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Abreviatura

ATP

BSA
cDNA
Ci
cpm
CTP
DMSO
DNA
ds
DTT
EDTA
EGTA
et al.
Fig.
GTP
Kb
Kcal
KDa

min

_

Significado

Adenosin trifosfato
Amstrong

Albuimina de suero bovino
DNA complementario

Curios

Cuentas por minuto

Citosin trifosfato
Dimetilsulféxido

Acido desoxirribonucleico
Double strand (doble cadena)
Ditiotreitol

Acido etilendiaminotetraacético
Acido etilenglicoltetraacético
et alii (y otros)

Figura

Guanosin trifosfato

Kilobase

Kilocaloria

Kilodalton

Minuto



Abreviatura

MOPS
mRNA
nt
ORF

PABA

PCR

PEG

PMSF

rRNA
SDS
ss
SSC
TBST
TCA
tRNA
TTP
ufp
UTP

WT

Significado

Tampoén de acido 3-morfolino-propanosulfonico
RNA mensajero

Nucledtido

Open reading frame (fase de lectura abierta)
Acido 4-aminobenzoico

Pares de bases

Polymerase chain reaction (reaccion en cadena
de la polimerasa)

Polietilienglicol

Fluoruro de fenimetilsulfonilo

Acido ribonucleico

Revoluciones por minuto

RNA ribosémico

Dodecilsulfato s6dico

Single strand (cadena sencilla)

Citrato sodio salino

Tampon tris salino + Tween 20

Acido tricloroacético

RNA transferente

Timidin trifosfato

Unidades formadoras de placas

Uridin trifosfato

Wild type (tipo silvestre)
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1 - Micovirus

Los virus que infectan hongos se denominan micovirus. Dentro de ellos existen una
gran variedad de genomas virales (DNA, RNA de cadena doble o sencilla, retrovirus),
aunque la mayoria poseen genoma RNA, siendo los més abundantes los bicatenarios. La
caracteristica principal de los micovirus es que su ciclo viral carece de fase extracelular, por
lo que su transmision de realiza de forma vertical, de célula madre a célula hija en el proceso
de division celular, o de forma horizontal durante los procesos de conjugacion o de fusion de
hifas. Estos procesos de intercambio de informacion genética entre distintas cepas son muy
comunes en hongos, lo que, unido a la importante barrera que representa la pared celular,
podria haber llevado a los virus de hongos a adoptar un ciclo viral que carece de fase litica,
adaptandose a un entorno intracelular. Esta forma de vida implica que debe existir un
equilibrio entre la necesidad del virus de propagarse y la viabilidad de su hospedador, cuya
supervivencia es necesaria también para el virus. Al mismo tiempo, los hospedadores han
desarrollado mecanismos intracelulares que les sirven para controlar la infeccion viral.

La mayor parte de los micovirus son avirulentos y no confieren ningin fenotipo al
hospedador, por lo que las infecciones pasan normalmente desapercibidas. Una excepcion
son los virus killer, que se describen mas adelante, que codifican una toxina que puede matar
cepas que no posean estos virus.

Dentro de los micovirus existen diversas familias que infectan diferentes organismos.
En este trabajo hemos utilizado la levadura Saccharomyces cerevisiae, que es el hospedador

de varias familias.

2 - Virus de S. cerevisiae

Los virus que infectan esta levadura pertenecen a las familias Totiviridae (dsRNA),
Narnaviridae (ssRNA) y Pseudoviridae (retrovirus) y poseen todos genoma RNA. Estos

virus se recogen en la tabla 1.



Tabla 1: Virus que infectan S. cerevisiae

Tamaiio

Virus genoma (Kb)  Proteinas codificadas Referencias

Familia 7otiviridae (dssSRNA)

L-A 4.6 Gag: capsida Icho y Wickner, 1989
Gag-pol: RNA polimerasa

M 1,6-1.8 Toxina killer Wickner, 1996

L-BC 4.6 Gag: capsida Diamond ef al.. 1989

Gag-pol: RNA polimerasa

Familia Narnaviridae (ssRNA)

20S RNA 2.5 p91: RNA polimerasa Rodriguez-Cousifio ef at., 1991
Matsumoto y Wickner, 1991
23S RNA 2.9 p104: RNA polimerasa Esteban et al., 1992

Familia Pseudoviridae (retrovirus)

Tyl, Ty2 58 TYA (Gag): precursor de Cameron et al., 1979
proteinas de la capsida
TYA-TYB (Gag-pol): precuror
de proteasa, transcriptasa reversa,
integrasa, y RNAsa H
Ty3 5.3 TYA, TYA-TYB Clark et al., 1987
Ty4, 6.3 TYA, TYA-TYB Stucka et al., 1989
Ty5 TYA, TYA-TYB Zouet al., 1995

"M no es un virus independiente, sino un RNA satélite que precisa de la presencia de L-A

La mayor parte de los experimentos de esta Tesis doctoral se han realizado con un
miembro de la familia Narnaviridae (23S RNA). En menor medida han sido utilizados los
componentes de la familia Tofiviridae. A continuacion se describen estos virus, de forma

breve para los Totivirus y mas extensa en el caso de los Narnavirus.

2.1 - Virus dsRNA (Familia Totiviridae)

L-A es el virus dsRNA de S. cerevisiae mas estudiado, por lo que me centraré en ¢l

para realizar la descripcion de esta familia. Los viriones de L-A son particulas icosaédricas

de 39 nm de diametro, que contienen una Unica copia del genoma viral de 4,6 Kb. La c4psida



estd compuesta por 120 mondmeros con una simetria T=1. Posee poros de 10-15 A, que
permiten la entrada de nucledtidos y la salida del RNA monocatenario, pero no permiten la
entrada de proteinas ni la salida del dsRNA. El genoma viral codifica dos proteinas, cuyos
ORFs se superponen. La proteina Gag (76 KDa) es el componente mayoritario de la capsida,
pero no tiene un papel Gnicamente estructural, ya que también posee actividad catalitica que
puede eliminar grupos CAP de mRNAs celulares (Blanc ef a/, 1992). La otra proteina, Gag-
pol (180 KDa), posee la actividad RNA polimerasa. Es una proteina de fusion (Wickner y
Fujimura, 1988) formada por un proceso de “frameshifting” de tipo -1 durante la traduccion
(Icho y Wickner, 1989). Este proceso ocurre con una frecuencia que esta alrededor del 2%
(Dinman et al., 1991).

El ciclo replicativo de L-A puede dividirse en varias etapas (Fig. 1):

- Transcripcion: En un virus maduro con genoma bicatenario se sintetiza una nueva cadena
de RNA de polaridad positiva, que sale al citoplasma.

- Traduccion: La molécula de RNA sirve como mensajero para la sintesis de las proteinas
Gag y Gag-pol.

- Encapsidacion: El RNA se une a un dimero de proteinas Gag-pol. Proteinas Gag se unen
covalentemente a éstas para formar la capsida.

- Replicacion: Se sintetiza la cadena complementaria de polaridad negativa para dar lugar al
virus con genoma bicatenario (Fujimura et al., 1986)

El genoma de L-A carece de cola de poli-adeninas en 3" y probablemente de grupo
CAP en 5', por lo que su estructura es similar a la de los intermediarios de degradacion de
mRNAs. Esto hace que esta molécula pueda ser reconocida y eliminada rdpidamente por los
mecanismos celulares encargadas de degradacion de mensajeros. Se ha visto que la
sobreexpresion de Skilp, principal exonucleasa encargada de la eliminacion de mRNAs en
S. cerevisiae, puede provocar la curacion de L-A de la célula (Esteban et al., 2008).

L-BC no ha sido analizado con tanto detalle, pero se ha descrito que su secuencia es
muy similar a la de L-A, especialmente en los dominios consenso de la polimerasa (Bruenn,
1993), y que también el ciclo replicativo es similar en ambos virus (Wickner et al, 1986). El
RNA satélite M, del que existen disintas variedades (Wickner, 1996) (Knipe et al., 2006), no
puede existir en la célula de forma independiente, sino que necesita de la presencia de L-A
para mantenerse. La replicacion de M es similar a la de L-A, con la diferencia de que dentro
de la capsida pueden encontrarse una o dos moléculas de M (Esteban y Wickner, 1986). Este
RNA es el responsable del fenotipo killer, ya que codifica una toxina que se secreta al

exterior y mata a aquellas cepas que no poseen este fenotipo.
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Figura 1: El Totivirus L-A. A: Organizacion genémica. El genoma de L-A contiene
dos ORFs que se superponen. El ORF Gag codifica la proteina mayoritaria de la
capsida, mientras que el Pol posee secuencias tipicas de RNA polimerasas virales.
Este lltimo Gnicamente se expresa como una proteina de fusion Gag-pol mediante un
proceso de frameshifting. B: Ciclo viral de L-A. En una particula viral madura con
genoma bicatenario se sintetiza una nueva cadena (+), que sale al citoplasma. Esta
actlia como mensajero para la sintesis de las proteinas Gag y Gag-pol. Estas proteinas
forman la capsida dentro de la que se incluye la cadena de RNA de polaridad (+), que
se replica para formar el virus maduro.

Todos estos virus pueden visualizarse realizando un extracto de los RNAs totales de

una cepa infectada, separandolos en un gel de agarosa y tifiécndolos con bromuro de etidio

(Fig. 2).

~ DNA Figura 2: Visualizaciéon de los virus
—L-AL-BC gsRNA de S. cerevisize. Los RNAs
totales de una cepa que posee L-A, L-BC
-M y M se separaron en un gel de agarosa y
— 255 rRNA se}iﬁeron con brf)r.n’uro de etidio.. Sfe ha
seflalado la posicion de las distintas
— 18S rRNA

moléculas. No es posible diferenciar L-A
de L-BC con esta tincion puesto que
tienen el mismo tamaifio.



2.2 - Virus ssRNA (Familia Narnaviridae)

Antecedentes histéricos

Los virus de genoma RNA monocatenario que infectan S. cerevisiae se engloban
dentro del géneno Narnavirus, de la familia Narnaviridae. Este nombre deriva de Naked
RNA virus, ya que carecen de una capsida proteica. La primera mencion a estos RNAs es de
1971, cuando se identific6 una nueva molécula de RNA cuya cantidad aumentaba en
condiciones de esporulacion. El coeficiente de sedimentaciéon de dicha molécula se
determin6 en ese momento mediante electroforesis en un gel de acrilamida, por lo que se la
denomind 20S RNA (Kadowaki y Halvorson, 1971). Posteriormente se vio que el aumento
del niimero de copias no estaba relacionado con la esporulacidn, ya que también ocurria en
células haploides (Gravik y Haber, 1978). En 1984 se describieron dos nuevas moléculas de
RNA bicatenario en S. cerevisiae, T y W, que no estaban encapsidadas y aparentemente no
tenian relacion con ninguno de los otros elementos conocidos en la levadura en ese momento
(Wesolowski y Wickner, 1984). La relacion entre W y la molécula detectada en 1971 (20S
RNA) no se descubri6 hasta que sus RNAs fueron secuenciados (Rodriguez-Cousiio ef al.,
1991; Matsumoto y Wickner, 1991) y se vio que ambas eran distintas formas de un mismo
elemento genético, que codificaba una proteina con homologia con RNA polimerasas
dependientes de RNA. El otro componente del géneros Narnavirus, 23S RNA, se describio
cuando se secuencid T (Esteban ef al, 1992) y se vio que ambas moléculas eran dos formas
del mismo elemento, de una manera similar a lo que ocurria con 20S RNA y W.
Posteriormente, tanto 20S RNA como 23S RNA fueron considerados virus, pasando a
formar parte de la familia Narnaviridae (van Regenmortel, 2000). Experimentos de
replicacion in vitro con 20S RNA han mostrado que la molécula bicatenaria W no forma
parte del ciclo viral, sino que es simplemente un subproducto de este ciclo formado por la
unioén de ambas cadenas (Fujimura ef al., 2005), y creemos que sucede lo mismo en el caso

de T.

Caracteristicas generales

Los Narnavirus son virus ssRNA de polaridad positiva que se localizan en el
citoplasma de S. cerevisiae. Sus genomas son de pequefio tamafio (2514 nucleodtidos en el
caso de 20S RNA y 2891 nucle6tidos en 23S RNA), con una secuencia rica en guaninas y
citosinas, cuya suma puede llegar al 60% de los nucleotidos totales, lo que los distingue de

su hospedador, cuyo genoma es mas rico en adeninas y timinas (Rodriguez-Cousio ef al.,



1991; Esteban ef al., 1992). El alto porcentaje de estas bases en los Narnavirus favorece que
su genoma pueda formar fuertes estructuras secundarias, por lo que una gran parte de €l se
encuentra en forma bicatenaria. Estos virus carecen de una cola de poli-adeninas en su
extremo 3" y es posible que tampoco posean un grupo CAP en el extremo 5°. Los extremos
de su RNA son complementarios (5° GGGGC.....GCCCC-OH 3"), pero mientras que el
extremo 5 se pliega de forma que los primeros nucledtidos forman parte de una zona
bicatenaria, en el caso del extremo 3" las primeras citosinas no estan apareadas (Fig. 3).

El genoma de los Narnavirus codifica una tnica proteina, su propia RNA polimerasa
dependiente de RNA, y no posee informacidon para proteinas de capsida. El tnico ORF
ocupa la mayor parte del genoma, dejando zonas no codificantes muy pequefias en los
extremos. Estas zonas solo tienen doce nucledtidos en cada uno de los extremos en 20S
RNA, mientras que en el caso de 23S RNA hay cincuenta y nueve nucledtidos en el extremo
3" y s6lo seis en el extremo 5°. Las proteinas codificadas en 20S RNA y 23S RNA tienen un
tamano de 91 y 104 KDa respectivamente, por lo que se denominan p91 y p104. Ambas
poseen zonas conservadas en las RNA polimerasas de los virus con genoma RNA (Argos,
1988) (Poch et al., 1989). Ademas, p91 y pl04 poseen otras tres zonas con una gran
homologia entre ellas que no estan presentes en otras polimerasas virales (Fig. 4).

Los Narnavirus no poseen una capsida proteica, pero esto no significa que su RNA se
encuentre desnudo en el citoplasma. Tanto el genoma de 20S RNA como de 23S RNA se
asocian a sus polimerasas formando complejos ribonucleoproteicos (Esteban et al., 1994;
Garcia-Cuéllar et al., 1995). En el caso de 20S RNA, la estequiometria de los componentes
de estos complejos es 1:1 (Solorzano et al., 2000). No se conoce este dato en el caso de 23S
RNA pero, dadas las similitudes entre ambos virus, nos inclinamos a creer que puede ser el

mismo.
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Figura 3: Estructura de los extremos de los Narnavirus 20S RNA y 23S RNA. Se muestra
la estructura secundaria de los extremos 5  (parte superior) y 3" (parte inferior) de los
Narnavirus 20S RNA (izquierda) y 23S RNA (derecha). Se han enmarcado los codones de
iniciacion y finalizacion de la traduccion de sus polimerasas. En el caso del extremo 3" de 23S
RNA el codon de finalizacidon no aparece en la figura, ya que se encuentra a 59 nucleétidos de
distancia del extremo.



12 20S RNA (2514 nt) 12

[ DENEE 1 1IN B >
po1 (829 aa) ! 2 A BCD 3

6 23S RNA (2891 nt) S
5 3
[ N TN |
1 2 A BCD 3 >

p104 (941 aa)

Figura 4: Organizacién genémica de 20S RNA y 23S RNA. Los rectangulos grises
representan los genomas de ambos Narnavirus. Se indica en los extremos el nimero de
nucledtidos no codificantes. Las flechas representan las proteinas codificadas por cada
genoma. Los rectangulos de color rojo indican los dominios conservados en RNA
polimerasas virales (A, B, C y D) y los azules las zonas de alta homologia entre ambas
proteinas (1, 2y 3).

La cantidad de Narnavirus presente en una célula aumenta en gran medida cuando
¢sta se ve expuesta a un estrés nutricional, como puede ser la ausencia de una fuente de
nitrogeno (similar a las condiciones utilizadas normalmente para la esporulacion de
diploides). En estas condiciones, la cantidad de Narnavirus es tan grande que es posible
visualizar los genomas de ambos virus en un extracto de RNAs totales separados mediante
electroforesis y tefiiddos con bromuro de etidio, donde aparecen como dos bandas situadas
entres los rRNAs 18S y 25S (Fig. 5). Esto permite la deteccion sencilla de los virus en una
célula cuando se utilizan unas condiciones de crecimiento que denominanos “condiciones de

induccion” (Materiales y métodos, Apartado 3.9).

Figura 5: Visualizacién de 20S RNA
y 23S RNA. RNAs totales extraidos de

258 rRNA .
- una cepa que posee ambos virus se
— 23S RNA i n
separan en un gel de agarosa y se tifien
: 20S RNA con bromuro de etidio. Se muestra la
18S rRNA

zona del carril donde se pueden ver las
bandas  correspondientes a  los
Narnavirus, situados entres los rRNAs.

Ciclo replicativo de 23S RNA
El modelo de replicacion de 23S RNA (igual que el de 20S RNA) se representa en la

figura 6. El genoma del virus, de polaridad positiva, es traducido por la maquinaria celular
para dar lugar a la polimerasa p104. Esta replica el genoma, sintetizando las cadenas de

polaridad negativa, que son replicadas por la misma polimerasa para generar mas cadenas de



polaridad positiva, que se unen a pl104 para formar los complejos ribonucleoproteicos. Hay
que destacar que la misma polimerasa realiza la sintesis de ambas cadenas, por lo que debe
ser capaz de reconocer y unirse a dos moldes distintos, y que esta sintesis es asimétrica, ya
que el nimero de cadenas de polaridad negativa que se detectan en una célula de S.
cerevisiae es aproximadamente un 1% de la cantidad de cadenas de polaridad positiva.
Durante este ciclo puede generarse la forma bicatenaria denominada T, compuesta por la
union de dos cadenas de diferente polaridad, que seria un subproducto del ciclo de

replicacion de 23S RNA, y no un intermediario de dicho ciclo.

23S RNA (+)
>
Replicacion
pl104
23S RNA (-)
Replicacion T dsRNA
p104 . = >
23S RNA (+) Subproducto
>
>
>
>
>

Figura 6: Ciclo replicativo de 23S RNA. Las cadenas de polaridad (+) de 23S RNA
son replicadas por pl04 para dar lugar a cadenas (-). Estas sirven de molde para la
misma polimerasa, generando nuevas cadenas (+). La sintesis es asimétrica
(representado por el diferente grosor de las flechas), sintetizdndose mas cadenas (+) que
(-). Durante este ciclo puede generarse T, un subproducto formado por la uniéon de dos
cadenas de distinta polaridad.

3 - Generacion de 23S RNA a partir de un vector de expresion

En el afio 2003 se consigui6 generar in vivo el virus 23S RNA a partir de un vector de
expresion de levaduras (Fig. 7) (Esteban y Fujimura, 2003). Este vector, denominado
pRE637, se construyd clonando el cDNA del virus bajo el control del promotor constitutivo

de la fosfoglicerato quinasa (PGKI), y fusionando a su extremo 3" la secuencia de la



ribozima del virus delta de la hepatitis (Perrotta y Been, 1990) (Perrotta y Been, 1991). Esta
secuencia tiene una sefal de autocorte que provoca que el RNA transcrito a partir del
promotor PGK1 se procese, dando lugar a un extremo 3" idéntico al del virus. El extremo 5,
en cambio, posee una secuencia extra no viral de 47 nucleotidos procedente del vector (entre
el inicio de la transcripcion y el principio de la secuencia viral). Esta secuencia, sin embargo,
no estd presente en los virus generados a partir de este plasmido. El RNA transcrito es
traducido por la maquinaria celular, dando lugar a la polimerasa p104, que se une a ¢l y lo
replica, generando la cadena (-) de 23S RNA, que es de nuevo replicada por la misma
polimerasa para dar lugar a la cadena (+), iniciandose un ciclo de replicacion de 23S RNA
independiente del pldsmido pRE637. La eficiencia de generacion del virus a partir de este
vector, calculada viendo cuantas células mantienen el virus después de eliminar el plasmido

de su citoplasma, es de un 20-30%.

pRE637

PGKI ~ 23SRNA (+)  Ribozima
— >m

1 2891

Transcripcion

Traduccion

23S RNA (+)

> p104
1 2891

v

| Generacién de 23S RNA |

Figura 7: Sistema de generacion de 23S RNA en S. cerevisiae a partir de un
vector de expresion. Para construir el plasmido pRE637 se clond el cDNA de
23S RNA bajo el control del promotor constitutivo PGKI. Al extremo 3" de la
secuencia viral se fusiono la ribozima del virus delta de la hepatitis, que posee
una secuencia de autocorte que se procesa en los transcritos procedentes de este
vector, dando lugar a un extremo 3" idéntico al del virus silvestre. El extremo 5°
posee nucledtidos extra no virales, pero se ha comprobado que estos no
aparecen en los virus generados a partir de este vector. El transcrito se traduce,
dando lugar a p104, que se une a ¢l y lo replica para generar 23S RNA. El virus
asi generado puede mantenerse en la célula aunque se elimine el vector del que
procede.
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Este sistema permiti6 la realizacion de experimentos de genética reversa para la
deteccion de sefales de replicacion en cis en la secuencia de 23S RNA. Para ello se
introducian mutaciones sobre la secuencia presente en el plasmido y se trataba de detectar la
presencia del virus en cepas transformadas con el vector mutado. Ademas, la utilizacion de
un vector modificado sirvid para identificar sefiales de union entre el RNA y la polimerasa
mediante experimentos de inmunoprecipitacion. Estos datos obtenidos previamente a mi

llegada al grupo se detallan en el apartado correspondiente de Resultados.

4 - Mecanismos de degradacion de mRNAs en S. cerevisiae

La degradacion de los mRNAs, una vez traducidos, es un proceso de gran
importancia dentro del metabolismo celular, ya que controla la vida media de los
mensajeros, y por lo tanto la expresion génica, y se encarga ademas de eliminar los mRNAs
aberrantes que hayan sido sintetizados. Es un proceso muy regulado y que ha sido estudiado
en profundidad. En S. cerevisiae existen dos sistemas encargados de la degradacion de los
mRNAs en el citoplasma celular (Fig. 8): la exonucleasa Skilp/Xrnlp y el complejo del

exosoma. Ambos mecanismos se detallan a continuacion.

4.1 - SKkilp/Xrnlp

Skilp es la principal exonucleasa encargada de la eliminacion de mRNAs en S.
cerevisiae. Esta localizada en el citoplasma y actiia en sentido 5'—3". Para realizar su
funcion precisa de dos pasos previos: la reduccion de la cola de poliadeninas del extremo 3°
y la eliminacion del grupo CAP de 5, que origina extremos monofosfato.

La deadenilacién del mRNA es un proceso necesario para la degradacion de los
mRNAs tanto a partir del extremo 3" como a partir del 5". Se han descrito dos complejos
responsables de esta actividad: el principal es Ccrd4p/Pop2p/Notp, aunque también puede ser
realizada de forma alternativa por Pan2p/Pan3p (Tucker et al., 2001). Estas enzimas
eliminan la mayor parte de la cola de poliadeninas, dejando unos pocos nucledtidos.

El decapping (eliminacion del grupo CAP) y la degradacion del mRNA tienen lugar
en unos focos discretos del citoplasma denominados P-bodies. En ellos se encuentran
mRNAs y diversas proteinas relacionadas con la activacion de la degradacion de mensajeros

y la represion de su traduccion (Parker y Sheth, 2007). Entre estas proteinas se encuentra el
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complejo responsable del decapping, compuesto por Dcp2p, que posee la actividad
catalitica, y Dcplp, activador de la anterior (Steiger ef al., 2003). Aunque estas dos proteinas
son suficientes para realizar esta accion in vitro, en los P-bodies existen otras que favorecen
su actividad, como son Dhhlp (Coller y Parker, 2005), Edc3p (Decker et al., 2007) o el
complejo formado por siete proteinas Lsm (Lsm1p-Lsm7p) y Patl (Chowdhury et al., 2007).

La degradacion de las moléculas de RNA que han perdido el grupo CAP la realiza la
exonucleasa Skilp, comenzando por el extremo 5" hacia el 3". La actividad de esta enzima se
ve afectada ante zonas con una fuerte estructura secundaria o secuencias de oligo-guaninas

(Stevens, 2001).

5" m'Gopp ANNANNSNS WD 3

Deadenilacion

r 7 r
5" m'Gppp NSNS NS\ Ay, 3

Decapping /’ ) | Degtl":ildf;c’i()ns en
sentido 3'—
4 N

, ’ , 7 ,
SRAVAVAVAVAV A VECVSIRE 5" m'Gppp ’\/\/\/\/\®3

Exosoma

Degradacion en
sentido 5" —3°

Y

SD/\AN\, (A)oligo 3

Skilp

Figura 8: Sistemas de degradacion de mRNAs en S. cerevisiae. Existen dos sistemas de
degradacion de mRNAs en S. cerevisiae. Ambos comienzan con la reduccion de la cola de
poliadeninas hasta unos pocos residuos. A partir de ese punto el RNA puede ser degradado en
sentido 3'—5" por un complejo multiproteico denominado exosoma, o puede sufrir un proceso
de eliminacion del grupo CAP (decapping) seguido por la degradacion en sentido 5'—3°,
realizada por la exonucleasa Skilp.
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4.2 - El exosoma

El exosoma es un complejo multiproteico altamente conservado a lo largo de la
evolucion. Esta presente en la levadura tanto en el citoplasma como en el nucleo (Allmang et
al., 1999). Ambas formas (citoplasmatica y nuclear) estdin compuestas por un nucleo circular
compuesto por tres heterodimeros (Rrp41p/Rrp45p, Rrp43p/Rrp46p, Rrp42p/Mtr3p) que se
estabilizan por la union de otras tres proteinas (Skidp, Rrp4p, Rrp40p) (Hernandez et al.,
2006) (Liu et al., 2006). Esta estructura es cataliticamente inerte, y a ella se asocia una
décima, Dis3p en el citoplasma (Dziembowski et al., 2007) y Rrp6p en el ntcleo (Briggs et
al., 1998), que es la que posee la actividad exonucleasa. Todos los componentes
citoplasmaticos son esenciales para la viabilidad de la célula. La degradacion de mRNAs no
es su unica funcién, ya que también estd implicado en la maduracion de ciertos RNAs (van
Hoof et al., 2000a) o la eliminacion de transcritos aberrantes (Bousquet-Antonelli et al.,
2000).

La ruta de degradacién de mRNAs realizada por el exosoma comienza de la misma
forma que en el caso de Skilp, con la eliminacion de la cola de poliadeninas del extremo 3’
efectuada por deadenilasas celulares. Sin embargo, este mecanismo no requiere la
eliminacion del grupo CAP del extremo 5°. Esta degradacion se realiza en sentido 3" —5’
hasta dejar un tnico nucledtido unido al grupo CAP, que es procesado por la proteina Dcslp
(Liu et al., 2004). La actividad del exosoma esta modulada por varios factores, y en el caso
de su funcion en la eliminacion de mRNAs se ha visto que precisa de la interaccion con el
complejo SKI (Ski2p, Ski3p, Ski8p) (Anderson y Parker, 1998: Brown et al., 2000). Otra
proteina de la familia SK/, Ski7p, también esta relacionada con la actividad del exosoma,
especialmente en la degradacion de mRNAs aberrantes con codones de finalizacion

prematuros (Takahashi et al., 2003).

4.3 - Efecto de los sistemas de degradacion de mRNAs sobre virus RNA

Las mutaciones que reducen la actividad de alguno de los dos sistemas de
degradacion descritos afectan al nimero de copias de ciertos virus RNA. En ambos sistemas
se han identificado componentes o moduladores que forman parte de la familia SKI,
denominados de esta forma debido a que en un principio las mutaciones en estos genes se
identificaron por el fenotipo superkiller (Vodkin et al., 1974) (Toh et al., 1978). Las cepas

superkiller producen una mayor cantidad de toxina killer que las cepas no mutadas, lo que se
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Introduccidn

puede detectar por la formacién de un mayor halo de inhibicion del crecimiento de una cepa
sensible (no killer) (Fig. 9A). En estas cepas se ha observado un aumento en la cantidad de

copias de las moléculas de RNA responsables de la actividad killer (L-A y M) (Fig. 9B).

A B

Superkiller Killer Superkiller Killer

— DNA
— L-A

— M2
25S rRNA
-

— 20S RNA
= 18S rRNA

Figura 9: Fenotipo superkiller. Las cepas superkiller producen un halo de inhibicion
de crecimiento de una cepa sensible (no killer) mayor que el de una cepa killer. Estas
cepas ademas poseen una mayor cantidad de los virus L-A y M. A: Se aislaron colonias
de la cepa superkiller (en este ejemplo ski4-1) y la cepa killer sobre medio YPAD y se
dejaron crecer durante 3 dias. Se realiz6 una réplica de las mismas sobre una placa de
medio MB sembrada con un césped de la cepa sensible 5x47. Los halos de inhibicién
del crecimiento se observan como una zona de color azul mas intenso alrededor de cada
colonia productora de toxima killer. B: RNAs totales de 2 colonias de cada una de las
cepas de A separados en un gel de agarosa. Se muestra la tinciéon con bromuro de etidio,
donde se ha sefalado la posicion de las diferentes moléculas.

Ademas, también se ha descrito un efecto de uno de estos mutantes sobre el
Narnavirus 20S RNA, cuya cantidad es superior en una cepa ski2-2 que en una silvestre
(Matsumoto et al., 1990). Este efecto se ha comprobado en experimentos realizados en mi
grupo, y ademdas se ha visto que la cantidad de este virus también aumenta en cepas
delecionadas en otros genes de la familia SK/ relacionados con la actividad del exosoma,
como SKI3, SKI7 y SKI8 (Vega, Tesis doctoral, 2010). En cambio, la exonucleasa Skilp
apenas tiene efecto sobre la cantidad de 20S RNA presente en la célula (Esteban et al, 2008).

5 - El exosoma humano

Como se ha mencionado anteriormente, el exosoma esta altamente conservado a lo
largo de la evolucion. Esta presente en arqueas (Koonin ef al., 2001) y eucariotas, y esta

relacionado con las polinucledtido fosforilasas (PNPasas) bacterianas (Sarkar y Fisher,
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2006). Dentro de los eucariotas existen diferencias en la composicion exacta dependiendo
del organismo o la localizacion subcelular, pero en todos los casos se organiza alrededor de
una estructura circular compuesta por nueve subunidades que se denomina “nucleo del
exosoma” (Liu et al., 2006). Las proteinas que forman este nucleo son las mismas en la
forma nuclear y citoplasmatica, y estan conservadas en todos los eucariotas.

El exosoma humano posee muchas similitudes con el de levaduras, y sus
componentes se identificaron en un principio por su homologia con las proteinas que forman
el complejo en S. cerevisiae. Al igual que ocurre en levaduras, el nicleo del exosoma
humano se considera cataliticamente inerte, y la actividad exonucleasa se encuentra en otras
proteinas asociadas a ¢€l: hDis3p en el citoplasma y hRrp6p en el ntcleo. Diversos
experimentos han demostrado la conservacion de la funcion de algunas de las proteinas del
exosoma complementando mutaciones en levaduras mediante la expresion de su ortdlogo
humano: hRrp4p (Mitchell ef al., 1997), hDis3p (Shiomi et al., 1998) y hCsldp (Baker et al.,
1998).
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Los objetivos planteados para la realizacion de este trabajo son:

1. Estudiar las sefiales en cis necesarias para la replicacion de 23S RNA presentes en
los extremos 5" y 3" de sus cadenas (+) y (-). Para ello se analizara su generacion a
partir de vectores de expresion, lo que nos permite realizar experimentos de genética
reversa. También se determinara si algunas de estas sefiales estan implicadas en la

formacion de complejos entre el RNA viral y la polimerasa p104.

2. Analizar el efecto de los sistemas de degradacion de mRNAs de S. cerevisiae sobre la
generacion y estabilidad de 23S RNA y determinar si la union a la polimerasa esta

protegiendo al genoma viral de la degradacion.
3. Estudiar la actividad en S. cerevisiae de genes ortdlogos de humanos relacionados

con la degradacion de mRNAs, utilizando como indicadores de su actividad virus

RNA presentes en la levadura. El gen elegido es #CSL4, un componente el exosoma.
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1 - Cepas

Para la realizacion de este trabajo se han utilizado dos microorganismos: la levadura

de fusion Saccharomyces cerevisiae y la bacteria Escherichia coli.

Saccharomyces cerevisiae

La levadura es el hospedador del Narnavirus 23S RNA, por lo que se ha utilizado en
los experimentos de genética reversa para el andlisis in vivo de sefiales de replicacion y
formacion de complejos, asi como para estudiar la estabilidad de transcritos con la secuencia
de 23S RNA en el citoplasma de la levadura. En la ultima parte del trabajo se ha estudiado la
expresion del gen humano AZCSL4 en S. cerevisiae para ver su funcionalidad en levaduras,
usando como indicador las variaciones en la cantidad de ciertos virus RNA.

Las cepas de S. cerevisiae utilizadas en este trabajo se describen en la Tabla 2:

Tabla 2: Cepas de S. cerevisiae utilizadas en este trabajo

Cepa Caracteristicas

2928 a ura3 trpl his3, 20S RNA, L-BC
2928-4 a ura3 trpl his3, L-BC
2928-5 a ura3 trpl his3, 23S RNA, L-BC

937" a ura3 trpl his3, 20S RNA, 23S RNA, L-BC
BY4741 a his3 leu2 metl5 ura3, L-A, L-BC

1368 a karl-1 his4, L-A, L-BC, M1, 20S RNA
2404 a karl-1 his4, L-A, L-BC, 20S RNA
1416 o leul ski4-1, L-A, M2

2375 a ura3 mktl ski4-1, L-BC, 20S RNA
5x47° a/ochisl/+ trpl/+ ura3/+

969> a ura3 his3 ski4-1, L-A, L-BC, M2

! Obtenida por transformacion de 2928 con el plasmido pRE637, y la posterior eliminacion del vector.
2 Utilizada como cepa sensible frente a la toxina killer
3 Espora procedente de la conjugacion y segregacion meidtica entre las cepas BY4741 y 1416
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Las cepas delecionadas en diferentes genes utilizadas en este trabajo proceden de la
coleccion EUROFAN, construidas a partir de la cepa BY4741. Han sido amablemente
cedidas por el Dr. J. L. Revuelta. En ciertos experimentos se han utlizado cepas derivadas de

2928 0 2928-4 en las que se han generado versiones mutadas de 23S RNA.

Escherichia coli

Se han utilizado dos cepas diferentes de E. coli, con distintos fines. DH5a ha servido
como medio para la construccion y amplificacion de los distintos plasmidos utilizados en
este trabajo, mientras que CJ236 se ha usado para la sintesis de DNA de cadena sencilla con

uracilo (U-ssDNA), utilizado para la mutagénesis dirigida.

DHS5a (Meselson y Yuan, 1968): F- p80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl
hsdR17 (r,-, m, +) phoA supE44 - thi-1 gyrA96 reld1

CJ236 (Joyce y Grindley, 1984): FA(HindIIl)::cat (Tra" Pil" Cam®™)/ ung-1 relAl dut-1 thi-1
spoT'l mcrA

2 - Medios de cultivo

Las células de S. cerevisiae y de E. coli utilizadas se han cultivado tanto en medio
liquido como en medio solido dependiendo de los experimentos. A continuacion se describe
la composicion de los medios liquidos. Los medios solidos se han preparado con los mismos
componentes, afiadiendo 20 mg/ml de agar y ajustando el pH a 6,5-7 (levaduras) o 7,5

(bacterias).

2.1 - Medios para S. cerevisiae

- YPAD: extracto de levadura (Difco) 1%, peptona 2%, glucosa 2%, adenina 0,04%. Medio
estandar para el crecimiento de células. Se ha usado suplementado con uracilo al 0,02%, lo
que favorece la acumulacion de los Narnavirus en la célula. Cuando se utilizd para
identificar cepas resistentes a geneticina ésta se anadid a una concentracion de 200 wg/ml.

- YPG: tiene la misma composicion que el YPAD, sustituyendo la glucosa por glicerol 4%.
Sirve para diferenciar las células que no poseen mitocondrias funcionales (p’), que son

incapaces de crecer en este medio.
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- Medios carentes de aminoacidos para la deteccion de auxotrofias: glucosa 2%, YNB
(Difco) 0,7%, mezcla de aminodcidos deseada 0,2%, adenina 0,25%, uracilo 0,9%, PABA
0,1%. Las células transformadas se han crecido en medios carentes del aminoacido cuya
sintesis esta codificada en el plasmido para asegurarnos de que éste no se perdia durante el
crecimiento. En experimentos de expresion de transcritos a partir del promotor GALI, se
utilizaron estos medios sustituyendo la glucosa por galactosa 4%.

- MM (medio minimo): glucosa 2%, base nitrogenada sin aminodacidos 0,7%. Utilizado para

distinguir cepas protétrofas de aquellas que poseen alguna auxotrofia.

2.2 - Medios para E. coli

- LB: triptona 1%, extracto de levadura 0,5%, NaCl 1%. Medio estdndar para el crecimiento
de bacterias. Cuando se querian seleccionar células transformadas se afnadia el antibidtico
ampicilina (100 ug/ml) o kanamicina (50 pug/ml)

- 2xYT: triptona 1,6%, extracto de levadura 1%, NaCl 1%. Medio rico que permite el
crecimiento de una mayor cantidad de células en el cultivo que utilizando LB. Solo se ha

usado para la obtencion de U-ssDNA.

3 - Técnicas de Biologia Molecular y Genética

3.1 - Obtencion de DNA plasmidico

La obtencion de DNA plasmidico a partir de la bacteria Eschericha coli se realizo
utilizando el método de la lisis alcalina (Birnboim y Doly, 1979). Una colonia con el
plasmido que se quiere obtener se incuba durante 16 horas a 37 °C en 2 ml de medio LB
suplementado con un antibiotico al que el pldsmido proporcione resistencia. La células se
recogen por centrifugacion en un tubo eppendorf y se resuspenden en 150 ul de una solucion
que contiene glucosa 50 mM, Tris-HCI pH 8 25 mM, EDTA 10 mM. Se incuba 5 minutos a
temperatura ambiente y se afiaden 150 ul de solucién de lisis (SDS 1%, NaOH 0,2 N),
enfriandolo en hielo durante 5 minutos. Pasado ese tiempo se afiaden 150 ul de solucion
KAc pH 5,3 3M, se deja otros 5 minutos en hielo y se centrifuga 5 minutos a 13.200 rpm. EIl
sobrenadante se pasa a un tubo limpio y se realiza una extraccion con un volumen de

fenol:cloroformo. El DNA se precipita con 2,5 volimenes de etanol 100% y se lava con 1 ml

21



de etanol 70%. Después de secar la muestra ésta se resuspende en 40 ul de tampon TE (Tris-
HCI pH 8 10 mM, EDTA 1 mM).

En ciertas ocasiones, como cuando se quiere secuenciar el DNA, es necesario obtener
muestras de gran pureza. En esos casos se utiliza el kit Wizard Plus SV Minipreps DNA

purification (Promega).

3.2 - Transformacion de Saccharomyces cerevisiae

La transformacion de S. cerevisiae con los diversos plasmidos utilizados se realizod
tomando como modelo el método de Ito (Ito ef al., 1983). Un cultivo de 2 ml de la cepa
crece durante 16 horas a 28 °C. Se anade 1 ml de ese cultivo a 5 ml de medio fresco y se
incuba durante 2-2,5 horas a 28 °C en agitacion. Se recogen las células por centrifugacion y
se lavan con 1,5 ml de tampon TE. Se resuspenden en 800 ul de ese mismo tampén al que se
ha afiadido acetato de litio 25 mM, y se incuban 1 hora a 28 °C en agitacion. Para cada
transformacion se utilizan 100 ul de esta suspension de células, que se depositan en un tubo
eppendorf junto a 2-5 ug de plasmido. Esta mezcla permanece durante 30 minutos a
temperatura ambiente sin agitacion, y pasado ese tiempo se le anaden 100 ul de
polietilenglicol (PEG) 4.000 al 70%. Tras otros 30 minutos de incubacion a temperatura
ambiente se realiza un choque térmico calentando las muestras a 42 °C durante 5 minutos.
Las células se lavan con 1 ml de tampon TE y se resuspenden en 150 ul de ese mismo
tampon para sembrarlas en una placa Petri con un medio selectivo para el plasmido utilizado.

Se dejan crecer 3 dias a 28 °C antes de analizar los transformantes.

3.3 - Transformacion de Escherichia coli

La transformaciéon de E. coli se realizd utilizando el método del choque térmico
(Hanahan, 1983). Las células quimiocompetentes se incuban junto con el plasmido o mezcla
de ligacion en hielo durante 20 minutos. Después se someten a un choque térmico a 42 °C
durante 2 minutos. Se afiade LB sin antibiotico y se dejan crecer a 37 °C durante 1 hora.
Pasado ese tiempo se siembran en una placa Petri con medio LB suplementado con un

antibiotico al que el plasmido confiera resistencia. Se dejan crecer 16-20 horas a 37 °C.
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3.4 - Mutagénesis dirigida

La introduccion de mutaciones in vitro sobre los plasmidos se realiza utilizando el
método descrito por Kunkel (Kunkel, 1985). Esta técnica se basa en la obtencion de un DNA
monocatenario y con nucleoétidos de uracilo (U-ssDNA) con la secuencia plasmidica. A este
U-ssDNA se anilla un oligonucledtido que posee el cambio que se quiere introducir, y tras
reacciones de sintesis de la cadena complementaria y ligacion se obtiene un DNA
bicatenario que posee una hebra con la secuencia del pldsmido original, aunque con
nucleotidos de uracilo, y una hebra con la secuencia que posee la mutacion deseada. Con
esta construccion se transforma la cepa de E. coli DH5a, que desecha las cadenas con
uracilos y mantiene las que portan la mutacion.

Para explicar el método con mas detalle lo he dividido en varias partes:

Obtencidon del U-ssDNA

La cepa CJ236 de E. coli se transforma con el plasmido sobre el que se desea
introducir la modificacion. Esta cepa posee dos mutaciones que afectan a la composicion del
DNA que sintetiza:

- dut. deficiencia en la sintesis de la enzima dUTPasa, lo que aumenta la cantidad de
desoxiuracilo en la célula, que compite con la timina por la incorporacion en el DNA

- ung: deficiencia en la produccion de uracilo glicosilasa, enzima encargada de la
eliminacion de nucleodtidos de uracilo en el DNA

La combinacion de ambas mutaciones provoca que este cepa sintetice cadenas de
DNA que poseen entre 20 y 30 nucleotidos de uracilo por copia (Sagher y Strauss, 1983).

Se inoculan 4 o 5 colonias transformadas con el plasmido de interés en 5 ml de medio
2xYT suplementado con un antibidtico al que el plasmido proporcione resistencia, y se
infecta con el fago M13K07 (Strategene), a una concentracion de 1,5 x 10" ufp (unidades
formadoras de placas). Después de 5-6 horas de incubacion a 37 °C se anade al medio
kanamicina a una concentracion de 50 ug/ml y se incuba durante toda la noche. La adicion
de la kanamicina provoca que solo crezcan aquellas células infectadas por el fago, que
otorga resistencia a este antibidtico.

El cultivo se recoge en 3 tubos eppendorf (1,5 ml por tubo) y se centrifuga durante 5
minutos a 13.200 rpm, desechando las células. 1,2 ml de sobrenadante se pasan a un tubo
nuevo, al que se afiaden 0,3 ml de solucién PEG 8.000 20%, NaCl 0,33M. Esta mezcla se

deja 20 minutos a temperatura ambiente sin agitacion para que los fagos se concentren, y se
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centrifuga 5 minutos a maxima velocidad. Se desecha el sobrenadante y el precipitado se
resuspende en 600 ul de tampon TE, al que se afiade SDS al 0,3%. Las muestras se procesan
mediante tres extracciones sucesivas, utilizando un volumen de fenol, un volumen de
fenol:cloformo y un volumen de cloroformo:alcohol isoamilico. EI DNA se precipita con 2,5
volimenes de etanol 100% en presencia de NaAC 0,3 M y se lava con etanol 70%. El

precipitado se resuspende en 30 ul de tampon TE.

Fosforilacion del oligonucledtido

Es necesario fosforilar el oligonucleotido antes de anillarlo con el U-ssDNA. La
reaccion se realiza en un volumen total de 25 ul, utilizando 0,5 nmoles de oligo (Termo-
Fisher), 2,5-5 unidades de T4 polinucle6tido quinasa (Promega) y ATP 1 mM. Esta reaccion
se incuba 1 hora a 37 °C. Pasado ese tiempo se anaden 75 ul de agua y se extrae con un
volumen de fenol:cloroformo y un volumen de -cloroformo:alcohol isoamilico. El
oligonucledtido se precipita y lava con etanol como se ha descrito anteriormente, y se

resuspende en 25 ul de tampon TE.

Anillamiento del U-ssDNA v el oligonucledtido

Se mezclan, en un volumen total de 10 ul, 1 ul de oligonucleotido fosforilado, 1-3 ul
U-ssDNA (la cantidad de moléculas de U-ssDNA debe ser al menos entre 10 y 20 veces
menor que la de oligonucle6tido) y 1ul de buffer de anillamiento (Tris HCI pH 7,4 200 mM,
MgCl, 20 mM, NaCl 500 mM). Se calienta a 80 °C durante 3" y se deja enfriar lentamente

hasta los 35 °C. En ese momento se pasa a hielo.

Sintesis de la cadena complementaria

A la mezcla anterior se le afiaden 1-3 unidades de T4 DNA ligasa (Promega), 3
unidades de T7 DNA polimerasa (USB) y 1 ul de buffer de sintesis (dATP 5 mM, dCTP 5
mM, dTTP 5 mM, dGTP 5SmM, ATP 10 mM, Tris HCI pH 7,4 100 mM, MgCl, 50 mM,
DTT 20 mM). La reaccion se deja 5 minutos en hielo, 5 minutos a temperatura ambiente y
90 minutos a 37 °C. Se afiaden 50 ul de tampon TE y se congela a -20 °C.

Con esta mezcla de reaccion se transforma la cepa de E. coli DHSa. Las células
transformadas tienden a seleccionar en contra de la cadena con nucledtidos de uracilo y
mantienen la que porta la mutacion. El pldsmido mutado se obtiene mediante la técnica

descrita en el Apartado 3.1.
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3.5 - Digestion de DNA con enzimas de restriccion

Las digestiones enzimaticas del DNA no se realizaron utilizando los buffers
ofrecidos por el fabricante, sino que se us6 un mismo buffer para todas las enzimas. Las
condiciones utilizadas para estas reacciones son las siguientes: Tris acetato pH 7,5 33 mM,
acetato de magnesio 10 mM, seroalbumina bovina (BSA) 0,1 mg/ml, acetato de potasio 66
mM, ditiotreitol 1 mM, espermidina 3 mM, RNAsa A 3 ug/ml. A esta mezcla se le afiaden
0,3-0,5 unidades/ul de la enzima o enzimas con las que se quisiera digerir, y se incuba

durante una hora a la temperatura indicada como 6ptima por el proveedor.

3.6 - Subclonacion

La subclonacion consiste en la introduccion de un fragmento de DNA (inserto)
dentro de un plasmido (vector). Para ello ambas moléculas se digieren en las condiciones
descritas en el apartado anterior, utilizando entre 4 y 8 ug de plasmido en un volumen total
de 50 ul. La duracion de la reaccion se alarga hasta 2 o 3 horas para asegurarse que
practicamente todas las moléculas de DNA se han cortado. Pasado este tiempo se afiaden 50
ul de tampon TE para facilitar la manipulacion de las muestras, y éstas se procesan con
fenol:cloroformo y cloroformo:alcohol isoamilico y se precipitan y lavan con etanol de la
misma forma que se ha descrito en apartados anteriores. El DNA se resuspende en 14 ul de
agua.

Antes de la purificacion del DNA es necesario defosforilar el vector para favorecer la
posterior reaccion de ligacion. Para ello al DNA obtenido se le afiade una unidad de
fosfatasa alcalina (Fermentas), que se deja actuar durante 30 minutos a 37 °C. Vector e
inserto separan en un gel de agarosa al 1%, del que se cortan pedazos de los lugares donde se
encuentran los fragmentos deseados. Estos se purifican utilizando Silica bead DNA gel
extraction kit (Fermentas), obteniendo al final la muestra en 16 ul de tampon TE.

Para la reaccion de ligacion de ambos fragmentos se utiliza 1 ul de cada DNA y 1-2
unidades de T4 DNA ligasa (Promega). Se deja actuar a la enzima entre 2 y 3 horas a

temperatura ambiente, y se transforma con esta mezcla la cepa de E. coli DHSa.
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3.7 - Secuenciacion de acidos nucleicos

Todas las mutaciones introducidas sobre los plasmidos de expresion fueron
secuenciadas para comprobar que habian sido realizadas correctamente. También se utilizd
la secuenciacion para determinar el extremo 3" de los virus modificados en las dos Ultimas
bases en los experimentos de 3° RACE (Apartado 3.13), y para comprobar que no existian
errores en las construcciones de vectores para expresar genes en S. cerevisiae.

La secuenciacion fue llevada a cabo por el Servicio de Secuenciacion de DNA de la
Universidad de Salamanca. Se realizo utilizando una técnica basada en la descrita por Sanger
(Sanger et al, 1977), consistente en la utilizacion de dideoxinucle6tidos marcados con un
fluorocromo. Estos nucleétidos detienen la replicacion del DNA, y se identifica la base final
de cada una de las moléculas sintetizadas para conocer la secuencia de la molécula. El
Servicio de Secuenciacion utiliza un secuenciador 3700 Genetic Analyzer (Applied

Biosystems — HITACHI).

3.8-PCR

La amplificacion del DNA mediante PCR se realiz6 utilizando un 2720 Thermal
Cycler (Applied Biosystems). Las condiciones y enzimas utilizadas en la reaccion dependen

del tamafio del fragmento:

Tamaifio inferior a 1 Kb

Se utiliza la GoTag polimerasa de Promega, con la siguientes mezcla de reaccion: 2,5
unidades de enzima, mezcla de ANTPs 200 uM, oligonucleodtido 2 uM (x2), MgCl, 1,5 mM
y buffer suplementado por el fabricante de la enzima, en un volumen total de 50 ul. Las

condiciones de temperatura utilizadas son:

Inicio: 95 °C 3 minutos

Desnaturalizacion: 95 °C 1 minuto

Anillamiento: 50 °C 1 minuto 25 ciclos
Extension: 70 °C 90 segundos
Final: 70 °C 3 minutos
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Tamaiio superior a 1 Kb

En estos casos se usa la Accuprime Tag DNA polimerasa (Invitrogen), utilizando
para la reaccién el buffer proporcionado por el fabricante: Tris-HCI pH 8.4 20 mM, KCI 50
mM, MgCl, 1,5 mM, dNTP 1,5 mM, glicerol 10%, al que se afiadi6 una unidad de enzima y
de cada oligonucledtido a una concentracion 2 uM. Las condiciones de temperatura

utilizadas son las siguientes:

Inicio: 94 °C 90 segundos
Desnaturalizacion: 94 °C 30 segundos

Anillamiento: 55°C 30 segundos 35 ciclos
Extension: 68 °C 6 minutos

Final: 68 °C 5 minutos

3.9 - Generacion de 23S RNA a partir de un vector de expresion

En los experimentos en los que se trataba de generar 23S RNA a partir del vector de
expresion las cepas de S. cerevisiae transformadas crecen en unas determinadas condiciones
que denominamos “condiciones de induccion”. Estas consisten en el crecimiento de las
células durante 48 horas a 28 °C en agitacion, seguido de la recogida de 1 ml de células de
ese cultivo, que se pasa a 2,5 ml de acetato de potasio pH 7 1% y se crece en este medio
durante 16 horas a 28 °C. Las condiciones de stress nutricional provocadas por la falta de
una fuente de nitrégeno provocan una gran acumulacion de virus en la célula, lo que facilita
su deteccion. Esta se realiza extrayendo el RNA total de las células, que se visualiza
mediante un gel de electroforesis tefiiddo con bromuro de etidio. Para confirmar la presencia
del virus se realiza un Northern. Los pasos necesarios para la generacion del virus se

describen con mas detalle a continuacion:

Preparacion de RNA total

Se recoge 1 ml de células crecidas en condiciones de induccion mediante
centrifugacion a maxima velocidad. Se resuspende en 100 ul de solucién de lisis (Tris HCI
pH 8 50 mM, NaCl 100 mM) y se afiaden bolas de vidrio (0,4-0,6 mm &J, Sartorius) hasta el
menisco. Se rompen las células mecanicamente con un vortex, aplicando a cada muestra 10
pulsos de 15 segundos, enfriando las células en hielo al menos 45 segundos entre pulso y

pulso. Se afiaden a cada muestra 400 ul de solucion de lisis, se mezcla de forma vigorosa y
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se le aplica una corta centrifugaciéon (3—4 segundos). Se recoge el sobrenadante, que se
procesa con una extraccion con un volumen de fenol y otra con un volumen de
fenol:cloroformo. La precipitacion del RNA se realiza afiadiendo acetato de sodio 0,3 M y
2-2,5 volimenes de etanol al 100%. El precipitado se lava con 1 ml de etanol al 70% y

finalmente se resuspende en 50 ul de agua estéril.

Electroforesis en gel de agarosa

Para la visualizacion de los RNAs, 1-3 ul de muestra se analizan en un gel de
agarosa al 1,3%. En estas condiciones es posible visualizar el virus 23S RNA silvestre
generado en la cepa 2928-4 como una banda situada entre los dos rRNAs 18S y 258S.

Cuando la cantidad de 23S RNA presente en la muestra es muy pequefia, éste no
migra como una banda discreta, sino que aparece disperso a lo largo de todo el carril. Para
obtener bandas mas discretas se utilizan en este caso geles de formaldehido, en los que se
desnaturalizan los 4cidos nucleicos, lo que hace que se muevan de manera uniforme a lo
largo de la matriz de agarosa. Estos geles se preparan mezclando 16 ml de formaldehido
37%, tampén MOPS 1x y agua en un volumen total de 100 ml. Las muestras (2,5 ul RNA
preparados en las condiciones descritas anteriormente) se incuban durante 10 minutos a 65
°C en presencia un volumen total de 10 ul que contiene un 50% de formamida desionizada,

5,5% de formaldehido y MOPS 1x.

Deteccién de RNAs: Northern Blot

Mediante la técnica de Northern blot los RNAs presentes en el gel de agarosa se
transfieren a una membrana de nylon (GE-Healthcare) para su posterior deteccion con una
sonda especifica marcada radiactivamente (Alwine et al., 1977). En el caso de que se utilicen
geles nativos, antes de la transferencia deben desnaturalizarse introduciéndolos en una
solucion que lleva un 50% de formamida, 9,25% de formaldehido, Tris HCI pH 7,5 10 mM,
EDTA 1 mM y calentandolos a 55 °C durante 30 minutos. Los geles de formaldehido no
necesitan este paso de desnaturalizacion. Para transferir el RNA a las membranas de nylon se

utiliza como tampon SSC 10X (NaCl 1,5 M, citrato sdédico 0,15 M).

3.10 - Deteccion de DNAs: Southern Blot

La técnica de Southern Blot se ha utilizado en este trabajo tinicamente para comparar

la cantidad de plasmido entre distintas cepas en las que se habian realizado experimentos de
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generacion viral. Por lo tanto, se han utilizado para estos experimentos los extractos ya
obtenidos para la deteccion de RNAs. 4 ul de lisado se digirieren con RNAsa A para
eliminar el RNA de la muestra. Se separan en un gel de agarosa al 1% y se transfieren a una
membrana de nylon (GE-Healthcare) utilizando el método descrito por Southern (Southern,
1975). En este experimento se utilizd una sonda que reconocia la secuencia de 23S RNA

presente en el vector.

3.11 - Sintesis de sondas radiactivas e hibridacion de las membranas

La deteccion de las moléculas de RNA transferidas a la membrana se realiza con
sondas especificas de RNA marcadas con *’P. Estas sondas se sintetizan a partir de
plasmidos que poseen la secuencia deseada bajo el control de los promotores de las RNA
polimerasas de los fagos T3 o T7. Antes de realizar la reaccion de transcripcion el plasmido
debe linealizarse con enzimas de restriccion adecuadas para obtener las sondas del tamafio
requerido. Para ello se utilizan las condiciones indicadas en el Apartado 3.5, suprimiendo en
este caso la RNAsa A. La transcripcion del pldsmido linealizado se lleva a cabo durante una
hora a 37 °C, utilizando la siguiente mezcla en un volumen de 50 ul: 4-8 ug DNA, ATP 1
mM, CTP 1 mM, GTP 1 mM, UTP 0,1 mM, BSA 0,5 mg/ml, DTT 5 mM, 5-10 uCi [a-32]-
UTP (Perkin Elmer, 3.000 Ci/mmol), 10 unidades RNA polimerasa (Promega). Después de
la incubacion se extrae con fenol:cloroformo y cloroformo:alcohol isoamilico y se precipita
tal y como se ha descrito para otras moléculas de RNA. La radiactividad incorporada se
mide precipitando 1 ul de sonda con écido tricloroacético (TCA) al 10% junto a 25 ug de
DNA de alto peso molecular como transportador. Después de 10 minutos en hielo se pasa a
través de un filtro GFB (Whatman), que se lava dos veces con 5 ml de TCA al 2% y se mide
la radiactividad retenida en el filtro con un contador de centelleo Wallac 1409. La tabla 3
muestra una lista de las sondas utilizadas en este trabajo.

La prehibridacion de las membranas se realiza a 55 °C, utilizando 5 ml por membrana
de una solucion que contiene un 50% de formamida, SSPE 5x (NaCl 0,75 M, 10mM EDTA,
NaH,PO4-H,O 50 mM) , SDS 0,1%, EDTA 0,1 mg/ml, solucién Denhart 5x y DNA
fragmentado 0,1 mg/ml. Después de 3 horas se elimina esta solucion y se sustituye por la de
hibridacion, que tiene la misma composicion excepto la soluciéon Denhart, que en este caso
se utiliza a 2,5x. Se afiade la sonda radiactiva, utilizando 300.000 cpm/ml, y se incuban las
membranas durante toda la noche. Para eliminar la sonda no hibridada se efectian dos

lavados de 20 minutos a temperatura ambiente con una solucion SSPE 6x, SDS 0,1%,

29



seguidos de otros dos lavados, uno de 20 minutos a temperatura ambiente y otro de al menos
30 minutos a 60 °C, en los que se usa una soluciéon SSPE 1x, SDS 0,1%. Estas membranas se
exponen en un casete de autorradiografia a peliculas fotograficas Hyperfilm MP (GE-
Healthcare) para su posterior revelado. En los casos en los que sea necesario cuantificar la
cantidad relativa de las distintas muestras se utiliza un Fosforimager Personal Molecular

Imager (Bio Rad)

Tabla 3. Sondas utilizadas

Sonda* Plasmido Digerido con Sintetizado con
23S RNA cadena (+) completa pALI38 Smal 13 RNA polimerasa
23S RNA cadena (-) completa pALI37 Smal 17 RNA polimerasa
20S RNA nt 1253-2514 pRE449 BamH]1 73 RNA polimerasa
23S RNA nt 2750-2891 pALI38 Sepl 13 RNA polimerasa
23S RNA nt 1-227 pRE491 Smal 13 RNA polimerasa

Secuencia del transcrito de 330nt,

a 135 nt del extremo 3" de la pRE636 Smal T7 RNA polimerasa
secuencia viral

23S RNA nt 2070-2370 pRE482 Smal 13 RNA polimerasa
23S RNA nt 2370-2750 pRE483 Apal 13 RNA polimerasa
L-A nt 1323-1786 pRE687 Pvull 13 RNA polimerasa
L-BC nt 60-500 pRE442 BamH]1 17 RNA polimerasa
M1 nt 14-500 pRE1219 Sall 173 RNA polimerasa

* Los nucleotidos se han numerado a partir del extremo 5’

3.12 - Eliminacion de plasmidos de células de S. cerevisiae

En algunos de los experimentos de generacion de 23S RNA nos interesaba ver si el
virus era capaz de mantenerse en el citoplasma de forma autébnoma después de eliminar el
vector que lo habia generado. La “curacion” de estos plasmidos, que son de alto numero de
copias, se logra mediante el crecimiento de la levadura en medio rico sin presion selectiva.

La identificacion de las colonias que los han perdido se realiza mediante una réplica en un
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medio selectivo donde se distingan las células que carecen del plasmido, que no podran

crecer, de aquellas que aun lo poseen, que si creceran.

3.13-3"RACE

La técnica 3" RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) se utiliza para amplificar
el extremo 3" de moléculas de RNA. En nuestro caso lo hemos usado para analizar la
secuencia del extremo 3 de aquellos virus generados a partir de plasmidos con
modificaciones en alguna de las dos ultimas citosinas (Resultados, Apartado 1.5). El
objetivo de esta técnica es la sintesis de un DNA copia del genoma viral y la amplificacion
de fragmentos de DNA correspondientes al extremo 3" del virus, para su posterior clonacion
en un vector y secuenciacion.

A RNAs obtenidos como se indica en el Apartado 9 se les anade una cola de poli-
adeninas, utilizando la siguiente mezcla de reaccion: 2,5 ul muestra, Tris HCl pH 8 50 mM,
MgCl, 10 mM, MnCl, 2,5 mM, NaCl 125 mM, ATP 0,25 mM, BSA 0,25 ug/ul y 2 unidades
de poli-A polimerasa (Invitrogen). Se incuba 30 minutos a 37 °C y se purifica el RNA como
se ha descrito anteriormente: una extraccion con fenol:cloroformo y una con
cloroformo:alcohol isoamilico, precipitacién con etanol 100% y lavado con etanol 70%. Se
resuspende en un volumen de 10 ul de agua.

Como cebador para la sintesis del cDNA a partir de estos RNAs se utiliza el
oligonucledtido RE156. Posee una region de poli-timinas, que interacciona con la cola de
poli-adeninas afiadida al RNA, y un sitio de corte para la enzima de restriccion BamH]1. En
cada reaccion de anillamiento se utilizan 3 ul de RNA con poli-adeninas y 0,1 umol de
oligonucledtido, en un volumen de 12,5 ul. Esta mezcla se calienta hasta 85 °C y se deja
enfriar lentamente hasta 65 °C, momento en el que se pasa a hielo. Se afiade a la muestra
DTT 10 mM, dNTPs 0,5 mM, 1 unidad de Superscript Il Reverse Transcriptase (Invitrogen)
y el buffer suministrado por el fabricante, ajustando a un volumen de reaccion de 20 ul. Se
incuba una hora a 42 °C y después se calienta 15 minutos a 70 °C para inactivar la enzima.

El fragmento que contiene el extremo 3" de los virus se amplifica a partir de 2 ul de
estas muestras, sin necesidad de procesarlas, mediante PCR con los oligonucledtidos RE157
(anilla sobre la secuencia del oligonucledtido RE156) y NR23 (anilla sobre una secuencia
interna de 23S RNA, a unas 250 bases del extremo 3"). EIl DNA amplificado se digiriere con

las enzimas de restriccion BamH1 y Spel y se clona en un pldsmido para su secuenciacion.
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Para cada uno de los mutantes se analizan al menos 8 clones independientes para obtener un

resultado representativo de las secuencias terminales de la poblacion inicial de virus.

3.14 - Calculo de la vida media de mRNAs

Uno de los métodos utilizados para determinar el efecto de la formacion de
complejos 23S RNA/p104 sobre la estabilidad del RNA es la estimacion de la velocidad a la
que éste se degrada. Para ello se clona el cDNA de 23S RNA bajo el control del promotor
GALI, cuya actividad es inducida por la presencia de galactosa y se reprime cuando se afiade
glucosa al medio. Para que estos vectores no generen el virus se ha modificado la secuencia
de la ribozima en el extremo 3" de la secuencia de 23S RNA, de modo que los transcritos
expresados tendran nucleotidos extra procedentes del vector en su extremo 3. Estos
transcritos pueden traducirse para dar lugar a p104 y unirse a la polimerasa, pero no pueden
ser replicados por ella.

La metodologia utilizada esta basada en la descrita por Jeff Coller (Coller, 2008). Un
preinoculo de 5 ml de células transformadas con el plasmido de interés se incuba durante 16
horas a 28 °C en agitacion. A partir €l se inoculan 100 ml de un medio selectivo para el
plasmido que posee como fuente de carbono galactosa al 4% en vez de glucosa con una
densidad optica inicial de 0,05 a 600 nm. Se incuba a 28 °C en agitaciéon hasta que la
densidad optica alcanza un valor de 0,4. Se recogen las células por centrifugacion, se lavan
con agua y se resuspenden en 20 ml de medio sin fuente de carbono. De esta suspension se
toma una primera muestra de 1,5 ml (tiempo 0), que se congela a -80 °C. Se anade al medio
glucosa 2% y se incuba de nuevo a 28 °C en agitacion. Se recogen muestras de 1,5 ml a
distintos tiempos, guardando las células a -80 °C para su posterior analisis. En un ejemplo de
experimento estdndar las muestras se tomarian a los 2, 5, 10, 20, 40 y 60 minutos. La

extraccion de RNAs se realiza de la forma descrita en el apartado 3.9.

3.15 - Visualizacion y deteccion de proteinas

Obtencidn de extractos celulares

En los experimentos para la visualizacion y deteccion de proteinas se utilizan células
en fase logaritmica tardia. Concretamente, 0,5 ml de un preindculo crecido a lo largo de la
noche se pasan a 3,5 ml de medio fresco, y se deja crecer 6 horas a 28 °C en agitacion. Se

recogen 3 ml del cultivo por centrifugacion y las células se resuspenden en 100 ul de buffer
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de lisis (Tris HCI pH 8 20 mM, NaCl 150 mM). La rotura se realiza de forma mecénica,
afiadiendo bolas de vidrio (0,4-0,6 mm J, Sartorius) hasta el menisco, y utilizando una
Fast-Prep P120 (Bio 101 Savant), con dos pulsos de 15 segundos a velocidad de 4,5. El

lisado se recoge anadiendo 360 ul de buffer de lisis.

Separacion de las proteinas

Las proteinas se separan mediante electroforesis en geles de acrilamida, utilizando
para cada muestra 10—12 ul de lisado, a los que se anaden 4 ul de tampdn de carga (Tris HC1
pH 7,5 40 mM, DTT 0,1M, SDS 4%, Glicerol 40%, azul de bromofenol 0,02%). Para la
electroforesis se utilizan geles en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) con una
concentracion de acrilamida del 7,5% o 10%, dependiendo del tamafio de la proteina que
queremos detectar. Estos se preparan utilizando el sistema Mini Protean3 (Bio-Rad). La
separacion de las proteinas se realiza a una intensidad de 30 mA por gel, en un tampon

Tris/Glicina pH 8,3 (24,8 mM/192 mM), SDS 0,1%.

Tincidon de proteinas totales

Se pueden utilizar dos métodos diferentes para tefiir las proteinas totales dependiendo
de la cantidad presente en el lisado:

- Azul de Coomassie: el gel se sumerge en 100—-150 ml de una solucion con un 10%
de acido acético, 2,5% de 2-propanol y 0,1% de Coomassie Brilliant Blue (Bio-Rad).
Después de una hora en agitacion a temperatura ambiente se decanta la solucidon y aplican
sucesivos lavados con una mezcla de acetona al 50% y acido acético al 10% hasta que se
distinguen las bandas correspondientes a las proteinas con la nitidez adecuada.

- Tincion de plata: este método es mucho mas sensible que el anterior y se ha
utilizado Uinicamente en los casos en los que la tincion con azul de Coomassie no permitia
visualizar las proteinas (Gottlieb y Chavko, 1987). Se utiliza el kit Silver Stain Plus (Bio

Rad), aplicando la metodologia recomendada por el fabricante.

Deteccién de proteinas: Western Blot

La detecciéon mediante Western-Blot consiste en la transferencia de las proteinas del
gel de acrilamida a una membrana de nitrocelulosa, que se incubard después con un
anticuerpo especifico contra la proteina que buscamos (anticuerpo primario), seguido de una
reaccion con inmonuglobulinas especificas que reconocen el anticuerpo primario (anticuerpo

secundario). Estas inmunoglobulinas estan conjugadas a alguna proteina cuya presencia
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pueda detectarse por una reaccion quimica. En los experimentos mostrados en este trabajo se
utiliza el sistema Mini Trans Blot Cell (Bio-Rad) para transferir las proteinas a la membrana
de nitrocelulosa (GE-Healthcare). La transferencia se realiza a 270 mA durante 35-40
minutos. Para minimizar las interacciones inespecificas de los anticuerpos con la membrana,
antes de incubarla se bloquea sumergiéndola durante al menos 30 minutos en un solucion de
BSA al 3% en TBST (Tris HCI pH 8 10 mM, NaCl 10 mM, Tween 20 0,05%). Esta solucion
se decanta y se afade el anticuerpo primario. Después de incubar durante al menos 1 hora a
temperatura ambiente en agitacion, se lava 3 veces con 10 ml de TBST y se afiade el
anticuerpo secundario, que esta unido a la peroxidasa del rabano, durante 30—60 minutos. La
membrana se lava de nuevo 3 veces con 10 ml TBST antes del revelado, que se ha hecho

utilizando el kit NBT/BCIP (Promega) o el kit ECL (GE-Healthcare).

3.16 - Inmunoprecipitacion

Para determinar si un transcrito con la secuencia de 23S RNA es capaz de unirse a la
polimerasa p104 se realizan experimentos de inmunoprecipitacion, en los que se precipita la
proteina con anticuerpos anti-pl04 y se intenta detectar la presencia del RNA en el
inmunoprecipitado. En estos experimentos se utilizan plasmidos similares al descrito para la
generacion de 23S RNA, pero con una modificacion que afecta a la secuencia de autocorte
de la ribozima. El transcrito expresado a partir de estos vectores posee una secuencia extra
no viral en su extremo 3’, lo que no afecta a la traduccion de p104 ni a la union del RNA a la
polimerasa, pero si que evita que el transcrito se replique. Los lisados de las células
transformadas se obtienen como se describe en el Apartado 15 y, después de eliminar los
restos celulares por una centrifugacion a baja velocidad (5.000 rpm, a 4 °C) se afiaden 15 n
de bentonita al 3%, que absorbe las RNAsas celulares. Tras centrifugar de nuevo en las
mismas condiciones se conserva el sobrenadante, donde se encuentras los complejos
RNA/p104.

Para la inmunoprecipitacion se utilizan 150 ul del lisado, que se incuban a 4 °C en
agitacion con el anticuerpo anti-p104, en una solucidén que contiene DTT 1 mM, 20 ug
tRNA y 1 unidad RNAsin (Promega) disueltos en 1 ml TBST. Después de 30 minutos se
afladen 7,5 mg de proteina A sefarosa CL-4B (GE-Healthcare) hidratada con TBST y se
incuba otros 30 minutos. Pasado este tiempo se centrifuga la muestra a 5.000 rpm a 4 °C para
precipitar la proteina A sefarosa. A ésta se han unido los anticuerpos, que a su vez estan

unidos a pl04. Este precipitado se lava con TBST + DTT 1 mM, al menos 3 veces. Para
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analizar el RNA presente en este precipitado se afiaden 120 ul de una solucion SDS 0,3%,
EDTA 5 mM, y se extrae con un volumen de fenol y un volumen de fenol:cloroformo. El
RNA se precipita y lava con etanol.

Otra parte del lisado se procesa en paralelo para cuantificar el RNA total presente en
la célula antes de la inmunoprecipitacion. Para ello a 20 ul del mismo se le afiaden 80 ul de
solucion SDS 0,3%, EDTA 5SmM. Se extrae con un volumen de fenol y un volumen de
fenol:cloroformo y se precipita con etanol de forma estandar. Finalmente se resuspende en
20 ul de agua estéril.

Tanto el RNA total como el inmunoprecipitado deben transferirse a una membrana
de nylon para su deteccion. Para ello antes hay que desnaturalizarlos, incubandolos 30
minutos a 50 °C en 10—12 ul de una solucién de glyoxal 1 M, DMSO (Dimetilsolfoéxido) 0,6
M, tampodn sodio fosfato pH 6,6 10 mM. Después de la incubacion se afiaden a cada muestra
150 ul de SSC 10x y se transfieren a una membrana de nylon (Nytran, Whatman) utilizando
un Bio-Dot® Microfiltration System (Bio-Rad). La presencia de 23S RNA se detecta
hibridando esta membrana con una sonda radiactiva en las condiciones descritas en el

apartado 3.11.

3.17 - Sedimentacion de proteinas en un gradiente de glicerol

En este trabajo se han empleado gradientes continuos de glicerol para ver si ciertas
proteinas expresadas en S. cerevisiae cosedimentan en las mismas fracciones, empleando las
condiciones utilizadas por Mitchell (Mitchell ef a/, 1997). Para ello se utilizan gradientes de
12 ml del 10% al 30% de glicerol en una solucion Tris HCI pH 8 20 mM, NaCl 150 mM,
MgCl, 30 mM. Los lisados celulares se obtienen a partir de 100 ml de cultivo de cé€lulas en
fase logaritmica, que se rompen con bolas de vidrio como se describe en el apartado 3.15.
Después de eliminar los restos celulares con una centrifugacion de 5" a 5.000 rpm a 4 °C, se
somete a una centrifugacion de 20 minutos a 55.000 rpm a 4 °C en una ultracentrifuga
Beckman Coulter Optima TLX, rotor TLA 100.2. De cada cultivo se obtienen 700-800 ul de
muestras, de los que se utilizan 100-200 ul por gradiente. Este se centrifuga durante 24
horas a 36.000 rpm a 4 °C (centrifuga Beckman Coulter L-80, rotor Sw 40 Ti). Se recogen 24
fracciones de 500 ul, que se analizan mediante Western en un gel de acrilamida como se ha

descrito en el apartado 3.14.
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3.18 - Purificacion de proteinas que poseen el epitopo TAP

Las proteinas a las que se ha fusionado el epitopo TAP pueden purificarse utilizando
una resina de afinidad (Puig ef al, 2001), debido a que éste epitopo posee un péptido de
union a calmodulina. Al hacer pasar el lisado celular por una columna que posee la resina de
afinidad las proteinas marcadas con TAP (y todas las que interaccionan con ellas) quedan
retenidas, pudiendo ser liberadas més tarde mediante la utilizacién de un tampon que posea
EGTA. Este procedimiento se ha utilizado en este trabajo para comprobar la interaccion de
dos proteinas expresadas en S. cerevisiae mediante su copurificacion. Una de ellas lleva
fusionado el epitopo TAP y a la otra posee en su extremo C-terminal el epitopo HA, que
permitird su deteccion especifica en un Western. Para este experimento se han utilizado
extractos de la cepa BY4741 transformada con los plasmidos que expresan ambas proteinas,
obtenidos como se describe en el apartado 3.15, aunque aumentado la cantidad de cultivo
hasta los 50 ml y afiadiendo al buffer de lisis PMSF (fluoruro de fenimetilsufonilo) ImM e
inhibidor de proteasas (GE-Healthcare) para evitar la degradacion de las proteinas. Después
de eliminar los restos celulares mediante centrifugacion a baja velocidad (5.000 rpm, 4 °C),
se lleva a cabo una ultracentrifugacion de 60 minutos a 50.000 rpm a 4 °C (centrifuga
Beckman Coulter Optima TLX, rotor TLA 100.2). Estos extractos se dializan frente a 100 ml
de buffer de union IPP 150 (B-mercaptoetanol 10 mM, Tris HCI pH 8.0 10 mM, NaCl 150
mM, acetato de magnesio 1 mM, imidazol 1 mM, CaCl, 2 mM, Nonidet P-40 0,1%) durante
1 hora a 4 °C. Pasado este tiempo se afiaden 100 ul de resina de afinidad de calmodulina
(Stratagene), a la que se unen las proteinas con el epitopo TAP, incubandolo 60 minutos en
agitacion a 4 °C. La muestra se transfiere después a una columna, donde se lava con al
menos 100 ml de buffer de unidén. Las proteinas unidas se eluyen afiadiendo 150 ul del
mismo buffer sustituyendo el CaCl, por EGTA 2 mM. Esto se realiza 6 veces, obteniéndose
6 fracciones que se analizan por separado en un Western para detectar en ellas la presencia

de las proteinas eluidas con anticuerpos especificos.

3.19 - Micromanipulacion

Consiste en la separacion de las 4 ascosporas de un asca después de la esporulacion
de una levadura diploide. El primer paso es el crecimiento de las células en condiciones que
favorezcan el proceso de esporulacion. Para ello a partir de un preinoculo crecido a lo largo

de la noche se realiza un in6culo de 5 ml a densidad 6ptica a 600 nm de 0,4-0,5. Se deja
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crecer a 28 °C hasta que la densidad optica es igual a 1. En este punto se recogen las células
por centrifugacion y se lavan con agua para eliminar restos del medio. Se resuspenden en 5
ml de acetato de potasio 1% y se incuban a 25 °C en agitacion. No existe un tiempo exacto
de esporulacion sino que la presencia de las ascosporas se comprueba periddicamente
observando al microscopio alicuotas del cultivo. Para las cepas que hemos utilizado este
tiempo estd en un intervalo de entre 2 y 5 dias.

Cuando las esporas estan formadas, se toman 0,5 ml de cultivo y se centrifuga un
minuto a 6.000 rpm. Las células se resuspenden en 200 ul de agua y las paredes de las ascas
se debilitan con 5 ul glusulasa (Perkin Elmer). Después de una incubacion de 7 minutos a 37
°C se afiade 1 ml de agua y se pasa a hielo. Se extienden 10 ul de esta mezcla sobre la placa
en la que se va a realizar la separacion de las esporas. Esta se lleva a cabo utilizando el

micromanipulador Singer Instruments MSM Systems.

3.20 - Citoduccion

Consiste en la transmision de los elementos citoplasmaticos entre dos células
haploides sin que haya intercambio de material genético nuclear. Para ello se genera un
heterocarionte transitorio que tiene un citoplasma mixto procedente de la fusion de los
citoplasmas de ambas células, pero no hay fusion de nucleos debido a que una de las cepas
posee la mutacion karl-1 (Conde y Fink, 1976). Tras la primera division mitotica se generan
de nuevo dos células haploides, cada una con el nucleo de uno de los parentales, y cuyos
citoplasmas son una mezcla del citoplasma de ambos.

En nuestros experimentos tenemos una célula donadora, que posee algiin elemento
citoplasmatico que queremos introducir en la otra cepa, denominada receptora. Para poder
distinguirlas es necesario que donadora y receptora tengan diferentes marcadores. Esto se
consigue convirtiendo la receptora en rho (p°) antes de la citoduccion, lo que se logra
creciendo la cepa en una placa de medio rico suplementada con bromuro de etidio
(Slonimski ef al, 1968). Las cepas p™ no tienen mitocondrias funcionales, asi que no pueden
crecer en medio YPG. De esta forma después de realizar la citoduccién podemos diferenciar
a la receptora parental de la que posee la mezcla de ambos citoplasmas, que ha recibido
mitocondrias de la donadora y si que puede crecer en YPG.

Para llevar a cabo la citoduccion ambas células conjugan durante 8 horas en una
placa de medio YPAD. Se realiza un aislamiento de colonias en medio selectivo, en el que

no crecen células donadoras, lo que permite el crecimiento de 3 tipos de células: la receptora
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parental, la receptora con mezcla de ambos citoplasmas y una pequefia proporcion de
diploides. Viendo la capacidad de crecimiento de las células en distintos medios se pueden

seleccionar las que nos interesan.

3.21 - Fenotipos killer y superkiller

La comprobacion de los fenotipos killer y superkiller se ha realizado en este trabajo
de dos formas: 1) viendo la presencia y cantidad de los RNAs L-A y M, mediante una
extraccion de RNAs totales y comprobacion mediante Northern; o 2) viendo la formacion de
halos de inhibicion de crecimiento de una cepa sensible a la toxina killer. Esta segunda
aproximacion se realiza creciendo colonias aisladas de la cepa a analizar en medio solido
durante 2 o 3 dias a 28 °C. Entonces se siembra una placa MB con un césped de la cepa
5x47, sensible a la accion de la toxina, y sobre ella se realiza una réplica de las colonias
aisladas. Estas placas se dejan crecer durante dos dias a 25 °C, y pasado este tiempo los halos
de inhibicidn se visualizan de color azul intenso alrededor de las colonias productoras de

toxina (Fig. 9A).
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1 - Senales de replicacion en 23S RNA

1.1 - Seiiales de replicacion en cis en el extremo 3" de la cadena (+) de 23S RNA

Antecedentes

Uno de los principales objetivos de este trabajo era la localizacion de sefales de
replicacion en cis presentes en el genoma de 23S RNA. Este estudio ya habia sido iniciado en
mi grupo, comenzando por el extremo 3° de la cadena (+) del virus, debido a que la
replicacion se inicia en este punto y continiia en sentido 3'—5". Concretamente, se habian
analizado los primeros 74 nucleotidos de dicho extremo. Esta zona estd muy estructurada,
formando tres horquillas (Fig. 10A). Para buscar sefiales de replicacion se introdujeron
mutaciones en la secuencia de 23S RNA clonada en el plasmido pRE637, y se expreso este
plasmido con la secuencia mutada en una cepa de S. cerevisiae. El hecho de que la mayor
parte de esta secuencia se encuentre fuera de la zona codificante del genoma permiti6 la
realizacion de cualquier modificacion sin alterar la secuencia de aminoacidos de la
polimerasa pl04. La generacion de 23S RNA en las cepas transformadas se determind
mediante una extraccion del RNA total de la célula en condiciones de induccion y la
deteccion en un Northern de la presencia del virus. Como control de carga se utilizo la
cantidad de RNAs ribosomales visualizados con bromuro de etidio. El éxito o fracaso del
intento de generacidon determinaba si la secuencia que se habia mutado correspondia con una
sefal de replicacion en cis. Para comprobar que el virus era capaz de mantenerse en la célula
de forma autonoma se eliminaba el plasmido que daba lugar al virus mediante el crecimiento
de las células en medio no selectivo y se detectaba 23S RNA en la cepa sin pldsmido. Los
resultados de estos experimentos previos indicaron que no existian sefiales de replicacion en
la segunda y tercera horquillas (las mas alejadas del extremo 3”). Sin embargo, si que se
encontraron estas sefiales en la primera (Fujimura y Esteban, 2004a). Esta horquilla,
constituida por los primeros 35 nucledtidos del extremo, estd formada por un bucle de cuatro
nucleotidos y un brazo de trece pares de bases. El brazo presenta un desapareamiento de dos

nucledtidos en su parte central, que lo divide en brazo superior, que tiene cinco pares de
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tres primeras no apareadas (Fig. 10B).

B

bases, y brazo inferior, de ocho pares de bases. El extremo comienza con cuatro citosinas, las

20-A A 20-A A
U vy U ¢ } Bucle
A-U A-U
U-A Brazo U-A
G-C superior G-C
111 II G-C (5 pb) G-C
C-G C-G
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Figura 10: Estructura secundaria de los primeros nucledtidos del extremo 3" de
23S RNA. A: Los primeros 74 nucleétidos del extremo 3" forman tres estructuras en
horquilla. Se ha encuadrado el codon de parada (UGA) de p104, que se encuentra en
la horquilla III. B: Distintas partes que componen la horquilla I, formada por los
primeros 35 nucleotidos. Posee un bucle de cuatro nucleodtidos, y su brazo esta
dividido en brazo superior (5 pb) y brazo inferior (8 pb) separados por el
desapareamiento A< >G.

Trabajos previos en nuestro grupo habian demostrado que la secuencia del bucle no es
importante, ya que su modificacion no impide la generacion o mantenimiento del virus en la
célula. En el caso de los brazos, tanto superior como inferior, se vio que la generacion del
virus no se veia afectada al modificar su secuencia, siempre que se mantuviera la estructura
secundaria de la horquilla, mientas que cuando se introducian cambios que abrian esta
estructura no se generaba 23S RNA en la célula. Se observd que las bases desapareadas en la
parte central del brazo eran importantes para la replicacion (Fig. 11A). Podian modificarse
cambiandolas por cualquier combinacion de purinas, pero la sustitucion de alguna de ellas
por una pirimidina eliminaba la replicacion. También se vio la importancia de las primeras
cuatro citosinas (Fig. 11B). La primera y segunda podian ser modificadas o eliminadas sin
afectar a la generacion viral, pero eran posteriormente reparadas, mientras que la sustitucion
de la tercera o cuarta citosina por un nucledtido distinto eliminaba por completo la
generacion viral. Existia, por tanto, una sefial bipartita de replicacion en cis formada por las

dos bases desapareadas situadas en el medio del brazo y las primeras cuatro citosinas.

40



A B

WT 1 2 3 4 5
AA <o O (OROIERO IR
U v
A-U
U-A ALDG GEDOA DA (X )G AL|® o[ D>G  |we- - —23SRNA
G-C
G-C
CcG
@ © WT 1 2 3 4 5
C-G — — - -
G-C
G-C
A-U C Extemo 37
CG
U-A WT ...CCCC-OH
C-G
i _ 1 ..CCCA-OH

GLCCC-oH eee — 23S RNA
35 1 2 ..CCAC-OH

3 ..CACC-OH

WT 1 2 3 4
4 ..ACCC-OH

Figura 11: El extremo 3" de 23S RNA posee una seiial bipartita de replicaciéon. Resumen de los
resultados previos obtenidos en nuestro grupo en los que se habia detectado la presencia de una
sefial bipartita de replicacion en el extremo 3" de la cadena (+) de 23S RNA (Fujimura y Esteban,
2004a). A: Estructura del extremo 3°, donde se han sefialado las partes de la sefal bipartita,
enmarcadas en azul: las dos purinas desapareadas y las ultimas cuatro citosinas. B: Las bases
desapareadas situadas en el centro de la horquilla fueron sustituidas (carriles 1, 2 y 3) o eliminadas
(carriles 4 y 5). Se analiz6 la generacion de 23S RNA mediante Northern para ver el efecto de los
cambios. Se han sefialado en color rojo los nucledtidos modificados, y con un punto rojo las
deleciones. C: Las cuatro ultimas citosinas fueron sustituidas una a una por adeninas. En la parte
derecha se muestra el Northern en el que se ve que la modificacion de la primera o segunda base no
afecta a la generacion de 23S RNA, mientras que la tercera o cuarta citosinas son necesarias para la
replicacion.

Efecto del tamafio de los brazos superior e inferior sobre la generacion de 23S RNA

Mi trabajo comenzd en este punto, con el analisis de esta estructura en horquilla. Las
primeras mutaciones que nos planteamos modificaban el tamafio del brazo superior,
aumentando su numero de cinco a siete pares de bases o disminuyéndolo a tres. La
generacion de estos mutantes requeria dos modificaciones sucesivas en la secuencia de 23S
RNA clonada en el vector de generacion pRE637. Una de ellas afiadia o eliminaba dos
nucleétidos en uno de los lados del brazo, mientras que la segunda realizaba la misma accion
sobre el lado contrario para dar lugar a las construcciones que buscabamos. Los plasmidos
sobre los que se habia introducido s6lo una de las mutaciones, bien la adicidon o bien la
eliminacion de nucleétidos, daban lugar a una estructura secundaria con un brazo superior de
cuatro o de dos pares de bases respectivamente. En ambos caso se modificaba el bucle, que
aumentaba de cuatro a ocho bases (Fig. 12A). Estas construcciones se utilizaron también para

analizar si generaban 23S RNA. La cepa de S. cerevisiae 2928 se transformd con los
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plasmidos modificados, se obtuvo el RNA de estas células crecidas en condiciones de
induccion, y se detectod la cadena (+) de 23S RNA mediante un Northern hibridado con una

sonda radiactiva especifica (Fig. 12A).

Mutantes WT 1 2 3 4
WT 1 2 3 4
O < SHtO 8 nt - - —23SRNA

S5pb 7 pb 4 pb 3 pb 2 pb

< < < Northern
pep———— - 255 rRNA
EETm — 23S RNA
% % TX% 1 20SRNA
— — — ~ 18S rRNA
B Bromuro de etidio
Generacion Cantidad
Brazo Brazo

superior (pb) S 7 3 superior (pb) S 7 3
- - — 23S RNA S e |- 23sRNA

23S RNA (%) 100 90 15 23S RNA (%) 100 90 50

Figura 12: Efecto del tamaiio del brazo superior sobre la generacion y cantidad de
23S RNA. En el plasmido de generacion de 23S RNA se introdujeron mutaciones que
afectaban al tamafio del brazo superior de la horquilla del extremo 3". Con el RNA de
células transformadas con estos plasmidos se realiz6 un Northern, que se hibrid6é con una
sonda especifica para la cadena (+) de 23S RNA. A: Esquema de los mutantes utilizados,
indicando el tamafio de su brazo superior. Se han sefialado en rojo los casos en los que el
bucle pasaba de 4 nucleotidos a 8. A la derecha se muestra el Northern y la tincion de los
RNAs con bromuro de etidio (utilizado como control de carga). B: En el caso de los virus
con un brazo superior de 7 o 3 pares de bases se eliminaron de las células los plasmidos
que los generaban y se cuantifico la cantidad de 23S RNA que se mantenia de forma
auténoma. Se muestra la generacion viral a partir del plasmido (panel izquierdo) y la
cantidad de virus que permanece en la célula (panel derecho). Se indica bajo cada panel la
cantidad relativa de 23S RNA.

Los resultados obtenidos con los distintos mutantes mostraron que el brazo superior
soporta un aumento de su tamafio en dos pares de bases sin que esto afecte significativamente
a la capacidad para generar 23S RNA en la célula (Fig. 12A, carril 1). La reduccion de
tamano del brazo, sin embargo, si que produce un descenso sobre la cantidad de virus. Todos

los mutantes que tenian un brazo superior mas corto fueron capaces de generar 23S RNA,

aunque la eficiencia disminuia cuanto menor era su tamafo (Fig. 12A, carriles 2, 3y 4). A
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continuacion quisimos ver de qué forma estas mutaciones afectaban a la cantidad de virus
que se mantenia de forma autdnoma después de eliminar el plasmido que lo habia generado.
Elegimos para ello los virus con un tamafio de brazo superior de tres o siete pares de bases,
en los que Unicamente se habia modificado el brazo y mantenian el bucle intacto. Después de
eliminar los plasmidos vimos que la cantidad de 23S RNA con un brazo superior de siete
pares de bases era similar a la del virus silvestre, mientras que el mutante con tres pares de
bases tenia un numero de copias que era aproximadamente un 50% del virus silvestre (Fig.
12B). En el caso del mutante con tres pares de bases se observa que existe una gran
diferencia entre la cantidad de virus detectada en experimentos de generacion a partir del
plasmido y la que se mantiene de forma autonoma (comparense los distintos porcentajes en
los paneles de la figura 12B). Esto puede ser debido a que este mutante tiene dificultades para
generarse en la célula, y por tanto el porcentaje de células que logran generarlo es mucho
menor al del virus silvestre en nuestras condiciones experimentales. La cantidad de 23S RNA
tan pequenia que vemos al analizar la cantidad de virus generado a partir del vector (Fig. 12B,
panel izquierdo) podria deberse a la suma de dos factores: 1) una baja eficiencia de
generacion, donde existen células que no han logrado generar el virus; y 2) una menor
cantidad de virus estable en el citoplasma de las células en las que ya es auténomo. Sin
embargo, una vez que se ha eliminado el plasmido de generacion, se analizan cé€lulas que se
han seleccionado como positivas y ya todas poseen 23S RNA (Fig. 12B, panel derecho), y el
resultado refleja inicamente la cantidad de virus mutado que puede mantenerse en la célula.
El brazo inferior, que posee ocho pares de bases, se mostr6 mas sensible a las
modificaciones que el superior. Este brazo permitié unicamente la eliminacion de uno de los
pares de bases, pasando a tener siete, sin que esto afectara a su eficiencia de replicacion. La
eliminacion de dos pares de bases, o el aumento en el tamaio de este brazo a nueve o diez,
eliminaban por completo la capacidad de replicacion de 23S RNA (Fig. 13). La cantidad del
unico virus que logrd generarse, de siete pares de bases, que se mantenia en la célula después

de eliminar el plasmido era similar a la de un virus silvestre (no mostrado).

<

8 pb

Brazo
inferior (pb)

8

9

10

— 23S RNA

Figura 13: Efecto del tamafio del brazo
inferior sobre la generacion de 23S
RNA. Se utiliz6 una metodologia similar a
la descrita en la figura 12. El tamafio del
brazo inferior de la horquilla (8 pb) fue
aumentado a 9 o 10 pares de bases, o
disminuido hasta 7 o 6. Se muestra el
Northern realizado con los extractos de
cepas transformadas con los plasmidos
mutados, hibridado con wuna sonda
especifica para la cadena (+) de 23S RNA.
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Otras mutaciones en el extremo 3’ de la cadena (+)

Los experimentos anteriores mostraron que el brazo inferior es mucho mas sensible a
las modificaciones de su tamafio que el superior. Esto podria estar relacionado con la senal
bipartita de replicacion que se ha descrito anteriormente. Si la funcion de la estructura en
horquilla fuera la de servir de andamiaje o soporte para esta sefial, las modificaciones que
afectaran a la distancia o posicion relativa entre las dos partes de la sefial serian las que
tendrian un efecto mayor sobre la replicacion.

Buscando pruebas que reforzaran esta hipotesis, se realizaron varias mutaciones
introduciendo nucleo6tidos antes de las tltimas cuatro citosinas para aumentar la distancia
entre los dos componentes de la sefial bipartita. Un primer experimento mostréo que la
separacion de las cuatro citosinas del resto de la estructura, introduciendo seis nucle6tidos
entre ellas, eliminaba por completo la replicacion (Fig. 14B, carril 1) Se generaron nuevos
mutantes en los que esta separacion disminuia a cuatro y a dos, y en ninguno de los casos se
logro la generacion de 23S RNA (Fig. 14B, carriles 2 y 3). Estos cambios disminuyen el
tamano del brazo inferior a siete pares de bases, algo que ya habiamos visto que no afectaba a
la generacion de 23S RNA (Fig. 13). Sin embargo, para estar seguros de que estos resultados
no se debian a la modificacion de este brazo, disefamos un nuevo mutante que tenia dos
nucledtidos extra antes de las cuatro citosinas, pero mantenia el tamafio del brazo en ocho
pares de bases. Esta construccion tampoco genero6 el virus en la célula (Fig. 14B, carril 4).

Como se ha visto antes, el tamafio del brazo superior no es critico en la generacion de
23S RNA, aunque si que puede afectar al nimero de copias de virus por célula. Sin embargo,
pensamos que la sefial de dos purinas desapareadas podria necesitar un entorno concreto para
funcionar, como que las bases que la rodean estén en forma bicatenaria. Para analizar esto se
modifico el primer par de nucleétidos del brazo superior, contiguo a esta sefal, de forma que
no pudieran aparearse y se formara un bucle interno de dos pares de bases (Fig. 14C).
Construimos dos plasmidos con distinta composicion y en ambos casos no generaban el
virus, independientemente de que las bases mutadas fueran purinas o pirimidinas (Fig. 14C).
Esta incapacidad de generar 23S RNA no podia deberse a la disminucién del tamano del
brazo superior, que en ambos casos es de cuatro pares de bases, ya que como se ha indicado
antes, el virus puede originarse a partir de vectores incluso cuando el brazo superior tiene
solo dos pares de bases. Por tanto, estos resultados sugieren que la estructura en horquilla del
extremo 3” esta sirviendo de andamiaje a la sefial bipartita, tanto manteniendo la distancia
entre sus dos partes como proporcionando un entorno adecuado alrededor de las dos purinas

desapareadas situadas en el centro del brazo.

44



A B
@\ 9

WT 1 2 3 4
O 7 pb 7 pb

- ol | fccecon || susfceccon

2 - — 23S RNA

1
& X0 O\ @
8 pb | |atfecccon 6-Ufceccon
3
C

=

WT § 6
G{CCCC-OE
4 pb 4 pb
Kl ok
- — 23S RNA
8 pb 8 pb
5 6

Figura 14: Efecto de mutaciones que alteran diferentes partes de la sefial bipartita. A:
Esquema de la estructura del extremo 3" de 23S RNA. Se ha enmarcado la sefial bipartita de
replicacion. B: Esquemas de los extremos 3° de mutantes en los que se introducen varios
nucleotidos entre el brazo inferior y las cuatro ultimas citosinas. Los nuevos nucleotidos se indican
en rojo. En las muestras 1, 2 y 3 el tamafio del brazo disminuye a siete pares de bases. En la
muestra 4 uno de los nuevos nucledtidos forma parte del brazo, que tiene un tamafio igual al del
virus silvestre (8 pb). A la derecha se muestra el Northern con la generacion de 23S RNA a partir
de estos mutantes. C: Esquemas de los mutantes en los que se han desapareado dos nucledtidos
adyacentes a las purinas A<>G, creandose un bucle interno de dos pares de bases. Los nucledtidos
modificados se indican en rojo. En ninguno de los casos se detecta por Northern la generacion de
23S RNA al transformar la cepa 2928-4 con los plasmidos mutados (panel derecho).

1.2 - Formacion de complejos entre 23S RNA y p104

Antecedentes

Como se ha mencionado en la introduccion, los Narnavirus carecen de una capsida
proteica, pero eso no significa que su genoma de RNA esté completamente desnudo en el
citoplasma. 23S RNA en estado de reposo se une a su polimerasa formando complejos
ribonucleoproteicos. La estequiometria entre el genoma y la proteina en estos complejos no
ha podido ser determinada para 23S RNA, pero si para el otro Narnavirus 20S RNA, en el
que se ha demostrado que relacion entre los dos componentes de los complejos es 1:1
(Fujimura et al., 2000). Pensamos que es posible que ocurra lo mismo en el caso de 23S

RNA.
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Mediante experimentos de inmunoprecipitacion (Materiales y métodos, apartado
3.16) se habia demostrado que la sefial bipartita de replicacion estaba implicada en la
formacion de complejos, ya que cuando se introducia alguna de las mutaciones que impedian
la generacion viral (bases desapareadas y tercera y cuarta citosinas), esto afectaba también a
la union entre el RNA y p104 (Fig. 15) (Fujimura y Esteban, 2004b). Utilizando este mismo
sistema abordamos el andlisis de la formacion de complejos p104/23S RNA con algunos de

los mutantes en los que la generacion de 23S RNA se habia visto afectada.

A B RNA
Mutaciones IP total  Replicacion
o 1 WT 1| s +
2 A<>C 2 e -
@}( )@) 3 A-U 3 - _
4 ..CCCA 4] w— _— +
5 ..CCAC 5| e +
6 ..CACC 6 p— -
GICCCC-0H 7 ..ACCC 7 - -

23S RNA cadena (+)

Figura 15: La seiial bipartita de replicacion es una sefial de unién. Resumen de
datos publicados (Fujimura y Esteban, 2004b). A: Esquema de 23S RNA, donde se
ha enmarcado en azul la sefial bipartita de replicacion. B: Inmunoprecipitacion de los
complejos 23S RNA/pl104. Los plasmidos mutados en la sefial bipartita se
modificaron eliminando el sitio de corte de la ribozima, lo que evita la replicacion
pero no impide la unién entre el RNA y la polimerasa. Se prepararon lisados de
células tranformadas con estos plasmidos, y se inmunoprecipitaron los complejos
utilizando anticuerpos anti-pl04. La presencia de 23S RNA en los
inmunoprecipitados se detectd mediante un “dot-blot” hibridando la membrana con
una sonda especifica para la cadena (+). Se muestra la autorradiografia con los
resultados para mutantes de ambas partes de la sefial bipartita: las purinas
desapareadas (muestras 2 y 3) y las cuatro ultimas citosinas (muestras 4-7). Se han
marcado en color rojo los nucleétidos modificados en cada plasmido. IP: cantidad de
transcrito detectado en el inmunoprecipitado. RNA total: cantidad de transcrito
presente en los lisados antes de la inmonuprecipitacion. A la derecha del panel se
indica el efecto de las mismas mutaciones en la generacion de 23S RNA
(Replicacién, datos de la Fig. 11).
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Analisis del efecto de las mutaciones en el extremo 3’ sobre la formacion de

complejos

Se construyeron versiones de los plasmidos utilizados en los experimentos de
generacion viral en los que se elimind la secuencia de autocorte de la ribozima y se
analizaron en experimentos de inmunoprecipitacion. En todos los casos (Fig. 16) vimos que
existia un paralelismo entre el efecto sobre la generacion de 23S RNA y la formaciéon de
complejos entre el RNA y la polimerasa. El aumento del brazo superior a siete pares de
bases, mutacion que no afectaban apenas a la replicacion, tampoco tenia efecto sobre la union
entre el RNA y la polimerasa (Fig. 16A, muestra 1). El acortamiento de este brazo en dos
pares de bases, pasando de cinco a tres, que hacia disminuir la eficiencia de replicacion,
también provocaba que la union entre el transcrito y p104 fuera menos eficiente (Fig. 16A,
muestra 2). En el caso del brazo inferior, la disminucion de su tamafio de ocho a siete pares
de bases, que no afectaba a la generacion, tampoco tenia efecto sobre la formacion de
complejos (Fig. 16A, muestra 3), mientras que el aumento a nueve pares de bases, que
anulaba la generacién viral por completo, también evitaba la union entre el RNA y la
polimerasa (Fig. 16A, muestra 4). Las mutaciones que afectaban a la distancia o al entorno de
la sefial bipartita, como la separacion de las tltimas cuatro citosinas del resto de la horquilla o
el desapareamiento de las bases adyacentes a las purinas desapareadas, eliminaban por
completo la replicacion viral. Todas estas mutaciones también anulaban la formacion de
complejos entre 23S RNA y p104 (Fig. 16B).

Los resultados de los experimentos de inmunoprecipitacion realizados en este trabajo,
unidos a lo que ya se conocia sobre la sefial bipartita, muestran una clara relacion entre las
sefales de replicacion en cis del extremo 3" de la cadena (+) y la formacion de complejos 23S
RNA/p104. Todas las senales de replicacion analizadas eran necesarias para la unién, lo que
sugiere que ¢sta es muy importante para la replicacion, al igual que ocurre con el otro

Narnavirus 20S RNA (Fujimura y Esteban, 2007).
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Figura 16: Efecto de las mutaciones del extremo 3" de la cadena (+) sobre la formacion
de complejos. Utilizando la misma metodologia que en la figura 15, se analiz6 si algunas de
las mutaciones que afectaban a la replicacion viral estaban implicadas en la formacion de
complejos 23S RNA/p104. A: Mutantes que alteran el tamafio de los brazos superior o
inferior de la horquilla del extremo 3°. A la derecha del panel se muestra el porcentaje de
formacion de complejos de cada mutante con respecto al virus silvestre. La columna
Replicacion muestra el efecto de las mutaciones sobre la generacion de 23S RNA. B:
Mutaciones que alteraban las partes de la sefial bipartita. Los nucle6tidos modificados se
han marcado en color rojo. La linea azul indica que el plasmido posee una secuencia extra
en el extremo 3” después de las cuatro citosinas debido a la ausencia de autocorte por la
ribozima.

1.3 - Seiiales de replicacion en el extremo 3” de la cadena (-) de 23S RNA

Generacion de 23S RNA a partir de su cadena (-)

Durante el ciclo de replicacion de 23S RNA (Fig. 6) la polimerasa p104 no sélo
replica la cadena (+) para dar lugar a la cadena (-), sino que es esta misma polimerasa la que
realiza la sintesis de la cadena (+) a partir de la (-). Esta cadena debe poseer en su secuencia,
por tanto, sefiales especificas de replicacion. Uno de los objetivos de este trabajo era la

localizacion de estas sefales de replicacion.
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Figura 17: Estructuras secundarias de los extremos 3 de las cadenas
(t) y (-) de 23S RNA. Prediccion de la estructura secundaria, realizada con
el programa MFOLD, de los primeros nucledtidos de los extremos 3" de las
cadenas (+) y (-) de 23S RNA. Ambos RNAs poseen una estructura muy
similar: una horquilla cuyo brazo se divide en una parte superior y una
inferior por la existencia de bases desapareadas en su zona central. Las
primeras bases de los dos RNAs son cuatro citosinas.

Los primeros 37 nucleétidos del extremo 3" de la cadena (-) forman una estructura en
horquilla muy parecida a la que existe en la cadena (+), y que también comienza con cuatro
citosinas (Fig. 17). Debido a su similitud con la cadena (+) las sefiales de replicacion se
comenzaron a estudiar sobre esta estructura. Para la identificacion de sefiales de replicacion
en cis en esta cadena no se puede utilizar el mismo sistema descrito para la cadena (+), ya
que no es posible generar 23S RNA directamente a partir de su cadena (-), sino que es
necesario usar un sistema de dos plasmidos (Fig. 18A). Uno de los plasmidos (pRE686)
expresa bajo el control del promotor PGK/ la cadena (+) de 23S RNA en la que se ha
introducido una mutacion en una de las purinas desapareadas de la horquilla del extremo 3°.
El transcrito generado a partir de este pldsmido puede traducirse para dar lugar a p104, pero
no se une a la polimerasa. El segundo plasmido (pRE722) expresa la cadena (-) de 23S RNA,
también bajo el control del promotor PGKI. La ribozima del virus delta de la hepatitis
fusionada a su extremo 3" da lugar a un extremo del transcrito igual al del virus mediante
autocorte. Cada uno de estos plasmidos por separado no es capaz de generar 23S RNA, pero
al introducir ambos en la misma cepa de S. cerevisiae la polimerasa p104 traducida a partir
de pRE686 reconoce el transcrito con la secuencia de cadena (-) de 23S RNA generado por
pRE722 y lo replica, dando lugar a una cadena (+), a partir de la cual el virus ya es capaz de

mantenerse en la célula por si mismo. La busqueda de senales de replicacion en la cadena (-)

se realiz6 introduciendo mutaciones en la secuencia del plasmidos molde pRE722 y viendo si
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al transformar S. cerevisiae con estos vectores modificados junto con el plasmido que actia
como fuente de polimerasa se podia generar 23S RNA.

Adicionalmente, este sistema de dos plasmidos también permite analizar
modificaciones realizadas sobre la RNA polimerasa p104, introduciendo mutaciones en el
plasmido pRE686 y viendo si éstas afectan a la generacion de 23S RNA cuando se

transforman las células junto con el plasmido molde pRE722.

Senales de replicacion en el extremo 3 de la cadena (-)

Debido a que las mutaciones que se realicen sobre el extremo 3" de la cadena (-)
también producen cambios en el extremo 5” de la cadena (+), a la hora de disefiarlas hay que
evitar modificaciones en la secuencia de p104 codificada en ella. La parte no codificante del
extremo 5° de 23S RNA es de s6lo seis nucledtidos, lo que impide una buasqueda de sefiales
de replicacion en cis en el extremo 3" de la cadena (-) tan exhaustiva como la llevada a cabo
en la cadena (+). Si se introducen cambios que afecten a la polimerasa no sabriamos si los
efectos observados sobre la replicacion se deben al cambio realizado en el RNA molde de
polaridad (-) o en la proteina. Por eso solamente se han considerado mutaciones que no
modificaran la secuencia de aminoacidos de p104, bien por encontrarse fuera de la zona
codificante o bien porque el cambio de nucledtidos mantenia el/los mismo(s) aminoacido(s).

En los primeros experimentos se modificaron las primeras cuatro citosinas de la
misma forma que se habia hecho en la cadena (+). Los resultados mostraron que en la cadena
(-) existe la misma sefial de replicacion en cis: cuando se sustituye la tercera o la cuarta
citosina por una adenina no hay replicacién, mientras que la primera y segunda citosinas
pueden modificarse sin afectar a la generacion viral (Fig. 19). Sin embargo, en la mayoria de
los virus que se mantienen en la célula una vez que se ha eliminado el plasmido, estos dos
ultimas bases se habian reparado para dar lugar a un extremo 3" igual al silvestre. Esto
indicaba que la reparacion del extremo 3° que se habia visto para la cadena (+) también

existia en el caso de la cadena (-).
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Plasmido fuente de polimerasa

Pliasmido fuente de cadena (-)

pREG686 pRE722
PGK1 23S RNA () N Ribozima PGK1 23S RNA () N Ribozima
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1 2801 2891 1
Transcripcion Transcripcion
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1 pREG686
2 pRET722 . —23S RNA

3 pRE686 + pRE722

Figura 18: Generacion de 23S RNA a partir de su cadena (-). A: Esquema de la generacion
de 23S RNA a partir de su cadena (-). La cepa 2928-4 de S. cerevisiae se transforma con dos
plasmidos. Uno de ellos (pRE686) expresa la cadena (+) de 23S RNA, con una mutacion que
permite la traduccion de la polimerasa p104, pero no la unién entre esta proteina y el RNA. El
otro plasmido (pRE722) expresa la secuencia de la cadena (-) de 23S RNA. La polimerasa
traducida a partir del primer plasmido se une al transcrito con la secuencia de la cadena (-) de
23S RNA expresado por el segundo y lo replica, dando lugar a la cadena (+). A partir de ésta se
genera un virus capaz de mantenerse en la célula de forma auténoma. B: Northern de lisados de
células transformadas con cada uno de los dos plasmidos por separado (carriles 1 y 2) o con
ambos al mismo tiempo (carril 3). Los RNAs se hibridaron con una sonda especifica de la
cadena (+) como la utilizada en las figuras anteriores.
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Extremo 3’ cadena (-)

WT 1 2 3 4

WT ...CCCC-OH

..CCCA-OH
..CCAC-OH - - - — 23S RNA

1
2
3 ..CACC-OH
4 ..ACCC-OH

Figura 19: Efecto de la modificacion de las cuatro primeras citosinas
del extremo 3” de la cadena (-) sobre la generaciéon de 23S RNA. Sobre
el plasmido que actia como fuente de cadena (-) se introdujeron
mutaciones sustituyendo las citosinas una a una por adeninas, indicadas
en rojo. Se transformo la cepa 2928-4 con cada uno de estos plasmidos
modificados junto con el plasmido fuente de polimerasa. Con los lisados
de las cepas transformadas se realizo un Northern para detectar la
generacion de 23S RNA.

El siguiente grupo de modificaciones incluia mutaciones en la estructura en horquilla
que suponian un cambio en la secuencia de nucledtidos sin alterar la estructura secundaria. Al
igual que ocurria en el caso de la cadena (+), el cambio de dos de las bases de la zona del
bucle (C18A y A21G) no afectaba a la generacion de 23S RNA, que era similar a la del virus
silvestre (Fig. 20B, carril 1). El cambio de bases en el desapareamiento U30C también
permitia la generacion de 23S RNA, aunque con una eficiencia algo menor (Fig. 20B, carril
2). Sin embargo, los dos cambios que se realizaron sobre nucledtidos del brazo superior de la
horquilla resultaron en una generacion viral muy deficiente (mutacion C27U; Fig. 20B, carril
4) o nula (mutacion A12G; Fig. 20B, carril 3). Estos dos cambios producian un aumento de la
energia libre de la estructura, y por lo tanto una menor estabilidad, aunque la diferencia con
respecto a la del virus silvestre no era muy grande. Esto sugeria que la estructura secundaria
podria tener importancia para la replicacion. El siguiente paso, por tanto, consistié en la
generacion de mutantes que provocaban un cambio en la estructura secundaria de la
molécula. El nucle6tido U33 podia modificarse reemplazandolo por los otros tres nucle6tidos
manteniendo el mismo aminoacido. Cada mutacién daba lugar a una estructura secundaria
diferente (Fig. 20C). La prediccion de MFOLD (Zuker, 2003) para U33G mostro dos
posibles estructuras con la misma energia libre, en una de las cuales los cinco pares de bases
de la zona inferior de la horquilla se desapareaban por completo provocando una gran
distorsion de la estructura. Esta mutacion impedia la generacion de 23S RNA (Fig. 20C,
carril 5). La mutacion U33C provocaba un desapareamiento menor, de dos pares de bases en

el brazo inferior de la horquilla. Este mutante era capaz de generarse en la célula, aunque con
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una eficiencia muy baja (Fig. 20C, carril 6). Finalmente, la modificacion U33A provocaba el
cambio mas leve de la estructura, abriendo un tnico par de bases. Este mutante se replicaba

con una eficiencia mayor que el anterior (Fig. 20C, carril 7).
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Figura 20: Efecto de mutaciones del extremo 3 de la cadena (-) de 23S RNA sobre la
generacion de 23S RNA. A: Estructura de los ultimos 37 nucleotidos del extremo 3” de la
cadena (-) de 23S RNA. Se han encuadrado los nucledtidos que corresponden al codéon de inicio
de p104 en la cadena (+). Las flechas indican la posicion de las mutaciones y las bases en rojo
los nuevos nucleétidos. Las lineas delimitan los codones de la polimerasa. B: Efecto de las
mutaciones que modificaban la secuencia de 23S RNA sin alterar la estructura secundaria. Los
cambios se introdujeron sobre la secuencia del vector y se analizd la generacion viral en las
cepas transformadas mediante Northern Se indica la variacion de energia libre de las distintas
estructuras de los virus. C: La modificacion del uracilo 33 daba lugar a diferentes estructuras
secundarias segun el nucleétido que lo sustituyera. Se muestra un Northern con la eficiencia de
generacion de los distintos mutantes con una exposicion estandar (panel superior) y
sobreexpuesto (panel inferior), para apreciar la minima generacion del virus en el mutante 6.
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Efecto de las modificaciones sobre la traduccion

Aunque ninguno de los cambios analizados en la figura 20 suponia una alteracion en
la secuencia de p104 traducida a partir de la cadena (+), a nivel de RNA estas modificaciones
en el extremo 3" de la cadena (-) implicaban un cambio equivalente en el extremo 5” de la
cadena (+). Este extremo es importante para la sintesis de proteinas, que transcurre en sentido
5'—3’. Existia la posibilidad de que la baja eficiencia de generacion de alguno de estos
mutantes no se debiera a la existencia de una sefial de replicacion en la cadena (-), sino a que
el cambio correspondiente en la cadena (+) estaba afectando a la traduccién de p104. Para
estudiar como afectaban los cambios del extremo 3" de la cadena (-) a la traduccion de p104 a
partir de la cadena complementaria, se utilizo como control la eficiencia de generacion de
23S RNA en S. cerevisiae a partir de un sistema de dos plasmidos. Como fuente de p104 en
este caso se utilizaron plasmidos que poseian la secuencia de la cadena (+) de 23S RNA
modificada en 5" con las mutaciones equivalentes a las introducidas en el extremo 3" de la
cadena (-), y como fuente de RNA molde el plasmido pRE722 sin modificar. Si la generacion
de 23S RNA a partir de estos dos plasmidos estaba disminuida, significaria que las
mutaciones introducidas en el extremo 5” de la cadena (+), equivalentes a las analizadas en la
cadena (-), estaban efectivamente afectando a la traduccién de p104. El resultado de estos
experimentos mostrd que en todos los casos en los que la modificacion en la cadena (-) habia
afectado a la generacion de 23S RNA, su mutacion correspondiente en el extremo 5 afectaba
también a la traduccion de p104 (Fig. 21).

En resumen, los resultados de la figura 19 muestran la existencia en el extremo 3 de
la cadena (-) de sefiales de replicacion en cis similares a las que se conocian para la cadena
(+), como son las primeras cuatro citosinas del extremo 3°. Ademas, la secuencia de
nucledtidos de la horquilla no parece ser importante, ya que existen mutaciones que la
modifican sin afectar a la eficiencia de generacion de 23S RNA (Fig. 20). Lamentablemente
el efecto que tienen algunas de las mutaciones realizadas en esta zona sobre la traduccion de
p104 impidi6é que pudiéramos realizar un andlisis mas profundo que nos permitiera sacar mas

conclusiones.
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Figura 21: Efecto de las mutaciones del extremo 3" de la cadena (-) sobre la traduccion
de p104 a partir de la cadena (+). Se constuyeron plasmidos que expresaban la cadena (+)
de 23S RNA con mutaciones en el extremo 5  correspondientes a las que se habian
analizado para la cadena (-). Estos plasmidos se utilizaron como fuente de polimerasa para
generar el virus en la cepa 2928-4 junto con el plasmido pRE722. A: Estructura del extremo
3" de la cadena (-) y el extremo 5 de la cadena (+). En ambos casos se ha encuadrado el
codon de inicio de traduccion. Las flechas indican la posicion de las mutaciones, y las bases
en rojo los nuevos nucledtidos. Las lineas delimitan los codones de la polimerasa. B:
Resumen del efecto de las mutaciones del extremo 3" de la cadena (-) sobre la generacion
viral. + — Generacion poco eficiente. + — — -: Generacion muy poco eficiente. —: No hay
generacion. C: Northern con los RNAs obtenidos de células transformadas con los
plasmidos modificados en el extremo 5” junto con el plasmido pRE722, que sirve de molde
de cadena (-) sin modificar.

1.4 - Seiiales de replicacion en el extremo 5” de la cadena (+) de 23S RNA

Antecedentes

La unica informacion que teniamos sobre sefiales de replicacion en el extremo 5’
antes de comenzar este trabajo era que la sustitucion de las tres primeras bases (tres guaninas)
por adeninas impedian la generacion de 23S RNA (Esteban y Fujimura, 2003). Esto, como se
ha visto en el apartado anterior, podria deberse a la modificacion de la tercera citosina del
extremo 3" de la cadena (-). Aparte de este dato, no existia mas informacion sobre sefiales de

replicacion o formacidon de complejos en este extremo, por lo que decidimos estudiarlo. En el
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caso del otro Narnavirus, 20S RNA, si que disponiamos de resultados que podian ayudarnos

a orientar nuestra busqueda. Se sabia que el genoma de 20S RNA se une a su polimerasa p91

principalmente en los dos extremos, y que en el 5" la polimerasa se une al RNA en una

estructura en forma de horquilla que no esta situada justamente en el inicio de la molécula,

sino entre los nucledtidos 72 y 104 (Fig. 22) (Fujimura y Esteban, 2007). Sobre esta

estructura también se localizaron sefiales de replicacion en cis en 20S RNA.
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23S RNA
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Figura 22: Estructuras secundarias de los extremos 5" de las cadenas (+) de 20S
RNA y 23S RNA. Predicciones realizadas con el programa MFOLD. En ambos virus
se ha enmarcado el codon de inicio de traduccion de la polimerasa correspondiente.
En 20S RNA se ha sombreado el brazo de la Horquilla I donde se detectaron sefiales
de replicacion y formacion de complejos. La estructura de 23S RNA se ha dividido en
varias partes: Brazo, Horquilla I (dividida a su vez en dos partes HI-A y H1-B) y

Horquilla II.

El extremo 5" de la cadena (+) de 23S RNA comparte ciertas caracteristicas comunes

con el de 20S RNA (Fig. 22). Ambos comienzan con las mismas cinco bases (GGGGC...),

que estan apareadas, formando parte de una fuerte estructura secundaria donde se encuentran

los codones de inicio de la traduccion de sus respectivas polimerasas. En los dos genomas se

pueden formar con sus primeros 100-120 nucleo6tidos dos horquillas que poseen una cierta

similitud general. Dado que en la segunda de estas horquillas era donde se habian detectado
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las sefales de replicacion en 20S RNA, decidimos realizar un estudio posibles sefales

similares en el extremo 5 de 23S RNA.

Seniales de replicacion en cis en el extremo 5 de la cadena (+)

El analisis de este extremo se realizo utilizando la misma estrategia que en el extremo
3’. Sobre el plasmido de generacion de 23S RNA se introdujeron las mutaciones que
queriamos estudiar. Se obtuvieron los RNAs de células transformadas con los plasmidos
modificados, y se detectd la generacion viral mediante la realizacion de un Northern. En los
casos en los que se detectaba 23S RNA se elimin6 el plasmido de expresion para comprobar
que el virus podia mantenerse en la célula de forma autonoma. La busqueda de sefiales en
este extremo presentaba el mismo problema que aparecia en el extremo 3" de la cadena (-),
las modificaciones afectaban a la zona codificante del genoma. Por lo tanto, solo se
realizaron mutaciones que afectaban al tercer nucledtido de un codéon y no implicaban
cambios en la secuencia de la proteina.

Podemos dividir la primera horquilla en varias partes: un brazo formado por el
anillamiento de los nucle6tidos 1-21 y 69-89, con algunas bases desapareadas; una pequefia
horquilla (H1-A) entre los nucleotidos 24 y 35; y una horquilla mayor (H1-B) con un par de
bases desapareadas en su centro, compuesta por los nucledtidos 36-68. Sobre la estructura
H1-B se realizaron algunas mutaciones buscando sefiales de replicacioén en cis (Fig. 23B).
Primero se introdujo una mutacion que eliminaba el desapareamiento, de modo que todo el
brazo estaba formado por una estructura bicatenario (Fig. 23, mutante 1). El virus que poseia
esta modificacion se replicaba con una eficiencia similar al silvestre. El otro cambio
introducido en esta horquilla desestabilizaba la base de la estructura, abriéndola (Fig. 23,
mutante 2). La cantidad de este mutante detectada en el Northern era sumamente baja. Sin
embargo, cuando se eliminaron los plasmidos de la c€lula se vio que ambos mutantes eran
capaces de mantenerse de forma autonoma (Fig. 23B, panel derecho), aunque los cambios

que desestabilizaban la estructura parecian tener un mayor efecto sobre el numero de copias

de 23S RNA.
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Figura 23: Efecto de mutaciones sobre la horquilla H1-B del extremo 5" de 23S RNA. A:
Estructura secundaria de la horquilla H1-B. Los nucleétidos se han numerado a partir del extremo
5" de 23S RNA. B: Esquema simplificado de los mutantes analizados. Los puntos rojos indican los
nucledtidos modificados. Con RNAs de las células transformadas con los plasmidos modificados
se realizo un Northern (panel izquierdo). Posteriormente se eliminé el plasmido de generacion y se
analizé la cantidad de virus que se mantenia de forma auténoma en la célula (panel derecho). WT
indica que el plasmido posee la secuencia silvestre de 23S RNA.

La Horquilla IT posee tres pares de bases desapareadas en su brazo (indicados como a,
by c en la figura 24B). En primer lugar se modificaron simultdneamente tres nucleotidos de
la horquilla, alterando en gran medida su estructura secundaria (Fig. 24, mutante 1). Estos
cambios impedian la generacion de 23S RNA. Después quisimos ver el efecto de mutaciones
menos drasticas, en las que se sustituyeran algunas de las bases desapareadas por otras que
podrian anillarse. Se eliminaron a la vez los desapareamientos b y ¢ (Fig. 24, mutante 2) y el
virus fue incapaz de generarse. Lo mismo ocurrid6 en mutantes sencillos en los que se

eliminaba bien el desapareamiento b o bien el ¢ (Fig. 24, mutantes 3 y 4).

Estos resultados indican que existen sefiales de replicacion en la Horquilla 11 del
extremo 5 de la cadena (+), donde incluso el cambio de una sola base puede evitar la
generacion viral. A la vista de los resultados obtenidos en el extremo 3’, donde todas las
sefales de replicacion detectadas eran sefiales de union entre 23S RNA y p104, es probable
que la estructura de esta segunda horquilla sea importante para la formacion de complejos
entre el genoma y la polimerasa, lo que podria confirmarse mediante experimentos de
inmunoprecipitacion. Sin embargo, para realizar un analisis completo de esta zona seria
necesario desarrollar un sistema que permita sustituir o delecionar cualquier nucledtido sin

restricciones. Esta posibilidad se desarrolla en la Discusion (Apartado 1.3).
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Figura 24: Efecto de mutaciones sobre la Horquilla II del extremo 5" de 23S RNA. A: Prediccion
de la estructura secundaria de la Horquilla II. B: Se representa esquematicamente la estructura del
virus silvestre (WT) o de los mutantes (1-4). Se ha designado a los tres desapareamientos con las letras
a, b y c. Sobre las estructuras de los mutantes se indican los nuevos nucleétidos con puntos rojos. Los
extractos de las células transformadas con los diferentes plasmidos se utilizaron para realizar un
Northern que se hibridé con una sonda especifica para la cadena (+) de 23S RNA.

1.5 - Reparacion de las dos ultimas citosinas del extremo 3”

Antecedentes

Como ya se ha mencionado, 23S RNA posee una sefial bipartita de replicacion en cis en
su extremo 3" compuesta por las dos purinas desapareadas y las cuatro primeras citosinas.
Dentro de estos ultimos nucleotidos, la modificacion o eliminacion de la primera o segunda
citosina no anulan la replicacion viral, mientras que mutaciones sobre la tercera o la cuarta si
que impiden que el virus se genere en la célula (Fig. 11). En las cepas en las que se habian
generado los mutantes modificados en la primera o segunda citosina se secuencid el extremo
3’ de los virus que se mantenian en el citoplasma de forma auténoma. En la mayoria de estos
virus se habia reparado el extremo 3°, recuperando la secuencia silvestre de cuatro citosinas

(Fujimura y Esteban, 2004a).

Reparacion de las ultimas citosinas del extremo 3’ en mutantes de la estructura en

horquilla

Para obtener mas informacion sobre este mecanismo de reparacion, quisimos ver si su
eficiencia estaba afectada por algunas de las modificaciones de la estructura secundaria
mostradas en la figura 12. Para ello utilizamos los mutantes en los que se habia modificado el
tamano del brazo superior de la horquilla del extremo 3°, aumentandolo hasta siete pares de

bases o disminuyéndolo a tres. Sobre los plasmidos que poseian estas mutaciones se

59



introdujeron los cambios en las dos tltimas citosinas: sustitucién de la primera o segunda
citosina por una adenina, o eliminacion de los dos nucledtidos. La eficiencia de generacion
del virus a partir de estos vectores se comprobd de la misma forma que en experimentos
anteriores, preparando los RNAs totales en condiciones de induccion y detectando la cadena
(+) de 23S RNA en un Northern. Posteriormente se eliminaba el vector de generacion y se
analizaba la cantidad de virus que permanecia en la célula de forma auténoma.

En el caso del mutante en el que se habia aumentado el tamano del brazo superior a
siete pares de bases, la sustitucion de la primera citosina no afectaba a la generacion de 23S
RNA (Fig. 25A, paneles centrales, carril 2), mientras que la modificacion de la segunda si
que disminuia la eficiencia de generacion de forma apreciable (Fig. 25A, paneles centrales,
carril 3). Cuando se eliminaban las dos citosinas no era posible apreciar la presencia de 23S
RNA en un Northern con una exposicion estandar, pero la sobreexposicion de la
autorradiografia si que mostraba una minima cantidad de virus (Fig. 25A, paneles centrales,
carril 4). Para obtener una mejor resolucién y poder cuantificar el efecto de las mutaciones,
decidimos repetir el Northern en condiciones desnaturalizantes con formaldehido, lo que
permite que el RNA se desplace de manera uniforme por la matriz de agarosa. Con este
método se visualizaron claramente las bandas de generaciéon de 23S RNA en todos los
mutantes (Fig. 25A, panel derecho). Posteriormente se eliminaron los plasmidos de expresion
de las células para analizar la cantidad de virus que se mantenia en su citoplasma, que era en
todos los casos similar a la de un virus silvestre (Fig. 25C, panel izquierdo).

En el mutante con tres pares de bases en el brazo superior la sustitucion de la primera
citosina no afectaba a su eficiencia de generacion (Fig. 25B, paneles centrales, carril 6), pero
tanto la modificacion de la segunda como la eliminacion de las dos bases disminuia la
replicacion en tal medida que el virus apenas podia detectarse en un Northern (Fig. 25B,
paneles centrales, carriles 7 y 8). Una sobreexposicion permitia apreciar cierta presencia de
23S RNA, que no formaba una banda en la posicidén esperada, sino una mancha que se
extendia hacia la parte superior del gel (Fig. 25B, panel central inferior). De nuevo la
utilizacion de condiciones desnaturalizantes con formaldehido permitio apreciar la
generacion de 23S RNA en estos mutantes (Fig. 25B, panel derecho). Una vez que se
eliminaba el vector de expresion de la célula, todos los virus generados se mantenian en una
cantidad similar a la del mutante con tres nucledtidos en el brazo superior y un extremo 3’

con cuatro citosinas (Fig. 25C, panel derecho).
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Resultados

A Brazo
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Figura 25: Efecto de la modificacion de las dos ultimas citosinas en mutantes modificados en el
brazo superior de la horquilla del extremo 3°. A: Mutaciones en virus en los que el brazo superior
tenia 7 pares de bases. La tabla muestra los cambios efectuados, sefialando en rojo las bases sustituidas.
Los paneles centrales muestran la generacion de 23S RNA a partir de los diferentes plasmidos, el panel
inferior ha sido expuesto 16 veces mas que el superior. El panel de la derecha muestra el resultado de las
mismas muestras en un Northern con formaldehido. B: Mutaciones en virus con un brazo superior de 3
pares de bases. Al igual que en A, la tabla muestra las bases modificadas en color rojo. En los paneles
centrales se ve la generacion de 23S RNA, el panel inferior ha sido expuesto 12 veces mas que el
superior. A la derecha, las mismas muestras se analizan en condiciones desnaturalizantes. C: Cantidad
de 23S RNA que se mantiene en la célula después de eliminar los vectores de expresion de A y B. El
panel de la izquierda muestra los mutantes con 7 pares de bases en el brazo superior (1-4), y el de la
derecha los que tienen 3 pares de bases (5-8).
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Secuenciacion mediante 3° RACE de los extremos de los virus generados

Los resultados mostrados en la Fig. 25C sugerian que en virus con en el brazo superior
modificado el sistema de reparacion de los extremos 3" si que estaba funcionando, ya que la
cantidad de 23S RNA que se mantenia en la célula de forma autonoma era similar a la de un
virus silvestre. Para comprobarlo se secuenciaron los extremos 3° de todos los mutantes
generados mediante 3" RACE. En cada caso secuenciamos varios clones independientes (8-
11) y observamos que la mayor parte de los virus poseian un extremo 3" silvestre de cuatro
citosinas, y nunca ser encontraban las adeninas que habian sustituido a las citosinas (Tabla
4). No se aprecian diferencias significativas en la eficiencia de reparacion dependiendo de si

el tamafo del brazo superior ha aumentado o disminuido.

Tabla 4: 3° RACE de mutantes del brazo superior en los que se han modificado
las dos ultimas citosinas

Tamaiio del brazo Mutacién® Clones Extremo 3" de los
superior (pb) analizados virus generados
8 ...CCCC-OH
...CCCA-OH 9
1 ..CCC-OH
8 ..CCCC-OH
7 ...CCAC-OH 9
1 ..CCC-OH
8 ...CCCC-OH
..CC_ _-OH 10
2 ..CCC-OH
...CCCA-OH 10 10 ..CCCC-OH
3 ..CCAC-OH 11 8 ..CCCC-OH
3 ..CCC-OH
..CC__-OH 10 7 - CCCCOR
1 ..CCC-OH

* Se han indicado en rojo las sustituciones y con el simbolo __ las deleciones

Aunque el mecanismo de reparacion de las dos primeras citosinas del extremo 3 sigue
siendo desconocido, estos resultados apuntan a que el tamafio del brazo superior podria
afectar a su eficiencia, al menos cuando se trata de reparar la segunda base. En estos
mutantes la generacion viral se ve seriamente afectada, aunque en todos los casos

secuenciados se ha reparado la segunda citosina. Es posible que las modificaciones sobre el
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brazo superior provoquen un descenso en la velocidad con la que funciona el sistema de

reparacion, lo que afectaria a las primeras etapas de la generacion viral.

2 - Posible relacion entre de los mecanismos de degradacion de RNAs

mensajeros v 23S RNA

En S. cerevisiae existen dos sistemas de degradacion de mRNAs (Introduccion,
Apartado 4). El principal degrada el RNA en sentido 5'—3", y lo lleva a cabo la exonucleasa
Skilp/Xrnlp. El otro mecanismo transcurre en sentido 3'—5’, y esta accion la realiza un
complejo multiproteico denominado exosoma. En ambos casos el primer paso es la
eliminacion de la cola de poli-adeninas del extremo 3" y, en la degradacion realizada por
Skilp, también es necesario eliminar el grupo CAP del extremo 5°. 23S RNA posee un
genoma monocatenario de polaridad positiva que carece de una cola de poli-adeninas en el
extremo 3" y, probablemente, de un grupo CAP en el extremo 5'. Estas caracteristicas le
confieren una cierta similitud con intermediarios de degradacién de RN As mensajeros, por lo
que podria ser sensible a los mecanismos descritos anteriormente.

En ambos sistemas de degradacion intervienen genes de la familia SKI, que se
denominaron asi debido a que en un principio las mutaciones en estos genes se identificaron
por el fenotipo superkiller (Tho et al., 1978). Las cepas superkiller producen una mayor
cantidad de toxina killer que las cepas no mutadas, lo que se puede detectar por la formacion
de un mayor halo de inhibicion del crecimiento de una cepa sensible (no killer) (Fig. 9A). En
estas cepas se ha observado un aumento en la cantidad de copias de las moléculas de RNA
responsables de la actividad killer (L-A y M) (Fig. 9B). Cuando se identificé el complejo del
exosoma se descubrid que los genes SK/, de hecho, estaban relacionados con la degradacion
del RNA, bien formando parte de dicho complejo (Mitchell et a/, 1997) o bien modulando su
accion (Anderson y Parker, 1998).

En lo que respecto a los Narnavirus, se ha visto también un efecto sobre 20S RNA,
cuya cantidad es superior en una cepa ski2-2 que en una silvestre (Wickner et al, 1990). Este
efecto del gen SKI2 se ha comprobado en experimentos realizados en mi grupo, y ademas se
ha visto que la cantidad de 20S RNA también aumenta en cepas delecionadas en otros genes
de la familia SK7, como SKI3, SKI7 y SKI8 (Vega, Tesis doctoral, 2010). En los RNAs de la

figura 9B también puede verse el aumento de este virus en la cepa ski4-1.
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En cambio, la exonucleasa Skilp apenas tiene efecto sobre la cantidad de 20S RNA

presente en la célula, aunque su efecto es muy potente sobre L-A (Esteban et al, 2008).
2.1 - Generacion de 23S RNA en la cepa skil A

Quisimos estudiar si la exonucleasa Skilp tiene algin efecto sobre 23S RNA
generando este virus en una cepa ski/A. Un primer intento mostré que no era posible generar
el virus a partir de nuestro plasmido estandar (Fig. 26B, panel derecho, carriles 1 y 2). Este
mismo resultado se habia obtenido en el caso de 20S RNA, donde se habia comprobado que
el problema se debia a que los nucledtidos extra que existen en el plasmido antes de la
secuencia viral en 5" no eran eliminados en la cepa skil/A (Esteban et al., 2008). Para analizar
si ocurria lo mismo en el caso de 23S RNA se disefi6 un nuevo plasmido de generacion del
virus. El vector estandar tenia 47 nucledtidos antes de la secuencia viral, mientras que en la
nueva construccion (pMR33) sélo habia 9 nucleotidos (Fig. 26A). Primero se comprob6 que
en una cepa silvestre no existian diferencias en la eficiencia de generacion a partir de estos
dos vectores (Fig. 26B, panel izquierdo), y después vimos que en la cepa ski/A el plasmido
con menos nucleotidos antes de la secuencia viral si que era capaz de generar 23S RNA (Fig.
26B, panel derecho, carriles 3 y 4). Ademas, en la cepa ski/A el virus era capaz de
mantenerse de forma autonoma en la c€lula después de eliminar el plasmido (no mostrado),

por lo que el gen SKII no es necesario para la replicacion viral.

A B

Cepa WT Cepa skil A
Nucleétidos
PGKI ~ 23SRNA (\Rib. exra 47 9 47 9
o 1 891 1 2 3 4 1 2 3 4
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9

Figura 26: Efecto de nucleétidos no virales en 5 procedentes del vector sobre la generacion de 23S
RNA en una cepa skilA. A: Esquema del vector de generacion de 23S RNA. El vector estandar (parte
superior) tiene 47 nucledtidos extra entre el promotor PGK/ y la secuencia del virus. En la nueva
construccion (parte inferior) s6lo hay 9 nucleoétidos. B: Generacion de 23S RNA en una cepa WT y una
cepa skil A a partir de los dos plasmidos de A. Se muestran Northerns con dos muestras independientes de
cada transformacion. El panel derecho ha sido expuesto un mayor nimero de horas para tratar de detectar
alguna minima sefial en el vector con 47 nucleétidos en 5.
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Finalmente, se clond la proteina Skilp en un vector bajo el control del promotor
PGKI1, y se comprobd que la sobreexpresion de la exonucleasa tampoco afectaba a la

cantidad de 23S RNA (Fig. 27).

Cepa skilA Figura 27: La sobreexpresion de Skilp no
SKI1 — + tiene efecto sobre la cantidad de 23S RNA.
Una cepa skilA que posee 23S RNA se
transformé con un vector vacio (carriles 1y 2) y
con el mismo vector expresando la exonucleasa
Skilp bajo el promotor PGKI (carriles 3 y 4). Se
SN S e W | — 23S RNA analizaron dos transformantes independientes de
cada plasmido mediante Northern.

Estos resultados muestran que 23S RNA se comporta igual que el otro Narnavirus,
20S RNA, con respecto a Skilp (Esteban et al, 2008). La dificultad para generar el virus en
una cepa skilA no tiene que ver con que esta proteina sea necesaria para la replicacion viral,
sino que es la responsable de la eliminacion de los nucledtidos extra en 5” del plasmido. La
cantidad de 23S RNA existente en una cepa no estd afectada por la presencia o ausencia de
Skilp, ni tampoco por su sobreexpresion, lo que sugiere que el extremo 5° de este virus es

resistente a la accion de esta exonucleasa, al igual que ocurre con 20S RNA.

2.2 - Cantidad de 23S RNA en cepas con actividad del exosoma alterada

Sobreexpresion de la exonucleasa Dis3p

Para analizar si la actividad del exosoma tenia algin efecto sobre 23S RNA nos
planteamos dos estrategias: 1) Analizar el efecto de la sobreexpresion de alguna de las
proteinas que lo componen y 2) Utilizar cepas mutadas en dichas proteinas. Con respecto al
primer punto, la proteina cuya sobreexpresion podia causar un mayor efecto sobre los RNAs
era Dis3p, ya que es el unico componente del exosoma con actividad exonucleasa
(Dziembowski ef al., 2007). Para ello, se amplifico el ORF del gen DIS3 mediante PCR
utilizando los oligonucledtidos RE484 y RE485 y se clond en un plasmido multicopia
derivado del de 2u bajo el control del promotor PGKI. Cepas que poseian 23S RNA se
transformaron con dicho plasmido o con el vector vacio. La transformacion de la cepa 937
(Materiales y métodos, Apartado 1), que posee el virus silvestre, mostré que la cantidad de
23S RNA disminuia por la sobreexpresion de la proteina (Fig. 28, carriles 3-4). Cuando se

analizo el efecto sobre un virus mutado con tres pares de bases en el brazo superior de la
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horquilla del extremo 3" (cepa 858), se observd que en este caso la disminucion del nimero
de copias es mucho mayor (Fig. 28, carriles 7-8). Lamentablemente, estos resultados fueron
dificiles de reproducir en nuevos experimentos. Intentos similares de ver un efecto de la
sobreexpresion de Dis3p sobre el Narnavirus 20S RNA o sobre L-A tampoco ofrecieron un
resultado concluyente, con poco efecto sobre el nimero de copias de los virus (no mostrado).
Esto podria deberse a que al ser el exosoma un complejo multiproteico, la sobreexpresion de
uno solo de sus componentes no es suficiente para aumentar su actividad, que podria requerir
que se sobreexpresaran todas las proteinas que lo forman.

En paralelo se intent6 construir una cepa que portara inicamente una copia mutada de
DIS3 (D551N), cuya actividad exonucleasa esta alterada. Para ello se transform6 con un
plasmido que expresaba la proteina mutada el diploide heterozigdtico DIS3/dis3A, que
después se esporuld para obtener la cepa deseada mediante diseccion de tétradas. A pesar de
que esta descrito que esta mutacion es viable, en nuestras manos no conseguimos obtener la
construccion que buscabamos, por lo que no fue posible continuar con el estudio del efecto

del exosoma sobre la cantidad de 23S RNA utilizando esta estrategia.

23S RNA
(brazo superior) 1 Pb) 3 pb
DiS3p - + — +
e . — 235 RNA

1 2 3 4 5 6 7 8
Cantidad 23S RNA (%) 100 80 100 30

Figura 28: Efecto de la sobreexpresion de Dis3p sobre la cantidad
de 23S RNA. Dos cepas que poseian distintos tipos de 23S RNA se
transformaron con un plasmido que sobreexpresaba Dis3p o con el
vector vacio. Los carriles 1-4 muestran el resultado con 23S RNA
silvestre, y en los carriles 5-8 se ha utilizado 23S RNA mutado con 3
pares de bases en el brazo superior de la horquilla del extremo 3". Se
muestran dos transformantes independientes de cada plasmido. En la
parte inferior se indica la cantidad de virus en la cepa que expresaba
Dis3p con respecto a la que poseia el vector vacio.
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Mutantes con defectos en la actividad del exosoma

Para ver el efecto sobre 23S RNA del exosoma con la actividad modificada elegimos
dos de las proteinas que modulan la accion del complejo (Ski2p y Ski7p), y una de las que
forma parte del nticleo del exosoma (Skidp). Los genes SKI2 y SKI7 no son esenciales, por lo
que se utilizaron cepas delecionadas de la coleccion EUROFAN para la generacion de 23S
RNA. La delecion de SKI4, en cambio, no es viable, pero existe la mutacion puntual ski4-1/
(G253E), que afecta a la degradacion de los RNAs manteniendo las células viables (van Hoof
et al., 2000b). En nuestro grupo poseiamos dos cepas portadoras de esta mutacion,
procedentes del la coleccion del Dr. Reed Wickner: 1416 (a leul ski4-1 L-A, M2, 20S RNA)
y 2375 (a ura3 mktl ski4-1 L-BC, 20S RNA, 23S RNA). La cepa 1416 no poseia ninguna de
las auxotrofias adecuadas para transformar con nuestros pldsmidos de generacion, asi que
decidimos realizar los primeros experimentos sobre la cepa 2375, que posee los virus 20S
RNA, 23S RNA y L-BC, por lo que era posible expresar en ella el gen SK/4 para ver su
efecto sobre la cantidad de estos virus.

Para ello, se amplifico el gen SK/4 a partir de la cepa BY4741, tanto con su propio
promotor para clonarlo en el vector centromérico pRS316 (Sikorski y Hieter, 1989)
(pRE1122), como unicamente su ORF, que se clond en un pldsmido de sobreexpresion bajo
el promotor PGKI (pRE1128). También se construyeron pldsmidos que expresaban el gen
mutante ski4-1, que se amplific6 a partir del DNA de la cepa 2375, tanto con su propio
promotor (pRE1124) como en sobreexpresion (pRE1129). Este gen clonado se secuencid
para asegurarnos de que efectivamente poseia la mutacion descrita (van Hoof et al., 2000b).

Utilizando las construcciones que expresan el gen silvestre realizamos un primer
experimento con la cepa 2375 para comprobar que la mutacion ski4-1 tenia el efecto que
esperabamos sobre la cantidad de los virus RNA, transforméandola con un plasmido
centromérico vacio (Fig. 29, carriles 1 y 2) y con el vector que expresaba SK/4 bajo el control
de su propio promotor (Fig. 29, carriles 3-11) y realizando un Northern para hibridarlo con
una sonda que reconociera L-BC. El resultado mostré que efectivamente la presencia de SK74
funcional reduce la cantidad del virus (Fig. 29, panel inferior). Sin embargo, observamos
también que muchas de las colonias analizadas carecian de L-BC, lo que podria deberse a
que la expresion de SK/4 eliminaba este virus de la célula o a cierta heterogeneidad de la
cepa original. Ademas, algunas colonias no poseian 20S RNA (Fig. 29, carriles 7 y 11), cuya
presencia o ausencia puede modificar la cantidad de 23S RNA. En vista de esto, y al no tener

informacion genética exhaustiva de la cepa 2375, decidimos no seguir utilizandola y generar
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Resultados

mediante cruzamiento y diseccion de tétradas un mutante ski4-/ en el que estudiar el efecto

de este gen sobre 23S RNA.

Cepa 2375

SKI4 - +

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

— L-BC

, 255 rRNA

. ‘ —23S RNA
- ~20S RNA

R 185 rRNA

- - - — L-BC

Figura 29: Efecto de la mutacion ski4-1 sobre la cantidad de L-BC.
La cepa 2375 se transformoé con un plasmido centromérico vacio o que
expresaba SKI4 bajo el control de su propio promotor. En la parte
superior se muestran los extractos de dos transformantes del plasmido
vacio (carriles 1 y 2) y nueve transformantes del vector que expresaba
SK14 (carriles 3-11) separados en un gel de agarosa tefiido con bromuro
de etidio. Se ha sefalado la posicion de las distintas moléculas de RNA.
En la parte inferior se muestra el Northern hibridado con una sonda
especifica para L-BC.

Para obtener una cepa que pudiera utilizarse para experimentos de generacion viral se
cruzo la cepa 1416 (ski4-1) con la cepa BY4741 (SKI4) y se analizaron las esporas obtenidas
a partir de la diseccion de tétradas. De esta forma se obtuvo la cepa 969 (a ura3 his3 ski4-1
L-A, L-BC, M2), que corresponde a la espora A de la tétrada mostrada en la figura 30. La
determinacion del fenotipo ski4-1 se baséd en la observacion de la actividad killer sobre una
cepa sensible (Fig. 30A), y en el aumento de L-BC, uno de los virus dsRNA presentes en la

cepa (Fig. 30B).
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Resultados

A B 1416 x BY4741
1416 x BY4741 K4 -+ o 4
' A B C D
skid-1 skid-1 - - ew — L-BC
— L-BC
SKI4 SKI4 M
— 258 rRNA
— 18S rRNA

Figura 30: Segregacion de la actividad killer y la cantidad del virus L-BC en
cuatro productos meioticos de una tétrada del cruzamiento 1416 x BY4741.
Las cuatro esporas procedentes de una tétrada se analizaron para ver el fenotipo
ski4-1. A: Colonias aisladas procedentes de cada espora se replicaron sobre medio
MB sembrado con la cepa 5x47, sensible a la toxina killer. B: Los RNAs totales
preparados a partir de las cuatro esporas se separaron en un gel de agarosa y se
realizé un Northern. Se muestra la tincién con bromuro de etidio (parte inferior) y
la hibridaciéon con una sonda especifica para L-BC (parte superior).

La cepa 969, junto con las cepas ski2A y ski7A de la coleccion EUROFAN, se
transformaron con el vector de expresion pMRI18 (similar al pRE637 utilizado en
experimentos anteriores, pero que posee el marcador de auxotrofia URA3). El andlisis de los
RNAs de estos transformantes mostrd que en los fondos ski2A 'y ski7A se generaba 23S RNA
de una manera mas eficiente que en una cepa silvestre, siendo claramente mayor en el caso
de ski2A (Fig. 31A, panel izquierdo). También en la cepa ski4-1 se generaba 23S RNA con
una eficiencia mayor a la de la cepa silvestre (Fig. 31A, panel derecho). Ante la posibilidad
de que el aumento en la cantidad de virus generado no estuviera relacionado con el
metabolismo del RNA, sino que se debiera a que las cepas con mutaciones SK/ poseyeran un
mayor nimero de copias del vector de expresion, decidimos analizar por Southern la cantidad
de plasmido. Observamos que ésta es similar en una célula silvestre o en células con las

mutaciones ski2A 'y ski4-1 (Fig. 31B).
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Figura 31: Generacion de 23S RNA en cepas con actividad del exosoma alterada. A: Con el
vector de expresion de 23S RNA pMRI18 se transformaron cepas delecionadas en genes que
modulan la accion del exosoma (SKI2 y SKI7, panel izquierdo) o una cepa mutadas en uno de los
componentes de su nucleo (SK/4, panel derecho, se muestran 2 transformantes independientes). La
cantidad de virus generado se analizé mediante Northern. Estas peliculas se han expuesto entre 3 y 5
veces menos que en experimentos anteriores con cepas silvestres para no sobreexponer las bandas de
la cepas mutadas. B: Con las muestras 1, 2 y 7 de A se realizé un Southern para detectar la cantidad

de vector de generacion presente en cada cepa. La presencia del plasmido se detectdé con una sonda
de la cadena (+) de 23S RNA.

Durante el analisis del extremo 3” buscando sefiales de replicacion en cis se habia
visto que la disminucién del tamafio del brazo superior de la horquilla del extremo 3°,
pasando de cinco pares de bases a tres, provocaba una generacion viral menos eficiente y una
menor cantidad de 23S RNA que se mantenia en la célula de forma autonoma (Fig. 12). Este
mutante tenia también una menor eficiencia de formacion de complejos 23S RNA/p104 (Fig.
16). Si la union entre la polimerasa y el RNA estaba protegiendo al genoma viral de la
degradacion producida por el exosoma, la menor cantidad de este mutante en la célula podria
explicarse porque su genoma es mas sensible a los mecanismos de degradacion de RNA. En
ese caso, las cepas en las que la actividad del exosoma esté afectada mostrarian un efecto
menor sobre la cantidad del virus mutante con respecto al silvestre. Para estudiar si esto era
asi se expreso en las cepas ski2A y ski4-1 el plasmido que posee un brazo superior de la
horquilla del extremo 3" de sdlo tres pares de bases. La eficiencia de generacion de este virus
en las cepas mutadas es, de nuevo, mayor que en una cepa silvestre, pero la cantidad relativa
entre el virus mutante y el silvestre dentro de la misma cepa es similar (Fig. 32A). Se
eliminaron los plasmidos y se cuantifico la cantidad de 23S RNA que se mantiene en la
célula. El nimero de copias de virus era algo mayor en las cepas mutadas, pero la diferencia
no era tan grande como la que se veia en los experimentos de generacion a partir del vector
(Fig. 32B). La cantidad relativa de virus con tres pares de bases frente al virus silvestre en las
cepas mutadas en componentes del exosoma era de aproximadamente un 50%, la misma que

se veia en la cepa silvestre.
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Cepa  WT  ski2A Cepa  WT  ski4-1
Brazo Brazo
superior (pb) S 3 S 3 superior (pb) S 35 3
- S + [— 23S RNA - — 23S RNA
1 2 3 4 5 6 7 8
23S RNA (%) 100 12 100 15 23S RNA (%) 100 17 100 14
Cepa WT  ski2A Cepa WT  ski4-1
Brazo Brazo
superior (pb) S 3 S 3 superior (pb) 5 3 5 3
5 % 3 8 | — 23S RNA == @ W | — 23S RNA
1 2 3 4 S 6 7 8
23S RNA (%) 100 47 100 50 23S RNA (%) 100 45 100 49

Figura 32: Efecto de mutaciones en el exosoma sobre el variante de 23S RNA con
un brazo superior de 3 pb. Una cepa silvestre y las cepas ski2A y ski4-1 se
transformaron con plasmidos de generacion de 23S RNA con la secuencia silvestre o
con un brazo superior de 3 pb. A: Comparacion de la eficiencia de generacion de ambas
versiones de 23S RNA en una cepa silvestre y en la cepa ski2A (panel izquierdo) o la
cepa ski4-1 (panel derecho). Se muestra en la parte inferior de cada panel la cantidad
relativa de virus mutante frente a la cantidad de virus silvestre en la misma cepa. B:
Cantidad de virus que se mantiene en las cepas después de eliminar el vector de
expresion. Bajo cada panel se muestra la cuantificacion de la cantidad relativa de cada
virus dentro de la misma cepa.

El hecho de que la generacion de 23S RNA sea mas eficiente en cepas con el exosoma
alterado, y que estas cepas posean una mayor cantidad de virus autonomo que las silvestres
sugiere que el extremo 3" de 23S RNA si que es susceptible a la accion del exosoma. Dado
que este virus es capaz de infectar S. cerevisiae de forma persistente, ha debido desarrollar
algin mecanismo de proteccion de su extremo 3. La polimerasa se une en este extremo a los
ultimos nucledtidos de la molécula, algo que para que no ocurre en 5°, y puede que esta union
esté¢ bloqueando la actividad del exosoma. Viendo que los experimentos de expresion de
virus modificados que se muestran en la figura 32 no habian aportado resultados que

apoyaran esta idea, decidimos utilizar una aproximacion diferente para estudiarlo.
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2.3 - Estabilidad de transcritos con la secuencia de 23S RNA dependiendo de la

formacion de complejos con p104

Para determinar si la uniéon de p104 al genoma de 23S RNA puede protegerlo de la
degradacion por exonucleasas celulares decidimos analizar la estabilidad de transcritos de
23S RNA en ausencia de replicacion. Utilizamos dos tipos de plasmidos, uno con la
secuencia silvestre del virus y otro con la sustitucion de la tercera citosina del extremo 3" por
adenina (C3A), que no permitia la formacion de complejos con pl04. En ambos casos se
modifico el sitio de autocorte de la ribozima para que no hubiera replicacion. Nuestra idea
era ver si existian diferencias entre la cantidad de los transcritos capaces de unirse a p104 y
los que no podian hacerlo, y obtener asi informacion sobre si esta union protege al RNA de la
degradacion. Para estos estudios de cuantificacion de RNAs mediante Northern utilizamos
sondas que anillaban con la molécula completa o tnicamente con los extremos 3" o0 5" para
ver si la degradacion de 23S RNA se realizaba en sentido 3'—5" (1
levada a cabo por el exosoma) y no en sentido 5'—3" (Skilp), como parecia deducirse de los
experimentos de generacion del virus en mutantes de estos dos sistemas vistos en el apartado
anterior.

Los dos tipos de plasmidos se utilizaron para transformar tanto células silvestres

como cepas que poseian la mutacion ski4-1.

Cantidad de transcritos de 23S RNA en una cepa silvestre v en el mutante ski4-1

Se prepararon RNAs de los transformantes siguiendo la metodologia indicada en
Materiales y métodos (Apartado 3.9). En este caso, sin embargo, ya que se trataba de
transcritos expresados a partir del promotor constitutivo PGKI, las células se recogian
cuando aln se encontraban en fase logaritmica (seis horas de crecimiento a 28 °C) en vez de
estacionaria. En un primer experimento observamos que los geles de agarosa nativos no
ofrecian una buena resolucion porque las cantidades de transcritos eran mucho menores que
en los experimentos de generacion de 23S RNA, asi que utilizamos geles desnaturalizantes
de formaldehido. En este tipo de geles se vio que en la cepa 2928-4 habia dos bandas que
hibridaban con la sonda radiactiva (Fig. 33). Una de ellas, con una movilidad similar a la de
23S RNA endogeno utilizado como control (Fig. 33B, carril C), era mas intensa cuando el
transcrito era capaz de unirse a la polimerasa (Fig. 33B, carriles 1 y 2). Sobre ella se veia otra

banda difusa, cuya intensidad era similar en todas las muestras. No estamos seguros de la
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procedencia de esta segunda banda, pero podria estar originada por la transcripcion a partir

de algun promotor criptico presente en el plasmido en una zona anterior al promotor PGK]1.

A B C

Cepa 2928-4  skid-1

PGKI  23SRNA () ypib,

Unién
— » + - + -
i < Cepa2928-4 L 104/RNA
- Unién
Sond: p b -
onaa a plO-I/RNA L - -— - — 23S RNA
Unién -
Extremos 3" pl04/RNA  23SRNA—|ws = o = — _ Transcrito completo
WT - ..CCCCAAA.. + “23SRNA
- - C 1 234
C3A - ...CACCAAA.. {1 2 3 4

Figura 33: Cantidad de transcritos de 23S RNA en funcion de su uniéon a p104. A: Esquema de los
plasmidos de expresion de 23S RNA. Las lineas azules representan las sondas utilizadas para la
hibridacion de los Northerns: a, secuencia completa de 23S RNA; b, secuencia no viral del extremo 3’
del transcrito. Debajo se indica el extremo 3" de la secuencia de 23S RNA en los dos plasmidos. Las tres
As subrayadas representan la secuencia mutada en la ribozima que impide el autocorte. B: Northern de
formaldehido hibridado con la sonda a. Se muestran dos transformantes de la cepa 2928-4 con la
construccion que expresaba la secuencia silvestre del virus (carriles 1 y 2) y otros dos con la que llevaba
la mutacion C3A, que no podia unirse a la polimerasa (carriles 3 y 4). El carril C es el control de
movilidad de 23S RNA endoégeno de la cepa 2928-5. C: Northerns de formaldehido con transformantes
de ambos plasmidos en la cepa 2928-4 (carriles 1 y 2) y en la cepa ski4-1 (carriles 3 y 4). El panel
superior se ha hibridados con la sonda a. La exposicion del panel superior es cinco veces menor que en
B para no sobreexponer la muestra 3. El panel inferior muestra esta hibridado con la sonda b. Se indica
la posicion donde migraria 23S RNA.

Los dos mismos plasmidos se expresaron también en una cepa ski4-1 y se compararon
los resultados con los de las células silvestres. La cantidad de los RNAs que se unian a la
polimerasa en el mutante ski4-/ era muchisimo mayor que en la cepa silvestre (Fig. 33C,
panel superior, comparense los carriles 1 y 3). Sin embargo, la cantidad de transcritos
observados cuando no podian unirse a pl04 era similar en ambas cepas (Fig. 33C, panel
superior, carriles 2 y 4).

La diferencia en la cantidad de transcrito entre las dos cepas podria deberse a que, en
ausencia de unidn a p104, el RNA se degradaba mas rapidamente que cuando se producia la
formacion de complejos, que lo estabilizaba. También existia la posibilidad de que, a pesar
de que se hubiese mutado la ribozima, los transcritos con la secuencia silvestre de 23S RNA
se estuviesen replicando en una pequena parte de las células debido a que la secuencia extra

en 3” habia podido ser eliminada. Esto explicaria la gran diferencia que se ve en el panel
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superior de la figura 33C, ya que la generacion viral es mas eficiente en el fondo genético
ski4-1. Para determinar si esto pudiera estar ocurriendo, hibridamos las muestras con una
sonda que reconocia una region procedente del vector situada en 3" de la secuencia viral (Fig.
33C, panel inferior). Esta sonda s6lo podia detectar los transcritos derivados del plasmido, y
no las moléculas de 23S RNA que hubieran podido sintetizarse como consecuencia de la
replicacion realizada por p104. Con esta nueva sonda no se detectaron aquellos transcritos
que no se unian a la polimerasa, ni en una cepa silvestre ni en ski4-/ (Fig. 34C, panel
inferior, carriles 2 y 4), mientras que en el caso de los que se unian si que se detectaban,
aunque la diferencia de la sefial entre ambas cepas no era tan grande como la observada con
la sonda de tamafio completo de 23S RNA (Fig. 34C, panel inferior, carriles 1 y 3). El hecho
de que la secuencia extra en 3" se detecte unicamente en los transcritos que se unen a p104
indica que esta unién los esta protegiendo de la degradacidon. Sin embargo, las diferencias
vistas entre las cepas silvestre y ski4-1 sugieren que se esta generando una pequefia cantidad
de 23S RNA a partir de los transcritos que se pueden unir a la polimerasa, lo que es

parcialmente responsable de los resultados obtenidos con la sonda de cadena completa.

Deteccidén de los extremos 3" v 5 de los transcritos

Para determinar si la degradacion de 23S RNA se realiza a partir del extremo 3" y no
del 5°, hibridamos las muestras de la figura 33B con sondas de 150-200 nucle6tidos
correspondientes a cada extremo (Fig. 34). En estos experimentos se vio que con la sonda
que reconocia el extremo 5” el resultado era similar al de la sonda con la cadena completa
(Fig. 34B), mientras que, en el caso del extremo 3’, éste se detectaba en los transcritos que
podian unirse a la polimerasa en una exposicion estandar, pero era necesario sobreexponer la
pelicula para observar una pequefia sefial en aquellos que no formaban los complejos 23S

RNA/p104 (Fig. 34C). En la cepa ski4-1 se obtuvieron resultados similares (no mostrado).
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Figura 34: Deteccion de los extremos 5"y 3" de 23S RNA en los transcritos. Las
muestras utilizadas en la figura 33B se hibridaron con sondas que reconocian
especificamente los extremos 5y 3" de 23S RNA. A: Esquema del plasmidos, donde se
ha sefialado en azul la posicion de las sondas utilizadas. B: Deteccion del extremo 5° de
23S RNA en un Northern con transcritos expresados en una cepa silvestre. C: Deteccion
del extremo 3" de 23S RNA. Se muestra una exposicion estandar (panel superior) y una
sobreexposicion de la pelicula (panel inferior).

Las hibridaciones con las distintas sondas sugerian que cuando no hay unién entre
pl04 y el RNA, éste se degrada a partir del extremo 3’. Parece que esta degradacion no
avanza hasta el final de la molécula, ya que la hibridacion con la sonda completa detecta
moléculas de tamafio completo o casi completo. Para obtener mas informacién acerca de en
qué punto se detenia la degradacion hibridamos las mismas muestras con dos sondas de
pequefio tamafo que anillaban con los nucleotidos 2070-2370 y 2370-2750 de 23S RNA.
Ambas sondas dieron una sefial similar a la que se obtenia al hibridar con la cadena completa

(Fig. 35B).
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Figura 35: Deteccion de los transcritos con sondas internas de 23S RNA. Se
detectaron los transcritos expresados en la cepa silvestre utilizando sondas internas
cercanas al extremo 3 de 23S RNA. A: Esquema del plasmido, se muestra la localizacion
de las dos sondas utilizadas: a, nucleotidos 2070-2370; b, nucle6tidos 2370-2750. B:
Northern hibridado con las sondas a y b.

En resumen, los resultados obtenidos sugieren que la degradacion de 23S RNA la
lleva a cabo principalmente el complejo del exosoma, ya que las moléculas se degradan en
sentido 3—5" y no en sentido 5'—3". En el caso del Narnavirus 20S RNA, se ha descrito que
su extremo 5 es resistente a la accion de la exonucleasa Skilp debido a que sus primeras
bases son guaninas que se encuentran formando parte de una estructura de doble cadena
(Esteban et al, 2008). El extremo 5" de 23S RNA posee unas caracteristicas similares, por lo
que es probable que también sea resistente a la accion de esta exonucleasa. De hecho, la
sobreexpresion de Skilp no afecta al numero de copias de 23S RNA. El extremo 3’, en
cambio, comienza con cuatro nucledtidos de citosina, los tres primeros en forma
monocatenaria. Este extremo si que parece sensible a la degradacion por parte del exosoma y
la union a p104 lo protegeria de su accion. Cuando los transcritos con la secuencia de 23S
RNA no pueden unirse a la polimerasa, el extremo 3" queda desprotegido y es degradado. La
hibridacion con sondas internas situadas a diferentes distancias del extremo 3" ha mostrado
que es posible detectar zonas de estos transcritos situadas entre 150 y 500 nucleo6tidos del
extremo en cantidades similares a la sonda completa o la del extremo 5°. Sin embargo, no es
facil establecer un patron de degradacion ya que la obtencion de los lisados se realiza en un
momento en el que el promotor atin estd activo y nuevas moléculas de transcrito se estan

sintetizando a la vez que otras se degradan.

2.4 - Cuantificacion de la vida media de mRNAs

Cuantificacion de la vida media de transcritos de 23S RNA

Una segunda aproximacion al analisis del efecto de la unién de la polimerasa sobre la

estabilidad de los transcritos consistio en el calculo de la vida media de éstos. Los transcritos,
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con la secuencia silvestre de 23S RNA o la version mutada C3A, se expresaron a partir del
promotor inducible por galactosa y reprimible por glucosa GALI0-CYCI del vector
pEMBLyex4 (Guarente et al., 1982; Cesareni y Murray, 1987). Este promotor se activaba
mediante el crecimiento de las células en un medio con galactosa durante varias horas para
lograr la acumulacion de un gran numero de transcritos y, después de reprimirlo en presencia
de glucosa, se cuantificaba la cantidad de RNA tomando muestras a lo largo del tiempo. De
esta forma era posible calcular la vida media de estos RNAs.

Considerando los resultados anteriores esperabamos que la vida media fuera menor en
los transcritos que no podian unirse a la polimerasa que en aquellos que si formaban
complejos con la misma. Sin embargo, los primeros resultados mostraron que la vida media
de ambos tipos de RNAs era muy similar independientemente de su capacidad para unirse a
la proteina (Fig. 36). Diversos experimentos con transformantes independientes produjeron

los mismos datos, que no estaban de acuerdo con los resultados obtenidos anteriormente.
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+ —

Poe . PO . S RNA
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15 T 1,5 T
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Figura 36: Vida media de los transcritos con secuencia de 23S RNA. Transcritos de 23S
RNA, con secuencia silvestre o con la mutacion C3A, se expresaron bajo el control del promotor
GALI0-CYCI. Después de crecer las células en presencia de galactosa, se reprimi6 la actividad
del promotor con glucosa y se tomaron muestras a distintos tiempos. Los RNAs se separaron en
geles de formaldehido y se transfirieron a una membrana de nylon, que se hibridé con una sonda
de 23S RNA de tamafio completo. Bajo cada panel se indica en porcentaje la disminucién en la
cantidad de transcrito. La pendiente de la recta que relaciona la cantidad de RNA y el tiempo
sirvio6 para calcular la vida media de cada tipo de transcrito.
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Cuando analizamos la expresion de pl04 a partir de estos plasmidos vimos que la
proteina no se estaba sintetizando o lo hacia con una eficiencia muy baja (Fig. 37A), por lo
que en ninguno de los dos casos el RNA podria estar protegido frente a las exonucleasas
celulares. La secuenciacion del promotor y de 23S RNA clonado en el plasmido no mostro
ninguna mutacion, por lo que el motivo por el que pl104 no se sintetizaba bien a partir de

estos vectores esta por el momento fuera de una explicacion logica.

A B

M C 1 2 M C 1 2
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Figura 37: Expresion de las polimerasas p104 y p91 a partir del
promotor GALI0-CYCI. A: La expresion de p104 a partir de los plasmidos
utilizados en la figura 36 se analizé mediante Western con anticuerpos anti-
pl04. Extractos de células transformadas con el vector que expresa 23S
RNA con la secuencia silvestre (carril 1) o con la mutaciéon C3A (carril 2)
crecidas en presencia de galactosa se separaron en un gel de acrilamida al
7,5% y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Como control se
muestra un lisado de la cepa 2928-5, que posee 23S RNA endogeno (carril
C). M, marcador de masa molecular, se indica el tamafio de las bandas mas
proximas a p104. B: Expresion de p91 a partir de vectores con la secuencia
de 20S RNA silvestre (carril 1) o mutada (carril 2) bajo el control del
promotor Gall0-CYC1, analizada mediante Western. En este caso el tiempo
de revelado fue menor que en el panel A, ya que las bandas de p91 se
detectaban con claridad.

Cuantificacion de la vida media de transcritos de 20S RNA

Decidimos entonces probar este sistema de vectores inducibles sobre el otro
Narnavirus, 20S RNA, para ver si obteniamos un mejor funcionamiento. Su cantidad en la
célula también se ve afectada por mutaciones en componentes del exosoma (Wickner et al.,
1990), lo que sugiere que su degradacion podria tener lugar a partir del extremo 3" y, por
tanto, asumimos que la unidn a su polimerasa p91 también podria proteger este extremo. Una
vez construidos los vectores con la secuencia de 20S RNA se comprobd que si que eran

capaces de traducirse para dar lugar a la polimerasa (Fig. 37B). El analisis de la velocidad de
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degradacion de los transcritos en una células silvestre mostré que la vida media de aquellos
que pueden unirse a p91 es algo mayor que la de los que no se unen a esta proteina (Fig. 38).
Esta diferencia no es tan grande como lo que esperabamos, lo que podria deberse a que no
hay suficientes moléculas de proteina para proteger todas las de RNA. Se hicieron también
algunos intentos en cepas mutadas en componentes del exosoma, como ski2A o ski4-1, en las
que se vio que la velocidad de degradacion de los transcritos era menor que en una cepa
silvestre, y que aquellos que se unian a la polimerasa tenian una vida media algo mayor que

los que no lo hacian (no mostrado).
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Figura 38: Estabilidad de transcritos con la secuencia de 20S RNA a lo largo del
tiempo. La secuencia de 20S RNA, silvestre o con una mutacién que impedia la unién a la
polimerasa, se clon6 bajo el control del promotor GALI0-CYC1. Se analiz6 la vida media
de cada uno de los transcritos generados por el vector con el mismo método utilizado en la
figura 36.
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3 - Expresion del ortologo humano hCSL4 en Saccharomyces cerevirisae

3.1 - Utilizacion de virus RNA como indicadores de la actividad del exosoma

El exosoma, un complejo multiproteico encargado de la degradacion y procesamiento
de ciertos RNAs, esta muy conservado a lo largo de la evolucion. No sélo se ha detectado en
varios organismos eucariotas (Andrulis et al., 2002) (Estevez et al., 2001) (Chekanova et al.,
2002), sino que complejos con estructura y funcion similares se han descrito en bacterias
(polinucleotido fosforilasas — PNPasas) (Sarkar y Fisher, 2006) y en archaea (donde también
recibe el nombre de exosoma) (Koonin ef al., 2001). La composicién exacta del exosoma
eucariota depende del organismo e incluso de su localizacion dentro de la célula, pero en
todos los casos estd formado por una estructura central compuesta por nueve subunidades
proteicas, denominada el ntcleo del exosoma. Estas nueve proteinas estan altamente
conservadas dentro de los organismos eucariotas, y son todas esenciales. Este nucleo es
cataliticamente inactivo, y a ¢l se asocian proteinas con actividad exonuclesa (Rrp44p y
Rrp6p en el caso de S. cerevisiae) (Dziembowski et al., 2007) (Briggs et al., 1998). Existen
también en la célula diversos factores que modulan la accion del exosoma (por ejemplo el
complejo SK7) (Anderson y Parker, 1998).

Diversas mutaciones en componentes del exosoma o en alguno de los factores que
modulan su accidon provocan un descenso en su actividad y, consecuentemente, un aumento
en el namero de copias de ciertos RNAs. Ademés de los RNAs propios de S. cerevisiae,
también aumenta la cantidad de algunos de los virus presentes en la levadura, como son los
del sistema killer (L-A, M1, M2) (Tho et al., 1978) (Tipper y Schmitt, 1991). Esto nos
proporciona un método sencillo para analizar la eficiencia de la actividad del exosoma
mediante la cuantificacion de los virus presentes en la cepa. Ademas, este sistema podria
utilizarse para estudiar en S. cerevisiae el efecto de mutaciones sobre los distintos
componentes del exosoma de organismos superiores. Debido al alto grado de conservacion
de este complejo en la evolucion, es posible que las proteinas que forman parte del exosoma
de otros organismos eucariotas sean funcionales en levaduras, lo que proporcionaria un
modelo sencillo para realizar estudios sobre el exosoma de organismos mas complejos.

Elegimos para este estudio el gen de S. cerevisiae SKI4, cuyo mutante puntual ski4-1
ya se ha descrito previamente en el Apartado 2.2 de Resultados. Su ortdlogo humano es el
gen hCSL4 (Raijmakers ef al., 2002b). SK/4 codifica una proteina de 31,5 KDa que posee un

dominio N-terminal similar a RPL27, un dominio S1 de uniéon a RNA y un dominio similar a
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los de union a zinc (Fig. 39A). Entre los dominios RPL27 y S1 posee una secuencia
espaciadora rica en aminoacidos cargados negativamente (Schaeffer er al., 2009). El gen
hCSL4 se describi6 por primera vez por homologia de secuencia con SKI/4, y experimentos
posteriores demostraron que hCsl4p forma parte del exosoma humano. Esta proteina tiene un

tamano de 21 KDa, y posee en su parte central un dominio S1 (Raijmakers et al., 2002a)

3.2 — Construccion de plasmidos y cepas necesarios

Plasmidos

El DNA que contiene el ORF de #CSL4 se obtuvo mediante amplificacion por PCR a
partir de una genoteca de cDNA de fibroblasto humano, utilizando los oligonucleo6tidos
RE480 y RE481. Se obtuvo un fragmento de 0'6 Kb que se clon6 en dos pldsmidos
diferentes:

- un derivado del plasmido de 2 um, de alto numero de copias, en el que la expresion del gen
estd controlada por el promotor constitutivo PGK/ (pRE1142)

- el plasmido centromérico pRS316 (Sikorski y Hieter, 1989), que posee s6lo una o dos
copias por cé¢lula. En este caso el gen se clond bajo el control del promotor del gen SK/4
(pRE1205). Debido al bajo numero de copias del pldsmido y la eleccion del promotor
esperabamos que las condiciones de expresion de ACSL4 a partir de este plasmido fueran
similares a las del gen SK/4 enddgeno de S. cerevisiae.

Sobre la secuencia de A#CSL4 clonada en el vector derivado del plasmido de 2 um se
realizd una mutacion puntual equivalente a la que se ha descrito en el mutante ski4-1.
Denominaré a este mutante como /csl4(G152E). En estos experimentos se utilizaron como
controles los plasmidos que expresaban el gen SK/4 y el mutante ski4-1 en los dos mismos
tipos de vectores.

Para ver la posible interaccion de hCsldp con el exosoma de S. cerevisiae
necesitabamos detectar de forma especifica alguno de sus componentes. Utilizamos la
proteina Dis3p, la unica proteina del complejo con actividad catalitica, que como se ha
mencionado anteriormente se habia clonado en un plasmido bajo el control del promotor
PGK]1. Para detectar la presencia de esta proteina se le anadié el epitopo TAP. También era
necesario marcar especificamente hCsl4p o Skidp, por lo que se modificaron los plasmidos
que expresaban estas proteinas fusionando a su secuencia el epitopo HA en los extremos N-
terminal. Todas las construcciones fueron secuenciadas por completo para comprobar que no

existian errores en los genes.
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La Tabla 5 recoge los vectores utilizados y las proteinas expresadas.

Tabla 5: Plasmidos utilizados para estudiar la expresion de #CSL4 en levaduras

Plasmido Derivado de Promotor Gen expresado
pRE1122 pRS316 SKI14 SK14
pRE1124 pRS316 SKI4 ski4-1
pRE1205 pRS316 SKI14 hCSL4
pRE1128 2 um PGK1 SKI14
pRE1129 2 um PGK1 ski4-1
pRE1142 2 um PGK1 hCSL4
pMR94 2 um PGK1 hesl4(G152E)
pMR108 2 um PGK1 SKI4-HA
pMR116 2 um PGK1 DIS3-14P
pMR117 2 um PGK1 hCSL4-HA
Cepas

Para los siguientes experimentos se han utilizado diversas cepas: la cepa estandar
BY4741, la cepa 969 (ski4-1, Tabla 2), y varias cepas delecionadas en el gen SK/4. Al ser un
gen esencial, era necesario introducir en estas células un plasmido que expresara una proteina
que complementara la delecion. La construccion de estas cepas se realizo transformando el
diploide heterozigotico SKI4/ski4A de la coleccion EUROFAN con el plasmido que
expresaba SKI/4 bajo el control del promotor PGKI. La cepa transformada se esporuld y
mediante micromanipulacion de tétradas se selecciond una ascospora que poseia el gen
delecionado (1004). A partir de esta cepa, que era viable gracias a la presencia del plasmido
que expresaba SK/4, se obtuvieron cepas derivadas, sustituyendo el plasmido PGK-SKI4 por
otros con las construcciones PGK-ski4-1 (1008) o PGKI1-hCSL4 (1005). También se intento
obtener mediante el mismo procedimiento una cepa que fuera capaz de crecer a partir del
plasmido centromérico que posee el cDNA de ZCSL4 bajo el control del promotor del gen
SK14, pero no se logro, por lo que todos los experimentos que se describen a continuacion se

han realizado utilizando los plasmidos multicopia con el promotor PGK].
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3.3 - Efecto de la expresion de hCsl4p en S. cerevisiae

Complementacién del crecimiento de la cepa ski4A

La obtencidn de una cepa delecionada en SK/4 que crecia a partir de un plasmido que
expresaba hACSL4 indicaba que, tal y como estaba descrito en la literatura, este gen
complementaba el defecto en crecimiento de la cepa ski4A. Para ver como era esta
complementacion, se comparo el crecimiento con el de la misma cepa complementada con el
gen SKI4 o la version mutada ski4-1. Para ello se inocularon en medio rico y se dejaron
crecer a 28 °C durante 24 horas. Se tomaron muestras a distintos tiempos, midiendo la
densidad oOptica de los cultivos, sin que se observaran diferencias significativas entre ellas (no
mostrado). Ademas se crecieron a 28 °C en una placa de medio rico diluciones seriadas de
in6culos de cada una de las cepas, en las que no se observé diferencias en el crecimiento ni
en la morfologia de las colonias (Fig. 39B). Este experimento se repiti6 a 37 °C obteniéndose

el mismo resultado.
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Ski4p (31,5 KDa)
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Figura 39: Complementacion de la cepa ski4A con el gen humano ACSL4.
A: Esquema de los dominios de las proteinas Ski4p y hCsl4p. B: Crecimiento de
la cepa ski4 A transformada con plasmidos que expresan los genes SKI4, ski4-1'y
hCSL4. Sobre una placa de medio YPAD se depositaron diluciones seriadas
1:10 de cultivos de la cepa ski4Atransformada con los plasmidos que
expresaban los genes indicados a la izquierda de los paneles. Las placas se
dejaron crecer varios dias a 28 °C (panel izquierdo) y a 37 °C (panel derecho).
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Para estudiar si la expresion de 2CSL4 tenia algin efecto especifico sobre la cantidad
de los virus RNA en S. cerevisiae decidimos analizar el numero de copias de algunos virus de
la familia Totiviridae: L-BC, L-A y su RNA satélite M1. La cantidad de todos ellos, como se

ha mencionado anteriormente, aumentaba en cepas que portaban la mutacion ski4-1.

Efecto de ACSL4 sobre el numero de copias de L-BC

La cepa 969 posee los virus L-A, L-BC y M2. La cantidad de uno de los virus puede
variar en relacién con la cantidad del otro debido a fendmenos de exclusion (Field et al.,
1982) (Ball ef al., 1984), por lo que decidimos eliminar algunos de ellos para trabajar con una
cepa que soOlo tuviera uno de los virus. L-A es mas inestable que L-BC y la célula puede
perderlo facilmente por crecimiento a alta temperatura. La pérdida de L-A implica también la
de M2, su RNA satélite, que no puede mantenerse en la célula si L-A no estd presente. Se
realizd un aislamiento de colonias en medio YPAD que se dejo crecer a 39 °C durante 72
horas. Se analizé el RNA de varias colonias mediante Northern y se seleccionaron aquellas
en las que no habia L-A pero si L-BC. La cepa asi generada (986) se transform6 con los
plasmidos que expresaban SK/4, hCSL4 y sus mutantes inactivos. La cantidad de virus en
cada uno de los transformantes se cuantifico mediante un Northern que se hibridé con una
sonda especifica de L-BC. Las células que expresaban el gen SK/4 presentaban una gran
reduccién en la cantidad del virus con respecto a las cepas que expresaban el mutante ski4-1.
La expresion del gen hCSL4 provocaba una disminucion en la cantidad de L-BC con respecto
al mutante ski4-1, aunque el efecto era menor que el de SK/4. Las células que expresaban
hesl4(G152E) poseian una cantidad de virus similar a las de la cepa con el mutante ski4-1/
(Fig. 40). Estos resultados indican que la expresion #CSL4 reduce la cantidad de L-BC en
una cepa mutante ski4-/, aunque no con tanta eficiencia como el gen propio de S. cerevisiae
SKI4. Por otra parte, la falta de actividad del gen AZCSL4 cuando se introduce en ¢l una
mutacion equivalente a la de ski4-1 sugiere que su funcion en las células humanas es similar

a la que tiene SK/4 en la levadura.
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Figura 40: Efecto de la expresion de #CSL4 sobre el virus L-BC. La cepa 986
(ski4-1), que posee el virus L-BC, se transformoé con los plasmidos que expresaban
los genes SKI4 y hCSL4 y sus mutantes inactivos ski4-1(G253E) y hcsl4(G152E).
Se realizé una electroforesis con un extracto total de sus RNAs, seguida de un
Northern. La membrana se hibridé con una sonda especifica de L-BC. Se muestran
tanto la tincion con bromuro de etidio como el Northern, con dos transformantes de
cada plasmido. Bajo el Northern se indica la cantidad relativa de L-BC en cada
cepa.

Efecto de ACSL4 sobre L-A y M1 en una cepa ski4A

La cepa 986 utilizada para ver el efecto sobre L-BC posee una copia enddgena del gen
mutado ski4-1. Quisimos analizar el efecto de la expresion de ZCSL4 sobre una cepa que
careciera por completo del gen endodgeno, utilizando los mutantes delecionados ski4A
complementados con los plasmidos que sobreexpresan SKI4, ski4-1 y hCSL4. Estas cepas
carecen de los virus L-A y M1 que nos interesaban, por lo que éstos se introdujeron en ellas
mediante citoduccion. El virus L-A se introdujo a partir de la cepa 2404, mientras que los
virus L-A y M1 procedian de la cepa 1368. M1 no puede introducirse en solitario ya que es
un RNA satélite que necesita de la presencia de L-A para mantenerse en la célula. Se
prepararon RNAs de estas cepas y se analizaron mediante Northern (Fig. 41). Los resultados
obtenidos con estos virus coinciden con lo visto con L-BC: la cantidad de copias de L-A es
mucho menor en la cepa que expresa SK/4 que en la que expresa ski4-1, mientras que las
células que llevan el gen A/CSL4 muestran una cantidad de virus intermedia entre las otras dos
(Fig. 41A). En el caso del virus M1, la tnica diferencia es que éste parece mas sensible a la
accion de SKI4 y hCSL4, y la cantidad relativa observada en la cepa complementada con

ski4-1 es mayor que las que se habian visto para los otros virus (Fig. 41B).
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Figura 41: Efecto de hCSL4 sobre L-A y MI1. Los virus L-A y M1 se
introdujeron mediante citoduccion en cepas ski4A complementadas con distintos
plasmidos. Con el RNA total de estas células, se realizaron Northerns en los que
se cuantifico la cantidad de virus presente en cada cepa hibridandolos con
sondas especificas. A: Células en las que se ha introducido L-A a partir de la
cepa 2404. B: Células en las que se ha introducido M1 y L-A a partir de la cepa
1368. Bajo los Northerns se indica la cantidad relativa de virus en cada cepa con
respecto a la que expresa el gen SK/4 silvestre.

El tamafio de Skidp es significativamente mayor que el de hCsl4p (31,5 KDa frente a
21 KDa), y si se comparan ambas proteinas se ve que al mayor grado de homologia entre
ellas se encuentra en la mitad de la molécula mas cercana al extremo C-terminal (Fig. 42A),
en el dominio S1. En la region de mayor homologia, entre los aminoacidos 201-258 de Skidp
y 99-155 de hCsldp, la identidad entre ambas proteinas es del 60%. Quisimos analizar si el
tercio N-terminal de Ski4p, que no estd presente en hCsldp, era necesario para la funcion de
Skidp en la degradacion de virus RNA, lo que explicaria la menor eficiencia de hCsl4p vista
en experimentos anteriores. Para ello, construimos un plasmido que expresaba una proteina
Skidp truncada que carecia de los aminoacidos situados entre las posiciones 14 y 111 (Fig.
42B). Transformamos con este vector la cepa 1005 (ski4A, PGKI1-hCSL4), y eliminamos de
ella el plasmido que expresaba ACSL4. Finalmente, introdujimos por citoduccion L-A, y
comparamos la cantidad del virus con las otras cepas ski4A (Fig. 43). El nimero de copias de

L-A en esta cepa era similar al que se detectaba en células que expresaban el gen silvestre
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SKI4, por lo que esta zona delecionada no es necesaria para la actividad exonucleasa del

exosoma, al menos en lo que respecta a este virus.

A

m m n o EE 5 B O
consenso MACNVOFPEIAIPGELLCNLEGTENKDGSDIIENYVPGSGTKLIQYTHNGRILSALAGTLVGSVENEEEK
1 1 1 1 1 1 1
10 20 30 40 50 60 70
hCSL4 MAPPVRY - --CIPGERLCNLE----- EGS------- PGSGT----YTRHGYIFSSLAGCLMKSSEN---- 48
SKI4 MACNFQFPEIAYPGKLICPQYGTENKDGEDIIFNYVPGPGTKLIQYEHNGRTLEAITATLVGTYRCEEEK 70
o—>
| N | Il B H Il
consenso KTDQEEEREGTDOSTEEEKSVGALPNDVTRRTVKNIVYSVVRGTESGRKTNKYANNDFANLLPDVGAIVL
80 90 100 110 120 130 140
hCSL4 e GALP-- -~ VVSVVRETES - - -~ QLLPDVGAIVT 72
SKI4 KTDQEEEREGTDQSTEEEKSVDASPNDVTRRTVKNILVSVLPGTEKGRKTNKYANNDF ANNLPKEGDIVL 140
<o
n EEmE & I EmE N
consenso TKYSSLSLORANVEILAVGSKPSPIDSGIGSNGSGIVAAGGGSGAATFSVSOASSDLGESFRGIIRSEDY
1 1 1 1 1 1 1
150 160 170 189 199 200 210
hCSL4 CKVSSINSRFAKVHILYVGSMP == - - - == oo e LKNSFRGTIRKEDYV 108
K14 TRVTRLSLQRANVEILAVEDKPSPIDSGIGSNGSGIVAAGGGSGAATFSYSQASSDLGETFRGIIRSQDV 210
EEN BN 0 I I I I I N E B | B B |
consenso RATDKDKVEVIESFKPGDIVLAQVLSLGDGQSNYLL TTAENDLGYVVAHAANGAGGLMVAI SNQEMTSPY
220 230 240 250 260 270 280
hCSL4 RATEKDKVEIYKSFRPGDIVLAKVISLGDAQSNYLL TTAENELGVVVAHSE - -SGIQMVPISNCEMQCPK 176
SK14 RSTDRDRVKVIECFKPGDIVRAQVLSL GDG-TNYYLTTARNDLGYVFARAANGAGGLMYATDNQMMTSPY 279
[ | EEE *
consenso TGATEKRKVAKVQPEFLOT
1
290
hCSL4 THTKEFRKVARVOPEFLQT 195
SK14 TGATEKRKCAKPF 292
S1
hCsl4p
RPL27 S1 Zn
Skidp
Tl S1 Zn
skidp-truncada

Figura 42: Comparacion de hCsldp, Skidp y su version truncada. A: Comparacion
mediante ClustalW de la secuencias de las proteinas Skidp y hCsldp. Sobre la secuencia
consenso se indican en rojo los aminoacidos idénticos. La zona acotada por los puntos negros
y las flechas (aminoacidos 14-111) se elimin6 para dar lugar a una version truncada de Ski4p.
Los aminoacidos modificados en los mutantes ski4-1(G253E) y hcsi4(G152E) se han
sombreado y marcado con un asterisco. B: Esquema de los dominios de las proteinas Ski4p,
hCsl4p y ski4p-truncada. Las lineas discontinuas indican la truncacion.
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Figura 43: El tercio N-terminal de Ski4p no es necesario para su efecto sobre la
cantidad de L-A. En la cepa ski4A complementada con la version truncada de Skidp se
introdujo L-A por citoduccion. Se obtuvieron RNAs totales de esta célula y de las cepas
ski4A complementadas con SKI4, ski4-1 y hCSL4 (figura 41A) y se realizé un Northern.
Bajo el panel derecho se indica la cantidad relativa de virus L-A en cada caso.

3.4 - Interaccion de hCsl4p con componentes del exosoma de S. cerevisiae

La disminucién del numero de copias de diversos virus RNA al expresar ACSL4 en las
células sugiere que el gen humano es capaz de formar parte del exosoma de la levadura. Para
comprobar que esto efectivamente ocurre asi, disefamos distintas estrategias que buscaban
detectar la interaccion entre hCsl4p y uno de los componentes del exosoma, la exonucleasa
Dis3p:

1 - Cosedimentacion de ambas proteinas en gradientes de glicerol
2 - Coinmunoprecipitacion utilizando anticuerpos especificos
3 - Copurificacion

En los tres casos se utilizaron plasmidos que expresaban las proteinas de estudio

fusionadas a epitopos especificos: hCsl4p-HA y Dis3p-TAP. Como control se uso la proteina

propia de levaduras Ski4p fusionada al epitopo HA.

Cosedimentacién en gradientes de glicerol

La cepa BY4741 se transformo con los dos plasmido que expresaban Dis3p-TAP y
hCsl4p-HA. Como control, se expresaron en la misma cepa Dis3p-TAP y Skidp-HA. Los
extractos de estas células se enriquecieron en los componentes del exosoma mediante una
centrifugacion a baja velocidad, seguida de una ultracentrifugacion y se posteriormente se
centrifugaron en un gradiente de glicerol, tal y como se describe en Materiales y métodos
(Apartado 3.17). Las proteinas de las fracciones se analizaron mediante Westerns que se

revelaron con anticuerpos especificos contra los epitopos TAP y HA. Estos experimentos
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mostraron que mientras que el pico de Dis3p-TAP estaba alrededor de la fraccion 15 (Fig. 44,
panel superior), hCsl4p-HA se detectaba en fracciones mas ligeras del gradiente, alrededor de
la 17 (Fig. 44, panel intermedio). Esto parecia indicar que quizds hCsl4p no estaba
interaccionando con los componentes del exosoma. Sin embargo, cuando analizamos la
sedimentacion de la proteina de levaduras Ski4p-HA, observamos un comportamiento similar
al de hCsl4p-HA (Fig. 44, panel inferior). La diferencia en la sedimentacion entre estas
proteinas podria explicarse debido a que estan expresadas bajo el control de un promotor que
genera una gran cantidad de proteina. Al haber en la célula mas copias de estas proteinas que
del resto de los componentes del exosoma, existiria una parte considerable de las mismas no

unidas al exosoma que migrarian en distintas fracciones debido a su diferente tamafio.

Cepa BY4741
Pesadas Ligeras
Fracciones 1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23
Dis3p-TAP — —
A
hCsl4p-HA — —

A
Skidp-HA — —

A

Figura 44: Sedimentacion de Dis3p-TAP, hCsl4p-HA y Skidp-HA en un
gradiente de glicerol. Lisados de la cepa BY4741 transformada con los
plasmidos que expresaban estas proteinas se sometieron a distintas
centrifugaciones para enriquecerlos en los componentes del exosoma. Estos
extractos se centrifugaron durante 24 horas en un gradiente del 10% al 30% de
glicerol y se recogieron 24 fracciones. Se detectd la presencia de las proteinas
realizando un Western con anticuerpos especificos contra los epitopos HA o TAP.
Se muestra el resultados de las fracciones impares del gradiente. Las flechas
indican los picos de sedimentacion de cada proteina.

Coinmunoprecipitacion

Esta estrategia consistié en la inmunoprecipitacion de una de las proteinas marcadas,
bien Dis3p-TAP o bien hCsl4p-HA, con anticuerpos especificos, y la deteccion de la otra

proteina en el inmunoprecipitado. Para ello se trasformo la cepa BY4741 con los plasmidos
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que expresaban ambas proteinas y se obtuvieron extractos enriquecidos como los que se
describen en el apartado anterior. Estos extractos se incubaron con anticuerpos especificos
contra los epitopos HA o TAP en presencia de proteina A sefarosa como se describe en
Materiales y métodos (Apartado 3.16). Al analizar las proteinas presentes en los
precipitados mediante Western vimos que esta estrategia no era viable, ya que una parte
considerable de Dis3p-TAP o hCsl4p-HA precipitaba en estas condiciones de forma
inespecifica incluso en ausencia de anticuerpos (no mostrado). Ademas, observamos una
reaccion cruzada entre los anticuerpos utilizados, ya que los usados para detectar HA también

interaccionaban con la proteina Dis3p-TAP.

Copurificacion

El epitopo TAP posee un sitio de union a calmodulina, lo que hace que pueda
utilizarse para la purificacion de proteinas. Esto abria la opcion de purificar Dis3p-TAP y ver
st hCsl4p-HA copurificaba con ella. Se utiliz6 un extracto celular de la cepa BY4741
transformada con los plasmidos que expresaban Dis3p-TAP y hCsl4p-HA, enriquecido en
componentes del exosoma. Este extracto se incubd con una resina de afinidad, a la que
Dis3p-TAP se unia especificamente, y después se eluyd esta proteina, obteniéndose seis
fracciones que se analizaron mediante Western. Ambas proteinas Dis3p-TAP y hCsl4p-HA
fueron detectadas en las fracciones eluidas, principalmente en las fracciones 2 y 3 (Fig. 45A).
Para comprobar que el epitopo HA no estaba interaccionando con la resina se repitio el
experimento con una cepa en la que se expresod unicamente hCsl4p-HA. En este caso esta
proteina no se une a la resina y no se detecta en las fracciones eluidas (Fig. 45B). Por lo
tanto, este resultado muestra que existe una interaccion entre Dis3p y hCsl4p, lo que junto al
efecto de la expresion de AZCSL4 sobre los virus RNA indica claramente que hCsl4p esta

formando parte del exosoma en S. cerevisiae.
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Cepa BY4741

Dis3p-TAP + hCsl4p-HA
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D1S3p-TAP — | — s e —— Anti-TAP

hCsldp-HA — |wm ]

B hCsl4p-HA
E 123 4 56

hCsl4p-HA — e

Fig. 45: Copurificacion de hCsl4p-HA junto con Dis3p-
TAP. Lisados celulares enriquecidos en componentes del
exosoma se incubaron con una resina de afinidad por
calmodulina, a la que el epitopo TAP se une de forma
especifica. Las proteinas retenidas por la resina se eluyeron
posteriormenente en seis fracciones, que se analizaron
mediante Western utilizando anticuerpos que detectaban los
epitopos HA y TAP. A: Analisis de una cepa que expresaba
las proteinas Dis3p-TAP y hCsldp-HA, revelado con
anticuerpos anti-TAP (panel superior) y anti-HA (panel
inferior) B: Analisis de una cepa que expresaba Unicamente
hCsl4p-HA, revelado con anticuerpos anti-HA. E: extracto
total con las proteinas del lisado. 1-6: fracciones eluidas de la
resina.
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1 - Seiiales de replicacion en cis en el genoma de 23S RNA

Las sefiales de replicacion en cis existentes en los genoma de un gran numero de
virus RNA han sido estudiadas por diferentes laboratorios. La mayoria de estas sefiales se
han detectado en los extremos 3°, que es donde comienza la sintesis de la cadena
complementaria, ya que el molde es leido en sentido 3"—5". En muchos casos se ha visto
que estas sefiales se encuentran en estructuras secundarias similares a la de los tRNAs (Mans
et al., 1991): por ejemplo en los Nodavirus (Rosskopf et al., 2010), en el virus del mosaico
del tabaco (TMV) (Takamatsu et al., 1990), en el virus del mosaico del bromo (BMV)
(Chapman y Kao, 1999), etc. En algunos de estos virus también se han detectado sefiales de
replicacion en el extremo 5° (Rosskpopf et al., 2010) (Takamatsu et al., 1991) (Chapman et
al., 1998). El sistema de generacion de 23S RNA a partir de un vector de expresion usado en
este trabajo constituye una herramienta excelente para la busqueda de este tipo sefales, que
hemos realizado en ambos extremos de la cadena (+) y también en el extremo 3" de la

cadena (-).

1.1 - Seiiales de replicacion en el extremo 3” de la cadena (+)

Los ultimos 35 nucledtidos del extremo 3° de 23S RNA forman una estructura
secundaria en horquilla similar al brazo aceptor de un tRNA, y experimentos previos a la
realizacion de este trabajo habian descrito la existencia en ella de una sefial bipartita de
replicacion compuesta por las dos purinas desapareadas y las Gltimas cuatro citosinas (Fig.
11) (Fuyjimura y Esteban, 2004a). La sustitucion de cualquiera de estas purinas por
pirimidinas o modificaciones en la tercera o cuarta citosina anulaban por completo la
capacidad de replicacion del virus, mientras que cambios mayores en otras zonas de la
horquilla no afectaban a la generacion de 23S RNA, siempre que se mantuviera la estructura
secundaria. Estos datos sugerian que la funcion de esta horquilla podria ser la de servir como
andamiaje o soporte para la senal bipartita. Esta hipotesis esta reforzada por los resultados
obtenidos en esta Tesis, ya que la mayor parte de los cambios analizados en los que se

modificaba la distancia o la posicion relativa entre los dos elementos de la sefial bipartita
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eliminaban la replicacion. Ademas, la funcion de la estructura en horquilla también es la de
proveer a las purinas desapareadas de un entorno adecuado, ya que se ha visto que éstas
deben encontrarse en una estructura bicatenaria para que 23S RNA pueda generarse.

En alguno de los otros virus nombrados anteriormente, como el virus del mosaico del
bromo, se ha descrito que estas sefales estan implicadas en el reconocimiento del RNA por
su polimerasa (Chapman y Kao, 1999) . En el caso de 23S RNA, que carece de una capsida
proteica y permanece unido a su polimerasa incluso en ausencia de replicacion (complejos
en estado de reposo), la union entre el genoma y p104 podria tener una gran importancia
para la persistencia viral, ademas de servir como una sefial para el inicio de la replicacion.
Datos previos de nuestro grupo habian demostrado que la sefal bipartita de replicacion era
necesaria para la union entre el genoma de 23S RNA vy su polimerasa (Fig. 15) (Fujimura y
Esteban, 2004b). El analisis de los mutantes del extremo 3" de 23S RNA mediante
experimentos de inmunoprecipitacion realizado en este trabajo ha mostrado que existe una
correlacion entre los resultados obtenidos en generacion viral y los de union entre el RNA y
la polimerasa. Todas las sefiales necesarias para la replicacion detectadas en este extremo
estdn implicadas en la formacion de complejos 23S RNA/p104, lo que recalca la gran
importancia que tiene la unién entre el genoma y la polimerasa para la permanencia del virus
en la levadura. Todos estos datos indican, por tanto, que la polimerasa se estd uniendo al
extremo 3" de 23S RNA en esta estructura al igual que ocurre en el otro Narnavirus, 20S
RNA, en el que se ha demostrado la interaccion directa entre el RNA y su polimerasa en el
extremo 3" en complejos 20S RNA/p91 semipurificados (Fujimura y Esteban, 2007). Esta
interaccion se tratd de detectar de forma similar para 23S RNA y p104, pero en nuestras
condiciones experimentales estos complejos son mas labiles y no fue posible determinar la

union en este extremo.

1.2 - Seiiales de replicacion en el extremo 3° de la cadena (-)

Segun el ciclo replicativo mostrado en la figura 6, la polimerasa p104 debe realizar la
replicacion no solo de la cadena (+) de 23S RNA, sino también de la (-). Esta cadena debe,
por lo tanto, poseer sefiales de replicacion en cis. Los extremos 3” de ambas cadenas tienen
ciertas caracteristicas comunes, ya que los dos comienzan con cuatro citosinas seguidas por
una estructura secundaria en horquilla con bases desapareadas en el centro de su brazo (Fig.
17). Estas similitudes sugerian que sobre esta estructura de la cadena (-) podian encontrarse

las sefiales de replicacion. Debido a que no es posible generar el virus a partir de un unico
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vector que exprese la cadena (-) de 23S RNA, utilizamos el sistema de dos plasmidos
descrito en la figura 18, introduciendo cambios en el vector que expresa el molde de
polaridad negativa. Lamentablemente, el andlisis no podia ser tan exhaustivo como el de la
cadena (+) debido a que las mutaciones que se introducian sobre este extremo afectaban
también al extremo 5” de la cadena (+), donde la secuencia no codificante es de tan solo seis
bases.

Cuando se analizaron las primeras cuatro citosinas, se vio que las dos primeras
podian modificarse sin afectar a la replicacion viral, pero sustituciones de la tercera o cuarta
evitaban la generacion de 23S RNA. Este resultado es idéntico al obtenido para la cadena
(+). El hecho de que las cuatro primeras bases sean iguales en ambas cadenas y posean la
misma sefial sugiere que el mecanismo de iniciacion de la replicacion podria ser el mismo.
Sin embargo, cuando se cuantifica la cantidad de cadenas de cada polaridad que existen en la
célula, se ve que el numero de cadenas (-) es aproximadamente un 1% del de cadenas (+)
(Esteban y Fujimura, 2003). Probablemente otras sefiales presentes en la cadena (-) modulan
esta actividad haciendo que sea mas eficiente que la sintesis a partir de la cadena (+).

El andlisis del resto de la estructura en horquilla mostrdé en principio resultados
sorprendentes, ya que mientras que un cambio en una de las bases desapareadas disminuia
poco la eficiencia de generacion, modificaciones en un Unico nucledtido del brazo y que no
afectaban a la estructura secundaria del RNA producian un gran efecto. En experimentos
posteriores se vio que esta menor eficiencia de generacion se debia, al menos en parte, a una
pobre traduccion de p104 a partir de la cadena (+) complementaria. No es posible determinar
la importancia que tiene cada una de estos dos factores (efecto de la modificacion en la
cadena (-) sobre la replicacion y efecto de la modificacion en la cadena (+) sobre la
traduccion) en la eficiencia de generacion viral. Incluso en alguno de los casos podria ocurrir
que los cambios introducidos en la cadena (-) no tengan efecto en absoluto sobre la
replicacion. Esto no significa que no existan sefiales de replicacion sobre esta primera
estructura del extremo 3°, sino que con la aproximacion utilizada no es posible obtener
resultados mas concluyentes. Es destacable que mutaciones en un unico nucleétido tengan
un efecto tan grande sobre la traduccion de p104, ya que la estructura secundaria de los
extremos 5" de 23S RNA sufre cambios minimos (la figura 46 muestra como ejemplo las

estructuras de los mutantes G27A y A33C).
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Figura 46: Prediccion de la estructura secundaria del extremo 5” de las cadenas (+) de
los virus mutados en el extremo 3" de la cadena (-). Utilizando el programa MFOLD se
predijo la estructura secundaria de los primeros 89 nucleétidos del extremo 5” de la cadena
(+) correspondiente a las modificaciones introducidas en el extremos 3 de la cadena (-). Se
muestra el resultado obtenido para los mutantes G27A y G33A, asi como la variacion de
energia libre de cada estructura. Los nucleétidos modificados se indican con flechas y en
color rojo.

1.3 - Seiiales de replicacion en el extremo 5” de la cadena (+)

En el caso del extremo 5 el andlisis ha sido mucho menos exhaustivo que en el
extremo 3" de la cadena (+), debido a que sélo se han analizado algunos cambios que no
afectaban a la secuencia de la proteina dentro de dos estructuras secundarias de este extremo.
Los resultados obtenidos muestran que en la estructura en horquilla situada entre los
nucledtidos 90 y 126 existen sefiales en cis imprescindibles para la replicacion viral. Debido
a que todas la sefiales de replicacion detectadas en el extremo 3" estaban ademas implicadas
en la union entre el genoma y pl04, suponemos que también en este caso podrian ser
necesarias para la formacion de los complejos, y que la union entre el RNA y la polimerasa
se produciria en esta zona, de manera similar a lo que ocurre con el Narnavirus 20S RNA
(Fujimura y Esteban, 2007).

Para poder realizar un analisis mas detallado de las sefiales de replicacion o la union
entre el genoma y la polimerasa en este extremo seria necesario desarrollar una nueva

estrategia que permitiera la introduccion de cualquier tipo de mutacion en la secuencia viral
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sin tener en consideracion la proteina codificada. Para ello se necesitaria un sistema que
aportara en trans la polimerasa p104. La forma mas eficiente seria a partir del propio virus,
introduciendo el vector de expresion modificado en la zona de interés en una cepa que ya
posea 23S RNA enddgeno. Pero en ese caso para ver si el transcrito mutado en su extremo 5°
esta replicandose o uniéndose a p104 seria necesario poder distinguirlo de las moléculas del
virus enddgeno. Es posible introducir unos pocos cambios en la secuencia viral que no
afectan a la replicacion y que permiten distinguir al virus generado a partir de un vector de
un virus silvestre mediante amplificacion por PCR de la zona modificada (Esteban y
Rodriguez-Cousifio, 2008). Con una oligosonda especifica para esta zona modificada seria
posible realizar el analisis de la replicacion viral o la formacion de complejos en mutantes
del extremo 5°. Sin embargo, habria que tener en cuenta que en estos casos coexistirian
dentro del citoplasma de S. cerevisiae dos moléculas de RNA con una secuencia casi
idéntica, por lo que podria existir el problema de que se produjeran fendmenos de
recombinacion entre ellas, lo que afectaria a los resultados. Este tipo de estrategia se esta
considerando para experimentos futuros.

En ambos Narnavirus el codon de inicio de traduccion se encuentra muy cerca del
extremo 5, y la polimerasa no se une a las primeras bases de este extremo, sino a una
estructura situada a 70 nucleodtidos en el caso de 20S RNA (Fig. 22), y parece que en la
horquilla que comienza en la base 90 en 23S RNA. Es posible que esto sirva para facilitar el
reconocimiento de dicho coddn de inicio por la maquinaria de traduccidon, aunque no resulta
facil especular sobre ello ya que la traduccion de los Narnavirus no parece ajustarse a
ninguno de los modelos conocidos. El principal mecanismo de traduccion en eucariotas es
dependiente del grupo CAP del extremos 5” del RNA, que se asocia al complejo elF-4F, lo
que favorece la interaccion con los ribosomas (Sonenberg, 1994). A pesar de que las
proteinas celulares implicadas en la sintesis del grupo CAP, el dimero Cetlp-Ceglp, con
actividad trifosfatasa y guanililtransferasa (Yamada-Okaba et al., 1998) (Gu et al., 2010), y
Abdlp (Mao et al., 1995), con actividad metiltransferasa, tienen localizacion nuclear, varios
virus han desarrollado estrategias para dotar de un CAP al extremo 5° de sus genomas. El
virus del mosaico del tabaco (TMV) codifica una proteina con dominios guanililtransferasa y
metiltransferasa (O'Reilly ef al., 1998), mientras que la polimerasa del virus de la gripe
hidroliza extremos 5° de mRNAs celulares para usarlos para su replicacion (Plotch et al.,
1981) (Li ef al., 1998). La polimerasa de 23S RNA, p104, no muestra ningiin dominio con
actividades similares a éstas, por lo que es probable que su genoma carezca de CAP y no

pueda utilizar esta via para la traduccidon. Se ha descrito un segundo método, independiente
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de CAP, que se identifico por primera vez en picornavirus (Jang ef al., 1988) (Pelletier y
Sonenberg, 1988), y que posteriormente se ha comprobado para otros virus (Hellen y
Pestota, 1999) (Domier y McCoppin, 2003). En este caso la maquinaria de traduccion se une
a zonas no codificantes del RNA anteriores al codon de inicio de la proteina, denominadas
IRES (internal ribosomal entry site). No se ha encontrado una secuencia ni estructura comun
entre los diferentes IRES, aunque suelen estar muy estructurados. De nuevo, este mecanismo
parece no poder aplicarse a los Narnavirus, ya que las zonas situadas antes del codon de
inicio en el extremo 5 de 20S RNA y 23S RNA son de tan solo doce y seis nucledtidos
respectivamente (Fig. 22). Es posible que en ambos virus las secuencias o estructuras
secundarias proximas, situadas dentro de la zona codificante, estén implicadas en la union a
los ribosomas, lo que explicaria por qué pequefias modificaciones en esta zona tienen un
gran efecto sobre la traduccidon, como se ha visto al estudiar la generacion viral a partir de la

cadena (-).

1.4 - Reparacion de las dos primeras citosinas de los extremos 3"

Dentro de las cuatro primeras citosinas del extremo 3°, que son uno de los
componentes de la sefial bipartita de replicacion, la modificacion de cada una de las bases no
tiene el mismo efecto sobre la generacion viral. Mientras que la sustitucion de la tercera o
cuarta citosina evita la replicacion, la primera o segunda base tanto de la cadena (+) como de
la (-) pueden ser modificadas o delecionadas sin que ello tenga efecto apreciable. Se ha visto
que la mayoria de los virus generados a partir de vectores con alguna de estas mutaciones en
la cadena (+) han recuperado la secuencia silvestre (Fujimura y Esteban, 2004a). Lo mismo
ocurre en la cadena (-).

No sabemos aun cual es el sistema que esta realizando la reparacion de estas dos
bases en 23S RNA. En otros virus RNA de polaridad positiva también se han visto
fenomenos de este tipo, y se han identificado o sugerido diversos mecanismos responsables
de la reparacion. Por ejemplo, el virus del arrugado del nabo (TCV) posee un RNA satélite
denominado SatC en el que se han descrito hasta tres sistemas diferentes para reparar
deleciones del extremo 3" segin el numero de nucledtidos que falten. Las deleciones de seis
a ocho nucleotidos se reparan mediante la sintesis abortiva de oligonucledtidos que actiien
como cebador en la replicacion de la cadena de polaridad negativa (Simon y Carpenter,
1996), mientras que las que abarcan un menor nimero de bases lo hacen por recombinacion

con el genoma viral o por adicion de nucleotidos en ausencia de molde realizada por su
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propia polimerasa (Simon y Guan, 2000). En el caso del RNA3 del virus del mosaico del
bromo (BMYV), se ha descrito la existencia de dos mecanismos diferentes para la reparacion
de las tres ultimas bases del extremo 3" (CCA) dependiendo de que hayan sido sustituidas o
delecionadas (Kao et al., 2005). Los resultados apuntan a que la propia polimerasa viral
participa en la reparacion de las sustituciones, pero no se excluye que haya proteinas del
hospedador implicadas en el proceso. Uno de las principales candidatos a participar en este
proceso es la tRNA nucleotidiltransferasa, enzima encargada de afadir los tres nucleotidos
CCA a los tRNAs celulares, que es capaz de interaccionar in vitro con el extremo 3" de
varios virus, incluyendo el BMV (Joshi ef al., 1983).

(Podria estar reparandose 23S RNA mediante algn sistema similar? A pesar de que
el nucleotido terminal de los extremos 3" de ambas cadenas es una citosina, se ha visto que
en aproximadamente un 15-20% de los casos existe una adenina extra (Esteban, Tesis
doctoral, 1993). Ademads, las horquillas de dichos extremos tienen una gran semejanza
estructural con el brazo aceptor de un tRNA (Fig. 47). Esto permite especular que la tRNA
nucleotidiltransferasa pudiera ser la responsable de la reparacion en 23S RNA. En este
contexto se enmarcan algunos de los experimentos descritos en este trabajo, en los que se
modificaron estas dos ultimas citosinas en alguno de los mutantes en los que se aumentaba o
disminuia el tamafio del brazo superior para ver si estas modificaciones afectaban a la
reparacion (Fig. 25). En general, la generacion viral en estos mutantes es mucho menos
eficiente cuando se ha modificado la segunda citosina. Aun asi, al analizar la secuencia se ve
que en la mayor parte de las moléculas se ha producido la reparacion y tienen un extremo 3’

con cuatro citosinas.

23S RNA 3 23S RNA 3 {RNA tirosina

cadena (+) cadena (-) . B
A 20 Figura 47: Los extremos 3” de 23S
20-A A A C cRa RNA son similares al brazo aceptor
UA o v c UU UN de un tRNA. Estructura secundaria
U-A U® G-C de los primeros nucleotidos del
G-C C-G :g extremo 3° de la cadena (+) y la
g_'g 2‘:2 N-N cadena (-) de 23S RNA, y del brazo

A G yUA — RY aceptor del tRNA tirosina. Se indica
C-G so-ou U _ ! entre paréntesis la adenina extra
G-C-10 U-G-10 N-N .

30.G-C G-C N-N detectada en un 15-20% de los
A-U U-A Y-R genomas virales. En el tRNA, Y, Ry
C-G G-U N-N C e g .

UA .G N-N N representan pirimidina, purina y
C-G C-G Y-R cualquier base, respectivamente.
G-CCCC(A)-OH G-CCCC(A)-OH C-GACCA-OH

1
35 1 37 1
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Estos resultados sugieren que la modificacion de la estructura si que podria estar
afectando a la reparacion. Una aproximacion para continuar el estudio de la posible
implicacion de la tRNA nucleotidiltransferasa seria la purificacion de la enzima para
demostrar in vitro que puede utilizar como sustrato RNAs que poseen la secuencia de los
extremos 3" de las cadenas (+) o (-) de 23S RNA. Pero la confirmacion definitiva deberia
realizarse utilizando mutantes en la proteina. Al ser un gen esencial, no es posible utilizar
una cepa delecionada, y aunque se conocia un mutante termosensible (Aebi et al., 1990), no
fue posible obtener esta cepa para utilizarla en nuestros experimentos de genética reversa.
Recientemente se ha descrito la construccion de nuevos mutantes termosensibles mediante la
modificacion de un tnico aminoacido de esta proteina (Shan ef al., 2008), que podrian ser

utilizados para este estudio.

2 - Efecto de los sistemas de degradacion de mRNAs sobre 23S RNA

Los micovirus (virus que infectan hongos) carecen de ciclo extracelular, por lo que
deben permanecer siempre dentro de la célula que estan infectando. Esto significa que tienen
que ser capaces de evitar los sistemas celulares de defensa contra dichas infecciones. En la
mayor parte de los casos, el genoma viral se encuentre protegido por una céapsida proteica, y
unicamente es susceptible a la degradacion durante parte de su ciclo replicativo. Por
ejemplo, en el caso del virus L-A (Fig. 1) la cadena (+) sale al citoplasma para traducirse
después de ser sintetizada, siendo en ese momento una posible diana de los sistemas de
vigilancia celular. Pero durante el resto de su ciclo el RNA se encuentra protegido dentro el
virion. En el caso de los Narnavirus no ocurre lo mismo, ya que carecen de capsida, por lo
que han debido desarrollar otras estrategias para defenderse de la degradacion. Estos virus se
localizan en el citoplasma, donde se lleva a cabo la eliminacion de los RNAs mensajeros una
vez traducidos.

En §. cerevisiae existen dos principales mecanismos de digestion de mRNAs:

1 - El mas importante es la exonucleasa Skilp/Xrnlp, que realiza la degradacién del RNA en
sentido 5" —3’

2 - El exosoma degrada en sentido 3'—5". Es un complejo multiproteico que realiza también
otras muchas funciones en la cé€lula.

La existencia de exonucleasas responsables de estas dos actividades ha obligado a los

Narnavirus a desarrollar estrategias para proteger ambos extremos de su genoma, y los
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resultados obtenidos en este trabajo indican que la manera de hacerlo es diferente para cada

uno de ellos.

2.1 - Skilp/Xrnlp

En los primeros experimentos de generacion de 23S RNA realizados en una cepa
skilA se vio que el virus no podia generarse en ausencia de esta proteina. Mas tarde se
comprobd que esto no se debia a que Skilp fuera necesaria para la replicacion o
mantenimiento del virus en la célula, sino que esta exonucleasa era la responsable de la
eliminacion de una secuencia no viral del extremo 5 del transcrito expresado a partir del
vector. Esto se debe a que en el pladsmido de generacion pMR18 hay 47 nucledtidos entre el
inicio de la transcripcion (Derynck et al., 1983) y la secuencia de 23S RNA, que
desaparecen en los virus generados a partir de este plasmido. Si se suprimen la mayor parte
de estos nucleotidos extra del vector, el plasmido si genera 23S RNA en una cepa skil A (Fig.
27). Esto indica que en una cepa silvestre esta exonucleasa esta eliminando las bases extra
del transcrito en 5" expresado a partir de pMR18. Para ello, Skilp debe comenzar la
digestion desde el extremo 5" y detenerse cuando se encuentra con la secuencia viral. En el
otro Narnavirus, 20S RNA, ya se habia descrito este efecto de la exonucleasa sobre la
secuencia extra procedente del vector en 5', y se habia demostrado que dicho extremo per se
es resistente a la accion de Skilp (Esteban et al., 2008). Esto se debe a que la actividad de
esta proteina se bloquea ante zonas con fuerte estructura secundaria o varias guaninas
consecutivas (Decker y Parker, 1993) (Stevens, 2001), y el extremo 5" de 20S RNA
comienza precisamente con cuatro guaninas situadas en una zona bicatenaria. En 23S RNA
este extremo es similar (Fig. 22), por lo que también podria ser resistente por si mismo a la
accion de la exonucleasa. El hecho de que la cantidad de virus que se mantiene en la célula
sea similar en la cepa ski/A y en células en la que se sobreexpresa esta exonucleasa apoya

esta hipotesis (Fig. 28).

2.2 - El exosoma

El segundo sistema de degradacion de mRNAs es el exosoma. En su actividad
participan los genes SKI, bien formando parte de su nucleo (SK/4) o bien modulando su

actividad (complejo SKI, formado por SKI12, SKI3 y SKI8, o el gen SKI7). Como hemos

mostrado en este trabajo, la generacion de 23S RNA en cepas mutadas en alguno de estos
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genes es mucho mas eficiente que en una cepa silvestre (Fig. 32). Esto parece indicar que
23S RNA es sensible a la accion del exosoma, probablemente a través de su extremo 3', y
por tanto necesitaria alguna proteccion para su permanencia en la célula. Es interesante ver
que en este extremo las sefiales de replicacion en cis, que ademas estdn implicadas en la
union entre el RNA y p104, se encuentran en los primeros nucledtidos (Fig. 11-14), mientras
que en el caso del extremo 5" las sefiales de replicacion probablemente no se encuentran
sobre el mismo extremo, sino en la estructura situada entre las bases 90 y 126. Esto podria
deberse a que en el extremo 3” la unién a la polimerasa lo estd protegiendo de la
degradacion, mientras que en el 5" no es necesario que esta union se produzca en los
primeros nucleétidos, ya que son resistentes a Skilp, y en cambio la uniéon a una zona algo
mas interna podria estar permitiendo que el codén de inicio de p104 esté disponible para la
traduccion.

Para estudiar si realmente la union de pl04 estd protegiendo al genoma de la
degradacion hemos utilizado dos aproximaciones diferentes, ambas basadas en la expresion
de transcritos con la secuencia silvestre o mutada de 23S RNA:

1 — Cuantificacion de la cantidad de transcritos y deteccion con sondas localizadas
2 — Calculo de la vida media de los transcritos expresados a partir de un promotor inducible

En el primer caso, la deteccion realizada con la sonda completa mostrd una cantidad
de transcritos mayor cuando estos podian unirse a p104 (Fig. 33), aunque este resultado no
era concluyente ya que podia deberse a una pequefia generacion viral. Los resultados
obtenidos con sondas que reconocian diferentes zonas del RNA apoyaban con mas claridad
nuestra hipdtesis, ya que en ausencia de union el extremo 3” era mucho mas susceptible a la
degradacion que el 5° (Fig. 34), e incluso bases situadas fuera de la secuencia viral en 3’
muestran una mayor estabilidad cuando la polimerasa se une al transcrito. En conjunto, todos
estos datos apuntan a que p104 efectivamente estd protegiendo el extremo 3" de 23S RNA de
la accion del exosoma.

Al utilizar la segunda aproximacion, el calculo de la vida media de cada transcrito,
nos encontramos con un problema inesperado al comprobar que los transcritos con la
secuencia de 23S RNA derivados del promotor GAL10-CYCI no se traducian para dar lugar
a pl04, o si lo hacian era con una eficiencia tan baja que no logrdbamos detectar la
polimerasa mediante Western en nuestras condiciones experimentales. No tenemos alin una
explicacién para esto, que se solventd utilizando el otro Narnavirus, 20S RNA, cuya
polimerasa si que se detectaba al expresarse a partir del promotor GAL10-CYCI. Los datos

obtenidos muestran un leve descenso en la vida media de los mRNAs cuando poseen una
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mutacion que evita la unidon a la polimerasa. Es posible que esta diferencia no sea muy
grande debido a que la cantidad de transcritos generados a partir de ese promotor es enorme,
y parece que la traduccion sigue sin ser muy eficiente, lo que implicaria que la mayor parte
del RNA no estaria protegido por la polimerasa independientemente de su secuencia.

La existencia de una cierta proteccion del extremo 3° por parte de la polimerasa
podria, en principio, explicar algunos de los resultados vistos en la generacion viral. La
cantidad de 23S RNA que se mantiene en una célula de forma auténoma depende de un
equilibrio entre la replicacion viral y la degradacion. En una cepa en la que la actividad del
exosoma esta alterada, este equilibrio cambia y el numero de copias de virus es mayor. Esto
indica que, aunque la formacion de complejos esté protegiendo al extremo 3, el exosoma
aun podria actuar sobre las moléculas de 23S RNA. En el caso del virus mutante con tres
pares de bases en el brazo superior la eficiencia de generacion es menor que en el virus
silvestre, y también la cantidad de virus autonomo es mas pequena (Fig. 12). En
concordancia con esto la union a la polimerasa es menos eficiente, por lo que estos efectos
podrian deberse a que esta menos protegido frente a la accion del exosoma. Sin embargo, la
proporcion entre este mutante y el virus silvestre se mantiene en las cepas ski2A 'y ski4-1'y
en células con exosoma completamente funcional (Fig. 32). Esto significa que la menor
cantidad de virus mutante no se debe s6lo a una mayor sensibilidad al exosoma, y también
puede que su eficiencia de replicacion esté afectada.

Los experimentos de generacion de 23S RNA en mutantes en genes SK/ o la
expresion de transcritos muestran en conjunto como el virus ha desarrollado dos estrategias
diferentes para la proteccion de sus extremos: union a la polimerasa en el extremo 3" y una
estructura resistente a la actividad exonucleasa en 5’. Diversos resultados obtenidos durante
la realizacion de este trabajo (mutaciones en el extremo 3" de la cadena (-), expresion a partir
del promotor GAL10-CYC1) han mostrado problemas inesperados en la sintesis de p104. En
experimentos realizados en nuestro laboratorio con 20S RNA (Vega, Tesis doctoral, 2010)
se ha visto que ciertas mutaciones que abrian la estructura secundaria del extremo 5 del
virus provocaban un aumento en la sintesis de la polimerasa p91. Es posible, por lo tanto,
que la estructura de este extremo no sea muy eficiente para la traduccion, y que pequefias
mutaciones que disminuyan algo mas esa eficiencia tengan grandes efectos sobre la cantidad
de proteina sintetizada. Tal vez los Narnavirus han sacrificado una mejor traduccion a

cambio de poseer un extremo resistente a la degradacion.
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3 - El ortologo humano hCSL4 es funcional en S. cerevirisae

Los defectos en la actividad del exosoma hacen aumentar no s6lo el nimero de
copias de los Narnavirus, sino también el de otros virus RNA presentes en S. cerevisiae. De
hecho, como ya se ha comentado en la Introduccion (Apartado 4.3), las primeras
mutaciones detectadas en este complejo se describieron por el fenotipo SKI (superkiller), ya
que conferian a las células una capacidad de matar a otras cepas superior a las de una célula
killer (Vodkin et al., 1984). Mas tarde se vio que esto se debe a un aumento en la cantidad
del virus M, cuyo genoma codifica la toxina killer, y se descubrié que los genes SK/ estan
relacionados con la degradacién de RNAs (Anderson y Parker, 1998) (Larimer et al., 1992).

Este aumento en la cantidad de virus RNA se ha visto en nuestro grupo en todas las
cepas analizadas que portaban alguna mutacidon que afectaba a la actividad del exosoma. A la
vista de estos resultados pensamos que las variaciones en el nimero de copias de estos virus
podrian ser un indicador de la eficiencia del exosoma en la degradacion de RNAs. Esto nos
proporcionaria un método rapido y sencillo para ver cémo distintas modificaciones en
alguno de los componentes del complejo afectan a este proceso, y podria servir para
identificar la funcién de las proteinas que componen su nticleo o modulan su actividad.

El exosoma estd muy conservado en la evolucién. Se han descrito complejos con
estructura similar y funcion 3'—5" exonucleasa en bacterias, formados por polinucledtido
fosforilasas (PNPasas), y en archaeas, donde también se denomina exosoma. Ademas, esta
presente en todos los organismos eucariotas. Dentro de estos su composicion exacta varia
dependiendo del organismo y de la localizacion subcelular, pero en todos los casos posee un
nucleo de nueve proteinas altamente conservadas. Si las proteinas de organismos mas
complejos fueran funcionales en S. cerevisiae, se podria utilizar un método basado en la
cuantificacion de virus RNA en la levadura para estudiar el efecto de mutaciones sobre los
componentes del exosoma de forma mucho mas sencilla de lo que seria hacerlo en el
organismo original. Para comprobar que esto es posible, decidimos expresar en S. cerevisiae
una proteina humana para estudiar su funcionalidad.

Las proteinas que componen el exosoma humano se han identificado por homologia
con las de S. cerevisiae. No s6lo los nueve componentes del nicleo presentan una alta
homologia, sino que también se han descrito ortdlogos humanos para las dos exonucleasas
presentes en levaduras (Dis3p en el citoplasma y Rrp6p en el nucleo). Diversos
experimentos habian demostrado que la expresion de ciertas proteinas humanas podian

complementar el crecimiento en mutantes de S. cerevisiae: hCsldp (Baker et al., 1998),
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hRrp4p (Mitchell et al., 1997), hDis3p (Shiomi ef al., 1998). Sin embargo, en ninguno de los
casos se habia estudiado el efecto que esta expresion tenia sobre la cantidad de los RNAs
celulares. Los resultados mostrados en este trabajo con la expresion del ortdlogo humano del
gen SKI4, hCSL4, muestran que la proteina tiene actividad en la levadura, aunque la
eficiencia del exosoma en la degradacion de RNAs sea algo menor con ella. También se ha
visto que una mutacioén equivalente a ski4-1 introducida sobre el gen humano tiene el mismo
efecto sobre la cantidad de los virus RNA, comprobando que este sistema también podria
servir para identificar mutaciones sobre las proteinas exdgenas expresadas en la levadura.
Por ultimo, se ha podido detectar que hCsl4p interacciona con las demas proteinas del
exosoma mediante experimentos de copurificacion con la exonucleasa Dis3p.

La proteina Ski4p es una proteina “puente” que, junto con Rrp4p y Rrp40p, estabiliza
la estructura circular del nacleo del exosoma. Se ha especulado que estas proteinas también
puedan estar implicadas en reconocimiento de sustratos o en la interaccion con factores que
modulan la accidon del exosoma. En archaeas, por ejemplo, se ha visto que Csl4p (ortélogo
de Skidp) y Rrp4p confieren al complejo distinta afinidad por RNAs dependiendo del
tamano de su cola de poli-adeninas (Roppelt et al., 2010). SK/4 también esta relacionado con
otros procesos en los que participa el exosoma. Se han descrito dos mutaciones puntuales:
ski4-1, que afecta a al degradacion de mRNAs, y csl4-1, que estd relacionada con el
procesamiento de rRNAs (van Hoof ef al., 2000b). La mutacion ski4-1 se encuentra dentro
del dominio de union a RNA, lo que sugiere la participacion de esta proteina en el
reclutamiento o reconocimiento de los RNAs que van a ser degradados. El hecho de que una
mutacion similar en el gen humano 2CSL4 tenga el mismo fenotipo en la levadura induce a
pensar que su funcion, o al menos una de sus funciones, en células humanas seria la misma.

Ski4p tiene un tamafio mayor que hCsl4p, y posee un dominio que no esta presente
en el ortélogo humano (Fig. 39). En principio especulamos con que esta diferencia podria
explicar la menor eficiencia de hCsl4p en la degradacion de virus RNA, pero la construccion
de una cepa ski4A que expresaba una version de Ski4p truncada que carecia de ese dominio
demostré que no esta implicado en el efecto sobre cantidad de L-A (Fig. 43). Es posible que
este dominio sea necesario para otras de las actividades del complejo, o puede que sea un
residuo evolutivo que no posee ninguna funciéon, ya que no esta presente en muchos
eucariotas superiores.

La informacion disponible sobre el exosoma humano es muy pequefia en
comparacion con lo que se sabe en S. cerevisiae. La expresion de proteinas humanas en este

sistema podria servir para comprobar si los resultados obtenidos para la levadura se obtienen
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también con las proteinas humanas, no s6lo con componentes del exosoma, sino también con
las proteinas de la familia SKI relacionadas con su actividad, que también estan presentes en

humanos.

106



Las conclusiones obtenidas a partir de los resultados obtenidos en este trabajo son:

23S RNA posee senales de replicacion en cis en los primeros nucledtidos de su
extremo 3’, tanto en la cadena (+) como en la (-). Estas sefiales se localizan en ambos

casos en las primeras cuatro citosinas y en una estructura en horquilla adyacente.

En el extremo 3" de la cadena (+), la distancia y la posicion relativa (u orientacion)
entre los componentes de la sefal bipartita, descrita con anterioridad, es critica para
la replicacion. El aumento del brazo inferior en un solo nucledtido o la insercion de
bases entre las primeras cuatro citosinas y la horquilla impiden la generacion de 23S
RNA. Estas sefiales estan, ademads, implicadas en la unién entre el genoma viral y su

polimerasa.

El sistema de reparacion de las dos primeras citosinas del extremo 3" de la cadena (+)
funciona cuando se modifica el tamafio del brazo superior de la horquilla, aunque de

forma menos eficiente.

En el extremo 5” existen importantes sefiales de replicacion en una horquilla formada
por los nucleo6tidos 90-126. Es posible que la unién entre el RNA y la polimerasa en

dicho extremo se produzca en esta estructura.

La exonucleasa Skilp es necesaria para la generacion de 23S RNA a partir del vector
de expresion estandar debido a que elimina los nucleotidos extra en 5 del transcrito
expresado a partir del plasmido. La actividad de esta exonucleasa, sin embargo, no

afecta a la cantidad de 23S RNA en la célula.

La cantidad de 23S RNA en células con defectos en la actividad del exosoma
(concretamente en mutantes en genes SK/, que forman parte del complejo o modulan
su accion) es mucho mayor que en una cepa silvestre. También la generacion del
virus a partir de vectores es mas eficiente cuando el exosoma tiene su actividad

alterada.
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Transcritos con la secuencia de 23S RNA expresados a partir de plasmidos se
degradan mas rapidamente cuando no se unen a p104. Esta degradacion se realiza a
partir del extremo 3" y no del 5”. Estos datos sugieren que el exosoma podria llevar a
cabo esta degradacion, y que la union de la polimerasa al extremo 3" lo protege de su

accion.

El ortdlogo humano #CSL4 complementa el defecto de crecimiento de la delecion del
gen esencial SK/4 de levaduras. Ademas su expresion afecta a la cantidad de diversos
virus RNA de S. cerevisae (Totivirus), aunque su actividad no es tan eficiente como
la del gen propio SKI4. hCsl4p interacciona con la proteina del exosoma Dis3p, lo

que indica que esta formando parte de este complejo.
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Anexo 1: Plasmidos

Plasmido

pRE637

pRE686

pRE722

pRE1122

pRE1124

pRE1128

pRE1129

pRE1194

pRE1200

Caracteristicas

Vector estandar de generacion de 23S RNA. Marcador #rpl.
Expresa laa secuencia de 23S RNA con una mutacion que evita la
unidn entre el RNA y la polimerasa. Utilizado como fuente de

proteina para generar 23S RNA a partir de la cadena (-).

Expresa la cadena (-) de 23S RNA. Utilizado como fuente de
RNA molde para generar 23S RNA a partir de la cadena (-).

Expresa el gen SK/4 a partir de un vector centromérico con su

propio promotor.

Expresa el gen mutado ski4-1 a partir de un vector centromérico

con su propio promotor.

Expresa el gen SKI4 a partir de un plasmido multicopia con

promotor PGK1.

Expresa el gen mutado ski4-1 a partir de un plasmido multicopia

con promotor PGK]1.

Expresa la secuencia silvestre de 20S RNA, sin ribozima, bajo el

control del promotor GALI-CYCI0.

Expresa la secuencia de 20S RNA con la mutacion C4A, sin

ribozima, bajo el control del promotor GALI-CYCI0.
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Plasmido

pRE1205

pRE1142

pMRI18

pMR33

pMRS&5

pMR86

pMR92

pMR93

pMR94

pMR108

Caracteristicas

Expresa el gen humano 2CSL4 a partir de un vector centromérico

con promotor SK/4.

Expresa el gen humano #CSL4 a partir de un plasmido multicopia

con promotor PGK]1.

Vector estandar de generacion de 23S RNA. Marcador ura3.

Vector de generacion de 23S RNA que posee s6lo 8 nucleotidos

entre el final de la transcripcion y el inicio de la secuencia viral.

Expresa la secuencia silvestre de 23S RNA. Se ha modificado la

secuencia de autocorte de la ribozima para que no genere el virus.

Expresa la secuencia de 23S RNA con la mutacion C3A. Se ha
modificado la secuencia de autocorte de la ribozima para que no

genere el virus.

Expresa la secuencia silvestre de 23S RNA, sin ribozima, bajo el

control del promotor GALI-CYCI0.

Expresa la secuencia de 23S RNA con la mutacion C3A, sin

ribozima, bajo el control del promotor GALI-CYCI0.

Expresa el gen humano mutado scs/4(G152E) a partir de un

plasmido multicopia con promotor PGK]1.

Expresa el gen SKI4 con el epitopo HA a partir de un plasmido

multicopia con promotor PGK 1.



Plasmido Caracteristicas

pMR116 Expresa el gen DIS3 con el epitopo TAP a partir de un plasmido

multicopia con promotor PGK 1.
pMR117 Expresa el gen humano 2CSL4 con el epitopo HA a partir de un

plasmido multicopia con promotor PGK]1.

Ademads de estos plasmidos, se utilizaron diferentes vectores de expresion para generar los

distintos mutantes de 23S RNA analizados en el Capitulo 1 de Resultados.
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Anexo 2: Oligonucleotidos

Nombre Secuencia

RE79 TACTCGTTTTAGGACTGG
Anilla sobre una secuencia del vector de generacion de 23S RNA situada a unas 150 bases del

extremo 3’ viral. Utilizado para la secuenciacion de mutaciones introducidas este extremo.

RE156 GACTCGAGTCGAG GAT CCTTTTTTTTTTTTTTTTT
Utilizado en experimentos de 3° RACE para la sintesis de cDNA de moléculas de RNA a las

que se habia afiadido una cola de poli-adeninas en su extremo 3.

RE157 GACTCGAGTCGAG GAT CC
Utilizado en experimentos de 3" RACE junto a NR23 para amplificar por PCR el extremo 3" de

los cDNAs sintetizados.

RE467 AATTCGGATCCATTCGCGATGTTACACATTT
Utilizado junto a RE468 para amplificar el ORF del gen SKI/4 con su propio promotor y

terminador mediante PCR.

RE468 AATTAGGATCCAAGCAGTACCGTGTAAAGGCAAA
Utilizado junto a RE467 para amplificar el ORF del gen SKI/4 con su propio promotor y

terminador mediante PCR.

RE469 AATTAGGATCCATGGCATGCAATTTCAGTTTCC
Utilizado junto a RE470 para amplificar el ORF del gen SK/4 mediante PCR.

RE470 AATTAGGATCCGTAGATAAGCTGTTACATATCA
Utilizado junto a RE469 para amplificar el ORF del gen SK/4 mediante PCR.

RE480 AATTAGGATCCTCATGGCGCCACCTGTGAGATA
Utilizado junto a RE481 para amplificar el ORF del gen A7CSL4 mediante PCR.
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Nombre Sequencia

RE481 AATTAGGATCCTTAGGTCTGCAAGAATTCGGGT
Utilizado junto a RE480 para amplificar el ORF del gen 2#CSL4 mediante PCR.

RE484 AATTAGAATTCATGTCAGTTCCCGCTATCGCCC
Utilizado junto a RE485 para amplificar el ORF del gen DIS3 mediante PCR.

RE485 AATTAGAATTCTACTGAAGCATCTTCCATCTAT
Utilizado junto a RE484 para amplificar el ORF del gen DIS3 mediante PCR.

NR22 GAGTCCACGTCGTAACGC
Anilla sobre la secuencia de 23S RNA, a 206 nucle6tidos del extremo 5°. Utilizado para

secuenciar mutaciones introducidas en ese extremo.

NR23 TTCATGGGCCTTCGCCCC
Utilizado en experimentos de 3" RACE junto a RE157 para amplificar por PCR el extremo 3’
de los cDNAs sintetizados.

Ademads de estos oligonucledtidos, se usaron otros muchos no mostrados para introducir
mutaciones sobre la secuencia de 23S RNA presente en el vector de expresion utilizado para la

generacion del virus.
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