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RESUMEN
Sobreexpresién, purificacidon y caracterizacién de proteinas involucradas en la exportacidn
nuclear del ARN

La exportacion nuclear del mRNA esta coordinada con las diferentes etapas de la
expresion génica. En las células de los organismos eucariotas existen diferentes organulos donde
se realizan las funciones celulares, incluyendo el crecimiento, desarrollo y diferenciacién celular.
En el nucleo celular es donde se encuentra la informacién genética almacenada en el DNA, y
donde ocurre la replicacién y reparacion del DNA, la transcripcion y el procesamiento del RNA.
La traduccién de las proteinas ocurre exclusivamente en el citoplasma. Por ello, a través del
complejo de poro nuclear, el mRNA y otras macromoléculas se transportan al citoplasma. Hay
proteinas adaptadoras del transporte de mRNA que actian como un sistema de control para
prevenir una incorrecta exportacién nuclear causada por un mal procesamiento o ensamblaje
de las ribonucleoproteinas. En este proyecto se pretenden generar mutantes puntuales de una
serie de construcciones de Mip6, proteinas celulares de unién a la proteina Mex67, un elemento
fundamental en la exportacion del RNA desde el nucleo al citoplasma. Se generaradn una serie
de mutantes por biologia molecular para poder proceder a su sobreexpresion y purificacion.
Segun las cantidades obtenidas se procederan a distintos tipos de caracterizacién biofisica. En
primer lugar se procedera a la obtencién de mutantes de una supuesta secuencia de exportacién
nuclear (NES) con el objetivo de validarla como tal. La presencia o no de un NES en Mip6,
proteina de unidon a Mex67 tiene importantes implicaciones funcionales en su biologia y en la
interpretacion de sus asociaciones con Mex67. También se procedera a la sobreexpresion y
purificacién de la unidad minima de interaccién de Mip6 con Mex67 con el objetivo de iniciar
series de cristalizacion para poder resolver su estructura cristalina en un futuro. Por otra parte,
mediante técnicas de clonaje se pretende caracterizar las proteinas Mex67 y Dbp5, dos
proteinas involucradas en el transporte nuclear.
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Overexpression, purification and characterization of proteins involved in nuclear export of RNA
The nuclear export of mRNAs is coordinated with different steps of gene expression.
Eukaryotic organisms have a physical and functional compartmentalization of the cells into
organelles that are the sites where cellular activities occur, including growth, development, and
differentiation. Genetic information is stored in the cell nucleus in the form of chromosomal
DNA, in this compartment, DNA replication and repair, transcription of genes, and RNA
processing occur. Protein translation occurs exclusively in the cytoplasm. Thus, mRNAs and
other macromolecules are transported into the cytoplasm through the NPC. There are adaptor
proteins to control and prevent an improperly processed or assembled ribonucleoproteins.
Mip6 is a protein that interacts with the protein Mex67, which is a component of the nuclear
pore involved in nuclear mRNA export from the nucleus to the cytoplasm. It aims to generate
different mutants by molecular biology to overexpress and purify these constructs. Depending
on the quantities of protein obtained, different types of biophysical characterization will be
carried out. The first step is to obtain the mutants of a determinate nuclear export sequence
(NES) in order to validate it as such. The presence of NES in Mip6 has important functional
implications in her biology and in the characterization of their associations with Mex67.
Moreover, the overexpression and purification of the minimal interaction unit of Mip6 with
Mex67 is going to be done with the objective to make crystallization series to be able to solve
its crystalline structure in the future. Furthermore, cloning techniques used in this work will
provide a characterization of Mex67 and Dbp5 proteins, which are two proteins involved in
nuclear transport.
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1. INTRODUCCION

Desde el descubrimiento del dogma central de la biologia molecular propuesto por Crick,
se sabe que hay un flujo de informacién entre el DNA, RNA vy las proteinas. Estudios recientes
han demostrado la relacidén que existe entre la expresion génica y la exportacion del mRNA del
nucleo al citoplasma. En las células eucariotas se requieren una serie de procesos nucleares
coordinados, estos incluyen la sintesis y maduracion de los complejos pre-mRNAs, la unién de
pre-mRNA junto con proteinas (pre-mRNPs), el transporte a través de los granulos de
intercromatina, la exportacion a través del poro nuclear y la liberacion de los mRNP en el
citoplasma (Bjork y Wieslander, 2014). Los complejos RNP y algunas proteinas multifuncionales
facilitan la comunicacion entre los procesos anteriores y posteriores del transporte de mRNA a
través del poro nuclear (NPC) (Moore y Proudfoot, 2009). La transcripcién, el empalme (splicing),
la formacion de mRNP, el procesamiento del extremo 3’ y el reclutamiento de NPC son los
procesos anteriores, mientras que las modificaciones de mRNP y la traduccion ocurren
posteriormente (Rodriguez-Navarro y Hurt, 2011).

Existen distintos mecanismos de exportacién nuclear dependiendo del tipo de RNA, desde
rutas simples de sRNAs (small RNAs) hasta mecanismos complejos de biogénesis y exportaciéon
de ribonucleoproteinas mas grandes. Sin embargo, muchos estudios cientificos han demostrado
gue cualquier transporte nucleocitoplasmatico requiere el uso de receptores méviles que se
enlazan y movilizan las moléculas (Kohler y Hurt, 2007).

La RNA polimerasa Il (Pol Il) juega un papel principal en la exportacién nuclear, ya que se
encarga de reclutar todos los factores que intervienen en el empalme, taponado 5’ (capping),
en la formacion del extremo 3’ y la exportacion del mRNA (Vinciguerra y Stutz, 2004).

1.1. EXPORTACION MRNA

La mayoria de RNAs dependen del gradiente RanGTP-RanGDP para su exportacion, por lo
tanto las carioferinas actuan directamente o indirectamente en el proceso. Las exportinas
translocan las moléculas al citoplasma solo cuando el RanGTP estd también unido a este
complejo, una vez en el citoplasma se produce la hidrdlisis del RanGTP en RanGAP. En cambio,
se ha visto que no es igual en la exportacién del mRNA, es un proceso mas complejo que la
exportacién de proteinas o pequeinas moléculas de RNA (Kohler y Hurt, 2007).

A partir de los andlisis gendmicos realizados, se ha visto que la biogénesis, exportacion y
traduccion de las diferentes subpoblaciones del mRNA estan coordinadas de forma distinta.
Estudios han revelado que el mecanismo de exportaciéon del mRNA estd conservado en
levaduras y seres humanos, aunque cada organismo tiene sus peculiaridades.
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Figura 1. Exportacion nuclear del mRNA en levaduras y metazoos. a) En levaduras, el transcrito generado por la RNA
Pol Il se pliega y es ensamblado en un pre-mRNP por el complejo THO/TREX. Se asocia a factores adicionales pre-
mRNA y el receptor de exportacion Mex67-Mtr2 es incorporado al mRNP por proteinas adaptadores como Yral. El
mRNP se dirige al NPC, Mex67 genera la translocacidn del mRNP a través del poro nuclear mediante la interaccién de
las FG nucleoporinas. En el citoplasma, la RNA helicasa Dbp5 libera mRNP del poro produciendo un remodelamiento
y el reciclado de los factores de transporte que vuelven al nucleo. b) En metazoos, se produce el splicing y capping
del mRNP. Esta es una de las diferencias que hay con respecto a las levaduras, ya que en estas solo un pequefio
porcentaje contiene intrones en sus genes. El receptor de exportacién en este caso se llama TAP-p15. Los procesos
downstream de la exportacion del mRNA son muy similares en los dos organismos. En la figura se muestran los
receptores de exportacion en amarillo y los adaptadores en azul (Kéhler y Hurt, 2007).

Las proteinas adaptadoras del transporte de mRNA actian como un sistema de control
para prevenir una incorrecta exportacién nuclear causada por un mal procesamiento o
ensamblaje de las ribonucleoproteinas. Sin embargo, se ha observado que la exportacién del
mRNA frente a un estrés térmico no necesita adaptadores. Mex67 se une directamente a la RNA
Polimerasa Il y rdpidamente se produce la exportacion y traduccion de este tipo de mRNAs,
permitiendo a las células sobrevivir a situaciones extremas (Zander et al., 2016)

Se ha demostrado que la desregulacion de la maquinaria de exportacion del mRNA puede
dar lugar a varias enfermedades, incluyendo el desarrollo de cancer. Ademas, mutaciones en
factores de exportacién del mRNA producen enfermedades autosémicas recesivas de la neurona
motora y esclerosis lateral amiotrofica (ELA) (Wickramasinghe y Laskey, 2015).

1.2. NPC (CompLEJOS DE PORO NUCLEAR)

Los poros nucleares son grandes complejos macromoleculares que se encuentran en la
envoltura nuclear y regulan el transporte de manera selectiva. Tienen la forma de un cilindro
con una simetria del orden de 8, de 100 nm de diametro y con un canal central de 30-50 nm. El
tamano total en levaduras es de 40-60 MDa y 60-120 MDa en vertebrados (Nifio et al., 2013).



El NPC actua como un portal entre el nucleo y el citoplasma (Griinwald, 2011). Tiene una
region nucleoplasmica que consiste en un anillo nuclear y una cesta nuclear con grandes
filamentos. La parte central forma el canal de translocacion y la regién citoplasmatica esta
formada por un anillo citoplasmatico y unos filamentos largos (Bjork y Wieslander, 2014).

Las proteinas que forman los poros nucleares se llaman nucleoporinas (Nups). Esta clase
de proteinas se divide en tres grupos dependiendo de su localizacién en el NPC: las proteinas
transmembrana, las proteinas que forman la estructura del NPC y las nucleoporinas que
contienen repeticiones del péptido fenilalanina-glicina (nucleoporinas FG). En levaduras existen
30 tipos diferentes de Nups, de las cuales la mitad contienen repeticiones FG. El transporte
nuclear de grandes proteinas y moléculas de RNA estd mediado por sefiales y es
energéticamente dependiente. Las sefiales de localizacién nuclear (NLS) y las de exportacion
nuclear (NES) dirigen a las proteinas para la importacidon o exportacion mediante interacciones
con receptores para el transporte de la familia de las importinas-f3 (carioferinas) (Zenklusen y
Stutz, 2001)
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Figura 2. Estructura y funcién del complejo de poro nuclear. EI NPC esta formado por un canal central localizado en el
plano de la envoltura nuclear que conecta el nicleo y el citoplasma. Las nucleoporinas se agrupan respecto a la
localizacion en las diferentes subestructuras del NPC. En esta figura quedan representadas todas las Nups presentes
en levaduras y vertebrados. Las nucleoporinas transmembranas anclan el ndcleo del NPC a la envoltura nuclear. El
nucleo estd compuesto por las nucleoporinas del anillo interno y externo. Las nucleoporinas de enlace permiten la
unién de las nucleoporinas FG y el nucleo. Los filamentos citoplasmaticos y la cesta nuclear actian como sitios de
acoplamiento para los complejos transportadores (Nifio et al., 2013).

De acuerdo con los analisis realizados se ha llegado a la conclusidon que hay dominios de
las nucleoporinas FG asimétricas (Nupl y Nup2) que participan en el anclaje del mRNP al NPC,
mientras que Nup57 y Nup49 participan en su translocacion. Por lo tanto, hay una interaccién
de las mRNPs con las FG-Nups durante la translocacién (Nifio et al., 2013).

Estudios in vivo han identificado un paso limitante en el transporte del mRNA. En la parte
nuclear, este paso depende del control de calidad del mRNA y de los mecanismos de
supervivencia. En la parte citoplasmatica, dependera del remodelamiento del mRNP que define
la direccionalidad.



1.3. CompLEIO MEX67-MTR2

A partir de los experimentos de hibridacion in situ realizados se identific6 Mex67 como
un factor de exportacion nuclear del mRNA (NXF) en Saccharomyces cerevisiae. En metazoos,
TAP/NXF1, ortdlogo de Mex67 en mamiferos, interactia con CTE (constitutive transport
element), un elemento presente en los transcritos de retrovirus simples de tipo D, fundamental
para la exportacién del RNA genédmico retroviral unspliced (Nifio et al., 2013).

El complejo Mex67-Mtr2 de levaduras y su homdlogo en metazoos TAP-p15, es un
receptor heterodimérico de exportacién del mRNA que transporta mRNPs a través de NPCs. Este
complejo actla junto con proteinas de union al RNA (RNA-binding proteins) (Koéhler y Hurt,
2007). Hay una gran interaccién genética entre MTR2 y MEX67 que sugiere que las proteinas
estan fisicamente asociadas (Santos-Rosa, 1998).

Mex67 se asocia fisicamente al RNA, y Mtr2 es necesaria para la asociacién de Mex67 a
partir de las nucleoporinas FG del complejo de poros nucleares. Ademas, se sabe que hay una
interaccion fisica y genética entre Mtr2 y Nup85, por lo que esta proteina actia como diana para
la unién del complejo Mex67-Mtr2 al NPC. Si se produce una mutaciéon en Mex67 y no se puede
unir a Mtr2, se inhibe la exportacion nuclear de mRNA y el crecimiento celular. Mediante
estudios genéticos realizados, se ha propuesto un modelo que implica la interaccién directa del
complejo Mex67-Mtr2 con nucleoporinas FG. Nup84 y Nup159 son dos subcomplejos NPC de
levaduras esenciales para la exportacion del mRNA. Ademads, hay dos evidencias claras que
indican que Mex67 participa en la exportacion. La primera fue descubierta a partir del estudio
in vivo de mutantes termosensibles generados por mutagénesis del gen MEX67. El mutante ts
mex67-5 no mostrd ningun defecto de crecimiento a 302C, en cambio a 372C las células no
crecian pero no se morian gracias a la reversibilidad del fenotipo ts. Esto sugiere que Mex67
controla este proceso celular esencial. La segunda evidencia es la unién de Mex67 al RNA
poliadenilado (poly (A") RNA) en las células (Segref et al., 1997).

1.3.1. CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE MEX67/NXF1

Mex67/NXF1 estd formado por cuatro dominios. La regién N-terminal contiene un
dominio de reconocimiento del RNA (RRM) y un dominio de repeticién rica en leucina (LRR). La
region C-terminal contiene un dominio de factor de transporte nuclear (NTF2L) y un dominio de
asociacion a la ubiquitina (UBA), y se une con las nucleoporinas FG (Aibara, 2015).

H. sapiens N e—  RRM LRR = NTF2L -.c (619)

C. thermophilum N ee— RRM = LRR : NTF2L —.c (657)

S. cerevisiae Ne RRM === LRR i NTF2L _.C (599)

Figura 3. Comparacion de la estructura de Mex67/NXF1 de H. sapiens, C. thermophilum y S.Cerevisiae. Los
tres organismos presentan los cuatro dominios estructurales (RRM, LRR, NTF2L y UBA). Sin embargo, en H. sapiens y
C. thermophilum la extension de la region N-terminal es mayor (Aibara, 2015).



Mtr2 es una proteina de 15-20 kDa que también tiene un dominio NTF2L y forma un
heterodimero con el dominio NTF2L de la proteina Mex67. Este complejo Mex67-Mtr2 tiene un
contacto directo con mRNA y con interacciones de baja afinidad con las nucleoporinas FG.

Para determinar estructuras cristalinas de alta resoluciéon de las proteinas se han
realizado estudios con organismos termofilos eucaridticos como el hongo filamentoso
Chaetomium thermophilum. Por otra parte, a partir de estudios in vitro (SAXS y estudios de
union al RNA) se ha demostrado que Mex67-Mtr2 en Chaetomium thermophilum tiene
propiedades bioquimicas similares a NXF1-NXT1 en Homo sapiens.

Son necesarias varias proteinas adaptadores que permiten la asociaciéon de Mex67 con
mRNP maduras. Algunas de las que se han identificado son: Yral, es un adaptador que se
encarga de la exportacion de la mayoria de mRNAs; SRp20 y 9G8 son dos proteinas ricas en
serina/arginina (SR-like protein) necesarias para la exportacion de mRNA en mamiferos; otra
proteina SR es Npl3 que funciona como adaptador en levaduras interaccionando directamente
con Mex67; Nab2 es una proteina de unién al RNA (RNP) que actua en la exportacion del mRNA
en levaduras y es capaz de interaccionar con Mex67 e Yral; y Sub2 es otro factor de exportacion
gue como se explica posteriormente es capaz de unirse a varios complejos involucrados en la
maduracién del mRNA (Kurshakova, 2016).

Npl3 en su forma fosforilada es reclutada por los mRNPs formados, pero interacciona con
Mex67 solo en su forma desfosforilada. La fosfatasa Glc7 coordina la defosforilacion de Npl3
para asegurarse de la asociacion de los mRNPs procesados correctamente con el receptor de
exportaciéon Mex67 (Vinciguerra y Stutz, 2004).

1.4. EL compLEJO THO/TREX

El complejo THO es importante para la biogénesis de particulas mRNP y en la interfaz
entre la transcripcion y la exportacion del RNA. Muchos estudios han revelado que también
participa en el desarrollo y diferenciacion tisular (Jimeno y Aguilera, 2010).

El pre-mRNA sufre un proceso de empaquetamiento llevado a cabo por el complejo
THO/TREX en levadura. Este complejo proteico nuclear estda formado por diferentes
componentes que intervienen en la elongacion de la transcripcién, recombinacion del transcrito,
y es el principal mediador de la exportacion nuclear del mRNA. El complejo THO (conservado de
levaduras a humanos) estd formado por cuatro subunidades (Tho2, Hprl, Mftl y Thp2) en las
levaduras, y en los metazoos contiene 3 subunidades mas THOC5, THO6 y THOC7. Este esta
asociado a dos factores de exportacién que generan una unidn fisica con el receptor de
exportaciéon del mRNA: Yral (REF/Aly en mamiferos) y Sub2 (UAP56 en mamiferos) (Kéhler y
Hurt, 2007).

Yral contiene una regién RRM que une el mMRNA a Mex67 (NXF1/TAP en mamiferos), en
cambio Sub2 es una proteina DEAD-box con actividad ATPasa que ayuda en el ensamblaje del
spliceosoma. Yral se une primero al complejo tetramérico THO, asociado con una quinta
proteina, Tex1l. Se han encontrado muchas helicasas RNA DEAD-box que intervienen en el
procesamiento del pre-mRNA y la reorganizacion de ribonucleoproteinas. Esta familia de
proteinas hidroliza ATP para catalizar los dos procesos: reordenamientos RNA-RNA a partir de
su actividad helicasa y el remodelamiento del complejo RNA-proteina (Nifo et al., 2013).

Tho, Yral y Sub2 copurifican en un complejo llamado TREX (Tanscription-export) que
ensambla la transcripcidn y la exportacion. Los componentes de TREX son reclutados en un gen
activo casi al mismo tiempo durante la elongacién de la transcripcidn. Se ha estudiado que las



mutaciones que eliminan componentes del complejo THO/TREX producen una acumulacion de
los genes de los extremos 3’ anclados al NPC. Ademas, debido a un fallo en la poliadenilacién y
escision, estas asociaciones de las mRNP con NPC dan lugar a la destruccién del transcrito. La
principal enzima responsable de su degradacion es el exosoma, este retiene y elimina los
transcritos malformados en el proceso (Vinciguerra y Stutz, 2004).

El complejo TREX es importante para la formacidn estable y exportacién de los mRNP, a
través de la interaccion directa entre Yral y Mex67. Mientras los componentes del complejo
THO se unen a la cromatina, Yral y Sub2 interaccionan con el mRNA (Kurshakova, 2016).

1.5. EL compLEJO SAGA

Sac3 es un adaptador adicional de la exportacién del mRNA en levadura que tiene la
capacidad de reclutar fisicamente al complejo Mex67-Mtr2 e interaccionar genéticamente con
el complejo TREX. Sac3 junto con Thp1, Susly Cdc31 forman el complejo TREX-2 y se encuentra
anclado en la parte interna del NPC gracias a las nucleoporinas Nup1 y Nup60. El complejo TREX-
2 junto con Susl (pequefia proteina), interaccionan con SAGA, un complejo intranuclear grande
implicado en la activacién de la transcripcidn y la modificacién de la cromatina, que cataliza la
acetilacion de las histonas y la desubiquitinacion (Kéhler y Hurt, 2007).

Htzl-containing
nucleosome

Htzl-

containing THOY TREX
nucleosome

Nucleus

Cytoplasm

Figura 4. Modelo de la transcripcidn y exportacién del mRNA mediada por los complejos proteicos THO/TREX, TREX-2
y SAGA en levaduras. Durante la iniciacion de la transcripcidn, SAGA es reclutado como parte de un gran complejo de
pre-iniciacion de la transcripcion. Posteriormente, el gen activo queda anclado a la periferia nuclear mediante la
interaccion de SAGA y el complejo TREX-2. Una vez transcrito el gen, junto con la ayuda del complejo THO/TREX pasa
a ser un mRNP listo para ser exportado al citoplasma. El mMRNP es transportado al complejo de poro nuclear asociado
a la maquinaria de exportacion del mMRNA Mex67-Mtr2, reclutado por Yraly Sub2. Las lineas punteadas representan
las interacciones entre los complejos. Los complejos TREX y Sus1-Thp1-Sac3 representan diferentes vias de unién de
la transcripcion y la maquinaria de exportacion (Kéhler y Hurt, 2007).



1.6. Mir6

A partir de un sistema de doble hibrido, se identificaron las proteinas que interaccionan
con Mex67. El resultado obtenido fue la presencia de una proteina hipotética de union al RNA
con tres motivos RNP en su parte central que interacciona con Mex67. La proteina Mip6 con su
dominio C-terminal solo, sin los dominios RNP, también interacciona con Mex67. Mip6 es
altamente homologa a otra proteina de unidon al RNA de levaduras llamada Pes4 (Segref et al.,
1997).

Mip6 contiene una regidon N-terminal desordenada (aa 1-32), 4 dominios RRM (aa 112-
185, aa 200-270, aa 314-385 y aa 403-476) y dos regiones cortas de baja complexidad (aa 82-93
y aa 525-546). Se han obtenido ciertas conclusiones a partir del analisis de incremento de
expresion de la proteina. Se ha visto que cuando se sobreexpresa esta proteina cambia su
localizacién, ya que una elevada sobreexpresién inhibe el crecimiento de las células. Ademas,
Mip6 se asocia con componentes de los granulos de procesamiento (P-bodies) cuando se
sobreexpresa e independientemente de si hay un estrés osmético o no. Los granulos de
procesamiento constituyen sitios de almacenamiento y degradacion del mRNA, en células de
tipo salvaje (wild-type cells), su formacidon puede ser estimulada en respuesta a un estrés
osmatico. Analizando las propiedades biofisicas de esta proteina se observd que las cepas Mip6
tienen una estructura dindamica y propiedades liquidas, que proporcionan un intercambio rapido
de las moléculas con el reservorio de proteinas citoplasmaticas. Para que las cepas sobrevivan
es necesaria una alta concentracién de la proteina, asi como la formacién de las cepas y la
toxicidad dependen de la interaccién del RNA con Mip6. Por lo tanto, la hipdtesis propuesta es
gue la toxicidad esta relacionada con la formacién de P-bodies que contienen factores de
traduccion de proteina y causan una inhibicion de la traduccion celular (Bolognesi et al., 2016).

LC RRM RRM RRM RRM LC
12 190 300 418 ’ 600
500

Figura 5. Esquema de la secuencia de Mip6. En amarillo se muestra la region N-terminal desordenada, en morado las
regiones de reconocimiento del RNA (RRM) y en rojo las secuencias de baja complexidad (LC) (Bolognesi et al., 2016).

Un estudio molecular y celular realizado actualmente ha demostrado que las dos
proteinas de unién al RNA, Pes4 y Mip6, son reguladores de la traduccién tardia, proteccion y
localizacién del mRNA durante la esporulacién de la levadura Saccharomyces cerevisiae (Jin et
al., 2017).

Actualmente se sabe muy poco de esta proteina y se debe investigar mas para saber si
Mip6 representa una proteina hnRNP o una proteina de unidon al RNA poliadenilado, que junto
a Mex67 intervienen en los mecanismos de exportacion nuclear del mRNA (Segref et al., 1997).

1.7. DBP5: DIRECCIONALIDAD Y TERMINACION DE LA EXPORTACION MRNA

Dbp5 (Rat8/DDX19 en humanos) es una proteina helicasa DEAD-box ATP dependiente
gue genera una reorganizacion irreversible de las ribonucleoparticulas mensajeras emergentes
(mRNPs) en el lado citoplasmatico del poro nuclear, desencadenando la liberacién del receptor
Mex67-Mtr2 (fase terminacion) y la direccionalidad del transporte. Esta proteina esta asociada



con la nucleoporina Nup159 y Glel (Koéhler y Hurt, 2007). La actividad ATPasa de Dbp5 es
estimulada por la nucleoporina Glel, la cual se une directamente a la molécula de hexafosfato
de inositol (InsPg) y este modula la interaccion entre Glel y Dbp5 (Weirich et al., 2006).

Dbp5 se asocia con los transcritos para su transporte del ndcleo al citoplasma y ademas
con su dominio N-terminal interacciona directamente con Nupl59 (Rat7). Esta ultima
interaccion sirve para el reciclado de Dbp5-ADP en apoDbp5, listo para usarse en un nuevo ciclo
(Nifio et al., 2013). Posiblemente la influencia de los complejos de poros nucleares permite el
transporte de algunos mRNPs a zonas especificas del citoplasma (Bjork y Wieslander, 2014).

Se sabe que las proteinas Dbp5 y Mex67 estan altamente relacionadas. El mecanismo
utilizado por Dbp5 permite la direccionalidad de las mRNPs exportadas capturando el receptor
Mex67 en la parte citoplasmatica del poro nuclear, generando una liberacién irreversible en el
citoplasma y previniendo su regreso al canal central del poro nuclear (Lund and Guthrie, 2005).

En cambio, se ha observado que diferentes ribonucleoproteinas utilizan mecanismos de
transporte diversos en los que interviene Dbp5. Por ejemplo, la actividad ATPasa de Dbp5 no es
necesaria para la exportaciéon nuclear de las subunidades pre-ribosomales (Neumann et al.
2016).

Yeast Metazoans Description
Mex67-Mtr2 NXF1-NXT1 mRNA export receptor
(TAP-15)

Yral Aly/REF RNA binding protein,
mRNA adaptor

Sub2 UAP56 RNA helicase,
splicing/export factor

Sus1 ENY2 SAGA (DUBm) and
TREX-2 component

Dbp5/Rat8 DDX19B RNA helicase

Pef11 PCF11 mRNA 3’ end
processing factor

Tho2 THOC2 THO/TREX complex

nd. THOCS THO/TREX complex

Thot CIP29 THO/TREX complex

nd. UIF THO/TREX complex

nd. ZC3H3 Polyadenylation/export
factor

Sac3 GANP/Xmas-2 TREX-2 component

Thp1 ENST00000246505 TREX-2 component

Sem1 Dss1 Proteasome 19S and
TREX-2 component

Tom1 nd. E3 ubiquitin ligase

Nab2 NAB2 RNA binding protein

Hpri THOC1 THO/TREX complex

Npi3 nd. RNA-binding protein

Mip1 TPR/megator Myosin-like protein

Nup116

Nup110 Nupg8 Nucleoporin

Nup145

Nup1 Nup153 Nucleoporin

Sec13 Sec 13 Nucleoporin

Gle1 GLE1 Nucleoporin

Nup159 Nup214 Nucleoporin

Tabla 1. Factores de levadura y sus homélogos de metazoos citados en este trabajo. La descripcidn se refiere a la
funcion bioldgica de cada uno (Rodriguez-Navarro y Hurt, 2011).

2. OBJETIVOS

La finalidad de este proyecto es caracterizar experimentalmente una serie de proteinas
involucradas en la exportacién nuclear del RNA. Para su abordaje se ha planteado:

e Generar mutantes puntuales de la proteina Mip6 para proceder a su sobreexpresién en
E. coli y purificacién.



e Determinar la unién de Mip6 con Mex67 mediante la sobreexpresién y purificacién de
la unidad minima de interaccién entre ambas, para poder resolver su estructura
cristalina en un futuro.

e Clonar las proteinas Dbp5 y Mex67 completas de organismos eucariotas para su
posterior sobreexpresion en procariotas y purificacion.

3. MATERIALES Y METODOS

Para el estudio de las proteinas Mip6, Dbp5 y Mex67 se han empleado una serie de

técnicas bioquimicas, biofisicas y de biologia molecular detalladas a continuacion.

3.1. CONSTRUCCIONES PROTEINA MIP6

La proteina Mip6 en Saccharomyces cerevisiae contiene 659 aminodcidos. La region
codificante del gen (CDS) contiene 1980 pares de bases. Esta proteina tiene un peso molecular
de 75,920 KDa.

En este proyecto se han utilizado las construcciones pertenecientes a las regiones de
Mip6 RRM4 (401-480) y Mip6 RRM3/4 (313-480), con un peso molecular de 19,66 KDa y 41,33

KDa respectivamente.

3.2. VECTOR PGEX-6P-2

El vector en el cual se encuentran las construcciones de Mip6 es pGEX-6P-2 (Figura 6).
Es un plasmido de expresion con origenes de replicacion pBR322. Contiene un marcador de
resistencia a ampicilina y su tamafio es de 4985 pares de bases. Tiene un promotor Tac, el cual
es inducido por el andlogo de la lactosa: isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG). Posee una
secuencia especifica GST Tag (Glutathione S-transferase), la cual tiene un peso molecular de 26
KDa. Por lo tanto, para poder expresar las proteinas también deberan contener este GST tag, de
forma que cuando se purifiquen con una matriz de glutatién sefarosa quede retenida la fraccion
soluble de interés.



tac_promoter GsT
_pUC_rev_primer M3 _pUC_rev_primerps 51 (655)
lac_promoter MEcl(485) precision
ORF frame 3 BamHI (946)
EcoRI(255)
Xmal (360)
Smal (962)
Sall(965)
Xhol (370)
Not (976)
Eagl (976)
pGEX_3_primer

Narl (4324)
EcoRV (4139
ORF frame 1
lacl

PG EX6P-2

4985 hp

Aatil (1261)
AmpR_promoter
Ampicillin

ORF frame 1

pBREZZ_oriin
Pt (1933)

Figura 6. Representacion esquematica de pGEX-6P-2.

3.3. MUTAGENESIS DIRIGIDA

La mutagénesis dirigida es una técnica in vitro que permite la introduccién de
mutaciones en puntos especificos conocidos, modificando de esta manera la secuencia
aminoacidica. Esto permite estudiar la relacidon que hay entre la estructura y la funcion de una
proteina y conocer la expresion génica.
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Figura 7. Esquema del proceso de mutagénesis dirigida.
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El proceso de mutagénesis dirigida consta de tres etapas: PCR sobre el plasmido original
utilizando cebadores que introducen la mutacion deseada, digestion del DNA parental con Dpnl
y la transformacion.

Se realizaron una serie de modificaciones de un Unico aminodcido en la secuencia de
Mip6. Se eligieron tres residuos para realizar la mutacién: la isoleucina 427 se cambid por alanina
(1427A), la isoleucina 432 se cambid por alanina (I1432A) y la leucina 423 por alanina (L423A). A
partir de estas modificaciones se realizaron una serie de combinaciones de mutantes, para
obtener mutantes con solo una mutacién o dobles mutantes. Se utilizaron los siguientes
oligonucledtidos para generar los mutantes:

OLIGONUCLEOTIDO SECUENCIA

Mip6 1427A FW 5- TGTTTACAAGAAAAAGCAAGATTCAGTGAAAT -3’
Mip6 1427A REV 5’- ATTTCACTGAATCTTGCTTTTTCTTGTAAACA -3’
Mip6 1427A;1432A DM FW 5’- GCAAGATTCAGTGAAGCTAAGATCACAAACTA-3’
Mip6 1427A;1432A DM REV 5 - TAGTTTGTGATCTTAGCTTCACTGAATCTTGC-3’
Mip6 1427A;L423A DM FW 5’- ATTTCTCAACTATGTGCACAAGAAAAAGCAAG-3’
Mip6 1427A;L423A DM REV 5- CTTGCTTTTTCTTGTGCACATAGTTGAGAAAT-3’

Tabla 2. Oligonucleétidos utilizados para la mutagénesis. La secuencia correspondiente al codéon mutado esta
subrayada y en negrita.

La mezcla de reaccién que se utilizd para la amplificacion de insertos es la
correspondiente a la Tabla 1 del Anexo.

El programa de PCR usado fue: 2 minutos a 952C seguido de 16 ciclos con 20 segundos
de desnaturalizacion a 982C, 15 segundos de alineamiento a 602C y 4 minutos de extension a
729C. Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%.

Se elimind el DNA parental para obtener solo el plasmido mutado, mediante una
digestion de los productos de PCR con 1,5 plL de la enzima Dpnl 20 U/mL (New England Biolabs),
incubando la reaccién a 372C durante 1 h. Una vez purificados los productos de PCR mediante
el kit Speedtools PCR Clean-up de Biotools, se pasoé a transformar en células competentes E. coli

DH5a y posterior extraccion de DNA plasmidico como se describe en el apartado 3.4y 3.5.

Para la generacion de los dobles mutantes se siguid el mismo protocolo, empleando el
plasmido resultante de la primera mutagénesis, Mip6 1427A, como molde para la segunda PCR
de mutagénesis, junto con los oligonucledtidos correspondientes de la Tabla 2.

3.4. TRANSFORMACION EN ESCHERICHIA cOLI

Las transformaciones se han llevado a cabo en dos cepas diferentes de células
competentes E. coli: DH5a y BL21 CodonPlus (RIPL) de Stratagene. Las células DH5a
proporcionan un incremento de la estabilidad del inserto y mejora la calidad del DNA plasmidico.
Las células BL21 CodonPlus (RIPL) para expresar las construcciones obtenidas.

Primero, se afiadieron 50 ng de DNA a una alicuota de 60 uL de células competentes. Se
mantuvo en hielo durante 30 minutos y se sometié a un choque térmico de 422C durante 90
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segundos (en el caso de la cepa DH5a) y 45 segundos (en el caso de las células BL21). A
continuacién se volvié a dejar en hielo 5 minutos y se afiadieron 200 ul de medio LB (Luria Broth)
incubandose minimo 45 minutos a 372C en el termobloque (Eppendorf ®) con agitacién a 450
rpm. Las bacterias transformadas se sembraron, en condiciones de esterilidad, en medio sdlido
preparado con el antibidtico correspondiente para llevar a cabo la seleccion de la
transformacion. La placas se incubaron toda la noche a 379C, y transcurrido este tiempo, se
comprobd la presencia o no de colonias.

3.5. EXTRACCION DE DNA pLASMIiDICO

El dia anterior se prepararon los cultivos, de 3 ml de medio LB con el antibiético
correspondiente con las colonias que se habian obtenido. Estos cultivos se incubaron durante
18 horas en el incubador a 37°C.

Antes de la extraccion del DNA plasmidico, se prepararon los glicerinados de cada
muestra a partir de los cultivos. Se afiadieron 750 pl de cultivo y 250 pl de glicerol al 87% en un
tubo estéril con rosca especial para su congelacién a -802C.

Para la extraccion del DNA de naturaleza plasmidica de los cultivos bacterianos, se
empled el Kit QuickGene Plasmid Kit S Il de KURABO INDUSTRIES LTD, siguiendo el protocolo del
fabricante.

Al finalizar la extraccidon se midid la concentracién de la muestra en el NanoDrop ND

1000 Spectrophotometer utilizando 1 pl.

Se envid a secuenciar este DNA al servicio de Secuenciacién de DNA de Macrogen Inc.
(Holanda) y al servicio de secuenciacién y analisis de DNA del Instituto de Biomedicina de
Valencia (IBV), para comprobar que la clonacién se habia realizado correctamente. El resto de
la muestra se almacend a -202C.

Una vez recibidas las secuencias se analizaron los datos mediante la pagina web MultAlin
(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) y ApE v.2.0.36.

Tras el analisis de los resultados de la secuenciacién, se utilizaron las construcciones
obtenidas para la expresion y purificacién de la proteina.

3.6. EXPRESION Y PURIFICACION A PEQUENA ESCALA

Para comprobar la expresion de la proteina y ver si es soluble se sigue el procedimiento
de pequefia escala para la expresion y purificacion por afinidad de la proteina. A partir de los
resultados obtenidos se podra expresar y purificar a gran escala o ver la interaccién del
constructo con otras proteinas.

La técnica consiste en una ruptura celular para extraer las proteinas solubles, union de
las proteinas, lavado del material que no se ha unido y elucién de la proteina de interés.
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Se cogieron dos colonias transformadas en E. coli (DE3) BL21 CodonPlus (RIPL) de cada
mutante, una de ellas para ver la expresion en medio LB y otra en medio ZY.

o Se realizd el test de expresion por IPTG con: 10 mL LB con los antibidticos
correspondientes y una colonia crecida de la placa. Se incubd a 372C hasta que el cultivo
alcanzdé una densidad dptica (ODggoo) entre 0,6 y 0,8. Esta densidad corresponde al
crecimiento exponencial de las células E. coli y es el momento clave para inducir la
sobreexpresion de la proteina. La absorbancia se midié con un densitometro Ultrospec
10 (Amersham Biosciences®). Una vez tuvimos los cultivos listos la expresién de la
proteina de interés fue inducida con 0,8 mM IPTG (CalBiochem®). El cultivo se dejo a
20°C toda la noche. El IPTG es un inductor analogo de la lactosa que induce la
transcripcion del operdn lac en bacterias y por lo tanto, induce la expresion de la
proteina recombinante de interés.

e El método por autoinduccién se realizé con: 9,3 mL de ZY (Triptona, extracto de
levadura y agua miliQ) con MgS04 (1M), 5052 50X (glicerol, glucosa, a-lactosa y agua
miliQ), NPS 20X (sulfato de amonio, fosfato monopotdsico, fosfato monosddico y agua
miliQ), los antibidticos ampicilina y cloranfenicol, y la colonia de E. coli. Se dejé incubar
a 379C hasta que la densidad dptica (ODgg) fue de 0,8-1. El cultivo permanecid a 202C
toda la noche.

Para ver los niveles de expresién y solubilidad de las proteinas, se realizé un ensayo de
purificacidn a pequefia escala para cada construccion usando la resina de Glutatién Sefarosa 4B
(GE Heathcare) que permite la purificacion de las proteinas de fusién marcadas con GST. La
separacidn se basa en una cromatografia de afinidad que depende de una absorcion reversible
de las biomoléculas mediante interacciones especificas con el ligando. La proteina de interés es
recuperada mediante un tampdn de elucidn que contiene glutatidn reducido al 98% vy las
impurezas y las proteinas inespecificas que no se unen al ligando son eliminadas gracias a una
serie de lavados (Smith y Johnson, 1988).

Se centrifugaron los cultivos incubados a 202C toda la noche a 4000 rpm durante 20
minutos. Se descartd el sobrenadante y se resuspendid el precipitado con 1 mL PBS 1X. Se
transfirio a tubos de 1,5 mL y se centrifugd 5 minutos a 4000 rpm a 42C, hasta que se formase
un precipitado en el fondo del tubo y el medio estuviera transparente.

La preparacion de los tampones utilizados se encuentra detallada en la Tabla 2 del Anexo.

1. Una vez centrifugados los cultivos, se descartd el sobrenadante y se resuspendié el
precipitado en 300 pL de tampdn de lisis. Si no se va a purificar directamente se puede
guardar el precipitado a -802C.

2. Se sonicaron las muestras en el Bioruptor UCD-200 (Diagenode) a intensidad media
(200W) con ciclos de 30 segundos encendido/30 segundos apagado durante 35 minutos.

3. La muestra fue centrifugada durante 10 minutos a 13000g a 42C para separar la fraccion
soluble de proteina.

4. Setomd una muestra de 30 pL de sobrenadante y una muestra de precipitado mezclado
con 30 plL de tampdn A.

5. Se afiadieron los sobrenadantes sonicados (aproximadamente 300 plL) a los medios con
la resina de Glutation Sefarosa 4B que fueron preparados y lavados previamente.
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6. El medio para laresina se obtuvo a partir del siguiente protocolo: en tubos de 1,5 mL se
anadié 70 uL de la resina, después de haberla agitado un poco. Centrifugar a minima
velocidad (3000g) durante 1 minuto. Eliminar el sobrenadante de etanol usando pipeta,
con cuidado de no tocar la resina. Aiadir 1 mL de agua y centrifugar a baja velocidad
durante 2 minutos. Eliminar el agua y afiadir 1 mL de tampdn A y centrifugar a baja
velocidad 2 minutos. Eliminar tampdn Ay afiadir los sobrenadantes.

Se incubaron las muestras del sobrenadante con la resina 60 minutos a 42C en agitacion.

8. Posteriormente, se centrifugaron a 3000g 5 minutos a 42C.

9. Setomd una muestra de 20 uL de los sobrenadantes (Flow Through, FT).

10. Se lavaron 3 veces con 1 mL del tampdn A.

11. Se cogid una muestra de 20 pL del ultimo lavado (W) y se elimind todo el tampdn con la
pipeta.

12. Se analizaron las muestras extraidas en un gel SDS-PAGE.

3.7. SDS-PAGE

Las alicuotas de las proteinas obtenidas se analizaron en un gel SDS-PAGE. Se afiadié 10 uL
de tampdn de carga 6X (0,3 M Tris pH 6,8, 26,1% glicerol, 2% SDS, 7mg Azul de bromofenol, 675
pl B-mercaptoetanol, 30% agua destilada) a cada muestra, se calentaron a 952C durante 10
minutos en el termobloque (Eppendorf®) para desnaturalizar la proteina y se centrifugaron 10
segundos. Se usaron 10 pL en cada pocillo de la proteina purificada, 4 puL de las muestras control
recogidas (sobrenadante, precipitado, parte de la proteina no adherida y ultimo lavado) y 3 pL
del marcador de peso molecular de proteina BluStar Prestained Protein Marker de Genetics. Se
realizé la electroforesis a 200 Voltios durante 20 minutos en tampdn de electroforesis NUPAGE
MOPS SDS 1x (Life Technologies). Se dejé tefiir con el colorante azul de Coomassie (1g Azul de
Coomassie, 40% metanol, 10% acido acético, 50% agua destilada) durante 10 minutos y se
destifié con la solucién de destincién (10% Metanol, 10% Acido acético glacial, 80% Agua
destilada) hasta que se distinguié el patron de bandas.

3.8. COEXPRESION Y PURIFICACION DE PROTEINAS

El protocolo que se siguid fue el mismo utilizado en los apartados 3.6 para expresar y
purificar las proteinas Mip6 con los dobles mutantes (Mip6 1427A;L423A y Mip6 1427A;1432A).
La Unica diferencia fue la adicién de la proteina Mex67 purificada (sin GST) una vez obtenidos
los sobrenadantes sonicados con la resina de glutation sefarosa. Se anadieron 20 plL de la
proteina purificada Mex67 en cada muestra. Esta proteina estaba a una concentracion de 14,4
ng/uL, con un peso molecular de 8,69 KDa y un coeficiente molar de extincién de 8480. Las
muestras se dejaron en agitacién a 42C durante 30 minutos. Se elimind el sobrenadante y se
realizaron 3 lavados con tampdn A para eliminar la fraccién de la proteina no unida. Finalmente,
la proteina unida a la resina fue eluida y se corrié un gel SDS-PAGE con todas las alicuotas
obtenidas a partir del protocolo del apartado 3.7.
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Se debe tener en cuenta que la proteina de interés que se une a la proteina con la
etiqueta GST, no debe contener el mismo tag. Pues en ese caso, se pegaria también a la resina
y no veriamos la coexpresion.

3.9. CLONAIE

Se llevé a cabo el sistema de clonaje LIC (Ligation Independent Cloning) para obtener las
proteinas Mex67 y Dbp5. Es una técnica de clonacién que no requiere el uso de enzimas de
restriccion, T4 DNA ligasa ni fosfatasa alcalina, sino que utiliza la actividad exonucleasa 3’25’
de correccion de errores de la T4 DNA Polimerasa para crear extremos cohesivos con
complementariedad entre el vector y el inserto permitiendo la ligacion. Es una técnica barata y
se pueden utilizar diferentes vectores.

3.9.1. PREPARACION DEL VECTOR PNKI

El plasmido que se ha utilizado en este proyecto fue el pET28-NKI/LIC 6His/3C, obtenido
del grupo de investigacion del Dr. A. Perrakis (NKI, Amsterdam). El marcador es de resistencia a
la kanamicinay posee un promotor T7 y terminador T7. Tiene un tamafio de 5347 pares de bases
y posee en su extremo C-terminal la etiqueta Hisg, secuencia especifica de DNA de seis histidinas.
Las proteinas con esta etiqueta podran ser purificadas gracias a la afinidad de esta cola de
residuos a iones metalicos como niquel. Contiene dos sitios de restriccion Kpnl y las secuencias
LIC que se utilizan para crear los extremos sobresalientes para la reaccion de ligacién.

T7 Rev primer 5261..5278

5185 Xhol (1)

5169 Kpnl (2)

5129 Kpnl (2)

3C Protease site 5104...5127

3C protease site 5104..512
6*his-tag 5077...5094

5069 Ncol (1)

T7 (Fwd primer) 4984...5003

F1ori 29..335
M13 origin 12..467

KanR 1375..563

PETNKI-his3C-
LIC-kan
5347 bp

ColE1 origin 1421..2103

Figura 8. Vector pETNKI-His-3C-LIC-kan.

Para la digestion del plasmido se utilizaron 20 pl del plasmido pNKI a 105 ng/ul. Se
afiadieron 3 pl del tampon NEB 1 10X (New England Biolabs ©), 3 ul de la enzima Kpnl 10 U/mL

(New England Biolabs ®) y 4 ul de H,0 MiliQ. Se resuspendié adecuadamente y se incubd durante
2 ha37°C.

15



Tras la digestion del plasmido, se prepard un gel de agarosa al 1% en tampdon TAE 1X
(Tris, EDTA y acido acético glacial). Como tincion de acidos nucleicos se empled la solucidon
RedSafe (Ecogen).

Se cargaron 5 pl de muestra y 2 pl de tampdn de carga 6X. En el primer pocillo se afiadié
4 pl de marcador de pesos moleculares 1Kb DNA Ladder RTU de Genetics. Una vez cargadas
todas las muestras, se llevé a cabo la electroforesis a 100 V durante 30 minutos. Transcurrido
este tiempo se pudo visualizar el gel en el transiluminador de luz ultravioleta ULTima 16si Plus
de Isogen Life Science y se registré con una videocamara acoplada.

Finalmente, se purificd el plasmido pNKI digerido siguiendo el protocolo de purificacion
del kit Speedtools PCR Clean-up de Biotools.

3.9.2. DISENO DE CEBADORES

Para poder amplificar el inserto, el primer paso a seguir es el disefio de los cebadores
especificos. Es importante evitar la auto-hibridacién o la hibridacién cruzada de los extremos 3’
de los cebadores, asi como tener temperaturas de anillamiento similares. Otros parametros
como la longitud y el contenido en GC son menos importantes pero también se deben tener en
cuenta.

El disefo de cebadores se realizé a partir de la pagina Crystallisation Construct Designer
(https://xtal.nki.nl/ccd/).

OLIGONUCLEOTIDO SECUENCIA

Mex67 Chm FW 5’- cagggacccggtATGGCGCCCCCAACTGGACCTCGTCGTGGT -3’

Mex67 Chm REV 5’- cgaggagaagcccggttaCACCTGAGGTTGGCTAATGAACGCCTCAGG -3’
Dbp5 Chm FW 5’- cagggacccggtATGCGAAGAAGTCGTCGTCCAACGATACGG -3’

Dbp5 Chm REV 5’- cgaggagaagcccggtta CTAGCACGTAGCTTCGCTGGCGGGCTTATA -3’
Dbp5 S.c FW 5’ cagggacccggtATGAGTGATACAAAGAGAGATCCGGCCGATTTACTAGC -3’
Dbp5 S.c REV 5’- cgaggagaagcccggttaATCCTTTAACACTTTCTTAACTATTTTTTC -3’

Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados para preparar los constructos en este trabajo. La secuencia de los extremos
sobresalientes compatibles con el vector se muestran en minuscula.

3.9.3. AMPLIFICACION DE LOS INSERTOS POR PCR

Se realizd una PCR con los cebadores directo y reverso disefiados. Se utilizaron los
cebadores con o sin extremos sobresalientes, ya que se ha comprobado que al ser una proteina
bastante grande la primera amplificacion con los cebadores con extremos sobresalientes no
siempre funciona correctamente. Por lo tanto, se realizdé una primera PCR con los cebadores sin
los extremos sobresalientes y posteriormente se realizé una segunda PCR con la muestra
obtenida de la primera PCR como molde de DNA pero con los cebadores con los extremos
disefiados.

La mezcla de reaccién de PCR tenia un volumen final de 25 pL y fue preparada utilizando
la tabla 1 del ANEXO. Se utilizé en cada caso como molde de DNA el cDNA de Chaetomium
thermophilum o DNA gendmico de Saccharomyces cerevisiae, ya que la proteina Mex67 y Dbp5
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en Chaetomium thermophilum contenia intrones, y en cambio la proteina Dbp5 en

Saccharomyces cerevisiae carece de ellos.

El programa de PCR a seguir fue el siguiente: una desnaturalizacién inicial de 5 minutos
a 959C seguido de 35 ciclos con 20 segundos de desnaturalizacién a 982C, 15 segundos de
alineamiento a 652C y 3 minutos de extension a 722C; y una extension final de 5 minutos a 72°C.

Se observd en un gel de agarosa al 1% si el inserto se habia amplificado correctamente.
Un dato importante para clonar una proteina es saber la cantidad de pares de bases que tiene,
para saber cual es su peso molecular. De esta forma se puede comprobar que el resultado de la
amplificacion del inserto mediante PCR coincide con el tamafio del inserto de la proteina en

cuestion.

A partir de la basqueda en Uniprot (http://www.uniprot.org) y el alineamiento de

secuencias BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) de las proteinas en cuestién, se

comprobd el tamafio de las proteinas:

e La proteina Mex67 en Chaetomium thermophilum estd compuesta por 657
aminoacidos, es decir, 1974 pares de bases, con un peso de 71514 Da.

e La proteina Dbp5 en Chaetomium thermophilum esta compuesta por 580
aminoacidos, es decir, 1743 bp, con un peso de 64552 Da.

e La proteina Dbp5 en Saccharomyces cerevisiae esta compuesta por 482
aminoacidos, es decir, 1449 bp, con un peso de 53874 Da.

Se purificaron los fragmentos de PCR mediante el kit Speedtools PCR Clean-up de
Biotools. Después de purificar se midié la absorbancia y concentracién de las muestras en el
NanoDrop (Thermo Scientific).

3.9.4. TRATAMIENTO CON T4 DNA POLIMERASA

Una vez se obtuvo el vector linealizado y los insertos amplificados, se realizé el
tratamiento con la enzima T4 DNA Polimerasa en 20 plL de la mezcla de reaccién que contenia:

[INSERT |
DNA (0,1 pmol) 15,3 nl DNA (0,1 pmol) 15,3 ul

T4 DNA Pol 4yl T4 DNA Pol 4yl

tampon 5X tampon 5X

dTTP 100mM 0,5 ul dATP 100mM 0,5 pl

T4 DNA 0,2 pl T4 DNA 0,2 pl

polimerasa polimerasa

(5U/Wl) (5U/u)

Ambas muestras se incubaron 15 minutos a temperatura ambiente y luego 10 minutos a 702C.
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3.9.5. COMBINACION DEL VECTOR E INSERTOS TRATADOS: REACCION DE ANILLAMIENTO

Para que la reaccion funcione correctamente, es necesario calcular la concentracion de
vector abierto y de inserto, ya que la reaccién de ligacion se debe hacer en unas proporciones
moleculares que permitan optimizar el rendimiento de la reaccidn. En este caso, es necesario
tener el doble de inserto que de plasmido.

Por lo tanto, se mezclé 2 plL de plasmido pNKI tratado (27,081 ng) con 2 pL de inserto
(44,217 ng) y se incubd 5 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se afiadié a la mezcla
2 uL de EDTA 50 mM y se incubd 5 minutos a temperatura ambiente.

1) Kpnl cleavage of LIC vector 3) LIC PCR fragment with xy insert

11 3OGTAC o ICTCCT - CALGRA OOy Y YV YTy T YYY TARCCOLGCTICROOTCS
TORGOA

! l

2) LIC vector:dTTP + T4 DNA 4) LIC PCR fragment with xy insert:
polymerase treatment dATP + T4 DNA polymerase treatment

T et CAGO GOTYYYYYVYYYYYYYYYTAA

- T TTCAGGGACCCOGTYYYY¥YYF¥YYYYYYTRACCGCCC TTC TOCTOGAG -
& © A0SO XA T TOGCCT »\:-—\’.>

Figura 9. Reaccidn de anillamiento.

Se transformd toda la muestra (6 puL) en células competentes de E. coli DH5a
(Stratagene®) como en el protocolo de transformacion 3.4 y a continuacion se sembré en placas
de agar con kanamicina (50 mg/mL).

3.9.6. PCR coLONIA

Se examinaron las placas de células transformadas con la reaccién de ligacién para ver
si habian crecido colonias de E. coli. Cabe la posibilidad de que, en alguna de las colonias, el
plasmido no contenga el inserto de interés y sean colonias negativas. Para comprobar que las
colonias tienen el plasmido recombinante, se realizé una amplificacion mediante PCR a partir de
colonias que habian crecido en la placa donde se transformo la ligacién.

Se prepard la mezcla para la PCR en el orden indicado y en hielo: 14,1 ul H,0 MiliQ, 2 pl
tampdn B 10x, 2 ul MgCl, 25 mM, 0,5 pul dNTPs 10 mM, 0,6 pl cebador FW 10 uM T7 promotor,
0,6 ul cebador REV uM T7 terminador y 0,2 ul DNA Polimerasa Firepol. Se afiadié la mezcla de
20 pl en cada tubo y con una colonia de la placa. Una vez utilizado el palillo para picar la colonia,
se humedecié en la mezcla de PCR y se plaqued en una seccidon de una nueva placa de agar con
kanamicina. Esta ultima placa se dejé toda la noche en la estufa a 372C para realizar al dia
siguiente cultivos de las colonias positivas.
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Cebador T7 Promotor Forward: TAATACGACTCACTATAGGG

Cebador T7 Terminador Reverse: GCTAGTTATTGCTCAGCGG

Tabla 4. Secuencias de los cebadores T7 promotor y T7 terminador.

Las condiciones del programa utilizado fueron las siguientes: una desnaturalizacion
inicial de 5 minutos a 952C, 35 ciclos con 20 segundos de desnaturalizacion a 959C, 45 segundos
de alineamiento a 552C y 2 minutos y medio de extension a 722C. A continuacidn se realiza una
extension final de 10 minutos a 722C y mantener a 42C.

Para el analisis por electroforesis, se realiza un gel de agarosa al 1% para visualizar las
bandas del DNA amplificado, el marcador y un control positivo de la colonia UTS-108.

3.10. SOBREEXPRESION Y PURIFICACION CON LA RESINA DE NiQUEL (NI-NTA)

Una vez comprobadas las secuencias se procedié con la expresién y purificacién a
pequeiia escala de la proteina Mex67 de Chaetomium thermophilum. Se siguio el protocolo de
Transformacion en E. coli con células competentes BL21 CodonPlus (RIPL) (Stratagene®). Al dia
siguiente se prepararon los cultivos para el protocolo de inducciéon con IPTG y para la

autoinduccion.

Se purificd a pequefia escala con la resina de Niquel (Ni-NTA) y se eluyd con el tampdn
con imidazol. La preparacion de los tampones utilizados se encuentra detallada en la Tabla 2 del
Anexo. El protocolo que se realizé fue:

1. Se centrifugaron los cultivos incubados a 202C toda la noche a 4000g durante 15
minutos.
2. Se descarto el sobrenadante y se resuspendio el precipitado con 1 mL PBS 1X. Se

transfirié a tubos de 1,5 mL.

3. Se centrifugaron las muestras 15 minutos a 4000g a 4°C.

4, Se descarto el sobrenadante y se resuspendio el precipitado en 300 uL de tampdn de
lisis.

5. Se afiadieron perlas de vidrio de 0.5 mm de diametro para realizar una lisis mecanica

homogeneizando con el aparato Precellys durante 10 minutos (programa 30 minutos
ON/30 minutos OFF x10 ciclos)

6. Se centrifugd 20 minutos a 42C a 11000g. Se guardd precipitado en un tubo con 20 pL
de tampodn Ay 20 L del sobrenadante. El resto de sobrenadante se purifico con la
resina de niquel.

7. Mientras se centrifugaron las muestras se equilibré 50 pL de Niquel-Agarosa. Primero
se anadié 1 mL de H,0 estéril y se centrifugd 1 minutos a 6000g. Se retird el
sobrenadante y se equilibré con 1 mL de Tampdn A.

8. Se afiadieron los 300 pulL de sobrenadante a la resina.

9. Se dejo incubar 20 minutos en un agitador a 42C y se centrifugd 1 minuto a maxima
velocidad a 42C. Posteriormente se recogieron 20 pL de la fraccion no unida (FT).
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10. Se hicieron 3 lavados de 1 mL cada uno de Tampdn A. En el dltimo lavado se
recogieron 20 plL del sobrenadante.

11. Se afiadieron 50 pL de tampon de elucidn con imidazol a 50 mM.

12. Se analizaron las muestras extraidas en un gel SDS-PAGE segun se indica en el
protocolo del apartado 3.7.

3.11. WESTERN BLOT

El andlisis de Western Blot consiste en la inmunodeteccién de proteinas separadas
mediante SDS-PAGE y transferidas a una membrana de nitrocelulosa.

Los geles de poliacrilamida-SDS para proteinas se realizaron segun el protocolo del
apartado 3.7. La electroforesis se llevd a cabo durante 40 minutos a 200 Voltios. Las proteinas
se transfirieron mediante el sistema de transferencia semiseco, con un aparato Trans blot SD
semi-dry transfer cell de BioRad, a membranas de nitrocelulosa (Hybond ECL de Amersham
Biosciences) durante 45 minutos a 15 Voltios constantes. Se comprobd la eficiencia de la
transferencia de proteinas por tincién reversible con rojo-Ponceau (0,5% rojo-ponceau, 1%
acido acético glacial).

Se realizé un bloqueo de la membrana para evitar las uniones inespecificas entre el
anticuerpo y las proteinas retenidas en ella. Por ello, se utilizé la solucidon de bloqueo rica en
proteinas (PBS, 0,1% Tween 20, 5 % leche desnatada en polvo) durante 1 hora con agitaciény a
temperatura ambiente. A continuacion, se incubd con el anticuerpo Anti-Hisc—Peroxidasa de
Roche Diagnostics disuelto en la solucién de bloqueo (1:500) durante 1 hora. Y posteriormente,
se realizaron 3 lavados de la membrana con PBS y 0,1% Tween 20.

La deteccidén de la sefial se hizo por quimioluminiscencia, utilizando 1 mL de la solucidn
de Pierce® ECL Western Blotting (Thermo scientific). Se mezclaron los dos substratos, el reactivo
de perodxido estable y el reactivo de luminol, a volimenes iguales. Finalmente, la imagen fue
adquirida mediante el aparato LAS-3000 de Fujifilm.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. MuUTAGENESIS MiIP6

A partir de la mutagénesis realizada se obtuvieron una serie de mutantes con las
modificaciones del aminoacido en la secuencia. Se digirid el DNA parental para obtener solo el
plasmido mutado y proceder a la sobreexpresion y purificacién de la proteina.

Se puede observar que la banda coincide con 5,500 pares de bases aproximadamente.

8,000 pb
5,000 pb

3,000 pb

1,500 pb

A) B) Q) D)
Figura 10. Gel de agarosa (TAE 1X, 0.5 % agarosa) de la mutagénesis. A) Mip6 1432A, B) Mip6 1427A, C) Mip6
1427A;L423A, D) Mip6 1427A;1432A

El objetivo de la generacidn de estos mutantes es validar la presencia de la secuencia de
exportacién nuclear y la asociaciéon de la proteina Mip6 con Mex67 que esta implicada en la
exportacién nuclear del mRNA.

4.2. SECUENCIACION MUTANTES

Primero se enviaron a secuenciar los mutantes de Mip6 de ambas regiones (RRM3/4 y
RRM4) con una sola mutacion: Mip6 1427A, Mip6 1432A y Mip6 L423A. Una vez comprobadas las
secuencias mediante MultAlin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) se procedié a obtener
los dobles mutantes: Mip6 1427A;1432A y Mip6 1427A;L423A.

Aqui se muestra el alineamiento obtenido de las secuencias de los dobles mutantes.

1 10 2 £ -10 50 60 ™ 8 % 100 110 120 13 1 10 2 ) @ 50 6 i 8 % 100 10
e 11 GRCATGATGCLICAACCARACTACTICCAATTAGTCICETATCCARAATAT 1A AATCTCTCRGCATCRETACeon seq. TGGYTYGCYRNCHTYHARMMCRGRAKYCTGGANG TG A A TG AT GG TTTC T TG T
COMBONSUS +evennesensenesnesennasesnasesesesnsesn ATTCTITGACCATGATGCCTCARCCARACTACTTCCARTTAGTCTCCTATCCARRATATTARATARTCTC TCAGCATCAC TACGAGA rof AARCARAGET TTATCTARAARATT TAAGLTTCART TGCARTARGGAGT TTATTTCTCAACTATGTTT
B 1 150 160 7o 180 190 200 10 220 230 200 250 45 Consensus BT TATC AT AL TTCAR T ATSRCOATTATITTCHRC AT 1
e T GG TG GG AT TCoC TG TaCT 1T TG GCaCR G TG T echanToonac 10 B 1 150 160 10 180 19 200 210 20 23 20
ref AARCACTCAACATGTCCACARARTGTCCARTTTARTGAGTTATAGTTTGTGATCTTARTTTCACTGARTCTTATITTTTCTTGTARACATAGT TGAGARRTARAC TCCTTATTGCARTTGARGCTTARA
Consensus T ARG TCERCAARAT G CEANTTTATCRGT TR TCTGTCTT T TCRCTCATCTToe I TTTCTTCTaohCATAGTCAGANTAARCTCCT AT TCCARTCnGET T seq ACARGARARAGCARGATTCAGTGRAGLTARGATCACARACTATARCTCATTARATTGGACATTTGTCGACATGTTGAGTGTTTTTCTCGTAGTGATGLTGAGAGATIATTTARTATI TTGGATAGGAGA
61 2% 280 200 200 a0 20 3 300 350 360 a0 280 3 ref  ACARGARARARTAAGATTCAG TGAART TAAGATCACARACTATAACTCATTARATTGEACATT TTGTGGACATGTTGAGTGTTTTTC TCGTAGTGATGC TGAGAGATTATTTRATATTTTGGATAGGAGA

Consensus ACARACTATAACTCATTARATTGGACATT TTGTGGACATGTTGAGTGTTTTTCTCGTAGTGATGCTGAGAGAT TATTTAATATT TTGGATAGGAGA

eq  TTTTTRGATARRCCTTTGTT! T

TITTTAGATARACCTTTGTTTT
s TITTTRGATARRCCTTTGTITT, %1 2 280 29 300 310 320 30 30 350 360 3

391 a0 a10 a20 a30 aa0 450 60 a7 a80 a%0 500 510 52 seq  CTARTTGGARGTAGTT
ref CTARTTGGARGTAGTTTGGTTGAGGCATCATGGTCARAGAAT
eq  GCTGGATTTCARGTACTTATCAATT T m Consensus  CTARTTGGAAGTAGTTTGGTTGAGECATCATGGTCARRGAAT,

391 400 a0 a0 30 4daq2
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Figura 11. Secuenciacién de la proteina Mip6 con los dobles mutantes de la regién RRM4.
A) 1427A;L423A y B) 1427A;1432A
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SEQ ARAACARTAT TAGTCARRRATT TACCATC TGACACAACACARGARGAGGTCTTGGATTACTTCAGCH seq TcTer ARAACAATAT TAGTCARRRRT TTACCATC TGACACARCACAAGRAGAGGTCTTGGAT TACTTCAGCACT
REF ‘ARARCAATATTAGTCAARRATT TACCATC TGACACACACARGARGAGGTCTTGGATTACTTCAGCH rof AAARCAATATTAGTCARAAATTTACCATC TGACACARCACARGARGAGGTC TTGGATTACTTCAGCACT
Consensus ARARCAATATTAGTCARRRATTTACCATCTGACACARCACARGARGAGGTCTTGGATTACTICAGC! Consensus AARACARTATTRGTCARRRRTTTACCATCTGACACARCACAAGARGAGGTCTTGGATTACTTCAGCACT
3 10 150 160 170 180 19 200 210 220 230 240 250 260 131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

SEQ CTATIGGCCCCATAAAATCTGTATTCATCTCTGARAAGCAGGCGARCACACCACATAAAGCGT TCGTCACATATARAARTGAAGARGARTCTARARAGGCACAGARATGTT TGARTARRRCAATTTTTAI seq  ATTGGCCCCATARRRTCTGTATTCATCTCTGARRAGCAGGCGAACACACCACATARAGCGTTCGTCACATATARAARTGAAGARGAATCTARARAGGCACAGARATGTTTGAATARRACAAT TTTTARRR

REF  CTATTGGCCCCATRAAATCTGTATTCATCTCTGARRAGCAGECGARCACACCACATAARGCGT TCGTCACATATARAARTGAAGARGAATCTAAARRGECACAGARATGTTTGARTARRRCAATTTTTAI ATTGGCCCCATARARTCTGTATTCATC TCTGARRAGCAGECGARCACACCACATARAGLGTTCGTCACATATAARAATGARGARGARTCTARARRGECACAGAAATGT T TGARTARAACARTTTTTAARR
Consensus  CTATTGGCCCCATARRRTCTGTATTCATCTCTGARAAGCAGGCGRACACACCACATAARGCGT TCGTCACATATARARRTGAAGARGARTCTARRRAGGCACAGARRTGTTTGARTRRARCARTTTTTAI Consensus  ATTGGCCCCATARARTCTGTATTCATCTCTGAARRGCAGGCGARCACACCACATARAGCGTTCGTCACATATARRAATGARGRAGARTCTARRRRGGCACAGARRTGTTTGARTARARCARTTTTTAAAR

%1 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 %61 270 280 230 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

SEQ RRACCATACCATTTGGGTTGGTCCTGGTARAGATARGCC TG TCATARTCARRT TGGAACGAACAAGARAACARAGGT TTATCTARARART T TAAGC TTCARTTGCARTAAGGAGT TTATTTCTCARCTH
REF  RRACCATACCATTTGGGTTGGTCCTGGTAAAGATAAGCCTGT TCATARTCARRT TGGARCGAACAAGARARCARAGGT TTATCTARARAAT T TAAGCTTCARTTGCARTAAGGAGT TTATTTCTCARCTH ref ACCATACCATTTGGGTTGGTCCTGGTARAGATARGCCTGTTCATARTCAAAT TGGARCGARCARGARAACARRGETTTATCTARRAAATT TRAGCTTCARTTGCARTARGGAGTTTATTTCTCARCTATG
Consensus  ARACCATACCATTTGGGTTGGTCCTGGTARAGATARGCCTGTTCATARTCARAT TGGARCGRACAAGARAACARAGGT TTATCTARARRRTTTARGCTTCARTTGCARTARGGAGTTTATTTCTCARCTI Consencus ACCATACCATTTGGGTTGGTCCTGGTARRGATARGCCTGTTCATAATCARATTGGARCGARCARGARRACARAGGTTTATCTARARAATTTAAGLTTCARTTGCARTAAGGAGTTTATTTCTCARCTATG

ACCATACCATTTGGGTTGGTCCTGGTARAGATARGCCTTTCATAATCARRT TGGARCGAACARGARARCARAGGT TTATCTRAAAART TTAAGCT TCAAT TGCAATRAGGAGTTTATTTCTCAACTATG

391 400 a1 420 430 440 as0 a0 a7 a0 430 500 510 s2( 3 400 a10 a0 a3 440 a0 a0 a70 a80 490 500 510 520
SEQ TGTGCACARGARAAAGCARGATTCAGTGARAT TARGATCACARACTATARCTCATTAARTTGGACATT TTGTGGACATGTTGAGTGTTTTTCTCGTAGTGATGCTGAGAGATTATTTARTATTTTGGATS

TITACARGAAARRGCAAGATTCAGTGARGCTRAGATCACARACTATARCTCATTARRT TGGACATTTTGTGGACATGTTGAGTGT TTTTCTCGTAGTGATGCTGAGAGATTATTTAATAT TTTGGATAGE
REF  TGTTTACARGARRRAATRRGATTCAGTGARRT TRAGATCACARACTATAACTCATTAARTTGGACATT TTGTGGACATGTTGAGTGTTTTTCTCGTAGTGATGC TGAGAGATTATTTARTATTTTGGATH ref  TTTACARGAAARRRTAAGATTCAGTGARAT TARGATCACAARCTATARCTCATTARAT TGGACAT TTTGTGGACATGTTGAGTGTTTTTCTCGTAGTGATGCTGAGAGAT TATTTARTATTTTGGATAGG
Consensus  TGTgoACAAGRAARAacARGAT TCAGTGARAT TAAGATCACARACTATARC TCATTARATTGGACAT T TTGTGGACATGT TGAGTGTTTTTCTCGTAGTGATGC TGAGAGATTATTTAATATITTGGAT! Consensus  TTTACARGARARAAAcARGATTCAGTGARacTAAGATCACARAC TATARC TCATTARATTGGACATT TTGTGGACATGTTGAGTGTTTTTCTCGTAGTGATGCTGAGAGATTATTTARTATTTTGEATAGE:

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 651 521 530 540 550 560 570 580 59 600 610 620 630 640 650
SEQ GGAGACTAATTGGAAGTAGT TTGGT TGAGGCATCATGGTCARAGRAT seq  AGACTARTTGGARGTAGTTTGGTTGAGGCATCATGGTCARAGAAT
REF  GGAGACTAATTGGAAGTAGT TTGETTGAGGCATCATGGTCARRGART ref AGACTARTTGGARGTAGTTTGGTTGAGECATCATGGTCARRGAAT
Consensus GGAGACTAATTGGAAGTAGT TTGGTTGAGGCATCATGGTCARAGAAT. Consensus  AGACTARTTGGARGTAGTTTGGTTGAGGCATCATGGTCARRGAAT.
651 660 670 680 630 700 70 720 730 740 750 760 7 780 651 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780
sEq seq
REF rof
Consensus Consensus

Q) D)

Figura 12. Secuenciacién de la protefna Mip6 con los dobles mutantes de la regién RRM3/4. C) 1427A;L423A y D)
1427A;1432A.

En rojo se muestra arriba del todo nuestra secuencia y al medio la secuencia de
referencia, que son las secuencias de las regiones RRM3/4 y RRM4 del mRNA de Mip6 de
Saccharomyces cerevisiae. Aparecen en azul las bases que no son complementarias, que en este
caso coinciden con las mutaciones realizadas.

4.3. EXPRESION Y PURIFICACION A PEQUENA ESCALA

Se obtuvo como resultado de la purificacién diversos geles con cada mutante y doble
mutante de Mip6. En el gel de acrilamida de 10% se observo el sobrenadante (S), precipitado
(P), los extractos celulares no unidos a la resina (flow through, FT), una muestra del dltimo lavado
con las uniones no especificas (W), y la proteina purificada (E). Las construcciones de Mip6
fueron sobreexpresadas en el vector pGEX-6P-2 que contiene el tag GST.

Las siguientes figuras muestran la elucién de los diferentes mutantes de Mip6.
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Figura 13. Gel de electroforesis SDS-PAGE (10% acrilamida) de la purificacién a pequefia escala con la resina de glutatién
sefarosa de los 4 mutantes de Mip6 en pGEX de la regién RRM3/4. La proteina eluida (E), sefialada con un punto
naranja, en cada gel corresponde a: A) Mip6 1432A sobreexpresada por IPTG; B) Mip6 1427A sobreexpresada por IPTG;
C) Mip6 1427;L423A sobreexpresada por IPTG; D) Mip6 1427;1432A sobreexpresada por IPTG; E) Mip6 1432A
sobreexpresada por autoinduccion; F) Mip6 1427A sobreexpresada por autoinduccion; G) Mip6 1427;L423A
sobreexpresada por autoinduccion; H) Mip6 1427A;1432A sobreexpresada por autoinduccién.

La proteina Mip6 RRM3/4 mutada tiene un peso molecular de 19,38 KDa que junto al
GST (26 KDa) aparece como una banda de 45 KDa.
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Figura 14. Gel de electroforesis SDS-PAGE (10% acrilamida) de la purificacién a pequefia escala con la resina de glutation
sefarosa, de las 4 construcciones de Mip6 de la regién RRM4. La proteina eluida (E), sefialada con un punto naranja,
en cada gel corresponde a: A) Mip6 1432A sobreexpresada por IPTG; B) Mip6 1427A sobreexpresada por IPTG; C) Mip6
1427;L423A sobreexpresada por IPTG; D) Mip6 1427;1432A sobreexpresada por IPTG; E) Mip6 1427A sobreexpresada
por autoinduccién; F) Mip6 1432A sobreexpresada por autoinduccidon; G) Mip6 1427 sobreexpresada por
autoinduccion; H) Mip6 1427A;1432A sobreexpresada por autoinduccion.

La proteina Mip6 RRM4 tiene un peso molecular de 9,42 KDa que junto al GST (26 KDa)

aparece como una banda de 35,42 KDa.

Mediante la expresion a pequeina escala se puede saber cual es el mejor método de
purificacién. Una banda con mayor intensidad en la fraccion eluida (E) indica que la proteina se
expresa bien con ese método. Se ha podido observar que dependiendo de la muestra el mejor
método de expresion varia, pero en general se puede afirmar que el método por autoinduccién
da mejores resultados para la purificacion de la proteina Mip6.
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En la fraccién de proteina eluida se observar la parte soluble de la proteina que se ha
unido completamente a la resina. Mientras que en el precipitado se ve la fraccién insoluble de
la proteina. Esta diferencia clara de bandas se puede observar mejor en los constructos de las
mutaciones de Mip6 RRM4.

4.4, INTERACCION PROTEINA MiIP6 Y MEX67
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Figura 15. Gel de electroforesis SDS-PAGE (10% acrilamida) de la purificacién e interaccién con Mex67 a pequefia escala
con la resina de glutatién sefarosa, de las 4 construcciones de dobles mutantes de Mip6 de las regiones RRM3/4 y
RRM4. A) Proteina Mex67 sin GST purificada; B) Elucion proteina Mip6 1427A;L423A RRM3/4 por IPTG; C) Mip6
1427A;L423A RRM4 por IPTG; D) Mip6 1427A;1432A RRM4 por IPTG; E) Mip6 1427A;L423A RRM3/4 por autoinduccion;
F) Mip6 1427A;1432A RRM3/4 por autoinduccion.

Se selecciond el método de expresion de los dobles mutantes de Mip6 con el cudl se
obtuvo mds rendimiento en la purificacidén para ver la interaccién con la proteina Mex67. Para
este experimento se usé la expresidon del doble mutante Mip6 1427A;L423A RRM3/4 por IPTG,
Mip6 1427A;L423A RRM4 por IPTG, Mip6 1427A;1432A RRM4 por IPTG, Mip6 1427A;L423A
RRM3/4 por autoinduccién y Mip6 1427A;1432A RRM3/4 por autoinduccidn.

Se utilizé una muestra de la regién de aminoacidos 528-599 de la proteina Mex67
purificada a gran escala con una columna de glutation sefarosa de GE Healthcare Life Sciences.
Esta proteina fue clonada por Nada Mohamad con el plasmido pGEX-6P-2, por lo tanto contiene
en el N-terminal la etiqueta GST. Se eluyd la proteina y se elimind la etiqueta GST con la proteasa
PreScission de GE Healthcare. Se afiadié 20 uL de Mex67 a 14,4 ng/uL con un peso molecular de
8,69 KDa a cada tubo con la resina de glutation sefarosa y la proteina Mip6.

Los resultados obtenidos muestran como los mutantes distorsionan la interaccién con
la proteina Mex67, ya que se puede observar que cuando eluimos no se ve la banda de la
proteina Mex67. En la fraccién flow through se puede observar la banda de Mex67, por debajo
del marcador de 14 KDa, lo que confirma que no hay interaccién, ya que esta fraccién contiene
todos los extractos celulares que no se han unido a la resina. Estos resultados se contraponen a
las investigaciones realizadas anteriormente que afirman que hay una interaccién entre Mex67
y Mip6 en estas subunidades (Segref et al., 1997).
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4.5. CLONAIJE

4.5.1. CLONACION MEXx67 DE CHAETOMIUM THERMOPHILUM

Para la clonacidn de la proteina Mex67 de Chaetomium thermophilum fue necesario la
digestion del plasmido pNKI y la obtencidon de los insertos por amplificacion.

Mw 1 2

5,000 pb
3,000 pb
2,500 pb

1,000 pb

B)
Figura 16. Gel de agarosa (TAE 1X, 0.5 % agarosa) clonacién Mex67 Chaetomium thermophilum. A) vector pNKI digerido
(1) y sin digerir (2); B) amplificacion del inserto obtenido de Mex67.

A partir de las colonias crecidas se realizé una PCR para comprobar si se habia insertado
correctamente el inserto en el plasmido.

Figura 17. Gel de agarosa (TAE 1X, 0.5 % agarosa) de la PCR colonia de la proteina Mex67. Se muestra con una C la
colonia control utilizada y las colonias con una + son las colonias positivas obtenidas.
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3,000 pb
2,500 pb
2,000 pb

1,000 pb

Figura 18. Gel de agarosa (TAE 1X, 0.5 % agarosa) de la PCR del DNA plasmidico de la proteina Mex67 clonada.
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1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

GTARACCGGATTACATTTCCCCCTTC TTTGTTTARCTT CATGGCACATCACCACCACCATCACTCCGCGGCTCTTGAGGTGCTCTTTCAGGGACCCGETATGGE
ATGGC

ATGGC

sex

22

ref
Consensus
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

seq
ref
Consensus

GCCCCCAACTGEACCTCRTCGTGRTGGCTCTGCGCARARARCAGCCCTGCGTCCTACTCTGGAGGAGGCATCTCTARGCATCOGECCCGETCCGAAGACTGACATCGATGGCGATATTGCTATGGECGGA
GCCCCCARCTGEACCTCRTCGTGETGGCTCTGCGCARARARCAGCCCTGCGTCCTACTCRTGGAGGAGGCATC TCTARGCATCGECCCRCTCCGARGACTGACATCGATGGCGATATTGCTATGGECGGA

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

CCACCTGCTGACACARGCARACGAGGT TCCGGT TCGTCCGRCCGCGRGECTCGTGCAGGTCGCGGTGECAGEGCGACGTCARGAATGGCTCAGARCAT TCRGARCTATGCCACCGAGCTTGCAGTTGECA
CCACCTGCTGACACARGCARACGAGGTTCCGGTTCGTCCGECCGCGEGECTCGTGCAGGTCGCGGTGECAGEGCGACGTCARGAATGGCTCAGARCATTCGGAACTATGCCACCGAGCTTGCAGTTGRCA
CCACCTGCTGACACARGCARACGAGGTTCCGGTTCGTCCGRCCGCGRGECTCGTGCAGGTCGCEGTGECAGEGCGACGTCARGAATGGCTCAGARCATTCAGAACTATGCCACCGAGCTTGCAGTTGRCA

seq
ref
Consensus
391 400 a10 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520

seq IARTCTARGGA

ATAI IGTA
ref GCAATGGCGCCAAGACGCARCCCAACARGACTGTCATARARATCCTCGGTCTGARGARCAGCARAGE TGCARGTARTCL TGCGCTCACTGCTCGACTTCCTGGAGCGCARATCTARGGA
Consensus  GCAATGGCGCCAAGACGCARCCCARCARGACTGTCATARARATCCTCGGTCTGARGARCAGCARAGE TGCARGTARTCCAGATGGTGGTTTGCGCTCACTRCTCGACTTCCTGGAGCGCARATCTARGGA

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

ARRGATTACACTTGGARGGGGCATCATCGACGGCGACTATGTCTGGCTGARAGTCARCARAGACGACGCGCAGCATC TCCTARGGCTCARCGGCTTCACCTACGCTGGTGCTACCTTGACCATTGAGGAG
ARRGATTACACTTGGAAGGGGCATCATCGACGGCGACTATGTCTGGCTGARAGTCARCARAGACGACGCGCAGCATCTCCTARGGCTCARCGGCTTCACCTACGCTGGTGCTACCTTGACCATTGAGGAG
ARRGATTACACTTGGAAGGEGCATCATCGACGGCGACTATGTCTGGCTGARAGTCARCARAGACGACGCGCAGCATCTCCTARGGCTCARCGGCTTCACCTACGCTGGTGCTACCTTGACCATTGAGGAG

seq

ref
Consensus
651 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780

seq  ACAARCGAGCCARTGCCAGCACTGTCATCACAARGCARACTGTCCCAGGCAGCTCAGGAGACARAGCAGARACTCACCTCTTGTCTGGCTAGGAGGTACAATGCTGAGCATARGCTCCTGGATTTGTCGE
ref ACAARCGAGCCARTGCCAGCACTGTCATCACAARGCARACTGTCCCAGGCAGCTCAGGAGACARAGCAGRARCTCACCTCTTGTCTGGCTAGGAGGTACARTGCTGAGCAGARGCTCCTGGATTTRTCGE
Consensus  ACAARCGAGCCAATGCCAGCACTGTCATCACARAGCARACTGTCCCAGGCAGC TCAGGAGACARAGCAGARACTCACCTCTTGTCTGGCTAGGAGGTACARTGC TGAGCAZARGCTCCTGGATTTGTCGE

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910

CCTTGEGARCAGACGAGAC TCTGAGTAGCCTGGEGCTCCTTTARCARTCAGTCCAT TGCTGAGARATCCTTCARRGCCCTGATGCATCTTGTTAGCARCGAGTATARGGACCCCGAGCAGARGARCGAGGE
CCTTGGGARCAGACGAGACTCTGAGTAGCCTGGGCTCCTTTARCARTCAGTCCCT TGCTGAGARATCCTTCARRGCCCTGATGCATCTTGTTAGCARCGAGTATAAGGACCCCGAGCAGARGARCGAGGC
T

pe
Consensus  CCT T
911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

seq

3
g,

ARTCCAGGCCGTATCACTCGCTCGTAATGATATCCTCGATGTCGECCAGGTCTACTCGTTGECAGTARCTCTGCCTCGTCTTCGTCGTCTCGACCTTAGCGGARATARTTTAGAGARCCTCTCTARGATC
AATCCAGGCCGTATCACTCGCTCGTAATGATATCCTCGATRTCGECCAGGTCTACTCGTTGGCAGTARCTCTGCCTCRTCTTCGTCGTCTCGACCTTAGCGGARRTARTTTAGAGARCCTCTCTARGATC
ARTCCAGGCCGTATCACTCGCTCGTAATGATATCCTCGATRTCGECCAGGTCTACTCGTTGGCAGTARCTCTGCCTCATCTTCGTCTCTCGACCTTAGCGGARATARTTTAGAGARCCTCTCTARGATC

seq

9,

ref
Consensus
1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170

seq  TCCARGTGGCARCAGGAGTTCCGATTCCTCGAGGAGCTTCATCTCACTGGARACCCGGTCACARCTCTCCCGARCTATGCCACAGARAT TARGARGTGGTTCCCATCTCTCCAGATTCTGGATGGACAGE
ref TCCARGTGGCARCAGGAGTTCCGATTCCTCGAGGAGCTTCATCTCACTGGARACCCGGTCACARCTCTCCCGARCTATGCCACAGAARTTARGARGTGGTTCCCATCTCTCCAGATTCTGGATGGACAGC
Consensus  TCCARGTGGCARCAGGAGTTCCGATTCCTCGAGGAGCTTCATCTCACTGGARACCCGGTCACARCTCTCCCGARCTATGCCACAGARATTARGARGTGETTCCCATCTCTCCAGATTCTGGATGGACAGE

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

seq  ARATCCGARCCCCCCARGAGGCGGCTGAGTCGCTCARGTCCTCGTTCCCARCACCCCTTCCGCAGCTGCCGTCARACGTCAGGGATGGTGARARCARTGTGGCCAGCACTTTCCTCCAGGCGTTCTTCCA
ref AARTCCGARCCCCCCARGAGGCGGCTGAGTCGCTCARGTCCTCGTTCCCARCACCCCTTCCGCAGCTGCCGTCARRCGTCAGGGATGGTGARRACARTGTGGCCAGCACTTTCCTCCAGGCGTTCTTCCA
Consensus  ARRTCCGARCCCCCCARGAGGCGGCTGAGTCGCTCARGTCCTCGTTCCCARCACCCCTTCCGCAGCTGCCGTCARACGTCAGGGATGGTGARRACARTGTGGCCAGCACTTTCCTCCAGGCGTTCTTCCA

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430

seq GCTCTGGGATCATGACAGACTGACCCTGATCCCTCAGTTCTACGACTCGGAGACCACTTTCTCTGTTGTCTTTGCTACGGACTCACCCCARGATCCTGCATCATCTTCATGTTCTARRTTCTCGAGARAC
ref GCTCTGGGATCATGACAGACTGACCCTGATCCCTCAGTTCTACGACTCGGAGACCACTTTCTCTGTTGTCTTTGCTACGGACTCACCCCARGATCCTGCATCATCTTCATGTTCTARATTCTCGAGARAC
Consensus  GCTCTGGGATCATGACAGACTGACCCTGATCCCTCAGTTCTACGACTCGGAGACCACTTTCTCTGTTGTCTTTGCTACGGACTCACCCCARGATCCTGCATCATCTTCATGTTCTARRTTCTCGAGARAC

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560

CTCARCATCCTTAGCCCGCGGCATCCTTCTACCCTGCAGCGTCTCTTCGTTGGTAGTARTCTTATCGCCGATCTCTGGARGGTGCTCCCTGCCACTCGRCATCCCAGCCTCGATCARACCAGCCAGTGGE
CTCARCATCCTTAGCCCRCGGCATCCTTCTACCCTGCAGCRTCTCTTCGTTGETAGTARTCTTATCGCCGATCTCTGEARGGTGCTCCCTGCCACTCGRCATCCCAGCCTCGATCARRCCAGCCAGTGGE
CTCARCATCCTTAGCCCRCGGCATCCTTCTACCCTGCAGCRTCTCTTCGTTGGTAGTARTCTTATCGCCGATCTCTGEARGGTGCTCCCTGCCACTCGRCATCCCAGCCTCGATCARRCCAGCCAGTGGE

seq
~
Consensus
1561 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690

seq  TCATCGACTGCCACACCTTCCCACACCTCGCCGACCCGACTGRCATAGCTCCCTACGCCATGGGTCTGATGATTARCGTCARCGGCCAGTGCGARGAGECAGACATTTCGCAGARCCTCTACGECACGEE

ref TCATCGACTGCCACACCTTCCCACACCTCGCCGACCCGACTGECATGGCTCCCTACGCCATGGGTCTGATGAT TARCGTCARCGGCCAGTGCGARGAGGCAGACATTTCGCAGARCCTCTACGECACGEE
Consensus  TCATCGACTGCCACACCTTCCCACACCTCGCCGACCCGACTGECATGGCTCCCTACGCCATGGETCTGATGATTARCGTCARCGGCCAGTGCGARGAGGCAGACATTTCGCAGARCCTCTACGGCACGCE

1691 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820

CACCTTCTCGCGCTGCTTCATTCTCGGCCCTAGCARGCCTRGTGCTCCGCACCCTTACCGTGTCCTGAGCGATCAGCTCACGCTGCACACTTGGAAGCCGCAGCCTGCACCGCARGTCGETACGGTCCCC
ICGGTCCCC

seq
CACCT TCAT G T
CACCTTCTCGCGCTGCTTCATTCTCOGCCCTAGCARGCCTRGTGCTCCRCACCCTTACCGTGTCCTGAGCGATCARC TCACGL TGCACACT TGGAAGCCGCARCCTRCACCGCARGTCGETACGGTCCCE

ref
Consensus
1821 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920 1930 1340 1950

seq  CCTCCGGCCGTGGCGGCGCCTATGCCGEGAGCTGTGCCCATCCCTACTGCARCACCCGCTGTTGCTCCCRTGCCGCCAGTCATGGEGCGACGARCCGGATGATGCCACCAAGGCGCAGCTTATTGCTGAGE

ref CCTCCGGCCGTEGCGGCACCTATGCCGGGAGETGTGCCCATCCCTACTGCARCACCCGCTGTTRCTCCCRTRCCGCCAGTCATGEGCGACGARCCGGATGATGCCACCAAGECGCAGCTTATTECTGAGE
Consensus  CCTCCGGCCGTGGCGGCGCCTATGCCGGGAGCTGTGCCCATCCCTACTGCAACACCCGCTGTTGCTCCCRTGCCGCCAGTCATGGGCGACGARCCGGATGATGCCACCAAGGCGCAGCTTATTGCTGAGE

1951 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080
seq  TGTCCCGECGCACTGGCATGARTGTGGAGTACTCGCAGATGTGCTTGACGGGCGCCGCGARCTGGARCCTGEARCTTGCGCTGCAGTCCTTTGARCAGCAGARGGCTARTGTTACACCTGAGGCGTTCAT
ref TGTCCCGGCGCACTGGCATGARTGTGGAGTACTCGCAGATGTGCTTGAC GAAL GARCT TTGAACAGCAGARGGCTARTGTTCCGCCTGAGGCGTTCAT

Consensus  TGTCCCGECGCACTGECATGARTGTGGAGTACTCGCAGATRTGCTTRACGEGCGCCGCGARCTGGAACCTGEARCTTGCGCTGCAGTCCTTTGARCAGCAGARGGCTARTGT TaCaCCTGAGGCGTTCAT

2081 2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 21802184

seq  TAGCCARCCTCH TTCCGTCCTTC

ref TAGCCARCCTCAGGTGTGA
Consensus  TAGCCARCCTCAGGTGTaA.

Figura 19. Secuenciacién de la clonacidn de la proteina Mex67. Se muestra la secuencia de la proteina Mex67 clonada
como seq y en la linea inferior el cDNA de referencia (ref) obtenido de la base de datos. En rojo aparece el
alineamiento correcto de los nucledtidos y en azul la modificacién. También se observa los oligonucledtidos

sobresalientes del LIC cloning.

La proteina Mex67 en Chaetomium thermophilum contiene un intrén de 56 nucleétidos,
por lo tanto se escogi6 la colonia con el empalme alternativo, es decir, sin el intron. Se comprobd
la secuenciacion y se pudo observar que la clonacién era correcta. Las modificaciones en azul
gue aparecen en la figura 19 fueron identificadas mediante el anadlisis del cromatograma
obtenido como fallo en la secuenciacion o mutaciones silenciosas que no modifican el

aminoacido.
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Figura 20. Cromatograma de la secuenciacion del DNA de Mex67 de Chaetomium thermophilum con el T7 promotor.
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4.5.2. EXPRESION Y PURIFICACION DE MEX67 DE CHAETOMIUM THERMOPHILUM

A partir de la purificacion a pequefia escala se pudo comprobar que el método por
autoinduccién da mejores resultados de expresion de la proteina que el de induccién por IPTG.
En el gel de electroforesis se pudo observar una banda en la muestra de eluciéon (E) a 70 KDa
aproximadamente que corresponde con el tamafio de la proteina Mex67 de 71,514 KDa. A parte
de esta banda también se observan otras bandas que corresponden a proteinas que también se
han pegado a la resina de niquel porque contienen histidinas. Por ello, para distinguir la proteina
Mex67 clonada que contiene el tag-His, se procedid a un analisis Western Blot.
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Figura 21. Gel de electroforesis SDS-PAGE (10% acrilamida) de la purificacién a pequefia escala con la resina de Niquel
de la protefna Mex67. La proteina eluida (E), sefialada con un punto naranja, corresponde a: A) Mex67 sobreexpresada
por IPTG; B) Mex67 sobreexpresada por autoinduccion.

Otro ensayo que podria realizarse seria una coexpresion y purificacion de la proteina
Mex67 con Mtr2 que contiene la etiqueta Hisg para ver la formacion del heterodimero y
determinar cudl es el dominio al cual se asocia Mtr2 (StraRRer et al., 2000).

En el afio 2015, Dimitrova et al. publicaron un articulo en el que caracterizaban
estructuralmente el complejo TREX-2 de Chaetomium thermophilum y estudiaron su interaccion
con el factor de exportacion nuclear Mex67:Mtr2. Se obtuvieron los mismos resultados en la
purificacion de Mex67 y ademdas mediante la combinacion de métodos estructurales,
bioquimicos y celulares se observo la interaccion de TREX-2 con componentes que intervienen
en la exportacion nuclear.

4.5.3. WESTERN BLOT DE MEX67 DE CHAETOMIUM THERMOPHILUM

Para comprobar la identidad de la proteina obtenida se hizo un Western Blot después
del proceso de purificacién. Se utilizd un anticuerpo monoclonal Anti-Hisg conjugado con
peroxidasa confirmandose la presencia de la proteina recombinante al detectar el epitopo de 6
residuos de histidina consecutivos. Este anticuerpo permite una alta sensibilidad en el proceso,
reduce el tiempo de ensayo porque no es necesario un anticuerpo secundario y se obtienen
resultados claros.
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Figura 22. Western Blot revelado con el anticuerpo Anti-His6-Peroxidasa. En la figura se observa el marcador de pesos
moleculares de proteinas (MW), el control utilizado (C) que corresponde a tres proteinas con colas de histidina (Erb1
de 90,721 KDa, Nop7 de 69,9 KDa y Ytm1 de 51,358 KDa) y Mex67 purificada.

Los proximos andlisis conllevaran una sobreexpresién por autoinduccién y la

purificacién a gran escala de la proteina Mex67 de Chaetomium thermophilum.

4.5.4. CLONACION DBP5 DE CHAETOMIUM THERMOPHILUM

Se realizé una busqueda mediante el programa informatico BLAST del NCBI
(https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para ver el alineamiento de la secuencia de la proteina

Dbp5 de Saccharomyces cerevisiae y la proteina Dbp5 de Chaetomium thermophilum. Se
encontré que la secuencia proteica de Dbp5 de Saccharomyces cerevisiae tenia un query
coverage (porcentaje de la secuencia de interés que se superpone con la secuencia encontrada)
del 86% y un porcentaje de identidad del 56% con la secuencia de la RNA helicasa dependiente
de ATP de Chaetomium thermophilum var. Thermophilum DSM 1495.

En la figura 23 se muestra el alineamiento encontrado a partir de la busqueda realizada.
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ATP-dependent RNA helicase-like protein [Chaetomium thermophilum var. thermophilum DSM 1495]
Sequence ID: XP_006695581.1 Length: 580 Number of Matches: 1

See 1 more title(s)
range 1: 143 to 564

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame
493 bits(1269) 2e-171() Compositional matrix adjust. 238/424(56%) 326/424(76%) 7/424(1%)

Features:

Query 63 DSNLISSEYEVKVKLADIQADPNSPLYSA-KSFDELGLAPELLKGIYAMKFQKPSKIQER 121
++ L+ S Y+V+VKL+D+Q D ++PL S SF+ELGL EL +G+ AM F+KPSKIQER
Sbjct 143 NTGLVDSTYDVEVKLSDLQ-DTDNPLSSKISSFEELGLRKELNEGLLAMNFKKPSKIQER 201

Query 122 ALPLLLENPPRNMIAQSQSGTGKTAAFSLTMLTRVN-PEDASPQAICLAPSRELARQTLE 180
ALPL+L NPPRNMIAQSQSGTGKTAAF LT+L+RV+ + PQA+ LAPSRELARQ
Sbjct 202 ALPLMLANPPRNMIAQSQSGTGKTAAFVLTVLSRVDETKPTQPQALLLAPSRELARQIQT 261

Query 181 VVQEMGKFTK-ITSQLIVPDSFEKNKQINAQVIVGTPGTVLDLMRRKLMQLOQKIKIFVLD 239
V+Q++G+F K + ++ +P + + + A V+ GTPGTV DL+R++ + ++K+ V+D
Sbjct 262 VIQQIGQFIKDLVTEAATIPGNVSRETGVRASVVTGTPGTVIDLIRQRKFDVSQLKVLVID 321

Query 240 EADNMLDQQGLGDQCIRVKRFLPKDTQLVLFSATFADAVRQYAKKIVPNANTLELQTNEV 299
EADNMLD+QGLGDQC+RVK LPK+ Q++LFSATF + V YA+K PNAN ++L+ E+
Sbjct 322 EADNMLDKQGLGDQCVRVEMMLPENIQILLFSATFPEKVMNYARKFAPNANEIKLRHQEL 381

Query 300 NVDAIKQLYMDCKNEADKPDVLTELYGLMTIGSSIIFVATKKTANVLYGKLKSEGHEVSI 359
V. I Q+YMDC +E+ K+D+L +LYGLMTIGSS+IFV T+++AN + +++++GH+VS+
Sbjct 382 TVKGISQMYMDCPDESKKYDILCQLYGLMTIGSSVIFVKTRESANEIQRRMEADGHKVSV 441

Query 360 LEGDLQTQERDRLIDDFREGRSKVLITTNVLARGIDIPTVSMVVNYDLPTLANGQADP-- 417
LEG + Q RD L++DFR GRSKVLITTNVLARGID+ +VSMV+NYD+P G +P
Sbjct 442 LHGAHEGQNRDALLEDFRTGRSKVLITTNVLARGIDVSSVSMVINYDIPMKGPGDREPDC 501

Query 418 ATYIHRIGRTGRFGRKGVAISFVHDENSFNILSAIQKYFGDIEMTRVPTDDWDEVEKIVK 477
TY+HRIGRTGRFGR GV+ISFV+D+ SF LS I Y+G I++ ++ DDWD EK V+
Sbjct 502 ETYLHRIGRTGRFGRVGVSISFVYDRKSFEALSYIANYYG-IDLIQLSPDDWDATEKKVQ 560

Query 478 KVLK 481
+V+K
Sbjct 561 EVIK 564

Figura 23. Alineamiento secuencia proteica de Dbp5 de Saccharomyces cerevisiae (Query) y Dbp5 de Chaetomium
thermophilum (Sbjct).

El resultado del clonaje de Dbp5 de Chaetomium thermophilum fue el siguiente:

Mw 1

Mw + + o+ o+
. v ememes T OIS

t““:‘h----‘

A) B)

Figura 24. Gel de agarosa (TAE 1X, 0.5 % agarosa) clonacién Dbp5 de Chaetomium thermophilum. A) PCR colonia de la
proteina Dbp5 y B) PCR del DNA plasmidico de Dbp5.
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781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910

Mex67 GACCGTCATTCAGCAGATTGGCCAGTTTTTCARGGACCTGETCACGGAAGCCGCTATTCCTGECARCATTTCGCGTGAGACCGRTTCCGTGCCAGCGTCGTTACTGGCACCCCTGGCACAGTARCGGAT
cDNA  GACCGTCATTCAGCAGATTGGCCAGTTTATCARGGACCTGGTCACGGARGCCGCTATTCCTRGCARCGTTTCGCGTGAGACCGGTGTCCGTGCCARCGTCATTACTGGCACACCTGECACAGTAACGGAT
Consensus GACCGTCATTCAGCAGATTGGCCAGTTTaTCARGGACCTGETCACGGRAGCCGCTATTCCTRGCARCGTTTCGCGTGAGACCGGTGTCCGTGCCARCATCGTTACTGGCACACCTGGCACAGTARCGGAT

911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

Mo TR AT TG LA TABRCC U TCGT T AT TEACGAEGCAGACAACATEC T TGACAAGLAGEGTTTGGS TGACCARTGCETTCGTGTCARGATGTACGTTTCACLARGAR
cDNA  CTCATTCGACAGCGGARGTTTGACGTCTCTCAGTTARAGGTCCTCGTTATTGACGAGGCAGACARCATGC TTGACARGCAGGGT TTGGGTGACCAATGCGTTCGTGTCAAGH
Consensus cT[NTT[EN[NE[EEHHETTTEHEETETETEHGTTﬁNNEET[[T[ETTHTTEHEEHEEEHEHEHHEHTE[TTER[NNE[NEEETTTEEETEHEEHHIEEETTEETET[RRENTE

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 70

Mex67 ARGTGTTTTCT AAGARCATTCAGATTCTTCTGTTCTCAGCCACTTTTCCAGAGARAGT TATGARCTACGCGAGGARATTTGCGCCGAATGCCARCGAR
cDN TGCCCARGARCATTCAGATTCTTCTGTTCTCAGCCACTTTTCCAGAGARAGT TATGARC TACGCGAGGARAT TTGCGCCGARTGCCAACGAR
Consensus ATGCTGCCCARGARCATTCAGATTCTTCTGTTCTCAGCCACTTTTCCAGAGAARGTTATGARCTACGCGAGGARAT TTGCGCCGARTGCCAACGAR
171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

Mex67 ATTARGCTGAGGCACCAGGAGCTTACTGTCARGGGTATCTCTCAGATGTACATGGACTGCCCTGATGARAGCARGARATACGACATCTTATGTCAGCTTTATGECCTGATGACTATCGGCTCATCTGTCA
cDNA  ATTARGCTGAGGCACCAGGAGCTTACTGTCAAGGGTATCTCTCAGATGTACATGEACTGCCCTGATGARAGCARGARRTACGACATCTTATGTCAGCTTTATGGCCTGATGACTATCGECTCATCTGTCA
Consensus  ATTARGCTGAGGCACCAGGAGCTTACTGTCARGGGTATCTCTCAGATGTACATGEACTGCCCTGATGARAGCARGAARTACGACATCTTATGTCAGCTTTATGGCCTGATGACTATCGECTCATCTGTCA

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1330 1400 1410 1420 1430
Hex67 TATTCGTC TCCARTGT TTTCTARCAGTTTCCCGTTTGTAGACCCGGGAGTCTGCCARCGAGATCCAGCGCCGCATGGAGGCCGACGECCACARGGTCTC
ONA TATTCGTC CCGGGAGTCTGCCARCGAGATCCAGCGCCGCATGGAGGCCGACGECCACARGETCTC

Consensus  TATTCGTCARG. ACCCGGGAGTCTGCCARCGAGATCCAGCGCCGCATGGAGGCCGACGECCACARGGTCTC

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1430 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560

Mex67 TGTGTTGCACGGTGCTCATGARGGTCAGARTCGCGATGCCCTTTTGEAGGACTTTAGGACTGEGCGGTCCARGGTTCTCATCACTACCAACGTTCTGRCCCATGGTATTGACGTCTCGAGTGTGTCGATG
cDNA  TGTGTTGCACGETGCTCATGAAGGTCAGARTCGCGATGCCCTTTTGGAGGACT TTAGGACTGGECGETCCARGGTTCTCATCACTACCARCGTTCTGECCCGTGETATTGACGTCTCGAGTGTGTCGATG
Consensus  TGTGTTGCACGGTGCTCATGAAGGTCAGARTCGCGATGCCCTTTTGGAGGACTTTAGGACTGGECGGTCCARGGTTCTCATCACTACCARCGTTCTGECCCGTGETATTGACGTCTCGAGTGTGTCGATG

1561 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690

Mex67 GTTATCARCTACGACATTCCCATGARGGECCCCGGTGATAGGGAGCCTGATTGCGARACCTACCTTCACCGCATTGECCGTACGGETCGCTTCGETCGTRTCGETGTCAGTATCAGCTTTGTCTACGATC
cDNA  GTTATCARCTACGACATTCCCATGARGEGCCCCGRTGATAGGGAGCCTGATTGCGAARCCTACCTTCACCGCATTGGCCGTACGEGTCCTTCAGTCGTGTCRGTGTCAGTATCAGCTTTGTCTACGATC
Consensus  GTTATCARCTACGACATTCCCATGARGGGCCCCGGTGATAGGGAGCCTGATTGCGARACCTACCTTCACCRCAT TGGCCGTACGEGTCRCTTCAGTCATGTCAGTGTCAGTATCAGCTTTGTCTACGATC

1691 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820

Mex67 GCARGAGCTTTGAGGCTCTTTCTTACATTGCCARTTACTACGGCATTGACCTCATTCAGCTCAGCCCAGACGATTGEGATGCCACGGAGARGAARGTCCAGEARGTCATCARGTCRGECCGCGCECCCT
cDNA  GCAAGAGCTTTGAGGCTCTTTCTTACATTGCCARTTACTACGGCATTGACCTCATTCAGCTCAGCCCAGACGAT TGGGATGCCACGGAGAAGARAGTCCAGGARGTCATCARGTCGGCCCGCGLGLGECC
Consensus GCARGAGCTTTGAGGCTCTTTCTTACATTGCCAATTACTACGGCATTGACCTCATTCAGCTCAGCCCAGACGAT TGGGATGCCACGGAGAAGARAGTCCAGGARGTCATCARGTCGGCCCGCGCGLGECC

1821 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920 1930 1939
Mex67 ACGTGCTARCCGGRCTTCTCCTCGAGCACCACCACCACCACCAC TGAGATCCGGETGCTARCARAGCCCGAARGARGCCGAGTTCTCTCCCELT
‘DN GGAGTATARGCCLGCCAGLGARGCTACGTGLTAG

Consensus GGAGTATARGCCCGCC ‘AGCGAAGCTACGTGCTA:

Figura 25. Secuenciacién de la clonacién de Dbp5 de Chaetomium thermophilum. La secuencia superior es la secuencia
obtenida de Dbp5 y como referencia se ha utilizado la secuencia de cDNA de Dbp5 de la base de datos. Se puede
observar que la secuencia de Dbp5 contiene fragmentos que no coinciden con el cDNA.

Se comprobd que la proteina Dbp5 en Chaetomium thermophilum contenia intrones en
el genoma. La secuencia con intrones contiene 2527 pares de bases, en comparacion con el
MRNA de Dbp5 de 1743 pares de bases. El problema fue que a partir de los oligosacaridos
disefiados se amplificd el inserto con intrones habiendo usado el cDNA de Chaetomium
thermophilum, que codifica proteinas funcionales y no contiene intrones. La hipdtesis probable
gue se obtuvo fue que el cDNA contenia DNA gendmico y en el proceso se clond el DNA
gendmico entero, incluyendo los intrones. Esta contaminacion de DNA gendmico no se supo
hasta obtener las secuencias, ya que la extraccion de cDNA se habia hecho correctamente
mediante el kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription de Applied Biosystems.

Ademas, cabe destacar que esta clonacidon fue costosa y posiblemente al forzar las
condiciones para intentar el clonaje se amplificd el poco DNA genémico contaminante que
podria haber en la preparacién de cDNA de Chaetomium thermophilum.

Otra hipodtesis no descartable es que al tratarse de genes de gran tamafio no se haya
podido retrotranscribir el gen completo, es decir, que no haya cDNA del gen en su totalidad y
por eso los oligonucledtidos hayan funcionado para el DNA gendmico.

En la figura siguiente se muestra el alineamiento obtenido del DNA gendmico y cDNA de
Dbp5 de Chaetomium thermophilum. Se puede observar los intrones que aparecen en la
clonacion realizada.
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1 10 20 30 a0 50 60 70 80 90 100 110 120 130

genonico TTCARAT
cDNA
Consensus
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
genonico GCTTGCCACTTTAGCGCGCCCACTCCCCTGTAATT TAAATGCAGCCCCGTTAGCGATGE CGAGACCATCCTTCATTACGGTTCTCACGGACTGCGCAGCCGAGA
Consensus
%1 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
genonico ATCCGCACACAARTGGCCAAT TCCCACGAGATTCTATGGCATTGTTTTTGTCACCARGTTCTAGCCATGTGAACAGCATGCCACATTGTTGARCCATTAGAGCTCCCATAARCTGTATATG
DN
Consensus
391 400 a10 420 430 440 450 460 a70 480 430 500 510 520
genonico TGATACGTTCGTT TGCTGGACC AGTGARCAGCAT
cDNA ATGCGARGARGTCGTCGT~- -EENHEEHTHEEETEETE[EEHEIE“HEHEEHTT[EE[EHEEHEHEH[EHTHIEEIHEEECE
Consensus CCAGTGARCAGCAT CCo
521 530 540 550 560 570 580 530 600 610 620 630 640 650

CCGARGACCTTCAGCGGGCTCTGGCCACGCGCACCAGCCCCACCATCARGGACCTCGARCTGCTGGTCTCGGGCCCGAGTGTTTGCGACAGCAGCCTTAGGARCAGCCCAGAGAAGCGGARTCGCGCCTC
CCGARGACCTTCAGCEGGCTCTGGCCACGCGCACCAGCCCCACCATCARGGACCTCGARCTGCTGETCTCAGGCCCGAGTGTTTGCGACAGCAGCCTTAGGARCAGCCCAGAGAAGCGGARTCGCGCCTC
CCGARGACCTTCAGCRGGC TCTGGCCACGCGCACCAGCCCCACCATCARGGACCTCGARC TGCTGGTCTCAGRCCCGAGTGTTTRCGACAGCAGCCTTAGGARCAGCCCAGAGAAGCGEARTCRCGLCTC

651 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780
TCTTARTATTCGACCGAGTCGCCAGCCGGACTGCGGCCGACTATACTTTTTTGTCTTTGATTTTTGTARGTTTTAGTCATTATTGCCATCCTTTCACGEGCAGACTCRGCCCACCGTCCGACTRTTTREE
TCTTAATATTCGACCGAGTCGCCAGCCGGACTGCGGCCGACTATACTTTTTTGTCTTTGATTTT,
Consensus  TCTTARTATTCGACCGAGTCGCCAGCCGGACTGCGGCCGACTATACTTTTTTGTCTTTGATTTTT.
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Consensus
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TTGTATCTGACACTTCAGCTCTCTAGCGCTTCCTCAGCTCTCARCGACCGACT TCGAARCARTGGCCGACCTTGCCAGTCGCATCACCAAGCCCGGCGACGCACCGGCAGCGGATCAG

genonico
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genonico CCTGCCGATGCCCCTCAGGGTAATGGCARTGGCARTGAGETCCCAGTGGATGACGECGCGARTACCGETCTGGTCGACTCGACGTACGACGTCGARGTGARGE TGAGCGACCTTCAGGACACCGACARTC

cDNA  CCTGCCGATGCCCCTCAGGGTARTGECARTGGCARTGAGETCCCGGTGGATGACGECGCGARTACCGGTCTGGTCGACTCGACGTACGACGTCGAAGTGARGCTGAGCGACCTTCAGGACACCGACARTC
Consensus CCTGCCGATGCCCCTCAGGGTARTGGCARTGECARTGAGGTCCCGETRGATGACGGCGCGARTACCGGTCTGETCGACTCGACGTACGACGTCGARGTGARGCTGAGCGACCTTCAGGACACCGACARTC
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genonico

CGTGAGCTTGCGCGCCAGATTCAGACCGTCATTCAGCAGAT TGGCCAGTTTATCARGGACCTGRTCACGGARGCCGCTATTCCTEGCARCGTTTCACGTGAGACCGGTGTCCGTGCCARCGTCRTTACTG
CGTGAGCTTGCGCGCCAGATTCAGACCGTCATTCAGCAGAT TGGCCAGTTTATCARGGACCTGETCACGGARGCCGCTATTCCTGGCARCGTTTCGCGTGAGACCGGTGTCCGTGCCAGCGTCGTTACTG
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genonico GCACACCTGGCACAGTARCGGATCTCATTCGACAGCGGARGTTTGACGTCTCTCAGTTARAGGTCCTCGT TATTGACGAGGCAGACARCATGCTTGACARGCAGGGT TTGGGTGACCARTGCGTTCGTGT

cDNA  GCACACCTGGCACAGTARCGGATCTCATTCGACAGCGGARGTTTGACGTCTCTCAGTTARAGETCCTCGTTATTGACGAGGCAGACARCATGC TTGACAAGCAGGGT TTGEGTGACCARTGCGTTCRTGT
Consensus  GCACACCTGGCACAGTARCGGATCTCATTCGACAGCGGARGTTTGACGTCTCTCAGTTARAGGTCCTCGTTATTGACGAGGCAGACARCATGCTTGACARGCAGGGTTTGGETGACCARTGCGTTCGTGT
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TTTCTTCGATCACTARTACCL TGCCCARGARCATTCAGATTCTTCTGTTCTCAGCCACTTTTCCAGAGARAGT TATGARCTACGCGAGGA
TCAGATTCTTCTGT
ATGCTGCCCARGAACATTCAGATTCTTCTGTTCTCAGCCACTTTTCCAGAGARRGT TATGAACTACGCGAGGA

genonico CARGATGTACGTTTCACC
cDNA

Consensus  CAAGATG,
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genonico  ARTTTGCGCCGARTGCCARCGAARTTARGCTGAGGCACCAGGAGCTTACTGTCARGGGTATCTCTCAGATGTACATGGACTGCCCTGATGAARGCARGARATACGACATCTTATGTCAGCTTTATGRCCT

cDNR  AATTTGCGCCGAATGCCARCGARATTARGCTGAGGCACCAGGAGCTTACTGTCARGGETATCTCTCAGATGTACATGGACTGCCCTGATGARAGCARGAARTACGACATCTTATGTCAGCTTTATGECCT
Consensus ARTTTGCGCCGARTGCCAACGARATTAAGCTGAGGCACCAGGAGCTTACTGTCARGGGTATCTCTCAGATGTACATGGACTGCCCTGATGARAGCARGARRTACGACATCTTATGTCAGCTTTATGGECT
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genonico
cDNA

Consensus
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TTGACGTCTCGAGTGTGTCGATGGT TATCARCTACGACAT TCCCATGARGGGCCCCGGTGATARGGAGCCTGATTGCGARACCTACCTTCACCGCATTGGCCATACGEGTCACTTCAGTCGTGTCAGTGT
TTGACGTCTCGAGTGTGTCGATGGT TATCARCTACGACAT TCCCATGARGGGCCCCGGTGATAGGGAGCCTGATTGCGARACCTACCTTCACCGCATTGGCCGTACGEGTCACTTCRGTCGTGTCGGTGT

genonico
cONA
TGAT CTTCACCGCA’

Consensus T GATGGTTATCAACTACGACAT

2341 2350 2360 2370 2380 2390 2400 2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470

CAGTATCAGCTTTGTCTACGATCGCARGAGCTTTGAGGCTCTTTCTTACATTGCCARTTACTACGGCATTGACCTCATTCAGCTCAGCCCAGACGATTGGGATGCCACGGAGARGARAGTCCAGGARGTC
CAGTATCAGCTTTGTCTACGATCGCARGAGCTTTGAGGCTCTTTCTTACATTGCCART TACTACGGCATTGACCTCATTCAGCTCAGCCCAGACGAT TGGGATGCCACGGAGARGARAGTCCAGGRRGTC

genonico
n
CAGTATCAGCTTTGTCTACGATCGCARGAGCTTTGAGGCTCTTTCTTACATTGCCARTTACTACGGCATTGACCTCATTCAGCTCAGCCCAGACGATTGGGATGCCACGGAGARGARAGTCCAGGARGTC

Consensus
2471 2480 2490 2500 2510 2520 2527

genonico ATCARGTCGGCCCGCGCGCGCCCGGAGTATAAGCCCGCCAGCGARGCTACGTGCTAG
cDNA  ATCARGTCGGCCCGCGCGCGCCCGGAGTATAAGCCCGCCAGCGAAGCTACGTGCTAG
Consensus  ATCARGTCGGCCCGCGCGCGCCCGEAGTATARGCCCGCCAGCGARGCTACGTGCTAG

Figura 26. Alineamiento del DNA genémico y cDNA de Dbp5 de Chaetomium thermophilum. Se observan los 4 intrones

del genoma.

4.5.5. CLONACION DBP5 DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Para la clonacion de las proteinas Dbp5 de Saccharomyces cerevisiae fue necesario la
digestion del plasmido pNKI y la obtencidn de los insertos por amplificacion. Se hizo una PCR
con gradiente de temperatura utilizando cDNA y DNA gendmico de levadura para obtener el
inserto de Dbp5. Para realizar el LIC cloning se utilizd la muestra obtenida de PCR para la cual se
habia utilizado DNA gendmico de levadura como molde y una temperatura de anillamiento de
6329C, ya que el resultado de la amplificacién fue el adecuado, es decir, en el gel de agarosa se
observé una Unica banda de DNA, sin que aparecieran otras amplificaciones inespecificas. Se
obtuvieron 16 colonias del proceso de clonacidn, de estas se eligieron 4 colonias positivas de la
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PCR colonia realizada. Se enviaron a secuenciar las muestras del DNA plasmidico obtenido y las
PCR de ese DNA plasmidico utilizado como molde, para comprobar si la clonacidon se habia
realizado correctamente.

MW C + o+ + o+ o+ o+

L

Figura 27. Gel de agarosa (TAE 1X, 0.5 % agarosa) de la PCR colonia de la proteina Dbp5 de Saccharomyces cerevisiae.
Se muestra con una C la colonia control utilizada y las colonias con una + son las colonias positivas obtenidas.

MW 1 2 3 4

PCR DNA Plasmidico

DNA Plasmidico

Figura 28. Gel de agarosa (TAE 1X, 0.5 % agarosa) de la PCR del DNA plasmidico y del DNA plasmidico de las colonias
positivas de Dbp5 de Saccharomyces cerevisiae.
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El alineamiento que se obtuvo de la secuenciacion fue el siguiente:

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

I
seq GGTTARTTTTTCTCCGARATARTTTTGTTTARCTTTAAGARGGAGATATACCATGGCACATCACCACCCCATCACTCCGCGGCTCTTGAGGTGCTCTTTCAGGGACCCGGTATGAGTGATACARAGAGAG
ATGAGTGATACARAGAGAG

CONSENSUS  tetececescrcrsescscrsecsscsssssssscscrsssssssssssssscssssessssssrsssssssssssssssssssssssssssssscsssssssssssssesNIGAGTGATACARAGAGAG

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1

[}
seq ATCCGGCCGATTTACTAGCTTCTTTARAGATTGATARTGAGARAGAGGATACARGTGAARGTTTCAACARARGAGACTGTTARGTCCCARCCAGARARGACTGCTGATTCGATCARGCCTGCAGARARAARTT
ref ATCCGGCCGATTTACTAGCTTCTTTARAGATTGATARTGAGARAGAGGATACARGTGARGTTTCAACAARAGAGACTGTTARGTCCCARCCAGARRAGACTGCTGATTCGATCARGCCTGCAGAARARTT
Consensus ATCCGGCCGATTTACTAGCTTCTTTARAGATTGATARTGAGAAAGAGGATACAAGTGARGTTTCARCARRAGAGACTGTTARGTCCCAACCAGARAAGACTGCTGATTCGATCARGCCTGCAGARRAATT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
1 1
seq AGTTCCARAAGTT! ARAAC mu TARTTTARTCAGCTCAGARTATGAAGT TARGGTCARACTTGCTGATATCCAGGCTGACCCARATTCTCCATTGTACAGTGCTARATCT
ref AGTTCCARAAGTT GTARTTTARTCAGCTCAGAATATGARGTTARGGTCARACTTGCTGATATCCAGGCTGACCCARRTTCTCCATTGTACAGTGCTARATCT

Consensus HGTTCERHﬂﬂETTGﬂEGﬁRHHRﬁRHHI:ﬂHHHEHEGHGGHTﬂGTHRTTTHRTI:HEI:TI:HEﬂﬂTRTGﬂHGTTﬂHGETCHHﬂI:TTGCTGHTﬂTCI:RGECTGHEIIRHHTTCTECRTTETHERETGETHRHTCT
391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520
I

seq TTTGATGARTTAGGATTAGCACCAGARCTACTARAGGGGATATATGCTATGARATTTCARARACCATCCARARTTCARGARAGGGCGCTGCCATTATTATTACATARTCCGCCTAGGARCATGATTGCTC
ref TTTGATGARTTAGGATTAGCACCAGARCTACTARAGGGGATATATGCTATGAAATTTCARARACCATCCARARTTCARGARAGGGCGCTGCCATTATTATTACATARTCCGCCTAGGARCATGATTGCTC
Consensus TTTGATGARTTAGGATTAGCACCAGARCTACTARAGGGGATATATGCTATGARATTTCARARACCATCCAARATTCARGARAGGGCGCTGCCATTATTATTACATARTCCGCCTAGGARCATGATTGCTC

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

1 1

seq AGTCTCARTCAGGTACAGGTARAACTGCCGCCTTTTCTTTARCGATGCTARCARGAGTARACCCAGARGACGCATCTCCACAGGCARTTTGCTTAGCCCCCTCCAGAGARCTGGCCAGACARACACTAGA

ref AGTCTCARTCAGGTACAGGTARARCTGCCGCCTTTTCTTTARCGATGCTARCARGAGTARACCCAGARGACGCATCTCCACAGGCARTTTGCTTAGCCCCCTCCAGAGARCTGGCCAGACARACACTAGA
Consensus AGTCTCARTCAGGTACAGGTARARCTGCCGCCTTTTCTTTARCGATGCTAARCAAGAGTARACCCAGARGACGCATCTCCACAGGCARTTTGCTTAGCCCCCTCCAGAGARCTGGCCAGACAAACACTAGA

651 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780

[}
seq AGTCGTTCAGGARATGGGTARGTTCACARAAATAACCAGTCAGTTARTTGTTCCCGATTCTTTTGAGARARACARGCARATTARTGCTCARGTGATTGTTGGTACGCCGGGCACTGTTCTTGACCTARTG
ref AGTCGTTCAGGARRTGGGTARGTTCACARAARTARCCAGTCAGTTARTTGTTCCCGATTCTTTTGAGAARARCARGCARATTARTGCTCARGTGATTGTTGGTACGCCGGGCACTGTTCTTGACCTARTG
Consensus AGTCGTTCAGGARATGGGTARGTTCACARARATARCCAGTCAGTTARTTGTTCCCGATTCTTTTGAGARRARCARGCAARTTARTGCTCARGTGATTGTTGGTACGCCGGGCACTGTTCTTGACCTARTG

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910
[}

seq CGTAGAAARTTGATGCAGCTACAGARARTTARARTTTTTGTTTTGGATGARGCCGATARCATGTTGGATCAGCAGGGTCTAGGTGACCAGTGTATTCGTGTTARGAGATTTTTACCCARGGATACTCAARC
ref CGTAGAAARTTGATGCAGCTACAGARAATTARARTTTTTGTTTTGGATGARGCCGATARCATGTTGGATCAGCAGGGTCTAGGTGACCAGTGTATTCGTGTTARGAGATTTTTACCCARGGATACTCAARC
Consensus CGTAGARARTTGATGCAGCTACAGARRATTARARTTTTTGTTTTGGATGARGCCGATARCATGTTGGATCAGCAGGGTCTAGGTGACCAGTGTATTCGTGTTARGAGATTTTTACCCARGGATACTCARC

911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

seq TT[iTTTTﬁTTTH[iT(i[2THETTTTECEGHTGERGTTHGGEHﬁTﬂ[2GEHHHGHHGHTEETT[IHHHTGETHHTHCTTTHGHHTTREHﬂHCHHFlT[iﬂHGTTﬂHTﬁTTEHTECERTEHHHEHHETHTHEHTEGH
ref TTGTTTTGTTTAGTGCTACTTTTGCCGATGCAGTTAGGCAGTACGCARAGARGATCGTTCCARATGCTARTACTTTAGARTTACARACARATGARGTTARTGTTGATGCCATCARACARCTATACATGGA
Consensus TTGTTTTGTTTAGTGCTACTTTTGCCGATGCAGTTAGGCAGTACGCARAGARGATCGTTCCARATGCTARTACTTTAGARTTACARACARATGARGTTARTGTTGATGCCATCARACARCTATACATGGA

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170

1 1

seq CTGCARAARCGARGCAGATARGTTTGATGTTTTAACTGAGCTATATGGTTTARTGACARTTGGATCTTCCATTATTTTTGTTGCARCCARARRARCCGCARACGTTTTATATGGGAAATTGARRAGTGAR

ref CTGCARARRCGARGCAGATARGTTTGATGTTTTAACTGAGCTATATGGTTTAATGACARTTGGATCTTCCATTATTTTTGTTGCARCCARARRARCCGCARACGTTTTATATGGGAARTTGARRAGTGAA
Consensus CTGCARARACGAAGCAGATARGTTTGATGTTTTARCTGAGCTATATGGTTTARTGACARTTGGATCTTCCATTATTTTTGTTGCARCCARAARARCCGCARACGTTTTATATGGGAARTTGARRAGTGAR

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
1 1

seq GGTCATGARGTTTCTATCTTGCATGGTGATTTACAGACACARGARAGAGACAGATTAATAGACGACTTCAGAGAGGGTAGATCCARAGTTTTGATTACTACTARTGTCCTGGCCCGTGGTATTGATATTC
ref GGTCATGARGTTTCTATCTTGCATGGTGATTTACAGACACARGARAGAGACAGAT TARATAGACGACTTCAGAGAGGGTAGATCCARAGTTTTGATTACTACTARTGTCCTGGCCCGTGGTATTGATATTC
Consensus GGTCATGARGTTTCTATCTTGCATGGTGATTTACAGACACARGARAGAGACAGATTARTAGACGACTTCAGAGAGGGTAGATCCARAGTTTTGATTACTACTARTGTCCTGGCCCGTGGTATTGATATTC

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
1 1

seq CTACTGTCTCARTGGTTGTCARCTATGATCTTCCARCGCTTGCTAACGGACARGCAGATCCAGCTACTTACATTCACAGARTCGGTAGARCCGGTAGATTCGGCAGARARGGTGTTGCCATTTCCTTTGT
ref CTACTGTCTCARTGGTTGTCARCTATGATCTTCCARCGCTTGCTARCGGACARGCAGATCCAGCTACTTACATTCACAGARTCGGTAGARCCGGTAGATTCGGCAGARARGGTGTTGCCATTTCCTTTGT
Consensus CTACTGTCTCAATGGTTGTCARCTATGATCTTCCAACGCTTGCTAACGGACARGCAGATCCAGCTACTTACATTCACAGAATCGGTAGARCCGGTAGATTCGGCAGARARGGTGTTGCCATTTCCTTTGT

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560

1 1

seq ACATGACARARATTCTTTCARTATTTTATCTGCARTTCAGARATACTTCGGTGATATAGARATGACTCGTGTTCCARCGGATGATTGGGATGARGTCGARARAARTAGT TARGARAGTGTTARAGGATTAR

ref ACATGACARARATTCTTTCARTATTTTATCTGCARTTCAGARATACTTCGGTGATATAGAARTGACTCGTGTTCCARCGGATGATTGGGATGARGTCGARRARATAGTTARGARAGTGTTAAAGGATTAG
Consensus ACATGACARARATTCTTTCARTATTTTATCTGCARTTCAGARATACTTCGGTGATATAGAAATGACTCGTGTTCCARCGGATGATTGGGATGARGTCGARARRATAGTTARGAAAGTGTTAAAGGATTAa

1561 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1629
I |

seq CCGGGCTTCTCCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCGCTARAARGCCCGARAATAAGAG

CONSENSUS  tetecececcscrsescsscrsssscsscscrssssscsssssssssssrsrssscssssssssssssss

Figura 29. Secuenciacion de la clonacién de la proteina Dbp5 de Saccharomyces cerevisiae. Se muestra la secuencia de
la proteina Dbp5 clonada completamente (seq) y en la linea inferior el cDNA de referencia (ref) obtenido de la base
de datos. En rojo aparece el alineamiento correcto de los nucleétidos. También se observa los oligonucleétidos
sobresalientes del LIC cloning.
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Figura 30. Cromatograma de la secuenciacidn del DNA de Dbp5 de Saccharomyces cerevisiae con el T7 promotor.

Se puede observar la clonacién completa de la proteina Dbp5 de Saccharomyces
cerevisiae.
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A partir de los resultados obtenidos se puede afirmar que el protocolo de clonacién es
el adecuado. Esta clonacién del producto de PCR en un plasmido fue almacenada de forma
estable para futuros analisis. Actualmente, se pretende sobreexpresar y purificar a gran escala
la proteina Dbp5 de Saccharomyces cerevisiae.

En el ano 2011, gracias a la clonacion, expresion y purificacion de la proteina
recombinante Dbp5 de Saccharomyces cerevisiae, Noble et al., demostraron la actividad ATPasa
de Dbp5 para el remodelamiento del mRNA.

4.6. PERSPECTIVA DEL ESTUDIO

A partir de los estudios realizados en organismos modelos se ha observado que ademas
de los complejos de particulas ribonucleoproteicas con el RNA mensajero y los componentes del
poro nuclear, la exportacion del mRNA esta ligada a los procesos de maduracion nuclear del
mRNA. Pero todavia se necesita profundizar mas en el conocimiento de la exportacion del RNA.
Uno de los principales problemas es la dificultad de establecer sistemas in vitro que conecten la
transcripcion del RNA con la exportacion. Son necesarios estudios detallados para entender la
conectividad funcional que existe entre las diferentes etapas de la biogénesis del RNA y la
exportaciéon (Kohler y Hurt, 2007).

Mediante procesos de cristalografia y SAXS se ha identificado la organizacién espacial
del complejo Mex67:Mtr2 y se ha comprobado que hay una interaccion con el RNA. Sin
embargo, se necesita estudiar si los resultados obtenidos de Mex67 en levadura son parecidos
en metazoos, ya que estas moléculas tienen estructura similar y probablemente reconozcan el
mRNA de forma parecida (Aibara et al., 2015).

En este trabajo se ha intentado caracterizar el factor Dbp5, que tiene una funcion
esencial en la exportacion del mRNA. Estudios realizados in vivo muestran que Dbp5 controla la
eficiencia de exportacion y liberacién de mRNP del poro nuclear (Tran et al., 2007).

El método de clonaje utilizado es mas eficiente que otras técnicas convencionales, ya
gue no requiere el uso de enzimas de restriccion ni DNA ligasa, y ademas, es independiente de
sitios de restriccidn adicionales en las secuencias internas del gen. Para que el proceso funcione
se debe tener un ratio de la concentracién de inserto-vector adecuado, siempre debe haber el
doble de inserto que de vector. En este trabajo se ha comprobado que las proteinas con elevado
peso molecular pueden ser dificiles de clonar mediante LIC-cloning, pero es uno de los métodos
mas adecuado para ello (Aslanidis and de Jong, 1990).

Uno de los puntos fundamentales por los que se realizé este proyecto fue la relacién de
estas proteinas con enfermedades humanas. Las mutaciones en las secuencias del pre-mRNA y
en los factores de exportacién o transcripcion pueden resultar en enfermedades humanas como
osteogénesis imperfecta, distrofia miotdnica y sindrome de contractura congénita letal (Hurt y
Silver, 2008).
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5. CONCLUSIONES

Se ha llegado a las siguientes conclusiones:

e Los mutantes de Mip6 fueron disefados, sobreexpresados y purificados correctamente.

e No se observa interaccidn entre la proteina Mex67 y los dobles mutantes de Mip6
1427A;L423A y 1427A;1432A. Esto afirma que las mutaciones puntuales realizadas
distorsionan la unién de ambas proteinas.

e La sobreexpresion de las diferentes construcciones mediante el método de
autoinduccion ha sido mas efectiva que a través de la induccion por IPTG.

e Laclonacion del factor de exportaciéon Mex67 completo de Chaetomium thermophilum
se ha realizado con éxito y se ha purificado la proteina a pequefa escala mediante una
resina de niquel. El Western Blot realizado confirmé la correcta purificacion.

e Se obtuvo correctamente la clonacion completa de la helicasa Dbp5 de Saccharomyces

cerevisiae.
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7. ANEXO

Reactivos 25 pl de reaccién Concentracion final
Tampdn 5x Kapa Hifi 5 ul 1x
10 mM Kapa dNTPs 0.75 ul 0.3 mM
10 uM cebador directo 0.75 ul 0.3 uM
10 uM cebador reverso 0.75 ul 0.3 uM
DMSO puro 1.25 ul
Patrén de DNA 1 ul o el requerido La necesaria en cada
(10-100 ng) caso
1 U/uL KAPA HiFi DNA
Polimerasa (Kapa 0.5 ul 05U

Biosystems)

H,0 MQ (Milli-Q)

15 pl (up to 25 pl)

Tabla 1. Preparacién de la mezcla de PCR para la polimerasa Kapa Hifi Hot start.

TAMPON

COMPOSICION

Tampodn A

Tampon de lisis

Tampon de elucién

50 mM HEPES pH 7.5, 500 mM NacCl, 5%
Glicerol, 1ImM Betamercaptoetanol (BME)
50 mM HEPES pH 7.5, 500 mM NaCl, 5%
Glicerol, 1mM Betamercaptoetanol (BME),
1% Triton X-100, inhibidor de proteasa

50 mM HEPES pH 7.5, 150 mM NaCl, 5%
Glicerol, 2mM Betamercaptoetanol (BME),
50 mM imidazol.

Tabla 2. Tampones empleados junto con sus composiciones.
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