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ABREVIATURAS

DNA: acido desoxirribonucleico.

dNTPs: desoxirribonucledtidos trifosfato.

DO: densidad 6ptica.

FG: fenilalanina-glicina.

GFP: green fluorescent protein (proteina verde fluorescente).
Kb: kilobases.

MDa: megadalton.

mRNA: RNA mensajero.

mRNP: ribonucleoparticulas.

NPC: complejo del poro nuclear.

Nup: nucleoporina.

ORF: regiodn codificadora.

Pb: pares de bases.

PCR: polymerase chain reaction.

RNA: 3cido ribonucleico.

RPA190: subunidad mayor de la RNA polimerasa 1 de de S. cerevisiae.
Tm: temperatura de melting.

UTR: untranslate region (regién no traducida).

U3: snRNA17 de S. cerevisiae.
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RESUMEN

Ademas de su papel en el trafico de moléculas nucleo-citoplasma, el Complejo del Poro Nuclear
(NPC), desempefia un papel fundamental en procesos nucleolares como la elongacién
transcripcional y la recombinacion, viéndose afectada por el sub-complejo Nup84 (complejo Y).
Estudios previos de nuestro laboratorio en S. cerevisiae, han analizado el papel que desempeiian las
regiones 3’-UTR en el proceso de recombinacién entre dos secuencias de GFP: el expresado en un
plasmido y con localizacidn citosélica y el gendmico, por la fusion RPA190-GFP, que permite obtener
un GFP de localizacién nucleolar. En el presente trabajo se ha puesto a punto la metodologia para
el estudio, mediante técnicas de PCR, de cambios en la abundancia relativa de GFP y RPA190-GFP
en una cepa silvestre y otra mutante para el factor Nup84. Nuestros datos indican que esta
recombinacion varia en ambas cepas y también depende de la region 3°-UTR del GFP plasmidico.

Palabras clave: complejo del poro nuclear, levadura, NUP84, 3"-UTR.

RESUMO

Ademais do seu papel no trafico de moléculas nucleo-citoplasma, o Complexo do Poro Nuclear
(NPC), desenvolve un papel fundamental en procesos nucleolares como a elongacidn transcripcional
e a recombinacion, véndose afectada polo sub-complexo Nup84 (complexo Y). Estudos previos do
noso laboratorio en S. cerevisiae, analizaron o papel que desenvolve as rexions 3’-UTR no proceso
de recombinacién entre duas secuencias de GFP: o expresado nun plasmido e con localizacion
citosélica e o xendmico, pola fusion RPA190-GFP, que permite obter un GFP de localizacion
nucleolar. No presente traballo se puxeron a punto a metodoloxia para o estudo, mediante técnicas
de PCR, de cambios na abundancia relativa de GFP e RPA19-GFPO nunha cepa silvestre e noutra
mutante para o factor Nup84. Os nosos datos indican que esta recombinacidn varia en ambas cepas
e tamén depende da rexion 3°-UTR do GFP plasmidico.

Palabras clave: complexo do poro nuclear, levadura, NUP84, 3"-UTR.

ABSTRACT

In adittion to its role in the molecular trafficking between nucleus and cytoplasm, the Nuclear Pore
Complex (NPC) plays an essential role in nuclear processes such as transcripcional elongation and
recombination, being affected by the Nup84 sub-complex (Y complex). Previous studies in our
laboratory in S. cerevisiae, analyzed the role of the 3’-UTR regions in the recombination process
between two sequences: the one expressed from a plasmid, with cytosolic localization, and the
genomic one, the RPA190-GFP fusion, producing a nucleolar localization of GFP. In the present work,
we have adapted the methodology to study changes in the relative abundance of GFP and RPA190-
GFP, using PCR techniques, in a wild strain and another mutant for the NUp84 factor. Our data
indicate that this recombination changes in both strains and also depends on the 3’-UTR region of
the plasmid.

Keywords: nuclear pore complex, yeast, NUP84, 3’-UTR.



INTRODUCCION
1. COMPLEJO DEL PORO NUCLEAR.

En eucariotas, la compartimentalizaciéon en el nucleo y citoplasma hace que sea necesario el
intercambio de moléculas entre ambos. Este intercambio o transporte es regulado por una serie de
aperturas que se encuentran localizadas en la membrana nuclear y que reciben el nombre de
complejos del poro nuclear (NPCs) (Kiseleva et. al, 2004). En levaduras, éste alcanza una masa de
60MDa llegando hasta 125MDa en vertebrados (Bonnet & Palancade, 2014). Los NPCs son conjuntos
multiproteicos constituidos por multiples copias de al menos 30 nucleoporinas (Nups) diferentes
(Alber et al., 2007), asociadas entre si y desempefiando funciones nucleares, tales como: la
transcripciéon de genes o el mantenimiento de la estructura de la cromatina (Ptak et al., 2014). Estos
complejos se agrupan en subcomplejos que se muestran en la figura 1.

La estructura del NPC esta compuesta principalmente por dos regiones funcionales: la regién central
embebida en la envuelta nuclear y una regién periférica. La regién central consta de un cilindro
simétrico octogonal de 100nm de didmetro y 40nm de alto y estad formada por una serie de anillos:
dos anillos externos (nuclear y citoplasmatico), dos anillos internos y dos anillos transmembrana
(figura 2A). Esta region regula el transporte bidireccional de macromoléculas y pequefios
metabolitos (Aitchison & Rout, 2012). La regidn periférica consta de ocho extensiones filamentosas
asimétricas en la cara nucleoplasmica forman una estructura que se conoce como “canasta nuclear”
(Kiseleva et. al, 2004) (figura 1), que conecta al NPC con procesos en el control de la expresién génica
a nivel transcripcional y post-transcripcional. Por otro lado en la cara citoplasmatica, estos
filamentos participan en el control de la sintesis de proteinas (Strambio-De-Castillia et al., 2010).

Filamentos
citoplasmaticos
Citoplasma Membrana nuclear externa

Nicleo Canasta Membrana nuclear interna
nuclear

Complejos del NPC y sus nucleoporinas en levaduras.

Membrana Andamio centra Filamentos  Canasta
del poro (core s 1, Conexion citoplasmaticos nuclear
Pom152 Nup84 Nup170  Nic96 Nup116 Nup159 Nup1

Pom34  Subcomplex Subcomplex Nup82 Nup100 Nup42 Nup2
Ndec1 Nup84 Nup170 Nup145N Gle2 Nup60
Nup133 Nup157 Nup57 Mip1
Nup145C Nup188 Nup49 Mip2
Sec13 Nup192 Nsp1
Nup120 Nup53
Nup85 Nup59
Seh1

Figura 1. Estrctura del complejo nuclear y Nups que lo conforman en levaduras (Modificado de (Ptak et
al., 2014).



2. SUBCOMPLEJO NUP84 Y SU PAPEL EN LA EXPRESION GENICA.

El andamio central (core scaffold) del NPC esta integrado por dos subcomplejos: el complejo Nup84
(complejo Y), localizado simétricamente en los anillos internos del lado citosélico y nuclear, y el
subcomplejo Nup170. Esta estructura permite el transporte de moléculas y contiene las llamadas
FG-Nups (dominios de fenilalanina-glicina, FG desplegados), importantes en la funcién de transporte
(Ptak et al., 2014).

El complejo Y se asocia al NPC formando una estructura en Y, dos brazos cortos y un brazo largo,
retorcido sobre si mismo, conectado a un eje central. Se localiza simétricamente en la cara
citoplasmatica y nucleoplasmatica (Brohawn et al., 2009). En levaduras este complejo esta formado
por 8 subunidades (Gaillard et al., 2019). En humanos el complejo Y se denomina Nup107 y estd
formado por 10 subunidades (revisado por Bui et al., 2013) en ambos casos en los anillos internos y
externos se incluyen un total de 32 complejos Y, 16 en cada anillo ordenados en modo cabeza-cola
(figura 2B).

A) B)
Anillos externos COMPLEIO Y

Mupl45C  MupB5
pole pole

Figura 2. A) Anillos que conforman el complejo del poro nuclear (Modificado de Alber et al., 2007).
B) Composicion del complejo Y. C) Disposicion del complejo Y en el NPC.

El subcomplejo Nup84 interacciona con la maquinaria que une el complejo de elongacién RNA
polimerasa Il (RNAPII) con el NPC (Ptak et al., 2014), jugando un papel importante en la elongacion
transcripcional. Los datos de (Tous et al., 2011) sugieren que dicho complejo tiene un papel positivo
en la elongacién de la transcripcién, acorde con el acoplamiento entre la transcripcion y la
exportacion de mRNA. Se ha visto que, la inactivacién de alguna de las Nups, que conforman este
complejo, da lugar a defectos en la exportacion del mRNA.



Durante la transcripcion, el mRNA se ensambla en ribonucleoparticulas mensajeras (mRNP) que
abarcan multiples proteinas transferidas al proceso de transcripcidn, splicing y procesamiento del
extremo 3’. Se ha estudiado el papel que desarrollan estos NPCs en la clasificacién de los mRNP para
el ingreso en la ruta de exportacién nuclear (Bonnet & Palancade, 2014).

Ademas, se ha estudiado el papel del NPC en la replicacion y la reparacién de DNA, concretamente
el papel que desarrolla el complejo Nup84. La proximidad a la periferia nuclear favorece la
reparacion de roturas de doble cadena, por lo que, posibles mutaciones en dicho complejo, hacen
que se acumule DNA no reparado y que se pueda producir un aumento en las frecuencias de
recombinacion. En la replicacion se requiere de Nup84 para la regulacidon apropiada de la
recombinacién homoéloga (Gaillard et al., 2019).

3. PROCESAMIENTO 3" RNAs.

Las regiones 3" de los mRNAs contienen secuencias no traducidas (3"-UTR) de longitud que puede
variar entre 100 y mas de 1000pb dependiendo del gen, que ejercen un papel esencial en la
biogénesis, destino y vida media de los mRNAs (revisado por Lamas-Maceiras et al. 2011). Estas
regiones contienen secuencias reconocidas por factores especificos que se asocian a ellas. La
contribucion de las secuencias presentes en las sefales 3’-UTR para la asociacion gen-NPC varia de
un gen a otro. Ademas, las diferentes secuencias 3'-UTR afectan diferencialmente la retencién de
genes en el NPC tras la represidn transcripcional. Algunas secuencias 3'-UTR dirigen eventos de
procesamiento del extremo 3' cinéticamente mds lentos, retrasando la poliadenilacién y la
liberacion de mRNP, en un proceso dependiente del exosoma (Dieppois & Stutz, 2010).

En trabajos previos de nuestro laboratorio (Varela, 2013 y 2014) se comprobd que al expresar GFP
en plasmidos con diferentes regiones 3’-UTR (de expresidén citosdlica) en una cepa que expresaba
ademads una proteina de localizacion nucleolar (RPA190) fusionada a GFP (en adelante RPA-GFP), se
producian cambios en la localizacion de la fluorescencia.

También se perdia el transcrito de la fusién RPA-GFP en el mutante Anup84 sugiriendo un evento
de recombinacion del GFP gendmico (fusionado a RPA) y el citosdlico expresado en el plasmido.

En la tabla 1 se muestran los datos de las variaciones de localizacion de GFP encontradas por analisis
de microscopia de fluorescencia.

pAGFP pGFPKIPD pGFP-N-FUS
BY-RPGFP | Anup84 |BY-RPGFP | Anup84 | BY-RPGFP | Anup84

Localizacién exclusivamente
citosolica 1% 0% 4% 10% 0% 3%

Localizacién nucleolar y citosélica 2% | 15,20%| 81,33%| 77,12% 100% 97%

Tabla 1. Variaciones en la localizacion subcelular de GFP dependiendo de la 3°-UTR expresada y de la
mutacion Anup84 (Varela, 2014). N: Nucleolo, C: citoplasma.



OBJETIVOS.

A fin de realizar nuevas comprobaciones sobre el papel de las regiones 3"-UTR en los cambios del
patréon de recombinacion dependientes de la mutaciéon Anup84, nos propusimos los siguientes
objetivos:

1. Comparar tres métodos de extraccién de DNA para el posterior estudio de recombinacion
entre DNA plasmidico y gendmico.

2. Optimizar las condiciones de las reacciones de PCR (Polymerase Chain Reaction) para
identificar GFP y RPA190-GFP.

3. Analizarlos patrones de bandas RPA190 y GFP en cepas silvestres y mutantes para el factor
NUP84. Comparando las variaciones en los ratios RPA/GFP en funcién de la region 3°-UTR
desde la que se expresa GFP plasmidico.

MATERIALY METODOS.
1. LINEAS CELULARES.

1.1. Cepas de levaduras.

Linea celular |Genotipo Fuente
BY-RPGFP * MATa his3A0 leu2A0 met15A50 ura3A0 RPA190-GFP | Freire et al. (2013)
Anup84® MATa ura3-52 trp163 leu2-1 Nup84::Kanmx4 Alvarez Felgar, T. (2013)

Tabla 2. Cepas de levaduras utilizadas en este estudio.

BY-RPGFP 2: cepa de partida que contiene la fusion RPA190-GFP y por tanto expresa la
proteina de fusién nucleolar RPA190-GFP (Freire et al., 2013).

Anup84 ®: mutante nulo de NUP84 que se obtuvo a partir de la cepa BY-RPGFP de
Saccharomyces cerevisiae y que ademas contiene la fusion nucleolar RPA190-GFP (Alvarez
Felgar, T., 2013).

1.2. Medios de cultivo para levaduras.

El medio empleado para el cultivo de levaduras permite que las diferentes cepas mantengan los
pldsmidos con el marcador URA3. Se describe a continuacion.



Se trata de un medio sintético de crecimiento de levaduras sin uracilo (CM-Ura) (tabla 3).

CM-Ura (Medio completo sin uracilo)

*Mezcla de aminoacidos 200X
Adenina, histidina, leucina, tirosina
Triptéfano

Dextrosa

5ml

40 mg/|
30 mg/I
2%

Tabla 3. Composicion del medio sintetico (CM-Ura).

*Mezcla de aminodacidos 200X

Arginina 2g/l
Isoleucina 2 g/l
Lisina 8g/l
Metionina 2 g/l
Treonina 2g/l
Fenil - Alanina 12g/I

Las soluciones se esterilizaron en un autoclave a 121°Cy 1 atmdsfera, durante 20 minutos y para la
preparacion de las placas de cultivo (medio sélido) se utilizé Bacto-Agar al 1,5%.

2. PLASMIDOS

Los plasmidos utilizados (Varela, B., 2013) para transformar las cepas detalladas en la tabla 2, se
muestran en la siguiente figura (figura 3).

Plasmido ORF 3'-UTR/ gen Abrev.

DAGFP S cyct €

X

pGFPKIP KICYCT KP
KICYC1

pGFPKIPD ———— KP+D

EQEE—N-FUS-——- cver  eve

Figura 3. Plasmidos empleados y regiones 3"-UTR expresadas.

. pAGFP

Plasmido obtenido a partir de la digestion de pGFP-C-FUS con la enzima de restriccion Sal I.
Posteriormente fue ligado para la eliminacidn del gen GFP del plasmido (Varela, 2013).

. pGFPKIP

Plasmido basado en el vector pGFP-N-FUS que expresa GFP fusionado a la regidon 3’"UTR proximal de
KICYC1.



. pGFPKIPD

Este plasmido estd basado en el vector pGFP-N-FUS que expresa GFP fusionado a la regién 3'UTR
completa (proximal y distal) de KICYC1 en vez de CYC1.

. pGFP-N-FUS

Este vector deriva del plasmido p416MET2.5; permite la fusidn del gen GFP con el extremo N-
terminal de una ORF. La transcripcion esta regulada por el promotor MET25 y termina con CYC1
(Niedenthal et al., 1996) (figura 4).

CENS/ARSHS

IS5746-6240)
(57130-d244) » URAl

(200-1323)

szs-aese  PGFP-N-FUS
‘ 5244 bp

pGFP-C-FUS *
6228 bp

CYC1-Tarm.
(2805-226%)
MET25-Prom.
[3445-3048)

(3qa5-2084) *

Sal i [zz71) "

A Xbal [2328]
)
-

1“'-1"-5"'5’.:'::&5'"5’!"5 Gl:: ::.;mg]';zg:\:l.\ Tc‘Tn:l:A gc:p:.nc'l GGA TCC

pGFP-N-FUS —
Smal Hindll  _ Clal Sali thol
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B)

—— . Al Spe = DamiHl Simal EcoRi Hingu
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,—-"".a;_-_ |GFP coding region| _
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sall

Figura 4. Esquema del vector de fusion de GFP: (A) pGFP-N-FUS y (B) pGFP-C-FUS (Niedenthal et al., 1996).

3. CULTIVOS CELULARES

A fin de obtener células de las diferentes cepas para la posterior extraccién de DNA y partiendo de
una placa sembrada con las levaduras de interés. Se inocularon células en tubos de cultivo de 20ml
con 10ml de medio sin uracilo (CM-Ura).



Tras incubar en agitacién toda la noche a una temperatura de 30°C, las células se precipitaron 5
minutos a 5000 r.p.m.; se retird el sobrenadante y se lavé con 1,5ml de agua destilada estéril. El
pellet celular se pasé a los 1,5ml en un eppendorf y se centrifugd aproximadamente 30 segundos a
13000 r.p.m. Tras retirar el sobrenadante, la masa celular se congeld a -80°C para su conservacion
hasta las posteriores extracciones de DNA.

4. OBTENCION DE ACIDOS NUCLEICOS.
4.1. Extraccion de DNA (plasmidico y genémico).

A fin de analizar los posibles eventos de recombinacién entre GFP plasmidico y gendmico, se
necesitaba un protocolo de extraccion que fuera efectivo para las moléculas de alto y bajo peso
molecular (gendmico y plasmidico respectivamente). Por ello, se testaron tres protocolos para
poder comprobar con cual se obtenian mejores resultados.

4.1.1. Protocolo de extraccion de DNA gendmico (método 1; Harju et al., 2004).

Se descongeld la masa celular (obtenida segun se describié anteriormente) y se resuspendié en
400ul de solucién tampdn (tabla 4). Posteriormente se repartieron en dos tubos eppendorf, 200pl
en cada uno.

Solucién tampdn 10 ml

2% (V/V) Tritén x-100 200 pl

1% (V/V) SDS 500 ul SDS 20%

100 mM NaCl 200 pl NaCl 5M

10 mM Tris-HCI pH 8.0 100 pl Tris 1M pH 8.0
1 mM EDTA pH 8.0 20 ul EDTAOQ,5M
H20 8,7 ml

Tabla 4. Composicion de la solucién tampoén.

En cada tubo se afiadieron 0,3g de perlas de vidrio (glass-beads) y 400ul de PCIA*. La rotura celular
se realizé con ayuda del vortex durante 3 minutos (aproximadamente 20 Hertz). Posteriormente se
afladieron 200ul de buffer 1XTE y se centrifugd 5 minutos a 13000 r.p.m. Tras este paso se recogio
la fase superior acuosa para repetir el proceso nuevamente, esta vez se afiadié el mismo volumen
de PCIA que de muestra.

PCIA*: Fenol-Cloroformo 1:1, 1/25 volumen de isoamyl-alcohol y 2 volimenes de 1XTE para
equilibrarlo.

Para precipitar los acidos nucleicos se eché 1ml de etanol 95% por cada 500ml de fase acuosa, se
mezcld por inversion y se llevé al congelador a -80°C por al menos 10 minutos, de este modo se
favorece la rapida precipitacion de todos los acidos nucleicos.



Posteriormente se retiré del congelador y se centrifugd 5 minutos a 13000 r.p.m., obteniendo una
pequefia cantidad de pellet que contiene los acidos nucleicos. Se descarté el sobrenadante y se
eliminaron las sales anadiendo 600ul de etanol al 70%, se repite este paso de lavado tres veces. A
continuacioén, se dejé secar a temperatura ambiente y se resuspendio en aproximadamente 100ul
de 0,5XTE y se conservé en el congelador a -20°C.

4.1.2. Protocolo de extraccion de DNA gendmico (método 2; Hoffman and Winston, 1987).

La masa celular descongelada se resuspendié en 200ul de solucién tampdn (2,5M LiClz; 50mM Tris
HCI pH 8.0; 4% Tritén X-100 y 62,5mM EDTA) y se repartid en dos tubos eppendorf, 100ul en cada
uno.

En cada tubo se afiadié 0,2g de perlas de vidrio (glass-beads) y el mismo volumen de PCIA que de
muestra. Se mezclaron con ayuda de un vortex durante 2 minutos. Posteriormente se centrifugé 1
minuto a 13000 r.p.m. Tras recoger el sobrenadante se repite el proceso nuevamente.

A continuacién, los dcidos nucleicos presentes en el sobrenadante se mezclaron con el mismo
volumen de isopropanol que de sobrenadante recuperado y se centrifugd 10 minutos a 13000 r.p.m.

Tras obtener un Pellet con los acidos nucleicos, se retird el sobrenadante y se efectuaron tres
lavados con 300ul de etanol al 70%.

Finalmente, se resuspendid la muestra en 20ul de 1XTE y 10ul de agua esterilizada y se conservd en
el congelador a -20°C.

4.1.3. Protocolo de extraccion por KIT (Genelet plasmid Minipret Kit).

Se descongeld la masa celular y se aiadié al eppendorf el mismo volumen de glass-beads que de
muestra, aproximadamente 0,5mm, y se resuspendid en 250ul de “resol. solution”, se mezclé todo
con la ayuda del vortex durante 1 minuto. Posteriormente, se afiadié la misma cantidad de dicha
solucidn y se repartié en dos tubos eppendorf, aproximadamente 200ul en cada tubo, se retiraron
las glass-beads. A partir de este paso se siguieron las indicaciones del protocolo Kit.

La elucién del DNA de las columnas se realizd con 50ul de buffer de elucién, las muestras se
congelaron hasta su posterior uso.

5. MEDIDA DE LA CONCENTRACION DE ACIDOS NUCLEICOS.

Para medir la concentracion de DNA se tomaron de 2ul 6 4ul de las distintas extracciones de DNA.
Se midid la DO2eo (densidad éptica a 260nm) en un espectrofotémetro UV/Vis de cuantificacidn de
DNA (Implen Nanophotometer®). Posteriormente se calculé la concentracién real sabiendo que,
DO260=1 equivale a una concentracién de 50ug/ml de DNA.



De modo alternativo se compard la seial del gel de agarosa con la concentracidn conocida de las
bandas del marcador (figura 5).

A) B)
28 —10,000
28 — 8.000
28 — 6,000
28 — 5,000
18 — 4,000
92 — 3.000
34 — 2,500 S0 1800
34 — 2.000
20 — 1.500 100 1000
80 800
92 — 1,000 90 600
30 — 500 30 — 200
45 — 250
(- (- (I
ng/Sul bp ng/5ul bp

Figura 5: Marcadores. A la derecha se indica el tamafio de los fragmentos de pares de bases (pb) y a la
izquierda la concentracién que se corresponde a cada banda. A) Marcador GeneRuler™ 1Kb. B) Marcador
NZytec.

6. TECNICAS DE AMPLIFICACION DEL DNA.
6.1. Reacciones de PCR (Polymerase Chain Reaction).

Para la amplificacién de genes presentes bien en el genoma o bien en el DNA plasmidico. Se llevaron
a cabo reacciones de PCR con diferentes variaciones y una puesta a punto que se detalla en los
resultados. Las condiciones generales para la amplificacién se pueden resumir del siguiente modo.

Se prepararon reacciones con un volumen final de 50ul: 1ul de dNTPs 2.5mM, 0.8 unidades de Exo
Tag DNA polimerasa, 5ul del tampdn 10X correspondiente a la enzima, distintos volimenes de DNA
molde (1pl a 4ul segin el experimento) y de oligonucleétidos (normalmente 1ml de concentracion
20mM) en funcién de la PCR que se iba a realizar, el volumen final se ajusté con agua bidestilada
estéril. Las condiciones programadas en el termociclador se muestran en la tabla 5. La temperatura
de anillamiento y los tiempos de extension también se variaron durante el proceso de optimizacion.

Activacion Inicial de la PCR | 2 minutos 95°C
Desnaturalizacion 30 segundos 95°C
Anillamiento 45 segundos 50°C 32 ciclos
Extension 1 minuto 72°C
Elongaciodn final 5 minutos 72°C

Tabla 5: Condiciones de una amplificacion genérica.
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7. TECNICAS DE ELECTROFORESIS.
7.1. Gel de agarosa (no desnaturalizante).

En funcidn del rango de separacion de bandas deseado, se prepararon geles con un porcentaje del
0.8% y 1% de agarosa. Para ello empleamos el tampdn de electroforesis 1XTAE. Para la carga en el
gel y posterior visualizacidn de las muestras de acidos nucleicos se mezclaron con buffer GelGreen
(Biotum) en una dilucién 5X.

Tampdn de electroforesis 1XTAE contiene: Tris-EDTA-Acetato (Tris 40mM; EDTA 1mM;
acetato sédico 20mM y acetato acético 30mM a pH 8.0).

RESULTADOS Y DISCUSION.

Para poder estudiar las variaciones en los patrones de recombinacion de GFP dependientes, tanto
de la mutacion nup84 como de la variacidn en las regiones 3'-UTR de GFP, se necesitaba verificar
que las muestras contenian DNA gendmico y plasmidico.

1. EXTRACCION CONJUNTA DE DNA GENOMICO Y PLASMIDICO.

1.1. Comparativa de métodos de extraccion de DNA.

Dado que, para los andlisis de PCR, era necesario la obtencion de DNA genémico y DNA plasmidico.
Una etapa preliminar para llevar a cabo los objetivos propuestos fue la comparacion de métodos de
extraccién de DNA. Por ello, se compararon las tres metodologias que se describen en el apartado
de material y métodos.

Con el fin de obtener mejores resultados, se optimizé uno de los pasos del protocolo de extraccion
por Kit. Antes del paso de la solucién por la columna se centrifuga la muestra. Por lo que, se decidié
hacer el protocolo por duplicado y afiadir un paso para ver el efecto de la velocidad de
centrifugacién: uno de los tubos se centrifugd a 8000 r.p.m. durante 5 minutos y el otro tubo a 6000
r.p.m. durante 6 minutos. Los resultados se muestran a continuacién (figura 6).
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Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa comparando los métodos de extraccion de DNA.
1.Marcador 1Kb. 2. Muestra control de DNA con el plasmido CYC1. 3. DNA extraido por el método 1.
4. DNA extraido por el método 2. 5-6. DNA extraido por el método 3 con dos velocidades de
centrifugacion (5. 8000 r.p.m. 6. 6000 r.p.m.).

Como muestra la figura 6, el protocolo con el que se obtuvieron mejores resultados fue el que se
observa en el pocillo nimero 4 (protocolo de extraccion por el segundo método) en el que, se
obtiene una banda mas diferenciada y de mayor peso molecular que corresponde al DNA gendmico
y una banda mas suave y de menor peso molecular que corresponde al DNA plasmidico.

Por lo que, el método que se usd para extraer el DNA de todas las muestras fue el protocolo de
extraccién de DNA gendmico por el segundo método.

1.2. Medida de la concentracion de acidos nucleicos.

Dado que, con las muestras de DNA se pretende analizar por PCR las variaciones relativas a las
bandas de GFP y RPA-GFP, resulta necesario partir de concentraciones similares de DNA molde.

A fin de conseguir la concentracion de acidos nucleicos en las diferentes extracciones, inicialmente
se empled el espectrofotdmetro para medir la absorbancia a 260nm. Sin embargo, se observé que
se obtenian datos negativos en las medidas de absorbancia. Esto puede deberse a una baja
concentracién de DNA o a la presencia de impurezas como restos de etanol en las muestras. Por
este motivo se decidid realizar una electroforesis en gel de agarosa para verificar la presencia y la
calidad del DNA en las muestras.

En relacion con los datos obtenidos en la figura 6. Se extrajo el DNA de todas las muestras (silvestres
y mutantes para Nup84) transformadas con los diferentes plasmidos de GFP, con el protocolo de
extraccién de DNA gendmico por el segundo método. Finalmente se realizd una electroforesis para
verificar que las extracciones habian sido realizadas con éxito para avanzar en el estudio. Los datos
se muestran en la figura 7.
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Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 0,7% comparando los gendmicos de la cepa silvestre (A) y
los mutantes Anup84 (B), expresando plasmidos con diferentes 3"UTRs. 1. Marcador 1Kb. 2. Muestra
control de DNA plasmidico. 3-7. Muestras con los pldasmidos que se indican en la parte superior de cada
carril.

Como se aprecia en la figura (figura 7), se obtuvieron muestras de genédmico con una banda de alto
peso molecular y en general, homogéneas dentro de cada cepa. Empleando la estimacion de la
intensidad de bandas del marcador (figura 5), la concentracién de la muestra C-CYC1 se aproxima a
los 40ng/5ul de la banda de 10Kb del marcador y algo menor en el resto de muestras (figura 7A). En
el caso de los gendmicos de Anup84 esta concentracion es mayor y mas igualada.

Por lo tanto, a partir de estos resultados, las muestras se consideraron adecuadas para iniciar el
analisis por PCR.
2. OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE AMPLIFICACION DE DNA.

Para identificar el gen GFP y la fusién RPA190-GFP, fue necesario optimizar las condiciones de las
reacciones de PCR (Polymerase Chain Reaction) como se comentan en este apartado.

El tamafio de las bandas que se deben de obtener son los que se detallan en la tabla 6.

Ampicilina > 1Kb
GFP 700 pb
RPA194(interno) 442 pb
RPA-GFP (recombinante) |5 Kb
URA 1300pb
u3 > 1Kb

Tabla 6. Tamaiio de las bandas de interés.

2.1. Condiciones de una amplificacion genérica.
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Se procedié a optimizar las condiciones de PCR que nos permitiesen diferenciar las amplificaciones
de: GFP, RPA y RPA-GFP. Se compararon temperaturas haciendo PCR en gradiente y se analizé el
efecto de la temperatura de anillamiento y concentracion de DNA molde.

Bajo las condiciones que se muestran en la tabla 5; con una temperatura de extension de 72°C
durante 1 minuto se realizé una reaccion de PCR con las cantidades que se expresan en la siguiente
figura (figura 8).

GFP+RPA
M(1kb) | RPA GFP GFP URA

10Kb +— l
——

250pb +—

-

1 2 3 4 5 6

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa para comprobar condiciones de PCR. 1.Marcador 1Kb.
2-6. Muestras con DNA molde expresando el plasmido BYGFP-P+D. (Las variaciones en los reactivos fueron
las siguientes: 2. 1l de DNA molde, primer RPA (1ul RPAF + 1ul RPAR) y primer GFP (1ul GFPF + 1ul GFPR).
3. 1ul de DNA molde y primer RPA (1ul RPAF + 1ul RPAR). 4. 1ul de DNA molde y primer GFP (1ul GFPF +
1ul GFPR). 5. 2ul de DNA molde y GFP (1ul GFPF + 1ul GFPR). 6. 2ul de DNA molde y primer URA
(1l URAF + 1pl URAR).

Los resultados obtenidos bajo estas condiciones no fueron los esperados. Como se observa en la
imagen (figura 8) en la mayoria de los casos, no aparecen las bandas esperadas pero si la banda de
442pb de RPA (figura 8, carril 3).

2.2. Efecto de la temperatura en la amplificacion de GFP y RPA.

En relacion a los resultados dados en la anterior amplificacion (figura 8), se decidio llevar a cabo una
nueva amplificacién, bajo las mismas condiciones que la anterior pero a distintas temperaturas. Para
ello, se empled un termociclador en gradiente seleccionando un rango de temperaturas entre 50°C
y 60°C. Los resultados se muestran en la figura 9.

En este caso, se probd ademas nuevo primer de RPA190 que anilla en la region interna (RPA190 int.)
en la siguiente tabla (tabla 7), se muestran las secuencias de los primers utilizados.
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Oligonucleétido Secuencia (5°->3")
Ampicilina F TTACAGACAAGCTGTGACCGT
Ampicilina R GCGATCTGTCTATTTCGTTCA
GFP F AGGAGAAGAACTTTTCACTGGAG
GFPR TCATCCATGCCATGTGTAATCC
RPA F AGGCGAAACCAGCAAGAAGA
RPAR ACCGCCCTTCAAAAACTTGAC
RPA190int F TGTACACTGACGACGAAGCT
RPA198int R GCATATCTGGAGGGGTGACA
URAF TGTGGTTTCAGGGTCCATAA
URAR TGCGTCCATCTTTACAGTCCT
U3F CGACGTACTTCAGTATGTAA
U3R ATTTGTACCCACCCATAGAG

Tabla 7. Oligonucleétidos utilizados en las amplificaciones de los genes de interés que se detallan en

los resultados.

De esta forma, se pudieron comparar resultados en funcién a la region amplificada de RPA y a las
temperaturas.

M(1Kb)

RPA I RPA190int.
f |1

l

T2(eC) ' 60 55 50 60 55 50

500pb +—

250pb +—

1 2 3 4 5 6 7

Figura 9. Comparacion de primers RPA y temperaturas. Muestras con DNA molde expresando el plasmido
BYGFP-P+D. Las variaciones en los reactivos fueron las siguientes: 1. 1ul de DNA molde y primer RPA (1pl
RPAF + 1ul RPAR) a 60°C. 2. 1ul de DNA molde y primer RPA (1ul RPAF + 1ul RPAR) a 55°C. 3. 1ul de DNA
molde y primer RPA (1ul RPAF + 1ul RPAR) a 50°C. 4. Marcador 1Kb. 5. 1ul de DNA molde y primer
RPA190int. (1ul RPA190int.F + 1l RPA190int.R) a 60°C. 6. 1ul de DNA molde y primer RPA190int. (1ul
RPA190int.F + 1ul RPA190int.R) a 55°C. 7. 1ul de DNA molde y primer RPA190int. (1l RPA190int.F + 1pl
RPA190int.R) a 50°C.

La figura 9 muestra que, a pesar de haber utilizado un nuevo primer de la regién interna de RPA
(RPA190int.), se observaron mejores resultados con el primer de RPA utilizado previamente. Se
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observd una banda de un tamafio préoximo a 500pb y ademas se verificd que la temperatura que
mejor funcionaba era a 55°C.

De modo que, se optd por utilizar el primer par de primers y una temperatura de 55°C en todas las
amplificaciones posteriores.

De modo similar, comprobd a que temperatura funcionada mejor la amplificacién de GFP.

Por otro lado, con el fin de minimizar las pequefias diferencias de concentracidn entre las muestras,
se quiso introducir una amplificacidon del gen de resistencia a la ampicilina de E. coli, incluida en
todos los plasmidos y por tanto funcionaria como control de la cantidad de DNA plasmidico, y de
U3, como control de genémico.

Ademas, teniendo en cuenta que se necesitaba también una sefal de la fusion RPA-GFP, se introdujo
una reaccién donde se combind primer RPA mas primer GFP esperando obtener una banda de
aproximadamente 5Kb. Los resultados se muestran en la siguiente figura (figura 10).

Y
& are GEP+RPA  RPA

I |
T2 («C) 55 60 55 50 60 55 50 55

— . W) i - R e B | =

750ph +—
500ph «— S -—
250pb «— W - - .-

1 23 4 5 6 7 8 9

Figura 10. Comparacion de primers (RPA y GFP) y temperaturas. Muestras con DNA molde expresando
el plasmido  BYGFP-P+D. Las variaciones en los reactivos fueron las siguientes: 1. Marcador 1Kb. 2. 1yl
de DNA molde y primer ampicilina (1l AmpicilinaF + 1ul AmpicilinaR), muestra control. 3-5. 2ul de DNA
molde y primer GFP (1ul GFPF + 1ul GFPR) a distintas temperaturas: 60°C, 55°C y 50°C, respectivamente.
6-8. 1ul de DNA molde y primer RPA-GFP (1ul RPA-GFP F + 1ul RPA-GFP R) a distintas temperaturas: 60°C,
55°C y 50°C, respectivamente. 9. 1ul de DNA molde y primer RPA (2ul RPAF + 2ul RPAR) a 55°C.

La figura 10 muestra que, la ampicilina (carril 2), que habia sido utilizada como control, no amplificé
la banda deseada. Respecto a las amplificaciones de GFP, se pudo comprobar que funcionaba bien
a 60°C y a 55°C. Sin embargo, funciona mejor a 55°C como en el caso de la amplificacion de RPA
(figura 7) ya que, se obtuvo una banda préxima a 750pb.

A pesar de que, independientemente las amplificaciones de GFP y RPA se obtuvieron con éxito, no
fue asi en el caso de la fusion RPA-GFP, como muestra la figura (figura 10) no se consiguié la banda
de 5Kb esperada.
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En esta reaccion de PCR, se pudo concluir que, las bandas mejor diferenciadas se obtenian en una
reacciéon de PCR con: 2ul de DNA molde, 2l de primer, bajo una temperatura de 55°C.

2.3. Estudio de la recombinacion RPA-GFP.

Tras observar los resultados obtenidos en la electroforesis de la figura 10, se optd por bajar las
temperaturas de reaccidn para la amplificacion de ampicilina, ya que, la Tm de los primers es mas
baja.
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Figura 11. Amplificaciones optimizadas y posibles controles. Muestras con DNA molde expresando el
plasmido BYGFP-P+D. Las variaciones en los reactivos fueron las siguientes: 1. Marcador 1Kb. 2. 2ul de
DNA molde y primer GFP (2ul GFPF + 2ul GFPR) a 55°C. 3. 2ul de DNA molde y primer RPA (2ul RPAF + 2ul
RPAR) a 55°C. 4. 2l de DNA molde, primer GFP (2ul GFPF + 2ul GFPR) y primer RPA (2ul RPAF + 2ul RPAR)
a 55°C. 5. 3ul de DNA molde y primer Ampicilina (2ul AmpicilinaF + 2pl AmpicilinaR) a 50°C. 6. 3pl de DNA
molde y primer U3 (3ul U3F + 3ul U3R) a 50°C. 7. Marcador NZytec.

La electroforesis (figura 11) mostré que efectivamente a 55°C se obtuvieron bandas bien
diferenciadas de GFP y de RPA independientemente pero no se obtuvo la banda que nos indicaria
recombinacion entre GFP y RPA que nos permite detectar la fusiéon nuclear. Solo se obtuvo una
banda que corresponde al tamafio de RPA aunque en menor densidad, dato que nos pudo indicar
que posiblemente al detectar perdida de volumen en la banda correspondiente a RPA, se deba a
gue haya habido recombinacidon y por eso la banda se muestra con una intensidad menor.

Por tanto, tras la electroforesis de la figura anterior, las amplificaciones de los genes Ampicilina y
U3 tienen dos inconvenientes. Por un lado, la ampicilina solo amplificé a 50°C, se realizaron pruebas
a mayor temperatura pero no se obtuvieron resultados y por otro lado, U3 (figura 11, carril 6)
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amplifica perfectamente pero la banda tiene un tamafio similar a RPA (figura 11, carril 3). Por tanto,
se decidié no emplear ninguno de ellos en las posteriores reacciones de PCR.

Tras analizar los resultados obtenidos en las anteriores amplificaciones, se opté por optimizar las
condiciones de amplificaciones. Se aumentd el tiempo de extensién a 2 minutos y el nUmero de
ciclos a 34, con el fin de aumentar el tiempo de extensidn. Los resultados se observan en la siguiente
electroforesis (figura 12).
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Figura 12. Amplificaciones optimizadas. Muestras con DNA molde expresando el plasmido BYGFP-P+D.
Las variaciones en los reactivos fueron las siguientes: 1. Marcador 1Kb. 2. 3ul de DNA molde, primer RPA
(2ul RPAF + 2ul RPAR), primer GFP (2ul GFPF + 2ul GFPR) y primer Ampicilina (2ul AmpicilinaF + 2ul
AmpicilinaR). 3. 3ul de DNA molde, primer RPA (2,5ul RPAF + 2,5ul RPAR), primer GFP (2,5ul GFPF + 2,5ul
GFPR) y 1ul de MgCls. 4. 2ul de DNA molde, primer RPA (2,5ul RPAF + 2,5ul RPAR) y primer GFP (2,5ul
GFPF + 2,5ul GFPR). 5. 2ul de DNA molde, primer RPA (2l RPAF + 2l RPAR), primer GFP (2ul GFPF + 2ul
GFPR) y 1ul de MgCla. 6. 2ul de DNA molde, primer RPA (2ul RPAF + 2l RPAR) y primer GFP (2ul GFPF +
2ul GFPR). 7. Marcador NZyMarker.

Nuevamente, como muestra la figura 12, a pesar de haber aumentado el tiempo de extension los
resultados que se obtuvieron no fueron éptimos. Al combinar ambos primers se obtiene una Unica
banda y en algunos de ellos se intuyen bandas superiores pero no se obtiene la banda de 5Kb
deseada. Se optd por aumentar el tiempo de extensidon a 7 minutos pero los resultados no

mejoraron.

3. COMPARACION DE LOS NIVELES RELATIVOS DE RPA Y GFP EN CEPAS SILVESTRES Y MUTANTES
Anup84.
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Dados los inconvenientes encontrados especialmente en la amplificaciéon de la banda RPA-GFP, se
decidié realizar, de forma independiente para cada muestra, una reaccion de PCR con RPAy GFP y
posteriormente calcular el ratio, es decir, la relacidon de la sefial RPA/GFP. La idea es que, este calculo
elimina el problema de carga entre muestras diferentes y por otro lado, si se da una recombinacion
que lleve a la pérdida de GFP plasmidico, el valor de este ratio aumentaria respecto a la cepa control.

En nuestro caso tomaremos el plasmido pGFP-P+D como control para comparar con el resto de
variantes de GFP.

Para eliminar el mayor nimero de variables se prepararon mezclas de reaccion por PCR en este caso
una mezcla para GFP (tabla 8) y otra para RPA (tabla 9). Estas mezclas contenian todo lo necesario
para la reaccion de PCR, excepto el DNA molde que se afiadié una cantidad de 1ul a cada tubo.

MIX-GFP X11 MIX-RPA X11

GFPF 1ul RPAF 1l

GFPR 1ul RPAR 1l

dNTPs 1,25ul dNTPs 1,25ul

H20 18,35l H20 18,35l

Buffer 10X 2,5ul Buffer 10X 2,5ul

Ezima Taq 0,5ul Ezima Taq 0,5ul

Tabla 8. Mix para amplificacion de GFP. Tabla 9. Mix para amplificaciéon de RPA.

Posteriormente, se observaron los resultados mediante electroforesis en un gel al 1:5 de agarosa
(figuras 13 y 14) y finalmente, la cuantificacidn de las bandas se obtuvo a partir del programa Image
lab (Biorad).

Plasmidos pAGFP  pGFPKIPD pGFPKIP pGFP-N-FUS pGFP-C-FUS
Caracteristicas AGFP GFP-P+D GFP-P N-CYC1 cC-CYC1
M [RPH GFP] |IRP.H. GFP] |IRF“:"L GFP HRPA GFP] |IRP;"L GFP] M
NUP84
-t ... —» 1800ph
1000pb «—— g
750pb «— W — 1000pb
500ph «— W% - - —» 600pb
- - - - - - -
250pb +«— . — 400pb

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 13. Amplificacion de GFP y RPA en la cepa salvaje NUP84. 1. Marcador 1Kb. 2-11. Muestras de las
cepas salvajes NUP84, expresando las distintas regiones 3°-UTR que se observan en la parte superior de
cada carril. 12. Marcador NZytec.
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Plasmidos PAGFP  pGFPKIPD pGFPKIP pGFP-N-FUS pGFP-C-FUS

Caracteristicas AGFP GFP-P+D  GFP-P N-CYC1 C-CYC1
M rnm cre! Rea GFPHRPA crp [RPA GFP'[RPA GFP'
[ =" H
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—
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Figura 14. Amplificacion de GFPy RPA en la cepa mutante para Anup84. 1. Marcador 1Kb. 2-11. Muestras
de las cepas mutantes Anup84, expresando las distintas regiones 3"-UTR que se observan en la parte
superior de cada carril.

Como se aprecia en los carriles 2 y 3 de la figura 13, no aparece la amplificacion de la banda GFP
genomica, que se esperaba obtener al no tener GFP en el plasmido. Este hecho nos permite

considerar que todo el GFP que se amplifico es citosdlico.

3.1. Niveles de RPA y GFP dependiendo de la mutacién Nup84 y la region 3°-UTR.

Tras cuantificar la intensidad de las bandas obtenidas por PCR los resultados se muestran

en la figura 15.

Medias RPA y GFP
NUP84 Anup84

1800

|
1 | |
- | |

!

200
o T [1 |
RPARPA GFP GFP RPARPA GFP GFP RPA RPA GFP GFP RPARPA GFP GFP RPARPA GFP GFP
pAGFP GFP-P+D GFP-P N-CYC1 c-cYcl
Figural5. Datos combinados de las medias con sus desviaciones estandar (barras negras) en las cepas
salvaje y mutante para NUP84. Datos obtenidos con la hoja de calculo Excell.

Niveles relativos
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3.2. Calculo de los ratios RPA/GFP.

RATIOS AGFP GFP-P+D GFP-P N-CYC1 C-CYC1
NUP84 N/A 1,76 1,82 N/A 0,77
Anup84 4,78 1,75 2,28 1,74 2,06

Tabla 10. Ratios RPA/GFP empleando las medias de los valores de tres cuantificaciones independientes.

En relacién a los datos de la figura 15, se calcularon los ratios RPA/GFP que se muestran en la tabla
10.

La situacion especial de este curso 2019/2020 ha impedido poder efectuar nuevas PCRs de
comprobacién, que incluyan ademas la banda gendmica RPA-GFP. Cabe destacar que el ratio
RPA/GFP del mutante Anup84 con la region 3°-UTR sale tan alto porque, como se observo en la
figura 14, no se amplificé la banda correspondiente a GFP por ello este valor no se tiene en cuenta
en la discusion.

Pese a lo expuesto en el parrafo anterior, tomando como referencia los valores de la cepa silvestre
expresando la 3°-UTR, GFP-P+D, los resultados obtenidos nos permitieron observar que:

Por un lado, en el mutante Anup84 hay pequefias variaciones del ratio dependiendo de las regiones
3’-UTR expresadas. Como se puede apreciar en la tabla (tabla 10), al expresar GFP con los elementos
proximal y distal (GFP-P+D), no se encontraron variaciones entre la cepa salvaje y el mutante
Anup84. Este ultimo, experimenta un ligero incremento del ratio al expresar GFP-P y C-CYC1, que
sugeriria una ligera pérdida de GFP citosdlico por recombinacién. Estos datos apoyan los datos de
microscopia del trabajo de B. Varela que muestra la disminucion de fluorescencia citosélica (Varela,
2013).

Por otro lado, en el caso de expresar las regiones 3’-UTRs de N-CYC1 y C-CYC1, llama la atencién la
disminucion del ratio a la mitad en la cepa silvestre. Al comparar estos datos con GFP-P+D, esta
diferencia, no se debe a la mutacién Anup84 ni ala 3’-UTR, ya que en ambos casos la region 3’-UTR
expresada es la de CYC1. Por tanto, la causa debe encontrarse en la secuencia de DNA del sitio de
clonaje multiple, presente antes de la region 3"-UTR en el caso de C-CYC1. Por tanto, siguiendo
nuestro modelo, sugiere que esta secuencia afecta a la recombinacidn por tanto, causa la pérdida
de GFP.
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CONCLUSIONES

Como resultado del trabajo de optimizacion de reacciones de PCRs, para posteriores estudios de
recombinacién dependiente del factor Nup84, se puede concluir lo siguiente:

El método de extraccidn que permite extraer con éxito el material genético, tanto DNA
gendmico como DNA plasmidico, de la levadura, S. cerevisiae, fue el método descrito por
Hoffman y Winston, 1987 (método?2).

En la optimizacion de reacciones de PCRs, para el posterior estudio de variaciones por
recombinacion, se consiguieron las condiciones para obtener bandas bien diferenciadas de
GFP y RPA (de 700pb y 400pb, respectivamente) Unicamente en PCRs independientes. Sin
embargo, no se obtuvo la banda correspondiente RPA190-GFP (5000pb) gendmico, siendo
necesarias optimizaciones posteriores a este estudio.

Tras amplificar RPA y GFP en células silvestres y mutantes para el factor Nup84 del NPC, se
abordo el estudio del ratio RPA/GFP. El incremento de éste ratio sugiere la pérdida de GFP de
origen plasmidico y su reduccidn, la recombinacién en sentido contrario. En cualquier caso,
estos cambios son indicativos de cambios en la recombinacién entre las dos secuencias GFP.

El valor de los ratios varia en funcion de la cepa, salvaje y mutante para Nup84, y en ambos

casos de la region 3'-UTR expresada y las secuencias adyacentes a la 3’-UTR, como sucede en
el caso N-CYC1 y C-CYC1 en las que se encuentra una disminuciéon mayor del ratio.
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