciacion 43S
unidos al mRNA sin que se hayan unido a ellos subunidades 60S para comenzar a traducir
(Helser et al., 1981), tanto a 28°C como a 37°C. La cantidad de subunidades 60S libres,
monosomas (80S) y polisomas disminuye progresivamente durante la incubacién a 37°C, a la
vez que la cantidad de subunidades 40S libres aumenta con respecto a la cepa control (Figura
19). Como consecuencia, disminuyen progresivamente los cocientes 60S/40S vy
polisomas/monosomas a medida que las células mutantes se cultivan a 37°C (Figura 20-21).
Estos perfiles son similares a los de otros mutantes de RPs de la subunidad mayor como L33,
L2 y L10 (Martin-Marcos et al., 2007; Meskauskas et al., 2008; Petrov et al., 2008).

Sin embargo el perfil de polisomas de M86V es algo diferente al del resto de mutantes.
En este caso, los halfmers son menos abundantes, pues es menos acusada tanto la disminucién
en la cantidad de subunidades 60S como la acumulacion de subunidades 40S, por lo que el
cociente entre ambas subunidades no se reduce tan drésticamente como en el resto de mutantes
a 37°C. Ademaés, se observa en los perfiles de este mutante una gran acumulacion de
monosomas 80S con s6lo una ligera reduccion del tamafio y cantidad de los polisomas, lo que
indica un claro defecto en iniciacion, y es la razén de que también disminuya drasticamente el
cociente polisomas/monosomas a medida que aumenta el tiempo de incubacion a 37°C (Figura
19-21). Por tanto, en M86V podria haber ademas un defecto en los Gltimos pasos de la
iniciacion de la traduccion, tras la union entre ambas subunidades, que causaria el aumento de
monosomas 80S. Este defecto en el inicio de la traduccion también se aprecia en la disminucion
de la actividad B-galactosidasa procedente del transcrito de fusién HIS4-LacZ cuando se
cultivan las células a 37°C (Figura 38). Cuando se ensaya en el mutante M86V la sintesis de esta
proteina de fusién con un coddn de inicio AUG a 37°C, se observa que se reduce hasta un 80%

en relacion con la cepa control.
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En trabajos anteriores en el laboratorio se habia observado que la sobreexpresion del
factor de inicio de la traduccion elF5B suprimia el fenotipo slg de mutantes de S. cerevisiae que
carecen del extremo C-terminal de la proteina L19e (Tesis Ana Jiménez). Esto se deberia a que
la GTPasa elF5B interviene en el citoplasma en la maduracion final de las subunidades pre-40S,
promoviendo la uniéon con la subunidad 60S para la formacion de una particula “80S-like”,
como un punto de control previo a la generacion de subunidades competentes para la traduccion
(Soudet et al., 2010; Lebaron et al., 2012; Garcia-Gomez et al. 2014). Por tanto, un exceso de

elF5B podria favorecer la iniciacion de la traduccion en los mutantes de rp/194CT.

También, se identificd en trabajos previos que la sobreexpresién de PAB1 (poly-A
binding protein) suprimia parcialmente el fenotipo de crecimiento lento del mutante rpl33-
G76R de la proteina ribosémica L33 (Martin-Marcos et al. 2007), ya que incrementa la cantidad

de precursor 35S y por consiguiente la cantidad de subunidades 60S en ese mutante.

Ademas, en el caso de un mutante Auril, cuando se elimina esta chaperona implicada
en el control de calidad co-traduccional durante la sintesis proteica, las células muestran
sensibilidad a antibidticos inhibidores de la traduccion y presentan en su perfil de polisomas una
gran acumulacién de monosomas 80S. En este mutante, la sobreexpresion del complejo ternario
también alivia sus defectos en el inicio de la traduccion, corrigiendo el cociente P/M (Deplazes
et al., 2009). Sin embargo, cuando se sobreexpresaron en el mutante M86V éstos u otros
factores de inicio de la traduccion, no se observo supresion del fenotipo slg a 37°C (datos no
mostrados). El defecto en el inicio de la traduccion en este mutante no se deberia a defectos en
la unién entre ambas subunidades, ya que se acumulan monosomas, ni a la presencia en
cantidades limitantes de factores de inicio de la traduccion. Podria ocurrir que la mutacion
M86V en la subunidad 60S, esté ralentizando la liberacion de alguno de estos factores,

blogueando los ribosomas en el AUG vy dificultando el tltimo paso del inicio de la traduccion.

Por otra parte, es resefiable que en los perfiles de la cepa control RPL/6b4; se observa la
presencia de algunos halfmers. Este hecho indica que en cepas cuyo fondo genético es Arpll6a
Arpll6b la cantidad de L16B silvestre sintetizada a partir del alelo clonado en un plasmido

centromérico no seria completamente suficiente para la sintesis de la cantidad de 60S adecuada.

Como se ha comentado, los mutantes rpl16b4;* son sensibles a antibidticos que afectan
a la actividad descodificadora o a la actividad peptidil-transferasa del ribosoma (Figura 34). Sin
embargo, este fenotipo es comdn en cepas con defectos en la biogénesis de ribosomas que
causan un déficit en subunidades ribosomicas (Martin-Marcos et al., 2007; Meskauskas et al.,
2008; Petrov et al., 2008; Tesis Ana Jiménez), por lo que podria ser esta reduccion de 60S la
causa principal y no la existencia de defectos traduccionales especificos en nuestros mutantes.

No obstante, al estudiar la fidelidad traduccional se detecté en ellos un incremento en la
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frecuencia del cambio programado en -1 en la fase de lectura durante la traduccion de un
transcrito de fusion LacZ con la sefial del virus L-A. Aunque solo es significativamente mayor
en el caso de I8N y el doble mutante, en los que es 1.8 veces superior a la de la cepa control
(Figura 36). En otros mutantes con RPs alteradas en ningln caso este cambio en -1 en la fase de
lectura llega a ser 2 veces mayor que en la cepa silvestre (Meskauskas et al., 2005; Meskauskas
et al., 2008; Petrov et al., 2008; Rhodin y Dinman 2010). También se analiz6 si los mutantes
rpll6b4i* tienen alterado el reconocimiento del codén de inicio de la traduccion, mediante la
cuantificacion de la expresion de transcritos de fusion HIS4::LacZ con codones de inicio AUG
0 UUG. En ningln caso se observo un aumento significativo en la expresion de HIS4 con un
coddn de inicio UUG frente al que lleva AUG respecto a la cepa control, lo que sugiere que
estos mutantes no tienen alterada la fidelidad en la seleccion del coddn de inicio (Figura 37).

En el caso de los mutantes rp/16bACT los perfiles de polisomas son similares a los
obtenidos cuando se impide progresivamente la expresion de RPL16B4;, aunque el defecto es
algo menor. Esto indicaria que sus defectos en traduccion se deberian princpalmente a una
severa reduccion de subunidades 60S que hace que disminuyan los monosomas y los polisomas
y sugiere que numerosos mMRNAs se estan traduciendo por ello mucho menos eficazmente en
estos mutanets. No obstante, también podria haber algin defecto en el inicio de la traduccién
gque no podamos observar en estos ensayos al quedar en segundo plano frente a la gran

reduccion de subunidades 60S.

Ademas, cuando se sobreexpresa alguno de los alelos rpl16bACT en una cepa que tiene
en su genoma uno sélo de los genes pardlogos RPL16, o incluso en una cepa silvestre que posee
los dos, se observa un fenotipo de crecimiento lento, que indicaria la dominancia negativa de
estos alelos truncados. En esta situacion, a pesar de que habra un porcentaje de subunidades 60S
con proteinas L1I6BACT y que tengan menos cantidad del precursor 7S, no habré defectos en el
procesamiento de los precursores 27S ni déficit de ribsomas, ya que hay suficientes subunidades
60S con proteina silvestre L16B. Esto, nos hace pensar que la dominancia se podria deber a que
ambas subpoblaciones de subunidades 60S estarian compitiendo por unirse a los PICs 43S y las
que tienen las proteinas truncadas o no se unen bien al PIC 43S (y por eso la existencia de
halfmers) o tras unirse a ellos podrian formar monosomas que se quedaran bloqueados en el
codén de inicio Por tanto, es posible que la ausencia del extremo C-terminal de L16B también

cause defectos en el inicio de la traduccion.
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Defectos en el procesamiento de precursores de los rRNAs en los
mutantes rpl16bACT 'y rpll 6bA;™*

Para investigar las causas del déficit en las cantidades de subunidades 60S de los
mutantes »pll16b4* y rpl16bACT, analizamos el procesamiento de los precursores de los rRNAS

en los mimos.

En los mutantes »pl16bACT el fenotipo de procesamiento de los precursores de los
rRNAs es similar al que se observa cuando se inhibe progresivamente la expresion de RPL16B4;
y la sintesis de la proteina silvestre L16B (Figura 45). Este fenotipo se caracteriza por: (i) una
gran acumulacion del precursor 35S, (ii) un incremento en la proporcion del precursor 27SA;
respecto a los siguientes precursores 27S y (iii) una dréstica reduccién en los niveles del
precursor 7S del 5.8S, que hace que sea practicamente indetectable. Los resultados de la
inmunoprecipitacion de pre-ribosomas en estos mutantes indican que las proteinas truncadas
L16BACT si se incorporan en ellos y generaran subunidades 60S (Figura 47) por lo que el
fenotipo de procesamiento de los pre-rRNA se deberia a la ausencia de la a-hélice C-terminal, y

Nno a que esas proteinas no se incorporen en los pre-ribosomas 60S.

Como se ha argumentado anteriormente, el extremo C-terminal de L16 seria necesario
para el correcto plegamiento de los dominios Il y VI del rRNA 25S, y por tanto, para un
procesamiento exonucleolitico adecuado del extremo 5’ del rRNA 5.8S. Este fenotipo de
procesamiento se observa también cuando se inhibe la sintesis de otras RPs que se localizan
préximas al dominio Il del rRNA 25S y el ES7 adyacente (Martin-Marcos et al., 2007; Poll et
al., 2007; Rosado et al., 2007; Jakovljevic et al., 2012; Gamalinda et al., 2014b; Ohmayer et al.,
2015) o la sintesis de algunos factores de biogénesis que se unen en el dominio | del rRNA y/o
en la region ITS2 que emerge del mismo (Granneman et al., 2011; Babiano et al., 2013;
Dembowski et al., 2013; Wan et al., 2015).

Por tanto, la drastica reduccion de subunidades 60S que compromete la viabilidad de los
mutantes rpll16bACT se deberia a que en ellos no se estan produciendo adecuadamente en
tiempo y cantidad los precursores 27SB, y por ello no se estan formando los rRNAs maduros
25S y 5.8S en cantidades suficientes que se requieren fisiolégicamente durante el crecimiento

celular.

Respecto a los mutantes »p/16b4;*, el fenotipo de procesamiento del rRNA a 37°C es
semejante al del mutante nulo, en cuanto a que se observa una gran acumulacion del precursor
35S (Figura 23 y tabla X), que origina una gran reduccion de los precursores 27SA,y 20S. La
menor cantidad del pre-rRNA 7S en estos mutantes, podria deberse a este retraso en el

procesamiento del 35S causa una disminucion del 27SA,, o a que también esté impedido en los

112



Discusion

mutantes el procesamiento de los precursores 27S que derivan del anterior. Al calcular el
cociente 27SA,/27S y basandonos en los datos del primer extensiéon (Figura 24 y tabla X)
parece que todos los mutantes excepto el A23D también tienen defectos en el procesamiento de
27SA; para generar el 27SBs. Ademas, el cociente entre los precursores 27SBg/7S es mayor que
en el control, lo que indica que el corte endonucleolitico en el sitio C, también seria defectuoso
en los mutantes rpll6b4;*. La acumulacion del 35S también hace que en los mutantes se
acumule cierta cantidad del precursor 23S, respecto a la cepa control, a medida que se incuban a
37°C. El pre-rRNA 23S se origina cuando estan impedidos los cortes tempranos en Ao, A1y A,,
y el 35S se procesa directamente en Ag Yy esta descrito que puede procesarse normalmente a 18S
(Granneman y Baserga, 2004). Finalmente, hay que destacar que cuando se incuba la cepa
control RPL16BA; a 37°C, se aprecia también una ligera acumulacion del 35S junto con una
reduccion del precursor 27SA,, y por tanto de la cantidad de 25S y 5.8S maduros, que reflejaria
la ligera haploinsuficiencia de la cepa Arpll6a Arpll6b cuando expresa Unicamente el alelo

RPL16B4; clonado en un plasmido centromerico.

El anélisis de la biosintesis y el procesamiento de los rRNAs in vivo mediante pulso y
caza con uracilo tritiado demuestra también una importante acumulacion del precursor 35S en
los mutantes rpli6bA* cuando se cultivan a 37°C. También se detecta un retraso en el
procesamiento de los precursores 27S en su conjunto para generar el rRNA maduro 25S, cuya
cantidad esta reducida considerablemente en todos los mutantes y que estaria en consonancia
con los defectos en el procesamiento en los sitios By, Bis y C, (Figura 26). Ademas, la
acumulacion del precursor 35S causa un retraso en la sintesis del precursor 20S y por tanto

también en la produccion del rRNA maduro 18S en los mutantes rpl16b4* (Figura 26).

Este fenotipo de procesamiento del pre-rRNA de los mutantes rp/16b4;* marcado por el
defecto en la produccién de los cortes tempranos Ag, A; y A, del precursor 35S, concuerda con
gue L16 sea una proteina que se ensambla en la primeras etapas de formacién de la pre-particula
90S (Gamalinda et al., 2014b; Ohmayer et al., 2015) y es muy similar al fenotipo del mutante
RPL33-G76R de la proteina L33(Martin-Marcos et al. 2007), que forma parte junto con L16 del
cluster dll/dVI.

Cuando se analiza la incorporacion de las proteinas mutantes L16B* en pre-particulas
ribosdmicas precursoras (mediante la inmunoprecipitacion de pre-ribosomas y el posterior
estudio de los precursores que copurifican con ellos), se observa que la cantidad de 35S y 27S
es menor en los inmunoprecipitados de los mutantes que en los de la cepa control a 28°C,
aunque parece que en esta Ultima hay mas proteina silvestre y por tanto se ha inmunoprecipitado
mas pre-rRNA (Figura 28). Sin embargo, a 37°C hay mas cantidad del precursor 35S, pero

menos pre-rRNAs 27S en los pre-ribosomas inmunoprecipitados de los mutantes respecto a los
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de la cepa control. La disminucién de los precursores 27S en los inmunoprecipitados de los
mutantes podria deberse exclusivamente a sus defectos en el procesamiento de pre-rRNAs a
37°C, sin que hubiese problemas de incorporacion per se de la proteina mutante. Ademas, si la
menor cantidad de precursores que co-purifican en los mutantes a 37°C se debiera a defectos en
el ensamblaje de las proteinas L16B*, estos defectos también existirian a 28°C, ya que también
se inmunoprecipita en ellos menor rRNA; y sin embargo, a esta temperatura tienen un

crecimiento similar al de la cepa control.

En el mutante M86V, se observa menos cantidad de proteina L16B*, tanto a 28°C como
a 37°C (Figura 29), por lo que en este caso es esperable detectar menos pre-rRNA 35S y 27S en

la inmunoprecipitacion de sus pre-ribosomas.

Ademas, el precursor 27SA, no se acumula, sino que se procesa a 27SB de forma
similar a lo que observamos en el “northern blot”, mientras que si las proteinas mutantes no se
estuvieran incorporando eficazmente en pre-ribosomas, su fenotipo se pareceria méas al de un

mutante nulo, en el que se acumula el precursor 27SA..

Por otra parte, se ha descrito que cuando las RPs no se ensamblan eficientemente, son
rapidamente degradadas (Tsay et al., 1988), por lo que si los mutantes no se ensamblaran bien el
fenotipo seria mas similar al del mutante nulo. Asimismo, al sobreexpresar los alelos mutantes
rpll16b4i« en plasmidos multicopia no se corrige el crecimiento lento de los mutantes
correspondientes, por lo que este fenotipo no se deberia a un problema de dosis. Por tanto, la
menor cantidad de los pre-rRNAs 27S detectados en los inmunoprecipitados de los mutantes, se
deberia quiza a los defectos en el procesamiento en el sitio A,, mas que a defectos en el
ensamblaje de las proteinas mutantes L16B* en pre-particulas ribosémicas, aunque esta

posibilidad no se podria excluir completamente.

En los mutantes »pl16b4;* la reduccion en la cantidad de subunidades 60S se deberia
principalmente al efecto que ejerceran las proteinas mutantes sobre el plegamiento adecuado de
la region del ES39 en los pre-ribosomas durante su maduracion, necesaria para permitir un
correcto procesamiento de los pre-rRNAs hacia la produccion de los rRNAs maduros 25S y
5.8S. Pero también es posible que los pre-ribosomas con proteinas L16B* ensambladas sean
menos estables que los silvestres y sean degradados mas facilmente, dando lugar a una

reduccion en la cantidad de subunidades 60S para participar en traduccion.
L16 en el ensamblaje y maduracion de pre-ribosomas 60S

Es posible que la funcion de L16 sea facilitar el plegamiento del pre-rRNA, para formar

un entorno adecuado, que permita la asociacion a los pre-ribosomas de algunos factores de
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biogénesis y de otras RPs, de forma que los siguientes pasos del procesamiento de los
precursores y la ruta de maduracion de la subunidad 60S puedan ocurrir correctamente. En
colaboracion con el grupo del Dr. Milkereit (Universidad de Regensburg, Alemania), se
investigo la funcion de L16 en el procesamiento de los precursores de los rRNAs y la biogénesis
de 60S. Para ello, se purificaron poblaciones pre-ribosomas tempranos e intermedios utilizando
la proteina Noc2-TAP y se analiz6 su composicion en RPs y los factores de ensamblaje
asociados, cuando se inhibe la sintesis de L16. Se emple6 con este fin la técnica de
espectrometria de masas semicuantitativa iTRAQ, en la que se marca con reactivos isobaricos
diferentes los péptidos procedentes de las células mutantes o control. Los datos se compararon
con los obtenidos al inhibir la sintesis de otras RPs de 60S que se unen al dominio 11 del rRNA
25S (Ohmayer et al., 2015). Cuando se inhibe la sintesis de L16 empleando un alelo condicional
pGAL::RPL16BAi o la de alguna de las otras seis RPs (L4, L7, L18, L20, L32 y L33) disminuye
notablemente la cantidad de los factores Nsa2, Nsal, Nugl, Spbl y Spb4 asociados a los pre-
ribosomas que inmunoprecipitan con Noc2-TAP. Ademas, cuando se bloguea la produccién de
L16 o de otra de las proteinas integrantes del cluster dll/dV1, esta afectado el ensamblaje de las
RPs L19, L17 y L39 a los pre-ribosomas tempranos que contienen Noc2-TAP. Por tanto, el
ineficiente reclutamiento de estas RPs, asi como el debilitamiento en la asociacion de factores
de biogénesis que actlan downstream, podrian explicar también porqué cuando se inhibe la
sintesis de L16 y la formacidn del cluster dll/dV1, se impide el procesamiento de la region ITS2

del rRNA vy otros eventos posteriores en la maduracion de las subunidades 60S.

Del mismo modo, analizamos cémo afecta la ausencia del extremo C-terminal de L16 a
la composicién de poblaciones de pre-ribosomas tempranos e intermedios (Figura 49). Los
valores del ratio iTRAQ son menores para el mutante rpl16b457 que los que se obtienen cuando
se inhibe la sintesis de L16, aunque hay factores de biogénesis cuya asociacién a los pre-
ribosomas se ve afectada en ambos casos. Asi la ausencia de la a-hélice C-terminal de L16 hace
gue disminuya la asociacion de Spb4, Nugl y Ssfl, Ebp2 y Mak16 a los pre-ribosomas, como
ocurre cuando se bloquea la sintesis de L16 aunque no la de otras RPs del cluster dll/dVI.
Ademas, hay factores de biogénesis que se encuentran enriquecidos en los pre-ribosomas en
ambos casos, como Rrpl4 y Mak5. En cuanto a las RPs, en el mutante rpl16b457 se debilita,
aunque ligeramente, el ensamblaje de L17, como ocurria cuando falta la proteina completa, L32
y L36, la cual interacciona genéticamente con Ebp2, por lo que podria estar perjudicando su
asociacion a los pre-ribosomas (Wan et al., 2015). Estos datos indican, que el extremo C-
terminal de L16 participa en las multiples interacciones que establece L16 en el cluster dll/dVI,
lo que permite el correcto plegamiento de esta regidn del rRNA 25S, necesario a su vez para el
reclutamiento de una serie de factores de biogénesis y de RPs a los pre-ribosomas. Sin embargo,

por su forma de plegamiento y su posicién en el ribosoma, la prediccion es que el papel
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principal de la hélice C-terminal eucariética de L16 seria anclar el dominio VI al dominio Il del
rRNA, controlando el acceso de las exonucleasas (Ratl, Xl y Rrp17) al extremo 5 del 5.8S.
Asi, no parece probable que la a-hélice C-terminal sea el lugar de interaccion de algunos de
estos factores, ya que si se perdiese ese contacto en el mutante rpl16b451, en ese caso el ratio
del iTRAQ seria mucho mayor. Nsa2 interacciona con el pre-rRNA en una hélice muy proxima
al sitio de union de L16 (Bassler et al., 2014). Ademas, se ha descrito que la helicasa Mak5
participa en la formacién de un cluster de proteinas junto con otros factores como Ebp2, que
organizarian reordenamientos estructurales del pre-rRNA en la misma zona de ensamblaje de
L16 (Pratte et al., 2013). Por ello, se investigd si la sobreexpresion de los genes que codifican
estas proteinas, suprimirian los defectos que los mutantes de truncacion tienen en la biogénesis
de ribosomas y que contribuyen al extremo crecimiento lento de la cepa Arpli6a Arpll6b, [2u
LEU2, rpll6bA28] (Tabla 3). También se sobreexpresaron los genes que codifican algunos
factores de biogénesis de la subunidad 60S cuya asociacion a los pre-ribosomas disminuye en
ausencia del extremo C-terminal de L16. El incremento de dosis de esos factores no corrige de
forma detectable el fenotipo slg de esta cepa. Para interpretar este resultado negativo, se puede
proponer que, aungue algunos de los factores mencionados se estuvieran ensamblando peor en
ausencia del extremo C-terminal de L16, su sobreexpresion podria contribuir solamente a
mejorar en cierto grado el ensamblaje de una fraccién mayor de subunidades 60S. Sin embargo,
el grave defecto en el procesamiento del extremo 5° del rRNA 5.8S de los mutantes de
truncacion seria dificil de suprimir por un aumento de dosis de alguno de los factores de
procesamiento, ya que nuestros resultados indican que es la causa principal del déficit en

subunidades 60S y probablemente del exacerbado fenotipo de crecimiento lento.
Regulacion traduccional de GCN4 en los mutantes rpll16bA4;*

Los datos de los ensayos de actividad B-galactosidasa con el pladsmido p180 con la
fusion GCN4::LacZ silvestre con las 4 uORFs, indican que las mutaciones rpl16b4;* causan una
leve desrepresion de GCN4 en condiciones de suficiencia de aminoacidos (fenotipo Ged™). Los
mutantes también tienen cantidades del mRNA de HIS4 mas elevadas que la cepa control en
estas condiciones, confirmando este débil fenotipo Gced™. Por el contrario, en condiciones de
carencia de aminodcidos, la cantidad de proteina de fusion Gen4::LacZ es ligeramente menor en
los mutantes que en la cepa control, segin los ensayos de actividad B-galactosidasa usando el
plasmido p180 en presencia de SMM. Esto sugiere que los mutantes tendrian un fenotipo de
regulacion traduccional de GCN4 similar al que se ha descrito para la delecion de RPL11B y de
RPL33A, como consecuencia del déficit de subunidades 60S que presentan (Foiani et al., 1991;

Tesis Pilar Martin):
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El modelo de regulacién traduccional de GCN4 propone que en_condiciones de

suficiencia_de aminoacidos, en una cepa silvestre, los ribosomas traducen la uORF1 y

aproximadamente el 50% de las subunidades 40S permanecen asociadas al mMRNA y contindan
el rastreo, de manera que adquieren “a tiempo” una subunidad 60S para reiniciar la traduccion
en alguno de los restantes UORFs, pero se disociaran con alta frecuencia al traducir las UORFs3
y 4, por lo que un bajo porcentaje de ellos alcanza el AUG real de GCN4. En cambio en los
mutantes rpl16bA* debido al déficit de subunidades 60S un alto porcentaje de las subunidades
40S que hayan traducido la uORF1 sobrepasarian las restantes UORFs sin captar una subunidad
60S que permitan su traduccién, resultando en que méas PICs 43S alcanzarian el AUG real de
GCN4, traduciéndolo. Sin embargo, no todos los PICs 43S que hayan llegado al AUG de GCN4
podrian formar monosomas con 60S para traducirlo, por lo que sélo se observa un pequefio

incremento en la actividad actividad B-galactosidasa procedente del plasmido p180.

La regulacion traduccional de GCN4 requiere la lectura de la uORF1, por tanto en una
cepa silvestre la expresion del transcrito de fusion GCN4::LacZ desde el plasmido p226, cuando
solo contiene la UORF4 en su secuencia lider es baja. En cambio, en los mutantes rpl16b4;* los
valores de actividad PB-galactosidasa procedente del plasmido p226 aumentan, sugiriendo que
existe leaky scanning de PICs 43S (completamente constituidos) debido a la falta de
subunidades 60S. Sin embargo, este efecto también podria deberse a un incremento en la
reiniciacién después de la lectura de la uORF4. Para distinguir entre estas dos posibilidades, se
midio la actividad B-galactosidasa procedente de un transcrito de fusion GCN4::LacZ que
contiene Unicamente la UORF1 en la posicién de la uUORF4 y elongada, de manera que se solapa
con GCN4 (pM226).Asi, en mutantes que afecten a la reiniciacion no se observaria un aumento
en la expresién de este transcrito, mientras que en mutantes en los que hay leaky scanning se

apreciara un aumento en los valores de actividad p-galactosidasa.

En células silvestres, la expresion del plasmido pM226 es muy baja porque los
ribosomas traducen la UORF1 elongada y no la real de GCN4. Sin embargo, en los mutantes
rpl16b4i* hay un aumento en la traduccion de este transcrito, debido a que existe leaky scanning
de la UORFL1 y por tanto pueden iniciar en el AUG de GCN4, traduciéndolo. Este fendmeno de
leaky scanning de la UORF1 en los mutantes rpli6bA* determinaria que los niveles de

desrepresion de Gen4 no sean tan elevados.

En condiciones de carencia de aminoacidos, en una cepa silvestre, se va a activar la

quinasa Gen2 fosforilando elF2a, 10 que hace que la cinética de formacion del CT sea més
lenta. Asi, los ribosomas que han traducido la uORF1 no adquieren CT “a tiempo” para traducir
las otras UORFs y las subunidades 40S contintan el rastreo hacia el AUG auténtico de GCN4,

adquiriendo en ese punto CT y subunidades 60S y aumentando su traduccién. En los mutantes
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rpll16b4i* la falta de subunidades 60S provoca una menor desrepresion de la traduccion de
GCN4 en esas condiciones, ya que el evento de la traduccién de la uORF1 necesario para la
desrepresion de la traduccion de GCN4, estaria también perjudicado. Asi, observamos que en
los mutantes la actividad B-galactosidasa procedente del plasmido pM226 es mayor (leaky
scaning de la UORF1), por lo que también mostrarian una menor desrepresion de la traduccion
que el control en condiciones de carencia de aminoacidos. No obstante, este descenso es muy
ligero, solamente significativo en el caso de los mutantes M86V e I8N R93H (20-25%). Por otro
lado, los valores del mensajero de HIS4 obtenidos por PCR cuantitativa en medio con SMM,
indican que las mutaciones rpll16bA;* causarian una desrepresion de GCN4 similar o incluso
mayor que la cepa silvestre. Ademas, los valores de actividad B-galactosidasa del plasmido p367
con el transcrito de fusién HIS4-LacZ también son mayores en los mutantes en estas
condiciones. Por tanto, parece que este fendmeno de leaky scanning de la UORF1 se
compensaria con el aumento de PICs 43S capaces de llegar al codon de inicio de la traduccién
de GCN4. Para estar completamente seguros de que los mutantes tienen una mayor expresion de
GCN4 en condiciones de carencia de aminoacidos, se realizara un northern para cuantificar el
MRNA de HIS4 en células cultivadas en SMM.

Se ha observado la cepa control RPL16BAi (Arpll6a Arpll6b) exhibe un aumento de 1.5
veces en la traduccion de GCN4 respecto a una cepa silvestre BY4741 (RPL16A RPL16B) en
todas las condiciones, debido a que tiene una cantidad menor de subunidades 60S (Ver

polisomas).

Por tanto, el hecho de que las mutaciones rpl16b4;* alteren la expresion del mRNA de
GCN4, sugiere que la traduccion de otras poblaciones de mMRNASs o de otros mMRNASs especificos
podria estar afectada en estos mutantes, y su deteccion requeriria de analisis mas precisos in
Vitro o también de estudios sistematicos “genome wide” como el “ribosome profiling” (Ingolia
etal., 2009.)
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Conclusiones

1) La obtencién y seleccion de numerosos mutantes hipomoérficos de RPL16B,
entre ellos los portadores de mutaciones que provocan la sustitucion de uno (I8N,
A23D, A37D, M86V) o dos aminoacidos (I8N R93H) en distintas regiones de L16,
revela graves alteraciones del crecimiento celular, el procesamiento de precursores de
los RNA ribosémicos y la produccion neta de subunidades maduras 60S, que son

parcialmente funcionales.

2) Dos alelos rpl16bACT codifican proteinas truncadas L16ACT carentes de los
28 0 51 aminodcidos terminales de L16. Las proteinas mutantes establecerian
interacciones defectuosas con proteinas de 60S (L6, L14, L20 y L33) que contactan con
una region especifica del rRNA 25S en la estructura atomica del ribosoma de
Saccharomyces cerevisiae. La a-hélice C-terminal de L16 seria esencial para anclar el
segmento de expansién ES39 y el dominio VI al dominio Il del 25S rRNA,
favoreciendo un plegamiento adecuado y protegiendo al extremo 5° del rRNA maduro
5.8S del acceso de las nucleasas que lo procesan hasta etapas mas tardias de la
biogénesis de la subunidad. El extremo C-terminal de L16 apareceria evolutivamente en

los organismos eucariotas a la vez que el rRNA 5,8S.

3) Los mutantes rpl16bACT tienen defectos especificos en el procesamiento de
varios precursores del ARN ribosémico. Los 51 aminoacidos C-terminales de L16e son
dispensables para su propio ensamblaje en 60S y, aunque la eliminacion de 21 no es
letal si altera y retrasa gravemente el procesamiento de precursores de los rRNA

componentes de las dos subunidades ribosémicas.

4) La cantidad de subunidades maduras 60S y la proporcién 60S/40S se reduce
drasticamente en los mutantes de truncacion rpll16bACT y muy notablemente en los
cinco mutantes de sustitucién, hipomorficos y viables que se han analizado, los cuales
exhiben defectos en la traduccion global de mensajeros que contribuyen a su fenotipo
de crecimiento lento. Las mutaciones de sustitucion en L16 impiden parcialmente la
iniciacion de la traduccion (especialmente M86V)y reprimen la traduccion del RNA
mensajero de GCN4 en condiciones de carencia de algin amino&cido (fenotipo Gen’)
aunque X e Y causan desrepresion parcial de su expresion en condiciones normales
(fenotipo Gced). Es predecible por tanto que diferentes alteraciones de L16 tengan
consecuencias diferentes sobre la traduccion de determinadas subpoblaciones de RNA

mensajeros, en condiciones fisiologicas normales o en situaciones de estrés.

5) La mutagénesis del gen RPL16B y el analisis fenotipico en Saccharomyces
cerevisiae permiten desvelar, por primera vez, algunos determinantes estructurales de la

proteina ribosémica L16 que son esenciales para el ensamblaje de la subunidad 60S y la
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funcionalidad completa del ribosoma eucariético maduro. Las interacciones
moleculares proteina-rRNA que alteran las proteinas truncadas en la estructura de alta
resolucién atémica de la subunidad 60S permiten definir una funcién esencial del
extremo C-terminal de L16 en el procesamiento de precursores de los rRNA, la

biogénesis y la funcionalidad de los ribosomas eucarioticos.
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1. MICROORGANISMOS UTILIZADOS

El microorganismo sobre el cual se ha llevado a cabo este trabajo es la levadura de
gemacion Saccharomyces cerevisiae, y en la tabla | de los Anexos se muestran las cepas

utilizadas, indicAndose en cada caso su procedencia y sus principales caracteristicas genéticas.

Todas las cepas de S. cerevisiae utilizadas en este trabajo se generaron transformando la
cepa TY931 (Poll et al., 2009) con diferentes plasmidos, segin se describe en el apartado de
Resultados, excepto la cepa TY931-Noc2TAP, que ademas presenta la secuencia del epitopo
TAP fusionado a la secuencia gendmica del factor de biogénesis NOC2. Su obtencidn se

describe a continuacion:
Obtencion de la cepa TY931-Noc2TAP

Para fusionar la secuencia del epitopo TAP al extremo 3’ de la secuencia genémica de
NOC2 utilizamos un plasmido derivado del pBS1479 (Rigaut et al. 1999), que contiene la
secuencia de TAP fusionada en fase a la secuencia del gen NATMX6 que codifica para una
proteina que confiere resistencia al antibidtico nourseotricina (Goldstein y McCusker, 1999).
Este plasmido se utiliz6 como molde para realizar una PCR usando como cebadores los
oligonucledtidos Noc2-TAP-NAT-F y Noc2-TAP-NAT-R (tabla 11l de los anexos) y con el
producto obtenido se transformé la cepa TY931. Se seleccionaron transformantes resistentes a
nourseotricina en placas de YEPD (100 ng/ul), comprobandose posteriormente la correcta
integracion en el genoma de la secuencia TAP fusionada al extremo 3’ del Noc2 mediante PCR,
usando un oligonucle6tido complementario a la secuencia del gen NATMX6 y otro

complementario a la ORF del gen NOC2.

Para los procedimientos de clonacién molecular y para la amplificacion de plasmidos se

empled la cepa de Escherichia Coli DH50 (F', $80dlacZAM15, A (lacZY A-arg F), U169,
deoR, recAl, endAl, hsdR17 (r’ mg’), supE44, A, thi-1, gyrA96, relAl) (Hanahan,
1983).

2. MEDIOS DE CULTIVO

Para Saccharomyces cerevisiae

Los medios de cultivo utilizados para el crecimiento, mantenimiento y analisis

fenotipico de las cepas empleadas fueron los siguientes:
- YEPD: Extracto de levadura (BD Bacto)1%, bactopeptona (Difco) 2%, glucosa 2%.

- YEPG: Extracto de levadura (BD Bacto)1%, bactopeptona (Difco) 2%, galactosa 2%.
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- Medio minimo SD (Standard Dextrose): Base nitrogenada de levadura sin aminoacidos y
sin sulfato aménico (YNB-AA-AS) (DB Difco) 0.145%, sulfato de amonio al 0.5%,

glucosa al 2%.

- Medio minimo SC (Standard Complete): Su composicion es la misma que el SD al que se
ha afiadido, ademas, una mezcla de suplementos nutricionales al 0,2% entre los que se

encuentran los L-aminoécidos proteindgenos y algunas bases nitrogenadas.

- Medio minimo SCGal (Standard Complete Galactose): Su composicién es la misma que

el SC, pero en lugar de glucosa como fuente de carbono se le afiade galactosa.

- Medio 5-FOA: YNB-AA-AS (BD Difco) 0.145%, sulfato de amonio 0.5%, glucosa 2%,
uracilo 0.2 mM, suplementado con 0.1% de 5-fluoroorotic acid monohydrate (Apollo

scientific).

Todos los medios se prepararon con agua destilada y cuando fue preciso se les afiadio

agar a una concentracién final del 2% para solidificarlos.

En experimentos con mutantes auxotroficos de S. cerevisiae, los medios se
suplementaron con los aminoacidos apropiados en las siguientes cantidades de cada uno de

ellos:

- Histidina 100 mM: 3 ml/l ¢ 0.1 ml/placa.

- Isoleucina/Valina 50 mM: 10 ml/l 6 0.2 ml/placa.
- Leucina 100 mM: 20 ml/l 6 0.2 ml/placa.

- Tript6fano 40 mM: 10 ml/l 6 0.1 ml/placa.

- Uracilo 20 mM: 10 ml/l 6 0.25 ml/placa.

- Inositol 200mM: 1 ml/l é 0.1 ml/placa.

En los ensayos realizados para estudiar el crecimiento de cepas de S. cerevisiae en
presencia de antibidticos, se suplementaron placas de YEPD con las siguientes concentraciones

de antibidticos:
- Paromomicina 150-500 pg/ml
- Anisomicina 10 pg/ml y 25 pg/ml

- Cicloheximida 0.025 y 0.05 pg/ml
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Para seleccionar colonias de S. cerevisiae que habian incorporado el gen que confiere
resistencia a geneticina se suplementaron placas de YEPD con geneticina (G418 sulphate) a una
concentracién final de 200 pg/ml. De igual forma, cuando se seleccionaron colonias que habian
incorporado el gen que confiere resistencia a nourseotricina, las placas de YEPD se

suplementaron con este antibidtico en una concentracién final de 100 pg/ml.

Para realizar los diferentes experimentos, las cepas de S. cerevisiae utilizadas, se
incubaron tanto en medio liquido como en medio sélido, a las temperaturas de 18°, 28° y 37°C,
dependiendo del experimento. Ademas, los cultivos en medio liquido, se incubaron con
agitacion orbital constante de 250 rpm (revoluciones por minuto). En el caso de los cultivos
liquidos, el crecimiento se control6 midiendo la turbidez del cultivo por absorbancia a 600 nm,

utilizando un espectrofotometro.
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%.

Todos estos medios se prepararon con agua destilada y cuando fue preciso

solidificarlos, se les afiadi6 agar a una concentracion final del 2%.

Para seleccionar clones bacterianos transformados con plasmidos con el marcador de
resistencia a ampicilina (Amp®) se empled ampicilina sédica a una concentracion de entre 50-
100 pg/ml.

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 clonacion de secuencias especificas de DNA se emplearon vectores shuttle con
capacidad de replicacion en E.coli y en S. cerevisiae (contienen secuencias de replicacion

auténoma, ARS).
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- YCplac: Son una serie de vectores que derivan de pUC19 (Norrander et al., 1983) 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
YCplaclll con URA3 y LEU2 como marcadores de seleccion en levaduras,
respectivamente.

- YEplac: Son una serie de vectores autorreplicativos multicopia que no portan secuencias
centroméricas y que derivan de pUC19 (Gietz and Sugino, 1988). Ademas contienen una
secuencia de replicacion procedente del plasmido de 2 micras (2u) de S. cerevisiae. En este
trabajo se han utilizado YEplac195 (2u, URA3) e YEplacl181 (2u, LEU2).

- 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 (CENG LEU2).

3.2 Plasmidos

Los plasmidos utilizados durante este estudio se recogen en la tabla Il de los Anexos.
A continuacion se describe cdmo se generaron los principales plasmidos utilizados durante

este trabajo:
- Clonacién del alelo RPL16BA;en plasmidos centroméricos

Primero clonamos el gen RPL16B de S. cerevisiae, amplificandolo mediante PCR con
una polimerasa de alta fidelidad usando como molde DNA gendmico de la cepa YIL133c
(drpll6a::KanMX4, RPL16B) y los oligonucledtidos PromL16B y 01235 (Tabla 111 de los
anexos). En primer lugar se amplificé un fragmento de DNA de 1807 bp que contiene una copia
funcional del gen RPL16B con la ORF de 598 bp, el intrén de 449 bp y dos secuencias
flanqueantes de la ORF de 408 bp en 5’ y de 353 bp en 3’, usando como molde DNA genémico
de la cepa YIL133c (drpll6a::KanMX4, RPL16B) y los oligonucledtidos PromL16B y 01235
(Tabla I11 de los anexos). Este alelo se clond en los vectores centroméricos YCplac111 (CEN4,
LEU2) e YCplac33 (CEN4, URA3) (Gietz y Sugino 1988), utilizando las endonucleasas de
restriccion Spel y Pstl, originando los plasmidos pAG1 y pAG2. A continuacion, para construir
el alelo RPL16BAi, se digirié este plasmido pAG1 con las enzimas de restriccion Spel y BpulOi
y sustituimos ese fragmento por uno generado por PCR con los cebadores PromL16B y L16Bint,
el cual contiene el promotor de RPL16B y la primera parte de la ORF, pero carece ya del intron,
dando lugar al plasmido pAGH1. El alelo RPLI6BAi se subcloné también en el vector
YCplac33 (CEN4, URA3) generando el plasmido pAGH2. Los alelos RPL16B y RPLI6BAi
amplificados y clonados como se ha descrito, se secuenciaron para verificar la ausencia de
posibles mutaciones ocurridas durante la PCR o la subclonacién (Materiales y Métodos).
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Figura 57. Esquema de la construccion de los plasmidos pAG1 y pAGH1. En la parte superior se muestra el alelo
RPL16B amplificado con los oligos indicados y posteriomente clonado en los sitios de corte de las endonucleasas de
restriccion sefaladas, generandose el pldasmido pAG1. A partir de este plasmido se elimind el intrén generédndose el
plasmido pAGH1

- Clonacion de los alelos rpl16b4; fusionados al epitopo FLAG

En primer lugar, para generar los alelos rpl16b4;* fusionados a FLAG se realiz6 una
PCR con un oligonucléotido complementario al promotor de RPL16B (PromL16B) y otro
oligonucledtido que contiene la secuencia que codifica para el epitopo, mas el codén de parada,
la secuencia complementaria a los ultimos codones de la ORF de RPL16B y los primeros de la
secuencia de terminacion de la transcripcion en 3' de la ORF (L16B-FLAG). A continuacion se
uso el producto amplificado como cebador junto con un oligonucleétido complementario a la
region 3’ de la secuencia de terminacion (01235) para amplificar por PCR los alelos completos,
gue se clonaron en el plasmido YCplaclll (CEN4, LEU2), aprovechando los sitios de corte
para las endonucleasas Spel y Pstl presente tanto la secuencia de los oligonucleétidos y en el

vector.
- Clonacién de los alelos rpl16bACT fusionados al epitopo FLAG

Para clonar los alelos de delecion en 3"de parte de la ORF de RPL16B en fase con el
epitopo FLAG, se utilizé un plasmido generado en un estudio sistematico previo (Ohmayer et

al. 2013) que lleva el promotor del gen RPS28 seguido de la ORF de distintas proteinas
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ribosémicas, junto con el epitopo FLAG clonados en el vector de alto nimero de copias
YEplac195 (2u, URA3). Este plasmido contiene tras el promotor RPS28 dos sitios de
reconocimiento para las endonucleasas BamHI y Pstl, de manera que se puede clonar un
fragmento con el alelo de interés en fase con el epitopo FLAG bajo el control del promotor
fuerte de RPS28. Para ello, se sintetizaron por PCR el alelo RPL16B4; y los alelos truncados
rpll16bACT, usando como cebadores oligonucledtidos con sitios de reconocimiento de las
endonucleasas BamHI y Pstl (L16B-BamHI, L16B-Pst-Rev, K147-Pst-Rev, K170-Pst-Rev) y
que permiten amplificar Unicamente la ORF de L16B, y los fragmentos generados se clonaron
como se indica anteriormente en el vector YEplac195 (2u, URA3).

3.3 Transformacion y obtencion de DNA plasmidico 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 transformacién genética con DNA tanto lineal como plasmidico.

Las cantidades de DNA utilizadas para la transformacion oscilaban entre 300 ng y 600 ng

si se trataba de DNA plasmidico, y entre 500 ng y 1 pg si se trataba de un fragmento lineal de
DNA.

Para recuperar los plasmidos que portaban los distintos transformantes de S. cerevisiae se

utilizo la técnica de Yeast Plasmid Release descrita por (Filetici et al., 1985).
3.4 Transformacion y obtencién de DNA plasmidico de E. coli

Para amplificar plasmidos se transformd la cepa de E.coli DHS5a, siguiendo el protocolo
disefiado por (Hanahan, 1983).

Las preparaciones rapidas a pequefia escala de DNA plasmidico a partir de células de E.
coli se realizaron mediante el procedimiento descrito por (Holmes and Quigley, 1981). Para
obtener preparaciones de DNA plasmidico sin RNA ni proteinas se emplearon las columnas
comerciales Nucleospin® Plasmid de Macherey-Nagel, siguiendo las instrucciones del

fabricante.
3.5 Obtencion de DNA total de S. cerevisiae

La obtencion de DNA total de S. cerevisiae, se llevo a cabo segun el procedimiento
descrito por (Hoffman and Winston, 1987).
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3.6 Técnicas de manipulacion del DNA

a) Reacciones enzimaticas:

Los diversos tratamientos enzimaticos a los que se sometié el DNA se realizaron segin los
procedimientos generales descritos por (Sambrook and Russell, 2001) y teniendo en cuenta en
cada caso las recomendaciones hechas por las diferentes casas comerciales. Entre las

modificaciones enzimaticas realizadas se encuentran:

e Digestion con enzimas de restriccion: Se realiza de forma rutinaria para la

caracterizacion fisica de los fragmentos de DNA, asi como para la construccién de

moléculas recombinantes.

e Ligacion: Se utilizo la ligasa del fago T4 de Thermo para la insercion de fragmentos

de DNA en diferentes vectores.

e Reacciones de Desfosforilacién: La eliminacion del grupo fosfato en 5 en los casos

en los que el vector poseia extremos compatibles o romos se llevo a cabo usando la

fosfatasa alcalina (FastAP) de Thermo, evitandose asi la autoligacion.

e Extremos romos: Para la crear extremos romos a partir de extremos protuberantes en

57, se empled el fragmento Klenow de la DNA polimerasa de E. coli (DNA

Polymerase | Large Klenow de Promega)

b) Andlisis y purificacion de fragmentos de DNA en geles de agarosa:

El analisis de los fragmentos de DNA obtenidos por tratamiento con endonucleasas de
restriccion o purificados por diversos medios, se realizd6 mediante electroforesis en geles de
agarosa (Agarosa D-1, Sigma) cuya concentracion variaba entre el 0.5% y el 1.5% (p/v), segln
el tamafio de los fragmentos de DNA esperados. Los geles se prepararon con tampon TAE 1X
(Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM, pH 7.5-7.8) y se afiadié el agente intercalante bromuro de
etidio a una concentracion de 0.5 pg/ml. El mismo tampon TAE 1X se emple6 para el desarrollo
de la electroforesis, que se realiz6 a un voltaje constante de 50-120 V. Para la visualizacién del
DNA se utiliz6 el equipo Gel Doc XR (Bio-Rad).

La purificacion de fragmentos de DNA de interés para posteriores técnicas (subclonacion,
transformacion, marcaje de sondas, etc.) se realiz0, 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.
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c) Amplificacion de secuencias_de DNA por PCR (Polymerase Chain

Reaction):

Durante el desarrollo de este trabajo se utilizd la técnica de PCR para amplificar diversos

fragmentos de DNA, o para la introduccion de mutaciones en el alelo RPL16B.

- Amplificacién de las ORFs de RPL16A, RPL16B y RPL16BAi para su posterior

clonacién en plasmidos centroméricos.
- Construccion de alelos mutantes de RPL16B fusionados al epitopo FLAG.
- Amplificacion de las ORFs de MAKS5, EBP2, RRP14, BRX1, SSF1 Y MAK16
- Construccion de los alelos rpl16b4i-FLAG

- Construccion de un alelo NOC2 fusionado al epitopo TAP (Tandem Affinity

Purification).

- Comprobacidn de que la integracion del alelo NOC2:: TAP habia tenido lugar en el locus

adecuado del genoma de S. cerevisiae.
- Ensayos de mutagénesis al azar y dirigida.

Para llevar a cabo la amplificacion de fragmentos de DNA se siguio el protocolo general
descrito por (Sambrook and Russell, 2001), pero teniendo en cuenta las recomendaciones

hechas por cada fabricante, en funcion de la DNA polimerasa utilizada en cada caso.

Se realizaron reacciones de PCR utilizando como molde plasmidos (10-50 ng), fragmentos
lineales de DNA (10-200 ng), o colonias aisladas de S. cerevisiae, resuspendiendo éstas en 10pl
de agua Milli Q estéril y calentando la mezcla a 94°C durante 10 minutos, antes de preparar la

reaccion.

Se utilizaron las parejas de oligonucleétidos que en cada caso se sefialan en la seccion de
Resultados, en una concentracién final de 50 uM. Se usé una mezcla de los 4 desoxinucleétidos
trifosfato (ANTPs) dATP, dCTP, dGTP, dTTP (Roche) en una concentracion final de 50 uM.

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.

Ademas, dependiendo de la temperatura de anillamiento (Tm) de los oligonucledtidos
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
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eficiencia en la amplificacion del sustrato.

Por ultimo, para purificar los fragmentos de DNA resultantes se utilizaron los reactivos y

columnas proporcionados en el Kit Nucleospin® Gel & PCR Clean up de Macherey-Nagel.

d) PCR cuantitativa (QPCR)

En un primer paso se sintetizo cDNA a partir de las muestras de RNA total obtenido a
partir de células cultivadas en medio YEPD hasta fase exponencial. Para ello se trataron 2 pg de
RNA total con DNasa | (1 U/ul, Promega), siguiendo las recomendaciones del fabricante, y de
ellos, se utiliz6 1 pg para llevar a cabo una reaccién de retrotranscripcion con el kit comercial

iScript™ Reverse Transcription Supermix (Bio-Rad).

Posteriormente, se realiz6 una reaccion de PCR en la que se utilizaron los reactivos del
paquete comercial Premix Ex Taq™ (Perfect Real Time, Takara), siguiendo las instrucciones del
fabricante y los requerimientos especificos del equipo CFX96 Real-time System (Bio-Rad) que
se usd como termociclador. El fluorocromo intercalante utilizado para la cuantificacion del
DNA de las muestras es el SYBR® Green. La reaccion tipo constd de 1 ciclo de 30 segundos a
95°C, 40 ciclos (5 segundos a 95°C para la desnaturalizacién, y 30 segundos a 60°C para el
anillamiento y la extension) y un ciclo de disociacion, para comprobar la obtencién de un Gnico

producto de amplificacion en la reaccidn.

Para poder cuantificar la cantidad de un gen en la muestra de cDNA, es necesario realizar
una recta patrén, representando el ciclo umbral de amplificacién exponencial (Cq), frente a la
cantidad relativa de DNA. En la recta se representan 5 diluciones seriadas de 10 en 10 a partir
de una muestra de cDNA total. A cada punto de esta recta se le otorga un valor arbritario a partir
de los cuales el equipo estima la cantidad de DNA presente en las muestras problema. Los datos

se analizaron utilizando el software Bio-Rad CFX Manager 2.0 (Bio-Rad).

e) Mutagénesis al azar:

La obtencién de alelos mutantes de RPLI16B4; se llevo a cabo mediante mutagénesis al
azar in vitro, utilizdndose el sistema GeneMorph Il EZ- Clone Domain Mutagenesis Kit de
Agilent®, gue permite generar transiciones y transversiones de las diferentes bases nitrogenadas
con una frecuencia similar. Para ello, se utilizaron las enzimas y reactivos suministradas por el

Kit y se siguié el protocolo descrito en el manual de instrucciones del Kit:

El alelo RPL16B4i clonado en el plasmido YCplaclll (CEN, LEU2) se amplificé por
PCR con la polimerasa de baja fidelidad (Mutazyme 11 DNA-polymerase) empleando como

cebadores los oligonucledtidos L16BmutF y L16BmutR (Tabla Il de los anexos) y
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optimizando optimizando el nimero de ciclos y la cantidad de molde para generar mutaciones
con baja frecuencia, de 1 a 4 por clon. Asi, se obtiene un conjunto de moléculas mutantes, las
cuales se utilizan como cebador para amplificar el plasmido completo mediante PCR con una
DNA-polimerasa de alta fidelidad (PfuUltra Hi-Fi DNA polymerase). Para eliminar el DNA
molde se trata el producto de PCR con la enzima de restriccion Dpnl, una endonucleasa que
digiere especificamente el DNA metilado y hemimetilado procedente del plasmido molde y no
los productos mutados amplificado in vitro. Tras eso, con los vectores resultantes, se tranforman

las células competentes de E. coli DHS5a, obteniéndose asi una genoteca de plasmidos mutados.

f) Mutagénesis Dirigida:

Para generar deleciones en el extremo 3’de la ORF de RPL16B, que den lugar a
truncaciones en la region carboxi-terminal de la proteina, se llevaron a cabo varios ensayos de
mutagénesis dirigida in vitro. Para ello se utilizaron las enzimas y reactivos suministrados por el
Kit “QuickChange Lighting” de Agilent®, siguiéndose el protocolo descrito en el manual de
instrucciones del Kit. Los oligonucleétidos que se utilizaron para generar los codones de parada

se encuentran en la tabla 111 de los anexos.

g) Secuenciacion de DNA:

La determinacién de la secuencia nucleotidica de los distintos fragmentos de DNA,
sefialados anteriormente a lo largo de esta memoria, fue llevada a cabo por el Servicio de
Secuenciacion automatica de DNA de la Universidad de Salamanca. Entre otros se
secuenciaron:

- Los plasmidos portadores de alelos RPL16A, RPL16B y RPL16B,; 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 oligonucleétidos complementarios
a sus secuencias F1L16A, F2L16A, F3L16A, R1L16A, R2L16A y R3L16A (para RPL16A),
F1L16B, PromL16B, F4L16B, F5L16B, R1L16B, 01235 y R4L16B (para RPL16B y para
RPL16B,,).

- Los alelos rpl16b4;* de los plasmidos obtenidos tanto por mutagénesis al azar como
por mutagénesis dirigida, para comprobar qué mutaciones portaban los alelos RPL16B,;. Se

utilizaron los oligonucledtidos PromL16B y 01235.

- Los plasmidos generados portadores de alelos mutantes fusionados al epitopo FLAG
para asegurarnos de su correcta clonacién. Se utilizaron los oligonucleétidos PromL16B y
01235.
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h) Oligonucleétidos _empleados en _distintas _reacciones _de PCR vy

secuenciacion del DNA:

En la Tabla 111 de los Anexos se especifican los oligonucleétidos empleados asi como su
secuencia en direccion 5" 37, su posicion con respecto al primer nucleétido de la secuencia
codificadora y se subrayan los sitios de corte para diversas enzimas de restriccién que se

afiadieron en algunos casos.
3.7 Técnicas de manipulacion y analisis de RNA

a) Extraccion de RNA total de células de S. cerevisiae:

El RNA total de S. cerevisiae se prepard siguiendo el protocolo descrito por (Hinnebusch,
1985) para analizar preferentemente las cantidades netas de diferentes mRNA, o siguiendo el
protocolo fenol-4cido (Schmitt et al., 1990), para analizar los niveles de los rRNA. La
estimacion de la concentracion del RNA de cada muestra se determiné por espectrofotometria
en un equipo Nanodrop que mide la absorbancia de las soluciones a 260 nm, considerando que
Aus0=1 equivale a una concentracion de 40 pg/ml en el caso del RNA (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.

b) Electroforesis de RNA en geles capilares:

La calidad y cantidad de los rRNA maduros se valord analizando ~1 pg del RNA total
disuelto en 10 pl de agua MiliQ (100 ng/ ul) por electroforesis capilar en gel utilizando chips de
RNA y un bioanalizador (Agilent Bioanalyzer®) en el Servicio de Proteémica del Centro de

Investigacion del Cancer (CIC) de Salamanca.

c) Hibridacién de RNA:

e Deteccion de secuencias de RNA 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 RNAs de alto peso molecular (tanto rRNA como mRNA), 10-12 ug de
RNA total 0 un volumen fijo de muestra (10 ul), se secaron mediante una centrifuga conectada a
una bomba de vacio y se desnaturalizaron por calentamiento a 65°C durante 10 minutos en 10 pl
de tampon de carga para RNA (formamida desionizada al 50%, formaldehido al 16.2% [de una
solucion stock al 37%] y MOPS [&cido 3-(N-morfolino)propanosulfénico] 0.02 M). Después, se
afiadieron 2 pl de tampodn de electroforesis 6X (Azul de bromofenol 0.25% (p/v), glicerol 30%
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(v/v), agua DEPC 0.1% (dietilpirocarbonato) y 1 ul de bromuro de etidio (1 mg/ml preparado
con agua DEPC) por cada 10 pg de RNA. Los RNAs se resolvieron en funcion de su tamafio
mediante 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 tampdn 1X MOPS pH 7.0 para la electroforesis, y en
condiciones de recircularizacion del mismo entre los dos electrodos para evitar su 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 (dodecilsulfato sodico) al 1%. Para
visualizar el RNA se utilizé el equipo Gel Doc XR (Bio-Rad).

Una vez finalizada la electroforesis, los geles se sumergieron durante 20 minutos en
solucion alcalina (NaOH 0.01 M, NaCl 3 M), y se transfirieron durante 4-5 horas a membranas
de nylon cargadas positivamente (Roche) en la misma solucién alcalina segun el procedimiento
descrito por (Sambrook and Russell, 2001). Para finalizar se lavaron las membranas en 6X SSC
(citrato sddico salino) durante 5 minutos, se dejaron secar a temperatura ambiente y los RNAs
se fijaron utilizando un UV-Stratalinker 2400.

- Para analizar los rRNAs de bajo peso molecular, las muestras que contenian ~5 pug de
RNA total, se secaron mediante una centrifuga conectada a una bomba de vacio y se
desnaturalizaron por calentamiento a 65°C durante 10 minutos en 15 pl de tampoén de carga
(formamida al 90%, EDTA 1 mM pH 8.0, azul de bromofenol 0.1% y xilencianol 0.1%). A
continuacion, los RNAs se separaron por electroforesis durante ~5 horas a 220 V en geles del 6-
8% de acrilamida:bisacrilamida (19:1), urea 8 M, TEMED (tetrametiletilendiamina) al 0.037%,
APS (persulfato amonico) al 0.07%, preparados en TBE 1X (Tris 0.09 M, &cido borico 0.09 M,
EDTA 0.02 M pH 8.3). Posteriormente los RNAs 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 a las membranas con un
UV-Stratalinker 2400.

e Tincion de las membranas con Azul de Metileno:

Antes de proceder a la hibridacion de las membranas, éstas se tifieron con azul de metileno,
para comprobar el estado de los RNAs ribosémicos 25S y 18S y la eficiencia de las
transferencias. Para ello las membranas se sumergen en una solucién de acido acético al 5%
durante 15 minutos. Posteriormente se afiade azul de metileno, el cual 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 deteccién de secuencias homologas en preparaciones de RNA se realizd mediante
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hibridacion con sondas especificas de DNA marcadas radiactivamente.

- Los fragmentos de DNA de doble cadena utilizados como sondas se marcaron
radiactivamente 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 hexanucle6tidos de secuencias aleatorias como cebadores de la sintesis de DNA in
vitro. Las reacciones se llevaron a cabo de acuerdo con las recomendaciones del fabricante de
las distintos componentes (Roche), utilizandose como molécula radiactiva [a-**P]-dCTP (Perkin
Elmer) con una actividad especifica de 3000 Ci/mmol. Para purificar las moléculas de DNA

marcadas se utilizaron columnas MicroSpin™ G-25 (GE Healthcare).

- El marcado radiactivo de oligonucledtidos en el extremo 5 se realizo, utilizando la
polinucledtido kinasa del fago T4 (Thermo), con 50 pCi de [y-**P]-ATP (6000 Ci/mmol)
(Perkin Elmer). Para retirar los oligonucle6tidos marcados no incorporados, se utilizaron
columnas MicroSpin™ G-25 (GE Healthcare).

Los oligonucle6tidos utilizados en este trabajo para el ensayo de “northern blot” se

muestran en la Tabla IV de los Anexos.

e Hibridacion y lavado de las membranas:

- Hibridaciones DNA (sondas genémicas de doble cadena) — RNA:

Las membranas se pre-hibridaron durante 1 hora 0 mas, a 65°C en 10 ml del tampdn
Church and Gilbert, que contiene 0.25 M tampdn fosfato pH 7.1-7.2, BSA (albimina de suero
bovino) al 1%, EDTA 10 mM y SDS al 7% (Church and Gilbert, 1984), y 150 pg/ml de sSDNA
desnaturalizado. Las hibridaciones se llevaron a cabo a 65°C, durante aproximadamente 16
horas en 5 ml del mismo tampon Church and Gilbert al que se le afadi6 la sonda
correspondiente desnaturalizada marcada radiactivamente, junto con 150 pg/ml de SSDNA. Los
lavados de las membranas se realizaron con una solucién que contenia 0.1X SSC y 0.1% SDS
durante 30 y 40 minutos a 65°C.

- Hibridaciones de DNA (oligonucle6tidos) — RNA:

Se pre-hibridaron las membranas durante 1-2 horas a 52°C en 10 ml de tamp6n Church
and Gilbert (Church and Gilbert, 1984) y después se hibridaron en 5 ml del mismo tampon
Church and Gilbert junto con las sondas correspondientes deshaturalizadas y marcadas
radiactivamente durante 16 horas a 52°C. Las membranas se lavaron con una solucion de 2X
SSC y SDS al 0.5% y con una solucion 0.5X SSC y SDS al 0.5%, ambas durante 30 minutos a

temperatura ambiente.
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- Reutilizacién 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.

e Deteccidn de la radiacion 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 equipo M35 X-
OMAT Processor (Kodak).

d) Ensayos de Primer Extension:

Estos ensayos se llevaron a cabo siguiendo los procedimientos descritos en (Venema et al.,

1998) con algunas modificaciones:

Con cantidades equivalentes a ~3 pg de cada RNA total purificado, se amplificaron los
extremos 5 de las especies precursoras 27S pre-rRNA, utilizando una transcriptasa reversa
(Superscript ® 11l Reverse Transcriptase, Invitrogen) y el oligonucle6tido E-C2, (Tabla IV de
los Anexos) marcado radiactivamente con 50 uCi de [y-32P]-ATP (6000 Ci/mmol) (Perkin
Elmer), utilizando la polinucledtido kinasa del fago T4 (Thermo). Cada reaccién de
retrotranscripcion que contenia ademas del hibrido oligo-RNA, 10 u de la enzima, dNTPs 10
mM (Roche) y 20 u de RNAsin (Promega), se incubd durante 90 minutos a 46°C.
Posteriormente se tratd cada reaccion con 6 pl de NaOH 1 My 1 pl de EDTA 0.5 M pH 8.0,
manteniéndose estas reacciones a 55°C durante 30 minutos, para hidrolizar el RNA del hibrido
DNA-RNA. A continuacion se afiadio a la mezcla de reaccion 6 pl de HClI 1 M y el DNA se
precipitd con 4 ul de glicogeno 5 mg/ml, 30 pl de NH; OAc 7.5 My 250 pul de Etanol 100%.

Después, se resuspendieron las muestras en el tampon de carga (95% formamida, 0.05%
xilencianol, 0.05% azul de bromofenol en EDTA 20 mM pH 8.0) y se separaron por
electroforesis durante 6 horas y media a 450 V en geles del 6% de acrilamida:bisacrilamida
(19:1), urea 8 M, TEMED al 0.06%, APS al 0.1%, preparados en 1X TBE. El gel se colocd
sobre un papel Whatman™ (3MM) y se sec durante 90 minutos a 80°C gracias a una bomba de

vacio. Finalmente, se expuso en pantallas BAS-IlIs (Fuji) durante 12-24 horas, pudiéndose
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cuantificar la radiacion emitida utilizando un Phosphorimager (Personal Molecular Imager, Bio-
Rad).

3.8 Marcado de Pulso y Caza de rRNAs precursores y maduros con [5,6-

3H] uracilo :

Para llevar a cabo los marcajes de pulso y caza con uracilo tritiado, las cepas se incubaron
en SD a 28°C, y bhien se mantuvieron a esta temperatura hasta un ODgyp nm = 1.0, 0 se

transfirieron durante 8 horas a 37°C, hasta alcanzar esa misma densidad dptica.

Las células se recogieron y se resuspendieron en 1ml de SD, al que se le afiadié 100 uCi de

[5,6-*H] uracilo (Perkin Elmer) durante 2 minutos (Pulso).

Para realizar las “cazas” se diluyeron 200 pl de las células marcadas uracilo tritiado en 1.8
ml de SD+Ura (1 mg/ml), que se incubaron durante el tiempo indicado en cada experimento a
28°C o0 37°C. A tiempo 0 y una vez transcurrido el tiempo de caza, las células se lavaron con

agua miliQ enfriada en hielo, se recogieron y se congelaron en nitrégeno liquido.

Posteriormente se extrajeron los RNAs totales siguiendo el método de fenol acido (Schmitt
et al., 1990).

La incorporacion de uracilo tritiado se midio en un contados de centelleo, y se resolvieron
20.000 cpm en geles de agarosa al 1.2% con formladehido al 4%, 6 poliacrilamida al 7% con
urea 8M, tal como se especifica en el apartado anterior. Tanto las transferencias a membranas
cargadas positivamente, como la fijacién de los RNAs a las mismas, se llevé a cabo de la misma

manera descrita para los ensayos de Northern blot.

Las membranas se expusieron en pantallas BAS-TR2040s, especificas para detectar la
emision del tritio, y se leyeron en un phosphorimager (Personal Molecular Imager, Bio-Rad).
Posteriormente las membranas se expusieron en peliculas autorradiogréaficas Hyperfil © MP
(Amersham Biosciences), con pantallas intensificadoras especiales para tritio (Transcreen LE,
Kodak).

3.9 Fraccionamiento y obtencidn 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 totales a partir de cultivos celulares en las condiciones de
crecimiento que se detallan en la seccion de resultados. a los que se afiadid cicloheximida en

una concentracion de 125 pg/ml. Para preparar los extractos se utilizé el siguiente tampdn de
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lisis: Tris HCI 10 mM (pH 7.5), NaCl 100 mM, MgCl, 30 mM, 2% de Heparina, 10% de
cicloheximida, agua DEPC. Después, se cargaron 10 DO de cada extracto en gradientes de
sacarosa (7% - 47%) preparados en un tampén de que contiene Tris HCI 50 mM (pH 7.5),
NH4CI 50 mM, MgCl, 12 mM, DTT(ditiotreitol) 1 mM, 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, se obtuvo el perfil utilizando un

equipo ISCO UA-6 con una continua monitorizacion de A,s4, con los siguientes parametros:

- Para separar las subunidades ribosémicas 40S y 60S, se emplearon tampones con bajas

cantidades de Mg®* y en ausencia de cicloheximida (Foiani et al., 1991). Para obtener los
extractos celulares se utiliz6 el siguiente tampén de lisis: Tris HCI 50 mM pH 7.5, NaCl 50
mM, DTT 1 mM, agua DEPC) y azida sddica 1 M (NaNs). Después, se cargaron 10 DO de cada
extracto en gradientes de sacarosa (7% - 50%) preparados con el mismo tampon de lisis para
separar las subunidades ribosomicas por centrifugacion a 39.000 rpm con un rotor Sw40Ti,
durante 4 horas 30 minutos, en una ultracentrifuga Beckman a 4°C. Finalmente se obtuvo el
perfil con una continua monitorizacién de A,s, usando el equipo ISCO UA-6, con los

parametros:
3.10 Técnicas de manipulacion y analisis de proteinas

a) Obtencion de extractos proteicos:

Se prepararon extractos totales de proteinas de S. cerevisiae por extraccion con &cido
tricloroacético (TCA) como se describe en (Reid and Schatz, 1982), donde tras recoger las
celulas se resuspenden en 1 ml de TCA al 20% , se rompen con bolas de vidrio (& 0.75-1 mm)
utilizando una FastPrep FP120 (Bio101 Savant), se lavan con 200 ul de TCA al 5%, y se recoge
el lisado de células mediante centrifugacion a 3.000 rpm. A continuacion se pesa la biomasa del
precipitado que se resuspende en funcion 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 200
mM vy trazas de azul de bromofenol) para tratar de igualar la cantidad de proteina presente en
todas las muestras. Finalmente se afiadi6 Tris-Base 2 M y se desnaturalizaron las muestras por

calor a 100°C durante 5 minutos, antes de congelarlas a -80°C hasta su uso.

b) Determinacion de la cantidad de proteina:

La determinacion de la concentracion total de proteinas se realiz6 siguiendo la técnica de
Bradford (Bradford, 1976), utilizando el reactivo protein assay dye (BioRad) y un
espectrofotometro para medir la absorbancia a 595 nm. Como referencia, se utilizé una recta

patrén realizada con BSA a diferentes concentraciones.
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c) Deteccion de proteinas:

Los extractos celulares preparados se desnaturalizaron por calor a 100°C y se centrifugaron
durante 1 minuto. Las proteinas solubles presentes en el sobrenadante se separaron segin su
tamafio  mediante  electroforesis en geles del 10-15% de poliacrilamida
(acrilamida/bisacrilamida) durante ~1 hora a una intensidad de corriente de 30 mA/gel, en
condiciones desnaturalizantes utilizando como tampdn de carrera SDS-PAGE 1X, como se
describe en (Laemmli, 1970). A continuacion, las proteinas de los geles se electrotransfirieron
a membranas de PVDF (Immun-Blot® PVDF Membrane, Bio-Rad) utilizando el sistema “Mini-
Trans-Blot®” (Bio-Rad) con tampon CAPS (Acido N-ciclohexil-3-aminopropansulfénico) 10
mM (pH 11.0) en frio durante 1 hora a 300 mA. Para comprobar si la transferencia habia

ocurrido correctamente, las membranas se tifileron con Rojo Ponceau (Sigma).

Posteriormente las membranas se trataron con una solucion de blogqueo TBST (Tris-HCI 20
mM (pH 7.6), NaCl 137 mM, Tween 20 0.1%) con BSA 1% durante 1 hora a temperatura
ambiente y después se incubaron con los diferentes anticuerpos primarios indicados en la
seccion de resultados. Para visualizar las proteinas de interés, se emple¢ el kit Pierce® ECL
Western Blotting Substrate (Thermo Scientific) que permite detectar la sefial de
quimioluminiscencia emitida por la accion de la peroxidasa asociada al anticuerpo secundario
(HRP, horseradish peroxidase). Finalmente, las membranas se expusieron en peliculas CP-BU

NEW (Agfa) que se revelaron en un equipo M35 X-OMAT Processor, Kodak.

d)  Purificacion por _afinidad de pre-particulas ribonucleoproteicas

usando microesferas de sefarosa conjugadas con anticuerpo anti-FLAG:

La inmunoprecipitacion de proteinas unidas al epitopo FLAG con micro-esferas de
sefarosa conjugadas con un anticuerpo anti-FLAG se llevo a cabo siguiendo el protocolo de

Neueder et al., 2010 con las siguientes modificaciones:

El pellet de células correspondiente a 250 ml de cultivo con un DOgy = 0.8-1.0 se
resuspendié en 1.5 ml de buffer A200 frio (20 mM Tris—HCI pH 8.0, 200 mM KCI, 5 mM
MgOAc, 1 mM DTT, 2 mM Benzamidina, 1 mM PMSF (fluoruro de fenilmetilsufonilo) y
RNAsin 0.04 U/ul) por gramo de pellet. Después se prepar6 un lisado celular agitando
vigorosamente la suspension celular con 1.4 ml de bolas de vidrio (@ 0.75-1 mm) en un
agitador IKAVibrax VXR a 4°C durante 15 minutos seguido de 2 minutos en hielo. Este paso se
repiti6 dos veces. El extracto proteico se limpié de los restos celulares con dos pasos de
centrifugacion, de 5 y 10 minutos a 14.000 rpm respectivamente, siendo ambos a 4°C. A
continuacion se determind la concentracién de proteina por Bradford y se afiadi6 Triton X-100 y

Tween 20 a una concentracion final de 0.5% (m/v) 0.1% (m/v), respectivamente. En este punto
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se retird un 1% (v/v) del lisado tanto para analisis de “western blot” como de “northern blot”
(fraccion “Input”). Las microesferas de sefarosa conjugadas con el anticuerpo anti-FLAG (anti
FLAG-coupled M2 Beads, Sigma) se equilibraron en buffer A200 con 0.5% Triton X-100 y
0.1% Tween 20 y posteriormente se incubaron 100 pl de estas microesferas con la misma
cantidad de proteina de cada muestra durante 1 hora a 4°C. Después de la incubacion las bolas
se lavaron 7 veces (1x1 ml, 5x2 ml y 1x10 ml) con buffer A200 frio en una columna de 10 ml
de BioRad. Finalmente un 10% de las bolas se separaron para ser usadas como muestra en
ensayos de “western blot” y del 90% restante se extrajo RNA que se utilizd en ensayos de

“northern blot” como previamente se ha descrito.

e)  Purificacion _por_afinidad de pre-particulas ribonucleoproteicas

usando microesferas magnéticas conjugadas con 19G:

El factor de biogénesis de ribosomas Noc2 fusionado al epitopo TAP y las particulas pre-
ribosémicas asociadas se purificaron a partir de extractos celulares en un solo paso usando bolas
magnéticas conjugadas a 1gG de conejo siguiendo el protocolo descrito por Oeffinger et al.,
2007. El pellet de células correspondiente a 1 | de cultivo con un DOggo = 0.8-1.0 se resuspendio
en 1.5 ml de buffer A200 frio (20 mM Tris HCI pH 8.0, 200 mM KCI, 5 mM MgOAc, 1 mM
DTT, 2 mM Benzamidina, 1 mM PMSF y RNAsin 0.04 U/ul) por gramo de pellet y a
continuacion se rompid de la misma forma que en el caso anterior. Se procedio de igual manera
gue en el experimento anterior, excepto que la misma cantidad de cada extracto celular se
incubd con 200 ul de microesferas magnéticas (1 mm BcMag, FC-102, Bioclone) conjugadas a
IgG (suero de conejo, 15006-100MG, Sigma) durante 1 hora a 4°C. Las microesferas se lavaron
cuatro veces con 1 ml de buffer A200 y se retird el 20% de la suspensién para analisis de RNA
por “northern blot”. El resto de la suspension se lavo dos veces con 1 ml del buffer AC (100
mM NH;OAc pH 7.4, 0.1 mM MgCl,) para eliminar los restos de sales de las muestras.
Finalmente las proteinas unidas se eluyeron dos veces con 500 pl una solucién de NH, OH 500
mM durante 20 minutos a temperatura ambiente y ambas fracciones se juntaron y se liofilizaron

durante la noche para posteriores procesos de espectrometria de masas.

f)  Andlisis comparativos MALDI TOF/TOF (iTRAQ™):

Estos analisis se llevaron a cabo siguiendo el protocolo descrito por Jakob et al., 2012 y
Ross et al., 2004. Las muestras de proteina liofilizada se resuspendieron en 20 ul de buffer de
disolucion (kit de marcaje iTRAQTM, Invitrogen) y se redujeron con 5 mM Tris-(2-
carboxietil) fosfina (TCEP) a 60°C durante una hora. Ademas, las cisteinas se bloquearon con
10 mM metil-metanotiosulfonato (MMTS) a temperatura ambiente durante 10 minutos. Las

proteinas se digirieron con tripsina durante 20 h a 37°C, se marcaron con diferentes
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combinaciones de los cuatro reactivos de iTRAQ™ siguiendo las instrucciones del kit

(Invitrogen) y se mezclaron y liofilizaron.

Las mezclas con los péptidos diferentemente marcados durante 2 horas se incubaron en
0.1% é&cido trifluoroacético (TFA) y se cargaron en un sistema de HPLC nano-flow que tenia
una columna C18-Pep-Mep (LC-Packings). Los péptidos se separaron en un gradiente del 5% al
95% de buffer B (80% acetonitrilo/0.05% TFA) y las fracciones se mezclaron con 5 volimenes
de una matriz de acido «-ciano-4-hidroxi-cindmico (CHCA, Sigma) y se colocaron

ordenadamente en un chip MALDI con un sistema denominado Probot system (Dionex).

Los anélisis MS/MS se realizaron en un espectrometro de masas MALDI-TOF/TOF 4800
Proteomics Analyzer operando en modo reflector de iones. Estos analisis se evaluaron buscando
en la base de datos de secuencias proteicas NCBInr, con el motor de busqueda Mascot (Matrix
Science) implementado en el software GPS Explorer (Applied Biosystems). La intensidad del
laser se ajusto a la condicién del mismo y a la concentracién de la muestra. Los ocho picos de
péptidos mas intensos por punto se detectaron en el modo MS y se fragmentaron

posteriormente, dando el respectivo espectro MS/MS.

Finalmente, el 4rea de los picos de los iones “reporter” iTRAQ™ se interpretd y se corrigio
con los software GPS Explorer (Applied Biosystems) y Excel (Microsoft), calculandose un ratio

medio iTRAQ de todos los péptidos para una proteina dada.

g) Medida de la actividad f-galactosidasa de proteinas de fusién
(GCN4::LacZ, HIS4::LacZ y PGK::LacZ):

La actividad B-galactosidasa se cuantificé siguiendo el protocolo descrito por Lee et al.
2007:

Partiendo de cultivos celulares en fase exponencial (DOgq = 0.8) Se prepararon extractos
proteicos segun el protocolo descrito por (Burke, 2000) utilizando tampén de lisis (Tris-HCI 0.1
M, glicerol al 20%, p-mercaptoetanol al 0.007%), 6.25 pl de PMSF 40 mM y bolas de vidrio (&
0.75-1 mm). Después se afiadio a 100 pl de cada extracto 400 pl de buffer Z (Na,HPO,-7H,0
60 mM, NaH,PO,-H,0 40 mM, KCI 10 mM, MgSO,4-7H,O 1 mM, pH 7.0) (Miller, 1972) y
cada reaccion se incubd con 100 pl ONPG (orto-nitrofenil-B-D-galactopiranosido) a una
concentracién 4 mg/ml a 30°C hasta que el color de las muestras viré a amarillo, momento en el
que la reaccién se detuvo afiadiendo con 250 ul de Na,CO3; 1 M. Posteriormente se determiné la
concentracién de proteina de cada extracto mediante el método de Bradford y se calculé la
actividad p-galactosidasa como nanomoles de ONPG hidrolizado por minuto y por miligramo

total de proteina segun la siguiente férmula:
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Abs420 nm X 0.85/0.0045
tiempo (min) X vol.extracto (ml) X prot. total (%)

Actividad pB-Gal:

Donde 0.85 ml es el volumen final de reaccidn y se considera que una absorbancia a 420

nm de 1 equivale a una concentracion 0.0045 nmol/ml.

Para inducir la desrepresion del CGBA, los cultivos se incubaron a 28°C hasta alcanzar
una DOgponm = 0.4 y posteriormente se afiadié sulfometuron metilo a una concentracion de 0.5

pg/ml durante 6 horas.
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Abreviaturas

A: delecidn

5-FOA: Acido 5-fluoroorético
A: Angstrom

cpm: cuentas por millén

CT: Complejo ternario

DR: Desrepresion

eEF: Factor de elongacion de la traduccidn
eucaridtico

elF: Factor de inicio de la traduccién
eucaridtico

ES: Expansion segment (segmento de
expansion de rRNA)

GCD: General control Derepressed (Efector
negativo de la traduccidon de GCN4)

Gcd-: Fenotipo de desrepresion
constitutiva de GCN4

GCN: General Control Non-derepressible
(Efector positivo de la traduccién de GCN4)

hc: high copy (alto nimero de copias)
IP: Inmunoprecipitacién

iTRAQ: isobaric Tags for Relative and
Absolute Quantitation

LOF: Loss of function (pérdida de funcién)

LSU: Large subunit (subunidad mayor del
ribosoma)

NMD: nonsense-mediated RNAm decay
(degradacion mediada por mRNA sin
sentido)

PIC: pre-initiation complex (Complejo de
pre-iniciacion)
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P/M: Cociente Polisomas/Monosomas

PRF: Programmed ribosomal frameshifting
(Cambio programado en la fase de lectura)

PTC: Premature termination codon (Codon
de terminacién prematuro)

R: Represion
RNP: Ribonucleoparticulas

RPs: Ribosomal proteins (proteinas
ribosémicas)

RPG: Ribosomal protein genes (genes de
proteinas ribosémicas)

RPL: Ribosomal protein of large subunit
(proteina ribosémica de la subunidad
mayor)

RPS: Ribosomal protein of small subunit
(proteina ribosémica de la subunidad
menor)

Slg: Slow growth (crecimiento lento)
SMM: Sulfometurdn metilo

SnoRNA: Small nucleolar RNA (RNA
pequefio nucleolar)

SSU: Small subunit (subunidad menor del
ribosoma)

TAP: Tandem Affinity Purification
(Purificacion de afinidad en tandem)

UTR: Untranslated Region (Regién no
traducida)
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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 leu2A0 met15A0 ura3A0 1998
YNLO69c MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 rpl16b::KanMX4 Euroscarf
YiL133c MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 rpll6a::KanMX4 Euroscarf
MATa his3A1 leu2A0 ura3A0 met15D0/MET15D0
TY931 rpl16a::His3MX4 rpl16b::KanMX4 Poll et al., 2009
[Yeplac111::pGAL::RPL16B,)]

HmM649 Cepa TY931 + Ycplac33 ( CEN6 URA3) Este estudio
Hm650 Cepa TY931 + RPL16B,; ( CEN6 URA3) Este estudio
Hm651 Cepa TY931+ rpl16bA51 ( CEN6 URA3) Este estudio
Hm652 Cepa TY931 + rpl16bA28 ( CEN6 URA3) Este estudio
Hm653 Cepa TY931 + RPL16B,-FLAG (2u URA3) Este estudio
Hm654 Cepa TY931+ rpl16bA51-FLAG (2u URA3) Este estudio
Hm655 Cepa TY931 + rpl16bA28-FLAG ( 2u URA3) Este estudio

TY931-Noc2TAP

MATa his3A1 leu2A0 ura3A0 met15D0/MET15D0
rpll6a::His3MX4 rpl16b::KanMX4 (Arpl16a Arpl16b)

Noc2::TAP
GAL-RPL16B,; ( CEN6 LEU2) RPL16B,; (CEN6 URA3)

Este estudio

TY931-Noc2-TAP*

MATa his3A1 leu2A0 ura3A0 met15D0/MET15D0
rpli16a::His3MX4 rpl16b::KanMX4 (Arpl16a Arpl16b)

Noc2::TAP
GAL-RPL16B,; ( CEN6 LEU2) rpl16bA51 ( CEN6 URA3)

Este estudio

Cepas con genotipo comun

MATa his3A1 leu2A0 ura3A0 met15D0/MET15D0
rpl16a::His3MX4 rpl16b::KanMX4 (Arpl16a Arpl16b)

1. Con alelos silvestres RPL16B y mutantes rpll6b,*
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YEplac181-rpl16bA28 ( 2u LEU2)

HmM699 RPL16B (CEN6 URA3) Este estudio
RPL16B (CEN6 LEU2) Este estudio
Hm700 RPL16B,; (CEN6 LEU2) Este estudio
RPL16B,; (CEN6 URA3) Este estudio
rpl16b-I18N (CEN6 LEUZ2) Este estudio
rpl16b-A23D (CEN6 LEU2) Este estudio
rpl16b-A37D (CEN6 LEU2) Este estudio
rpl16b-M86V (CEN6 LEU2) Este estudio
rpl16b-18N R93H (CEN6 LEU2) Este estudio
Hm 717

2. Con alelos RPL16B ,; / rpl16b,* fusionados al epitopo FLAG en el C-terminal

RPL16B,;-FLAG (CEN6 LEU2)

Este estudio

rpl16b —I8N-FLAG (CEN6 LEU2)

Este estudio

rpl16b—A23D-FLAG (CEN6 LEU2)

Este estudio

rpl16b-A37D-FLAG (CEN6 LEU2)

Este estudio

rpl16b—M86V-FLAG (CEN6 LEU2)

Este estudio

rpl16b—I8N R93H-FLAG (CEN6 LEU2)

Este estudio

YEplac181-rpl16bA28-FLAG ( 2u LEU2)

Otras Cepas

MATa gecn2-101 gcn3-101 his1-29 ura3-52

H A.G. Hi h
% [HIS4::LacZ ura3-52] G. Hinnebusc
H117 MATa gcn2-101 gcn3-101 his1-29 inol ura3-52 [HIS4::LacZ AG. Hinnebusch

URA3]
H275 MATa gcn2-101 gen3-101 his1-29 inol ura3-52 [HIS4::LacZ | Martin-Marcos et
URA3] gcd17 al., 2007
F35 MATa ura3-52 inol canl [HIS4::LacZ URA3] G. Luccini
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Tabla Il. Plasmidos utilizados, descripcion y procedencia.

PLASMIDO DESCRIPCION PROCEDENCIA

Con alelos RPL16BAi / rpl16bAi*

pAG1 YCplac111::RPL16B Este estudio
pAG2 YCplac33::RPL16B Este estudio
pAGH1 YCplac111::RPL16BA; Este estudio
pAGH2 YCplac33::RPL16BA; Este estudio
YCplacl1l:: rpl16bA; I8N Este estudio

YCplacl111:: rpl16bA; A23D Este estudio

YCplaclll:: rpl16bA; A37D Este estudio

YCplac111:: rpl16bA; M86V Este estudio

YCplac111l:: rpl16bA; I8N R93H Este estudio

pAGH3 YCplac33:: rpl16bA51 Este estudio
pAGH4 YCplac33:: rpl16bA28 Este estudio
YCplacl1l:: rpl16bA51 Este estudio

YCplacl11:: rpl16bA28 Este estudio

pAGH11 YEplac181:: rpl16bA28 Este estudio
pAGH10 YEplacl181:: rpl16bA51 Este estudio
pAGH9 YEplac195:: rpl16bA28 Este estudio
pAGHS8 YEplacl195:: rpl16bA51 Este estudio

Con alelos RPL16BAi / rpl16bAi* fusionados al epitopo FLAG en el C-terminal

YCplacl1l:: RPL16BA;::FLAG

Este estudio

YCplacl1l:: rpl16bA; I8N::FLAG

Este estudio

YCplac111:: rpl16bA; A23D::FLAG

Este estudio

YCplaclll:: rpl16bA; A37D::FLAG

Este estudio

YCplacl1l:: rpl16bA; M86V::FLAG

Este estudio

YCplacl1l:: rpl1 bA; ISN R93H::FLAG

Este estudio

YCplac33:: RPL16BA;::FLAG

Este estudio

pAGH12 YCplac33:: rpl16bA28::FLAG Este estudio
pAGHS YEplac195:: pRPS28:: RPL16BA;::FLAG Este estudio
pAGH6 YEplac195:: pRPS28:: rpl16bA51::FLAG Este estudio
pAGH7 YEplac195:: pRPS28:: rpl16bA28::FLAG Este estudio

YEplac181:: rpl16bA28::FLAG

Este estudio
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pAGH13 YEplac195:: rpl16bA28::FLAG Este estudio
YEplac195:: pRPS28:: rpl16b I8N::FLAG Este estudio
YEplac195:: pRPS28:: rpl16b A23D::FLAG Este estudio
YEplac195:: pRPS28:: rpl16b A37D::FLAG Este estudio
YEplac195:: pRPS28:: rpl16b M86V::FLAG Este estudio
YEplac195:: pRPS28:: rpl16b I8N R93H::FLAG Este estudio
Otros plasmidos
YCplac111::RPL16A Este estudio
TK810 YCplacl11::pGAL::RPL16By,; Poll et at., 2009
hcDED1 DED1 en pFL44D 0. Calvo
hcDHH1 DHH1 en pRS426 0. Calvo
hcNOP7 NOP7 en YEp24 J.L. Woolford
hcDRS1 DRS1 en YEp352 J.L. Woolford
pAS425 PAB1 hc (URA3/ 2p) A. Sachs
PCa77 FUN12 (URA3/ 2p) T. Dever
PC1737 AN-FUN12 (aa 396-1002) (URA3/ 2p) T. Dever
hcDBP6 DBP6 hc (URA3/2u) J. dela Cruz
hcSPB4 SPB4 hc (URA3/2u) J. dela Cruz
hcDOB1 DOB1 hc (URA3/ 2y) J. de la Cruz
hcMAKS5 MAKS5 en YEplac195 (URA3/ 2y) Este estudio
hcRrp14 Rrp14 en YEplac195 (URA3/ 2u) Este estudio
hcEBP2 EBP2 en YEplac195 (URA3/ 2p) Este estudio
hcMAK16 MAK16 en YEplac195 (URA3/ 2u) Este estudio
hcSSF1 SSF1 en YEplac195 (URA3/ 2y) Este estudio
hcBRX1 BRX1 en YEplac195 (URA3/ 2p) Este estudio
hcNSA2 NSA2 en YEplac195 (URA3/ 2p) Este estudio
hcNUG1 NUG1 en YEplac195 (URA3/ 21) Este estudio
P3000 SUI2, SUI3, GCD11y IMT4 en YEp24 Asano et al. 1999
Tif5 sc
Tif5 hc
Tif11 he
elF1
pAG25 pFA6a::NatMX4 Goldstein et al., 1999
pBS1479 Plasmido para afiadir el epitopo TAP Rigaut et a/ 1999
p1877 pRS316::RPL25::eGFP, URA3 Gadal et al., 2001
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p180 YCp50::GCN4::LacZ (con las 4 uORFs) Hinnebusch, 1985
p226 YCp50::GCN4::LacZ (sblo con la UORF 4) Hin'::;ﬂ:ghf"lis ’
p227 YCp50::GCN4::LacZ (sin ninguna UORF) Hin'r:ﬂfghf"lig ’
pM226 (La UORF 11?:530%’:: :e:fmacc;zcm 130 nt) Grant etal,, 1994
0367 pBR322::HIS4::lacZ (?;rllljzizgmo coddn de inicio), Cigan et al,, 1988
p391 pBR322::HIS4::lacZ t:cc;r;vtlllijijgmo coddn de inicio, Cigan et al,, 1988

Tabla Ill. Oligonucleétidos utilizados para clonacidn, amplificacidn y secuenciacidén. 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.

(\[0])%]:13{3 SECUENCIA POSICION ‘

Oligonucleétidos usados para las AMPLIFICACIONES de los alelos RPL16B y rpl16bA;

F1L16B 5'- ACGCGGATCCCGAAAAACCAAGGTGGTAG- 3’ - 784
RiL16B 5'- CGGGGATCCCACACACTTCTAATAGACC - 3’ +1512
PromL16B 5 TTTTTACTAGTTTCAATCCGTACACTATACAC -3’ - 408
01235 5 - TTTTTTCTGCAGGAATTACTTGACCGTTACTGC - 3° +1399
L16Bint 5 TTTTTTCTTTAGCATCAATAACAACGACTGGTT - 3° +7
Oligonucleétidos usados para la AMPLIFICACION del alelo RPL16A
F1L16A 5"- CGCGGATCCTCTGTGCGTAGCAAGAGAAGGC -3 -533
RIL16A 5 - GGCGGATCCACTTAGTACGGGCCATTC - 3’ +1157
Oligonucleétidos usados para la AMPLIFICACION de alelos rpl16bA; *
(por mutagénesis dirigida)
K147-StopF 5 - GTCTACTTCTGTTGGTTGGTAATACGAAGATGTTGTTGC-3 +868
K1475topR 5"- GCAACAACATCTTCGTATTACCAACCAACAGAAGTAGAC- 3 +907
K170-StopF 5" - CGCCGAATATTACGCCAAGTAGAGAGCTTTCACCAAAAAGG - 37 +937
K170-StopR 5- CCTTTTTGGTGAAAGCTCTCTACTTGGCGTAATATTCGGCC - 3’ +978
Oligonucleétidos usados para la SECUENCIACION del alelo RPL16A
F2L16A 5- GTCTGTTGAACCAGTTGTTGTC - 3 +2
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F3L16A 5 - TTGTTGTCCCACAAGCATTGA - 3’ +663
R2L16A 5"- GAATGGACCACGGGTCTTATT - 3’ +503
R3L16A 5'- CCAAGATTGAATTTCCCTGCA - 3’ -137
Oligonucleétidos usados para la SECUENCIACION de los alelos RPL16B y rpl16b,;
F3L168 5'- GGTGATCTCTTCTTAGGCAGAC - 3’ -187
FaL16B 5"- GACTCCAACTATATTCAATCCAC - 3° +419
F5L168 5- TGCTGCTGCTTCTGAATCCGAT - 3’ +1013
RaL168 5’- GACCCAACAAATGATCCTTAGC - 3' +498
L16BmutF 5'- GGTATTAAACAACCAACCAACC -3’ -30
L16BmutR 5'- GATTGATCACAAATTCATTTCATG - 3/ +1074
Oligonucleétidos usados para fusionar el epitopo FLAG y el epitopo TAP
K147-Pst-Rev 5 TTTTTTCTGCAGCCAACCAACAGAAGTAGACAACT 3/ +888
K170-Pst-Rev 5 TTTTTTCTGCAGCTTGGCGTAATATTCGGCC +957
L16B-Pst-Rev 5 - TTTTTTCTGCAGGTAACCGAAAGAAGCCAATTG- 3’ +1048
5'-
L16B-FLAG GCTTCTTTCGGTTACGATTACAAGGATGACGACGATAAGTAAATTTCAT +1033
GAAATGAA- 3
L16B-BamHI 5 TTTTTTGGATCCATGTCTCAACCAGTCGTTGTTATT- 3° +1
Noc2-TAP- 5" -
NAT-F AAGTGATGATGACAACGAAGATGTTGAAATGTCAGACGCTTCCATGGA | +2091/Noc2
AAAGAGAAG — 3’
Noc2-TAP- 5
CTATTGAATTCAAGACAAAAAATCAAATCTTGCTGAGTTGTACGACTCA |  +2130/Noc2
NAT-R CTGGG - 3’
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Tabla 1V. Oligonucledtidos utilizados en los ensayos de northern-blot y su secuencia

correspondiente.

5°ETS ITS1 ITS2 3ETS
Ay A D A,A;, ECC B, By
By Big
18 2 34 5 8% %
NOMBRE SECUENCIA
1. 355-ETS 5- TCAGGTCTCTCTGCTGC - 3
2. 185 5'- AGCCATTCGAGTTTCACTG - 3’
3. D-A; 5- TTAAGCGCAGGCCCGGCTGG - 3
4. ArAg 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. Ci-Cy 5- CGCCTAGACGCTCTCTTCTTA -3
SCR1 5 - GAGGGAAGCGCCACAATGTG - 3
U4 5- CACCGAATTGACCATGAGGAGAGCGTCTGG - 3
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Anexos

Tabla V. 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 elF2B
GCN20 Regulador positivo de GCN2 formando complejo con GCN1

REGULADORES FUNCION

NEGATIVOS

GCD1
GCD2 Subunidad & de elF2B
GCD5 Lisil-ARNt sintetasa
GCD6 Subunidad € de elF2B
GCD7 Subunidad B de elF2B
GCD10 Junto a GCD14 metilacién de la A58 de los ARNt
GCD11 Subunidad y de elF2
GCD13 Subunidad C160 de la ARN Polimerasa Ill
GCD14 Junto a GCD10 metilacién de la A58 de los ARNt
GCD15 Subunidad C128 de la ARN Polimerasa Ill
GCD16 Subunidad C34 de la ARN Polimerasa Ill
GCD17 Proteina ribosémica L33A de subunidad 60S del ribosoma
GCD18 Gen GUAlperteneciente a la ruta de biosintesis de nucledtidos de guanina
Ssui1 elF1
Sui2 Subunidad a de elF2
SuUI3 Subunidad B de elF2
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